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RESUMEN

Brucella es un género de bacterias responsable de causar brucelosis, una
enfermedad zoondética distribuida en el mundo. Las brucelas causan problemas
reproductivos en animales domésticos y silvestres e infecciones debilitantes en los seres
humanos. En el afio 2023 se describié una nueva la especie llamada Brucella nosferati,
cuyo nombre es reminiscente de la leyenda del vampiro Nosferatu de Transilvania,
aislada de murciélagos vampiro de la especie Desmodus rotundus (Hernandez-Mora et
al. 2023). Estos murciélagos mostraron lesiones en la placenta, colonizacidon bacteriana
de las glandulas salivales y mamaria, orquiepididimitis, otros 6rganos, muerte fetal y
momificaciones (Hernandez-Mora et al. 2023). Ante este hallazgo se planted la
necesidad de realizar una caracterizacion bacterioldgica y fenotipica de los aislamientos
de B. nosferati. Para ello, se emplearon pruebas bioquimicas y bacteriolégicas validadas
para el género Brucella, y métodos de identificacion automatizados como el VITEK® 2.
Todos los aislamientos evaluados fueron positivos a la prueba de oxidasa, no utilizaron
citrato ni requirieron de CO> para su crecimiento. Ademas, presentaron variabilidad en la
capacidad de reducir nitratos, presentaron una actividad de ureasa muy rapida, fueron
capaces de producir H2S, crecieron en presencia de tionina y fucsina, y se clasificaron
como bacterias lisas. Con respecto a los analisis del VITEK® 2, todos los aislamientos
resultaron bioquimicamente idénticos entre si. Al comparar los resultados bioquimicos
con las cepas de referencia B. abortus 2308W, Brucella nosferati BCCN 84.3 y B. canis
BcanCR12, los porcentajes de similitud fueron de 82.97%, 91.49% y 93.62%
respectivamente. Adicionalmente, se evaluaron las curvas crecimiento bacteriano en

medios de cultivo liquido. Tanto Brucella nosferati BCCN 84.3 como B. nosferati
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alcanzaron la fase estacionaria después de 48 horas y presentaron una fase exponencial
mas prolongada, alcanzando mayor densidad bacteriana en comparacion con B. abortus.
Se determiné que tanto Brucella nosferati BCCN 84.3 como Brucella nosferati
presentaron un alto nivel de resistencia a polimixina B y a la accidn bactericida del suero.

Esta caracterizacion sienta las bases para estudios comparativos sobre la genética y

virulencia de esta nueva especie de Brucella.

Palabras claves: Brucella, Desmodus rotundus, caracterizacion fenotipica, resistencia,

curva de crecimiento.
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ABSTRACT

Brucella is a genus of bacteria responsible for causing brucellosis, a worldwide
zoonotic disease. This illness leads to reproductive issues in domesticated animals and
wildlife, and imposes a debilitating infection on humans. In 2023, a new species named
Brucella nosferati was described, with a name reminiscent of the Transylvanian vampire
legend Nosferatu, isolated from vampire bats of the species Desmodus rotundus
(Hernandez-Mora et al. 2023). These bats exhibited placental lesions, bacterial
colonization of salivary and mammary glands, orchiepididymitis, other organs,
mummifications and fetal death (Hernandez-Mora et al. 2023). This finding prompted the
need for a bacteriological and phenotypic characterization of B. nosferati isolates. To
achieve this, validated biochemical and bacteriological tests for the Brucella genus were
employed, along with automated identification methods such as VITEK® 2. All evaluated
isolates tested positive for the oxidase test, did not utilize citrate, and did not require CO2>
for growth. Moreover, they showed variability in nitrate reduction capability, exhibited very
rapid urease activity, produced H.S, grew in the presence of thionine and fuchsin, and
were classified as smooth bacteria. In terms of VITEK® 2 analysis, all isolates were found
to be biochemically identical to each other. When comparing the biochemical results with
reference strains B. abortus 2308W, Brucella nosferati BCCN 84.3, and B. canis
BcanCR12, the similarity percentages were 82.97%, 91.49%, and 93.62%, respectively.
Additionally, bacterial growth curves in broth culture media were evaluated. Both Brucella
nosferati BCCN 84.3 and B. nosferati reached the stationary phase after 48 hours and
exhibited a more extended exponential phase, attaining a higher bacterial density

compared to B. abortus. It was determined that both Brucella nosferati BCCN 84.3 and
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Brucella nosferati displayed a high level of resistance to polymyxin B and resistance to
the bactericidal action of serum. This characterization lays the groundwork for

comparative studies on the genetics and virulence of this new Brucella species.

Keywords: Brucella, Desmodus rotundus, phenotypic characterization, resistance,

growth curve.



1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

1.1.1. Caracteristicas y patogénesis de Brucella

Las bacterias del género Brucella son cocobacilos Gram negativos del orden
Rhizobiales y pertenecientes a la clase de Alphaproteobacteria (Leclercq et al. 2020;
Moreno 2021). Estos microorganismos se caracterizan por ser parasitos intracelulares
extracelulares facultativos (Gonzalez-Espinoza et al. 2021; Moreno et al. 2002). Ademas,
tienen un metabolismo oxidativo, no utilizan el citrato, son catalasa y ureasa positivas (a
excepcion de B. ovis, B. neotomae y ocasionalmente algunas cepas de B. abortus) y
reducen los nitratos (a excepcion de B. ovis) (Alton et al. 1988). Los miembros del género
Brucella son los agentes causantes de la brucelosis, una de las enfermedades
zoonoticas mas extendidas en el mundo, que provoca abortos en animales domésticos
y una infeccion debilitante en los seres humanos (Moreno 2014; Moreno & Moriydn
2006). Entre los animales, Brucella se transmite horizontalmente mediante contacto
directo de los hospedadores por medio de secreciones del tracto reproductivo, sexo y el
lamido de fetos abortados (Moreno 2014; Moreno & Moriyon 2006). Tambien se trasmite
verticalmente de la madre al feto, lo que generalmnete causa aborto en el ultimo trimestre
de la prefiez (Moreno & Moriyon 2006). Los humanos son hospedadores accidentales
que generalmente adquieren la bacteria por consumo de productos o subproductos
lacteos de animales infectados sin pasteurizar (Robertson 1961). Esta enfermedad,
conocida tradicionalmente como brucelosis, se puede encontrar en todos los continentes,

especialmente en paises de bajos ingresos (Moriyon et al. 2023).



Las infecciones por Brucella ocurren cuando estas bacterias atraviesan las
barreras mucosas del hospedero y colonizan sus 6rganos internos (Fiebig et al. 2021;
Gonzalez-Espinoza et al. 2021). Al igual que otros patogenos intracelulares, Brucella
altera la respuesta de la inmunidad innata, con el fin de replicarse y lograr una
persistencia a largo plazo (Barquero-Calvo et al. 2007). Los neutrofilos representan la
primera linea de defensa contra la presencia de Brucella y aunque tienen alguna
capacidad de eliminarlas, estas bacterias resisten a su actividad microbicida (Moreno &
Barquero-Calvo 2020). Los macrofagos son la segunda linea de defensa y uno de los
tipos celulares en donde ocurre la replicacion de las brucelas (Roop et al. 2021).
Adicionalmente, se ha descrito que tiene la capacidad de replicarse en una amplia
variedad de células, como los trofoblastos, fibroblastos, células epiteliales y células
endoteliales (Gonzalez-Espinoza et al. 2021) y los elementos de virulencia de Brucella
son aquellos determinantes moleculares que le permiten invadir, resistir la destruccion
intracelular y llegar a su nicho de replicacion en fagocitos profesionales y no
profesionales (Roop et al. 2021).

En los ratones, la infeccion experimental por las brucelas se suele dividir tres
fases: (i) la fase de incubacion (antes de que haya sintomas evidentes), (ii) la fase aguda
(durante la cual la bacteria invade y se disemina en el tejido del hospedador) y (iii) la fase
cronica (que eventualmente puede provocar un dafio severo en los érganos e inclusive
la muerte en el individuo) (Grill6 et al. 2012). En humanos, el curso de la brucelosis es
dificil de describir, ya que el periodo de incubacion generalmente es muy largo (de

semanas a meses), y si no se trata, el curso de la enfermedad es prolongado, por lo que



en general se considera siempre una enfermedad de caracter cronico (Moreno et al.

2022).

1.1.2. Especies del género Brucella reportadas

Las primeras especies de Brucella descritas fueron detectadas en animales
productivos; B. melitensis en ovejas y cabras, B. abortus en el ganado y B. suis en
cerdos. En estos animales Brucella puede ocasionar enfermedades reproductivas,
especialmente abortos y epididimitis (Moreno 2021). Mas adelante en los afios 1950s, se
descubrié B. ovis (Moreno 2021). Posteriormente en 1966, hubo un incremento en la
incidencia de abortos, epididimitis, y fallos reproductivos en un criadero canino comercial
en Estados Unidos (Carmichael & Bruner 1968). De la placenta y de los tejidos de los
fetos abortados se aislé B. canis, aunque previamente se pensaba que era un biotipo de
B. suis por sus propiedades bioquimicas (Carmichael & Bruner 1968). En 1994, se aisl6
una bacteria Gram negativa con caracteristicas metabdlicas, bioquimicas vy
bacteriolégicas de un feto abortado de un delfin nariz de botella (Tursiops truncatus), que
coincidian con el género Brucella (Ewalt et al. 1994). En el afio 2007 se realizaron
estudios que condujeron a la descripcion de dos especies nuevas en mamiferos marinos;
B. ceti (predominantemente marsopas y delfines) y B. pinnipedialis (principalmente focas)
(Foster et al. 2007).

En el 2008 se aisl6é una bacteria de una infeccién en un implante mamario de una
mujer de 71 afios con sintomatologia compatible con brucelosis, nombrada como
Brucella innopinata sp. nov. (De et al. 2008; Scholz et al. 2010). También en el 2008 se

describieron y clasificaron como una nueva especie del género Brucella dos aislamientos



obtenidos a partir de ratones de campo silvestres (Microtus arvalis) en Republica Checa
bajo el nombre Brucella microti (Hubalek et al. 2007).

Posteriormente, otros aislamientos obtenidos a partir de animales silvestres han
sido clasificando dentro del género Brucella. En el 2014, se describié la clasificacién de
Brucella papionis sp. nov. provenientes de unos aislamientos que se habian obtenido de
unos babuinos con casos de mortinatos y placenta retenida en Texas, EE. UU.
(Schlabritz-Loutsevitch et al. 2009; Whatmore et al. 2014). Recientemente, en el 2016,
se caracterizaron dos aislamientos obtenidos a partir de los linfonodos mandibulares de
dos zorros rojos cazados en un distrito de Baja Austria (Scholz et al. 2016). Otros
animales de vida libre en donde se ha aislado bacterias pertenecientes al género Brucella
son: de tres roedores nativos en Australia (Tiller et al. 2010), peces (Eisenberg et al.
2017) y reptiles (Eisenberg et al. 2020). Por ultimo, en el 2023, se describié una especie
nueva llamada Brucella amazoniensis en la Guayana Francesa, infectando humanos
(About et al. 2023) y B. nosferati en murciélagos vampiros en Costa Rica (Hernandez-
Mora et al. 2023).

Actualmente, el género Brucella estd compuesto por 24 especies con genomas
cerrados con un pangenoma relativamente reducido (Moreno et al. 2022). Las brucelas
suelen clasificarse en clasicas o atipicas (Moreno 2021). Mientras las clasicas forman un
cluster filogenético compacto que infecta mamiferos, las atipicas son mas diversas, y
filogenéticamente mas cercanas a los miembros del género Ochrobactrum (Scholz et al.
2016) que infectan varios tipos de vertebrados, incluyendo reptiles y peces (Moreno

2021; Scholz et al. 2016).



1.1.3. Determinantes antigénicos de la membrana

La membrana externa de Brucella contiene un lipopolisacarido (LPS) que es
considerado uno de sus principales factores de virulencia (Lapaque et al. 2006). Existen
dos formas antigénicas de LPS, Ay M. El antigeno A es mas predominante en B. abortus
y B. suis, mientras que el antigeno M predomina en B. melitensis (Martinez-Gomez et al.
2018).

Segun la superficie celular y la estructura del LPS, Brucella se puede presentar
como una especie lisa o una rugosa (Mancilla 2016). Las especies lisas se caracterizan
por expresar una molécula de LPS completa que se compone de un lipido A, el nucleo
de polisacarido y la cadena lateral O (Freer et al. 1995). Entre las especies lisas se
encuentran B. melitensis, B. suis, B. abortus, B. ceti, B. pinnipedialis y B. microti (Mancilla
2016). Por el contrario, B. ovis y B. canis son especies rugosas, estas expresan LPS
rugosos que carecen de antigeno-O, caracteristica asociada a una virulencia reducida
(Mancilla 2016).

En 1984 en la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional, Costa
Rica, se aislé una Brucella lisa de un perro de raza San Bernardo con una
orquiepididimitis (Guzman-Verri et al. 2019; Sequeira et al. 1984; Verger et al. 1985).
Inicialmente fue catalogada como una cepa atipica de B. melitensis biovar 2, pero en el
2019 se describieron sus propiedades fenotipicas y genotipicas y se catalogdé como una
nueva Brucella sp. lisa (Guzman-Verri et al. 2019; Sequeira et al. 1984; Verger et al.
1985). Aunque no se conoce el origen de esta bacteria, se especula que podria venir de

una fuente silvestre.



1.1.4. Propagacion de brucelosis en la fauna silvestre y animales domésticos

Recientemente se caracterizaron dos aislamientos bacterianos del género
Brucella con potencial de ser una nueva especie (Pastre et al. 2023). Estos aislamientos
provenian de dos trabajadores de la Guyana Francesa, ambos eran ciudadanos de
Brasil, que trabajaban como mineros clandestinos de oro en la selva amazdnica (Pastre
et al. 2023). Aunque en este caso tampoco se conoce el origen de la bacteria, también
se especula que podria venir de una fuente silvestre.

No existen estimaciones precisas sobre la prevalencia de brucelosis en la fauna
silvestre ni en animales domésticos. Sin embargo, algunos estudios aislados indican que
es alta, en particular en animales domésticos (Moriyon et al. 2023). Aunque la brucelosis
en el ganado ha sido erradicada satisfactoriamente en algunos pocos paises
desarrollados, el control de la misma en vida libre continua siendo un desafio alrededor
del mundo. Al igual que otros paises de Iberoamérica, en Costa Rica la brucelosis bovina
es un problema significativo de salud animal y una zoonosis (Hernandez-Mora et al.

2017).

1.1.5. Caracteristicas de los murciélagos Desmodus rotundus

El orden Chiroptera, comunmente conocido como murciélagos, es uno de los
grupos de mamiferos mas abundante y el unico con capacidad de volar. Los murciélagos
ademas de tener una expectativa de vida larga (pueden llegar a vivir un poco mas de 30
afos), migran y ocupan una variedad grande de nichos ecoldgicos. Aunque hay algunos

pocos murciélagos con caracteristicas solitarias, la mayoria de ellos son sociables vy



viven en grupos de apenas unos pocos hasta miles de individuos (Aguilar-Setién &
Aréchiga-Ceballos 2011; Bai et al. 2017).

Los murciélagos hematéfagos conforman la familia Phyllostomidae, subfamilia
Desmodontinae e incluye tres especies, siendo la mas abundante D. rotundus (Scheffer
et al. 2022). Esta especie posee una amplia distribucion geografica, desde el sur de
Estados Unidos hasta el centro de Chile, generalmente a una altura inferior a los 1500
metros del nivel del mar, aunque en ocasiones puede llegar hasta los 2000 metros
(Arellano-Sota 1988; Scheffer et al. 2022). Una de las caracteristicas distintivas de D.
rotundus es la variedad de animales de los que se alimenta, que va desde animales
domésticos como bovinos, caballos, cabras, porcinos, aves, perros, hasta seres
humanos y en ocasiones reptiles y anfibios (Paradiso et al. 1961; Scheffer et al. 2022).
No obstante, en las regiones tropicales su principal fuente de alimentacion es ganado
bovino. Por esta razoén, con el aumento de la ganaderia la poblacién de murciélagos
Desmodus rotundus también ha aumentado considerablemente (Scheffer et al. 2022).

Con el fin de localizar y seleccionar a su presa, normalmente recorren distancias
de cinco a ocho Km alrededor de sus refugios diurnos, sin embargo, pueden llegar a
alcanzar hasta los 16 Km (Malaga 1954). En esta especie, el contacto social es
necesario, especialmente entre las hembras. Los murciélagos vampiros comparten su
alimento con las crias y otros miembros del grupo mediante la regurgitacion de sangre
(Scheffer et al. 2022; Wilkinson 1990). Los machos generalmente migran a otras colonias
entre los 12-18 meses ubicandose siempre cerca del lugar en donde nacieron (Wilkinson
1988). En cuanto al comportamiento reproductivo, no tienen un periodo establecido de

reproduccion (Alencar 1994). Las hembras de la especie Desmodus rotundus tienen una



gestacion de aproximadamente 205 dias, con intervalos de nacimientos de 350 dias y
usualmente tienen una cria por parto (Lord 1992; Paradiso et al. 1961; Scheffer et al.

2022; Schmidt 1973).

1.1.6. Hallazgos de Brucella en el orden de murciélagos (Chiroptera)

En la region centro oriental de Brasil en 1976, se capturaron 55 murciélagos
hematdfagos (Desmodus rotundus) y dos omnivoros (Diphylla'y Phylostomus hastatus).
Cinco de los 55 sueros de Desmodus rotundus dieron una aglutinacion positiva por el
método de aglutinacion lenta en tubo para Brucella en una dilucion de 1:80 o mas
(Ricciardi et al. 1976). En Georgia (pais euroasiatico), en el 2017, se capturaron 218
murciélagos de ocho especies diferentes en busca de la presencia de Brucella,
Bartonella, Leptospira y Yersinia. Utilizando técnicas moleculares, en este estudio se
detectd la presencia de ADN de Brucella en cuatro murciélagos (dos en Miniopterus
schreibersiiy dos en Myotis blythii) para la secuencia de insercién IS711 (Bai et al. 2017).

En Brasil, recientemente se publicé el hallazgo de seis murciélagos con
orquiepididimitis, dos de ellos fueron diagnosticados con Brucella sp. mediante PCR (del
inglés: Polymerase Chain Reaction) e inmunohistoquimica (Silva et al. 2023). Los
murciélagos eran frugivoros y nectarivoros, (pertenecientes a las especies Artibeus

lituratus y Glossophaga soricina) (Silva et al. 2023).



1.1.7. Situacién en Costa Rica

En marzo 2020 se remitieron al SENASA 71 murciélagos (43 hembras y 28
machos) de una cueva de una reserva privada cerca del Parque Nacional Piedras
Blancas, en Puntarenas de Costa Rica (Hernandez-Mora et al. 2023). La cueva de donde
estaban estos murciélagos es una zona de bosque lluvioso tropical premontano
(Hernandez-Mora et al. 2023). En un radio de aproximadamente 4 Km, se encuentran
actividades ganaderas que incluyen ganado bovino, caballos, ovejas y avicultura de
caracter comercial (Hernandez-Mora et al. 2023). Ademas, en los alrededores hay
presencia de pollos, patos, perros y gatos (Hernandez-Mora et al. 2023). En el territorio
del parque hay cerca de 100 especies de animales de vida libre y mas de 400 especies

de aves (Figura 1) (Hernandez-Mora et al. 2023).

' COSTARICA

Piedras Blancas
National Park

Cattle, humans, horses, sheep
® Cattle, humans, horses
@ Cattle, humans
O Village

Natural reserves

Figura 1.

Mapa de la region oriental del Parque Nacional Piedras Blancas, reservas naturales y los

alrededores rurales y suburbanos (Hernandez-Mora et al. 2023).
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En la parte superior derecha del esquema se encuentra el mapa de Costa Rica,
que indica la ubicacion del Parque en rojo; el cuadro negro inserto representa la zona de
estudio ampliada a la izquierda del mapa. El parque (en verde esmeralda profundo a la
izquierda del mapa) y el limite de las reservas naturales (en verde limén). La region mas
oriental del parque esta rodeada de extensas plantaciones de palma aceitera, fincas,
algunos pueblos pequeiios y bosques secundarios (en color pistacho, principalmente en
el centro y la zona derecha del mapa). El resto del parque (138 km?) se extiende hacia el
oeste (parcialmente mostrado). La ubicacién de la cueva con la colonia de D. rotundus
estudiada se encuentra cerca del parque y esta indicada por un circulo negro completo
en el centro de un circulo mas grande que representa un radio de 4 km. Los circulos
abiertos indican los pueblos, mientras que los circulos blancos, amarillos y rojos
muestran las ubicaciones de las fincas ganaderas dentro del rango de forrajeo de los
murciélagos vampiro, que es de aproximadamente 4 km de la cueva. La vida silvestre
habita principalmente en el parque y las reservas naturales, con intrusiones esporadicas
en areas semi-rurales. Los animales domésticos rara vez ingresan al parque o las
reservas naturales. Una linea amarilla gruesa indica la Carretera Interamericana. Las
coordenadas de la cueva son 8°43'40.1"N y 83°11'15.2"0. Reproducido de Hernandez-

Mora et al. (2023). Reproducido con permiso del autor.

Dado que los murciélagos se alimentan principalmente de ganado bovino y la
brucelosis bovina es altamente prevalente en el pais, se presupuso que los murciélagos
podrian estar infectados con B. abortus (Hernandez-Mora et al. 2023). El 33.80% (24/71)
de los animales fueron positivos a la prueba de Rosa de Bengala y cELISA (Cuadro 1)

(Hernandez-Mora et al., 2023).



Cuadro 1.

Resultados de los aislamientos y serologia (BRT/cELISA) de Brucella sp. en murciélagos.

Modificado de Hernandez-Mora et al. (2023). Modificado con permiso del autor.

6 Positivos Positivos 8.46

17 Positivos Negativos 5.60

4 Negativos Positivos 23.95

7 . Sue_ro Positivos 9.89
insuficiente

22 insﬁ;':;?nte Negativos

15 Negativos | Negativos

También se realizé un cultivo de Brucella spp. de diferentes érganos y tejidos en
los medios selectivos de CITA y FARREL (Cuadro 1) (Hernandez-Mora et al. 2023), en
donde se aislaron brucelas de seis machos y 11 hembras, de D. rotundus, uno de ellos
neonato y un macho juvenil (Hernandez-Mora et al. 2023).

Dentro de los 6rganos se incluyo: placenta, liquidos fetales, glandulas mamarias,
leche, utero y glandulas salivales (Hernandez-Mora et al. 2023). Inicialmente se
obtuvieron ocho aislamientos compatibles con Brucella spp. Un afo después durante el

2021, se analizaron los murciélagos restantes mantenidos a -80° C en el SENASA y se
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sumaron 34 nuevos aislamientos compatibles con Brucella spp. a partir de diferentes
organos como tracto respiratorio, sistema digestivo y sistema nervioso central entre otros
(Hernandez-Mora et al. 2023).

A estos aislamientos se les realizaron analisis genéticos y moleculares mediante
las técnicas de MLVA-16 (Multiple Locus-number Tandem Repeat Analysis-16), Brucella-
ladder y analisis de proteinas mediante MALDI-TOF (Matrix assisted laser
desorption/ionization time-of-flight mass spectrofotometry) (Hernandez-Mora et al. 2023).
Por medio de estos analisis se observo que, la cepa filogenéticamente mas cercana a
los aislamientos de los murciélagos, era la Brucella sp. BCCN84.3 aislada en 1984 en
Costa Rica de un perro San Bernardo con orquiepididimitis y las cepas de B.
amazoniensis aisladas de mineros de la selva amazonica (Hernandez-Mora et al. 2023).

Esta nueva especie aislada de murciélagos vampiros se nombré como B. nosferati.

1.2. Justificacion

La literatura cientifica sugiere la presencia de bacterias del género Brucella spp
en D. rotundus, sin embargo, al dia hoy no se habia logrado realizar aislamientos. De
acuerdo con los reportes de Hernandez-Mora y colaboradores (2023), ademas de la
presencia de B. nosferati en los murciélagos Desmodus rotundus, también se confirmé
con estudios histopatologicos, que esta bacteria causa placentitis (Hernandez-Mora et
al. 2023). Esto demuestra que B. nosferati es un microorganismo patdogeno en estos
animales. Este ultimo aspecto es particularmente relevante porque los murciélagos se

caracterizan por ser animales altamente resistentes a muchas enfermedades.
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A los aislamientos de B. nosferati se les realiz6 la secuenciacion completa de su
genoma. Desde el punto de vista filogenético y bacteriologico la cepa de Brucella
BCNNB84.3, se estim6é como de la misma especie, por lo que se le llamoé B. nosferati
BCNNB84.3, considerandola la cepa tipo debido a que fue el primer aislamiento
(Hernandez-Mora et al. 2023). La similitud genética con la Brucella BCNN84.3, y Brucella
amazoniensis ponen en discusion la capacidad infecciosa, zoondtica y patogénica que
podrian tener estas bacterias aisladas a partir de murciélagos ante otros animales y los
seres humanos.

Ante el descubrimiento de estos aislamientos de Brucella a partir de un nuevo
reservorio y el desconocimiento de sus caracteristicas basicas, surge la necesidad de
realizar una caracterizacion bacteriologica completa. El propdsito de este proyecto fue
describir las principales caracteristicas fenotipicas de B. nosferati obtenida de
murciélagos utilizando pruebas validadas en la caracterizacion de las bacterias del
género Brucella. Este trabajo buscd contribuir a sentar las bases del conocimiento
necesarios para realizar estudios posteriores y que permitan entender el papel
patogénico de estas bacterias en los murciélagos Desmodus rotundus, tan comunes en
el territorio nacional, y su posible transmision a otros animales (de compafiia, productivas

o silvestres) o inclusive los seres humanos.

1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo general
Caracterizar mediante pruebas fenotipicas, los aislamientos de Brucella sp. obtenidos a

partir de los murciélagos (Desmodus rotundus).
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1.3.2. Objetivos especificos

1.3.2.1. Describir las caracteristicas bioquimicas de los aislamientos de Brucella sp.
mediante la realizacion de pruebas fenotipicas tipicamente utilizadas y validadas en la
caracterizacion de las bacterias del género Brucella.

1.3.2.2. Establecer el perfil de las curvas de crecimiento bacteriano de los
aislamientos de Brucella sp. mediante la realizacién de cultivos en caldo en condiciones
in vitro.

1.3.2.3. Cuantificar el nivel de resistencia de la membrana de los aislamientos de
Brucella sp. mediante la realizacién de pruebas de resistencia al suero y a la polimixina

B.
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2. METODOLOGIA

2.1. Aislamientos para estudio

El muestreo en murciélagos realizado por el SENASA, se hizo como parte del
Programa Nacional de Vigilancia de Vida Silvestre y Control de Rabia del Servicio
Nacional de Salud Animal de Costa Rica (CR-NAHS) y de acuerdo con la'Ley de
Bienestar de los Animales correspondiente (Ley N° 7451 1994) y a la Convencion
Internacional para la Proteccion de los Animales refrendada por la Ley Veterinaria
General de Costa Rica sobre la CR-NAHS (Ley N° 8495 2006). Todos los procedimientos
gue involucraron la manipulacion de los aislamientos de Brucella viva en el SENASA se
hicieron bajo el “Reglamento de Bioseguridad de la CCSS 39,975- 0, 2012”, luego del
“Decreto Ejecutivo #30,965-S”, del afio 2002. De acuerdo con la Ley de Biodiversidad
#7788 de Costa Rica y el Convenio sobre la Diversidad Bioldgica, se accedié a los
recursos genéticos bajo los términos de respeto a una distribucion equitativa y justa de
beneficios a quienes proporcionaron recursos bajo CONAGEBIO, Costa Rica, permiso
#R-CM-UNA-003-2019-OT-CONAGEBIO (Anexo 1).

Todas las muestras de tejido analizadas se sometieron a procedimientos de
aislamiento bacteriano mediante el uso de medios selectivos y no selectivos, incluidos el
medio CITA y medio de Farrell, bajo atmdsfera de CO2 al 10%, a 37° C durante 15 dias
(De Miguel et al. 2011). Todas las colonias bacterianas similares a las del género Brucella
se criopreservaron para los posteriores analisis de caracterizacion. De los aislamientos
criopreservados por el SENASA para este estudio se incluiran 14 aislamientos obtenidos
de 11 animales diferentes, los cuales se detallan en el Cuadro 2. Se adjunta carta de

donacion de los aislamientos por parte del SENASA (Anexo 2).



Cuadro 2.

Aislamientos seleccionados para la caracterizacion fenotipica.

Identificacion

Identificacion

Muestra obtenida

del animal: de la cepa: de:
195 bbatCR01 Feto
189 bbatCR02 Glandula salival
190 bbatCR03 Placenta
176 bbatCR04 Placenta
187 bbatCRO6 G'é”d“'lg thzma”a y
190 bbatCR08 Glandula salival
161 bbatCR09 Cerebro
194 bbatCR13 Cerebro
190 bbatCR21 Intestinos
183 bbatCR23 Cerebro
186 bbatCR24 Cerebro
191 bbatCR27 Cerebro
191 bbatCR29 | Contenido intestinal
216 bbatCR33 Cerebro

16

Adicional a las muestras obtenidas a partir de los murciélagos, se utilizaron para

efectos comparativos y como control de las pruebas, las cepas de referencia Brucella

abortus 2308W, B. nosferati BCNN 84.3, B. canis bcanCR12, y Brucella abortus 2.13, las

cuales estan crioconservadas en la bacterioteca del Laboratorio de Bacteriologia de la

Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional.

2.2. Caracterizacion fenotipica de los aislamientos de Brucella sp.

Todos los aislamientos fueron sometidos a las siguientes pruebas fenotipica:

tincion de Gram, actividad oxidasa, utilizacion de citrato,

reduccion de nitrato,
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requerimiento de CO2, produccién de H.S, actividad de ureasa, absorcién de cristal
violeta, crecimiento en presencia de tionina (20 yg/mL) y fucsina basica (20 pg/mL)
mediante pruebas previamente descritas (Alton et al. 1988; Rodriguez-Cavallini et al.
2005). Para estos ensayos se utilizaron aislamientos de B. abortus 2308W, B. canis
bcanCR12, B. nosferati BCCN 84.3 y los 14 aislamientos Brucella nosferati. A

continuacion, se describen cada uno de los procedimientos a realizar:

2.2.1. Tincién de Gram

Para realizar esta tincion, se utilizo la técnica modificada de Kopeloff y Baermann
(Rodriguez-Cavallini et al., 2005) que incluye, cristal violeta y bicarbonato de sodio (un
minuto), lugol (dos minutos), alcohol-acetona (tres a cinco segundos) y se aumento el

tiempo de contratincion con safranina a dos minutos.

2.2.2. Determinacion de actividad oxidasa

Se utilizaron tiras reactivas para la determinacidn de actividad oxidasa (Oxoid)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se colocaron de tres a cinco colonias del
cultivo a partir del agar tripticasa de soya (ATS) en las tiras reactivas. Un cambio de color
de blanco a purpura se ve reflejado en menos de 15 segundos en resultados positivos.
De lo contrario, si no hay cambio o estos son posteriores a los 15 segundos, el resultado

es negativo.
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2.2.3. Utilizacién de citrato

Se inocularon de 3-5 colonias en el Agar Citrato de Simmons (Merck) siguiendo
las instrucciones descritas previamente (Rodriguez-Cavallini et al. 2005). Posteriormente
se incubd a 37° C durante 48-72 horas. Si el Agar Citrato de Simmons cambia a color
azul, es indicativo de un resultado positivo. De lo contrario, si el agar permanece de color

verde, el resultado es negativo.

2.2.4. Reduccion de nitratos

Se utilizaron tubos con caldo Nitrato (Merck) siguiendo las instrucciones descritas
previamente (Rodriguez-Cavallini et al. 2005). Se inoculd el microorganismo en el caldo
nitrato, mediante la técnica de agitacion. Se incub6 a 37° C durante 72 horas.
Seguidamente, se afiadié 1 mL del reactivo a-Naftilamina al 0.50% (Merck). Y se anadi6
1 mL de acido sulfanilico (Merck) al 0.80%. Si se forma un color rojo, o rosado, antes de
treinta segundos es que habia nitritos (Nitrato positivo). En caso contrario, se le afaden
20 mg de polvo de Zn al medio. Si aparece color rosa es que habia nitratos que no se
habian reducido (Nitrato negativo), y si aparece el mismo color es que se habian reducido
los nitratos, pero no a nitritos. Esta prueba se realiz6 por triplicado con cada una de las

cepas a analizar.

2.2.5. Requerimiento de CO>
Las bacterias se sembraron simultaneamente en dos placas de ATS (Liofilchem
Diagnostic). Una de ellas se incubd en una atmosfera enriquecida de 5% CO: y la otra

placa se coloco en una incubadora sin enriquecimiento de COa. Se incubaron a 37°C por
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72 horas. Se considera que una bacteria es dependiente de CO2 cuando solo se observa

crecimiento en el plato incubado con en presencia de COx.

2.2.6. Produccion de H2:S

En tubos con ATS inclinado se inocularon de dos a tres colonias de la bacteria a
analizar. Posteriormente, se colocaron tirillas de papel filtro impregnadas con 12% m/v
de acetato de plomo. Estas se deben colocar suspendidas en la cara interna del tubo
contraria al “slant” del medio. La tapa del tubo se coloc6 de tal manera que sujeta la tira
de reaccion para que esta no se mueva durante la incubacion. Los tubos se incubaron a
37°C por 72 horas. Un resultado positivo se presenta cuando hay 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 interpreta como negativo.

2.2.7. Actividad ureasa

En tubos con Agar Urea inclinado (Acumedia) se inocularon de cinco a diez
colonias de cada bacteria, en caso de que las colonias mas pequefias se tomé mayor
cantidad de inéculo. Una vez inoculado en 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
hay resultado positivo, se deben incubar los tubos a 37°C en capnofilia por 24h para
confirmar el resultado negativo. La prueba se considera positiva en el momento en el que

se comience a ver el cambio de color (rojo) en el indicador del medio. Los resultados de
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esta prueba deben reportase en categorias definidas por el tiempo en el que se observa

la reaccion, las categorias se definen de la siguiente manera (Cuadro 3).

Cuadro 3.

Categoria de reaccion segun las observaciones experimentales en la prueba de actividad

ureasa.

Observaciones

. Categoria de reaccion
experimentales

Prueba negativa luego de 24 h

. = No reactivo
de incubacion

Prueba positiva luego de 120

) ) ., Reaccidn lenta
minutos de incubacion

Prueba positiva entre 50-90

) ) . Reaccion intermedia
minutos de incubacioén

Prueba positiva antes de los

. . ., Reaccion rapida
20 minutos de incubacioén P

2.2.8. Absorcion de cristal violeta

La solucion madre se prepard disolviendo 2 g de cristal violeta (Fisher Scientific)
en 20 mL de alcohol absoluto y 0.8 g de oxalato amonico (Merck) en 80 mL de agua
destilada. Una vez disueltas por completo ambas soluciones, se mezclaron para formar
la solucion madre. La solucion se conservo en un frasco herméticamente cerrado. Esta
solucién madre tiene una duracién de aproximadamente tres meses. Inmediatamente

antes de emplearla se diluyé a 1:40 en agua destilada. Las placas se cubrieron con 1
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mL, usando una micropipeta 1000 uL, con la dilucidn del colorante durante 15 a 20
segundos.

Posteriormente, se descarté el sobrenadante en un recipiente con una solucién
clorada. Seguidamente se examinaron inmediatamente con una lupa. Las colonias lisas
no toman el colorante; las disociadas (rugosas) se tifien en distintos tonos de rojo y
violeta y en su superficie pueden presentarse grietas radiales. En ocasiones, de una
colonia disociada se desliza una pelicula superficial tefiida que aparece al lado de la
colonia no tefida. Cuando en la placa de petri hay un alto grado de humedad, las colonias

pueden separarse del agar al cubrir este con el colorante.

2.2.9. Crecimiento en presencia de tionina o fucsina basica

Usando un turbidimetro (DensiChek plus), se prepard una suspension bacteriana
en solucién salina (0.85%) estéril con una concentracion correspondiente al estandar 1
de MacFarland para cada uno de los aislamientos a estudiar. Se inocularon por estria
cada uno de los aislamientos en la superficie de las placas utilizando torundas de
algodona estériles (tratando de marcar lo menos posible el agar).

Las placas inoculadas fueron incubadas a 37°C, y la lectura se llevd a cabo
después de 72 horas de incubacién. Para la evaluacién, se observo el crecimiento de la
bacteria contra una superficie clara (y preferiblemente con luz oblicua para eliminar la
interferencia de la marca de inoculacion dejada por la torunda). Un resultado positivo se
presenta cuando hay un crecimiento homogéneo y significativo de la bacteria. Los
resultados dudosos (débilmente positivos) o negativos se incuban por 24-36 h mas para

confirmar.
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2.2.10. Aglutinacién con naranja de acridina

Para llevar a cabo esta prueba se utilizaron cultivos bacterianos frescos (entre 48
y 72 horas de incubacién) crecidos en ATS bajo las condiciones de crecimiento antes
descritas. Se depositd una gota de agua en un portaobjetos. Utilizando un asa
bacteriologica estéril, se resuspendio una colonia del cultivo del aislamiento (dos a tres
en el caso de las colonias mas pequefias) y se mezcld bien. Una vez suspendida la
bacteria se le agregd una gota de naranja de acridina 0.10% (m/v) y se volvié a mezclar.
El portaobjetos se agitdo suavemente en forma circular y se determiné inmediatamente la
formacién de grumos. Si se forman grumos la cepa en estudio se clasifica como “rugosa’;
si no se forman grumos y la suspension permanece lechosa, la cepa en estudio se

clasifica como “lisa”.

2.211. Caracterizacion del perfil bioquimico mediante el uso del sistema

VITEK® 2.

Para determinar el perfil bioquimico de las bacterias se utilizdé el sistema de
identificacion VITEK® 2 (Biomériux) para bacterias Gram negativas con la tarjeta GN.
Para este ensayo se utilizaron los aislamientos de B. abortus 2308W B. canis bcanCR12,
B. nosferati BCCN 84.3, B. nosferati bbatCRO03 y B. nosferati bbatCRO06.

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 plastico,
usando una torunda estéril se tomaron de tres a cinco colonias y se suspendieron en el

tubo con la solucién salina. Usando un turbidimetro (DensiChek plus), se preparé una
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suspension de 0.5-0.63 McFarland. Seguidamente, el tubo de transferencia de la tarjeta
de identificacion se colocé en el tubo de suspensidn en la gradilla correspondiente.

Después de haber colocado las tarjetas de identificacién y las suspensiones en la
gradilla, esta se ingreso en el equipo VITEK® 2. En este punto, la suspensién llend todas
las pruebas contenidas en las tarjetas. Posteriormente, las tarjetas junto con las
suspensiones, se incubaron durante 24 h a 37° C en una atmésfera enriquecida de 5%
CO.. Después de la incubacién se coloco la gradilla con las tarjetas y las suspensiones
nuevamente en el VITEK® 2 para realizar una incubacién adicional (por un tiempo

definido por el equipo) y la lectura de cada una de las pruebas.

2.3. Curvas de crecimiento de aislamientos in vitro

Para conocer el comportamiento de crecimiento de las bacterias en condiciones
in vitro de laboratorio, se realizaron curvas de crecimiento. Para este ensayo se utilizaron
aislamientos de B. abortus 2308W, B. nosferati BCCN 84.3, B. nosferati bbatCR03 y B.
nosferati bbatCR06. A partir de los cultivos en plato se realizaron pre-cultivos de cada
cepa de Brucella a analizar. En un Erlenmeyer se agregaron 20 mL de Caldo Tripticasa
de Soya (CTS), en los cuales se inocularon de tres a cinco colonias de la bacteria de
interés. Se dejd incubado en agitacién a 200 rpm y 37°C toda la noche hasta que la
bacteria alcanzara la fase estacionaria. Posteriormente, se guardaron alicuotas de 900
uL del precultivo con 20% de glicerol a -80°C.
Para realizar las curvas se inocularon 900 pL del precultivo congelado en 30 mL de CTS
y se hicieron mediciones de absorbancia a 600 nm cada tres horas durante 48 horas.

Para evitar mediciones después de las 4:00 PM, se realizaron dos cultivos por bacteria



24

con horas de inicio distintas. Durante las 48 horas las bacterias permanecieron en
incubacion a 200 rpm y a 37°C.

Para cada medicién se tomaron 3 mL de CTS sin in6culo (blanco) y 3 mL del CTS
con indculo. En caso de que las lecturas se absorbancia fueron mayores a 2.0, se
realizaron diluciones 1/10, ya que después de que la bacteria alcanza cierto crecimiento
se imposibilita la lectura del espectrofotometro. En estos casos se tomo6 2700 pL de CTS
sin bacteria y 300 pL de CTS con bacteria. Por el uso de esta dilucién se realizé una

correccidon matematica a la hora de hacer la grafica de estas curvas.

2.4. Caracterizacion fenotipica de la membrana de Brucella sp. como elemento
de virulencia
Con el objetivo de cuantificar el nivel de resistencia de las membranas de las
cepas aisladas en los murciélagos, se evaluo su resistencia frente a agentes bactericidas
como la polimixina B, y a la accién bactericida del suero de acuerdo a lo descripto por
(Alton et al. 1988). Para estos ensayos se utilizaron B. abortus 2308W, B. nosferati BCCN

84.3, B. abortus 2.13, B. nosferati bbatCRO03 y B. nosferati bbatCRO06.

2.4.1. Ensayo litico para el estudio de la accién bactericida del suero

2.41.1. Obtencidén del suero control y preparaciéon del suero sin complemento:
Se sangro a un donante y se recolectaron aproximadamente cinco tubos de tapa
de roja (sin anticoagulante). Los tubos se dejaron durante media hora a temperatura

ambiente para que coagulara. Posteriormente se centrifugd durante 10 min a 4500 rpm
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y se traspasaron los sueros a un tubo cénico de 50 mL. Este ultimo procedimiento se
repitié hasta lograr un suero sin eritrocitos. El suero que se obtuvo se dividié en dos,
suero control con complemento (Ctrl+) y el suero al que posteriormente se le elimina el
complemento (Ctrl-).

El suero Ctrl+, unicamente se dividié en alicuotas de 420 uL, se colocaron en
Eppendorfs de 1 mL y se congelaron a - 80° C. A la otra mitad del total del suero (Ctrl-)
se le agreg6 una punta de espatula de levadura deshidratada de Saccharomyces
cerevisiae y se incub6 durante 30 min a 56°C en bafio maria, con el fin de que al final de
esta incubacion se consumiera todo el complemento disponible en el suero.
Seguidamente se centrifugd a 14000 rpm durante cinco minutos para separar la levadura.
Este ultimo paso se repitié hasta que quedo translucido, ya que no deben quedar restos
de levadura en el suero. Seguidamente, se filtré usando una jeringa y un filtro bacteriano.
Para finalizar, se dividio en alicuotas de 420 pl, se colocaron en Eppendorfs de 1.50 mL

y se congelaron a - 80° C.

2.41.2. Preparacion de la bacteria:

A partir de cultivos frescos en ATS, se tomaron de tres a cinco colonias de la
bacteria de interés y se colocaron en 20 mL de CTS, se incubo en agitacion a 200 rpm y
a 37°C durante 18 h. Con respecto a Brucella abortus 2.13, esta se incubdé en un
recipiente enriquecido con CO, usando una candela encendida, ademas necesitdo 24
horas de incubacion. A partir de este precultivo se prepard una suspension de 1x10*
UFC/mL de la bacteria de interés en PBS utilizando la siguiente féormula: UFC/mL = (Abs

x 1.2x10° UFC/mL)/1.7.
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2.4.1.3. Montaje del ensayo:

Se colocaron 100 pyL de la suspension bacteriana con 200 yL del suero Ctrl+
(previamente en congelacion a -80°) y 100 pL de la suspension bacteriana con 200 yL
del suero Ctrl+ (previamente en congelacion a -80°). Se incubaron por 90 min a 37° C.
Para determinar la viabilidad bacteriana, una vez finalizada la incubacion, se utilizé un
asa Drigalsky para esparcir 100 yL en ATS, tanto para el Ctrl+ como para el suero Ctrl-.
Por ultimo, se incubo durante 72 h y se realizé el recuento bacteriano. Para determinar
el porcentaje de sobrevida, se comparé las UFC/mL del suero Ctrl+ contra el suero Ctrl-

utilizando la siguiente férmula: % sobrevida = (UFC [suero Ctrl-] x 100)/UFC [suero Ctrl+].

2.4.2. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) por

microdilucién en placa para la Polimixina B.

La Polimixina B es un antibidtico que actua de manera similar a otros péptidos
policationicos naturales del sistema inmune innato (ej. defensinas), provocando
alteraciones morfolégicas en la membrana celular de las bacterias. Los estudios
realizados con Polimixina B en brucelas terrestres demuestran que existe una resistencia
a estos compuestos policationicos, y evidencian el papel que juega la composicion de su
membrana en el proceso de infeccion (De Tejada et al. 1995).

Para esto se prepard una suspension bacteriana de 1 MacFarland de cada bacteria
(aproximadamente 5 mL por cada bacteria), usando un turbidimetro (DensiChek). Se
adicion6 100 uL de la suspensién bacteriana en cada pozo con la bacteria respectiva de

cada fila. Las diluciones seriadas del antibiotico Polimixina B (Sigma) se realizaron
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previamente en diez tubos, con una concentracion inicial de 500 pg/mL de CTS.
Seguidamente se distribuyd el CTS con el antibiético por columna, de mayor
concentracion a menor concentracion (de izquierda a derecha). A excepcion de la ultima
columna, donde se anadieron 200 yL de unicamente CTS (control negativo) y de la
primera donde se agregdé 100 pyL de bacteria y 100 yL de unicamente CTS (Control
positivo). Luego, se incubd entre 24 y 48 horas a 37°C, sellando la placa con papel
parafilm. El valor de CMI se determin6é como la mayor dilucién del antibiético que inhibio

completamente el crecimiento bacteriano a las 24 h de incubacion.



28

3. Resultados y Discusion

3.1. Caracterizacion bioquimica de los aislamientos

Con respecto a las caracteristicas macroscépicas de las colonias de B. nosferati
en medio de cultivo sélido, se observé que después de tres dias de incubacién en COy,
los aislamientos formaron colonias redondas, convexas, color crema, con un diametro
aproximado de 0.50 - 1 mm. En las tinciones de Gram, todos los aislamientos presentaron
una coloracion Gram negativa. Una diferencia respecto a la morfologia microscépica, es
que los aislamientos de B. nosferati presentaron una forma mas alargada, con respecto
a las cepas de referencia utilizadas. Tanto las caracteristicas, macroscopicas como
microscoépicas observadas, fueron compatibles con bacterias del género Brucella.

Con respecto a las pruebas bioquimicas realizadas de rutina para la identificacion
de las bacterias del género Brucella, todas las cepas de B. nosferati mostraron resultados
idénticos entre ellas. Todos los resultados son compatibles con género Brucella, con
algunas particularidades especificas de esta nueva especie que se indican a
continuacion.

Todas las cepas evaluadas (incluyendo las cepas de referencia) resultaron
positivas a la prueba de oxidasa. De acuerdo con la literatura, solo B. neotomae, B. ovis,
B. papionis, B. vulpis y algunas cepas de B. abortus son oxidasas negativas (Schlabritz-
Loutsevitch et al. 2009; WOAH 2022).

Otra de las pruebas utilizadas para la identificacion del género es su actividad
ureasa positiva (a excepcion de B. ovis y ocasionalmente algunas cepas de B. abortus)
(WOAH 2022). Con respecto a esta prueba, los aislamientos de B. nosferati tuvieron una

mayor similitud con B. canis, ya que ambas tuvieron una reaccioén bastante rapida. B.
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nosferati BCCN 84.3 y B. abortus 2308W tardaron mas de 120 minutos en cambiar de
coloracion, por lo tanto, ambas tienen una reaccion lenta. Otras especies que tienen una
reaccion rapida (menos de 20 min) son B. suis, B. neotomae, B. canis, B. innopinanta y
B. papionis (Scholz et al. 2010). Al igual que todos los reportes de especies del género
Brucella, B. nosferati también fue negativa a la prueba de citrato de Simmons.

Todas las muestras, tanto las obtenidas de los murciélagos como las cepas de
referencia, crecieron en ambos ambientes (en ausencia y presencia de CO2). A
excepcion de B. ovis y algunas cepas de B. abortus, estos aislamientos no dependen del
CO2 para crecer (Pérez-Etayo et al. 2018). De forma similar, al igual que muchas
bacterias del género Brucella (algunos biovares de B. abortus, B. suis, B. neotomae y B.
inopinata) (Guzman-Verri et al. 2019; WOAH 2022) que producen H2S, todas las cepas
de Brucella nosferatiy la cepa B. nosferati BCCN 84.3 mostraron produccion de H»S.

En cuanto a la capacidad de reducir nitratos, B. canis bcanCR12 presentd un
resultado positivo y B. abortus 2308W un resultado negativo. Sin embargo, en los
aislamientos de Brucella nosferati y B. nosferati BCCN 84.3 se obtuvieron resultados
variables. Esto quiere decir que hubo resultados tanto positivos como negativos para una
misma muestra. No se conoce con certeza a qué se debe la variabilidad detectada en la
prueba de reduccion de nitratos para Brucella nosferatiy B. nosferati BCCN 84.3 ya que
se utilizaron las mismas condiciones. Sin embargo, esta prueba presenta algunas
limitaciones, por ejemplo: poder verificar si la bacteria ha crecido de forma satisfactoria
en el medio, lo cual podria generar falsos negativos.

Con respecto al crecimiento en presencia de fucsina basica y tionina, B. nosferati

y B. nosferati BCCN 84.3 crecieron en ambos colorantes. B. canis bcanCR12 crecio en
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el medio con tionina, pero no con fucsina basica. Por el contrario, B. abortus 2308W no
crecié en el medio con tionina, pero si con fucsina basica. Esto coincide con lo reportado
en la literatura en cuanto a las cepas de referencia. Otras bacterias donde se ha
reportado crecimiento en ambas tinciones, al igual que Brucella nosferati son algunas
cepas de Brucella abortus, Brucella melitensis, B. ceti, B. pinnipedialis, B. microti, B.
inopinata 'y B. vulpis (WOAH 2022).

Para determinar si las bacterias evaluadas tenian un perfil liso o rugoso, se
realizaron las pruebas de absorcidn de cristal violeta y la prueba de aglutinacion con el
colorante naranja de acridina. B. canis bcanCR12 es una bacteria rugosa, por lo cual se
tind completamente en la prueba de la absorcion de cristal violeta y aglutind con el
naranja de acridina. De lo contrario, Brucella nosferati, B. nosferati BCCN 84.3 y B.
abortus 2308W no absorbieron la tincién del cristal violeta, ni aglutinaron con naranja de
acridina. Al igual que la mayor parte de colonias del género Brucella (a excepcidon de B.
canis y B. ovis) los aislamientos de B. nosferati se comportaron como bacterias lisas
(Mancilla 2016; WOAH 2022).

En el Cuadro 4 se pueden observar los resultados de la caracterizacion bioquimica

descrita anteriormente.
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Cuadro 4.

Caracterizacion bioquimica de los aislamientos de Brucella sp. obtenidos de los

murciélagos Desmodus rotundus, incluyendo las cepas de referencia.

Cepas

Pruebas Brucella Brucella Brucella Brucella
nosferatiz nosferati® canis © abortus ¢

Oxidacién + + + +
Reduccién de nitrato Y, Y + -
Utilizacién de citrato - - - -
Requerimiento de CO, - - - -

Actividad ureasa (min.) <20 2120 <20 2120
Producciéon H,S + + + +
Crecimiento en presencia de tinciones
de:
Tionina (20 ug/mL) + + + -
Fucsina basica (20 ug/mL) + + - +
Tincién de colonias con cristal violeta - - + -
Aglutinacion en presencia de naranja - - + -
de acridina

a Aislamientos (n=14)

b Cepa BCCN84.3

¢Cepa CR12

4 Cepa 2308W

v: variable

Con el objetivo incrementar el numero de pruebas bioquimicas y por ende mejorar

poder de resolucion entre las cepas estudiadas, se analizé el perfil bioquimico por medio
del sistema automatizado VITEK® 2 (utilizando la tarjeta para Gram negativos GN). Para
este analisis se utilizaron las mismas cepas de referencia, y se seleccionaron dos de los
aislamientos obtenidos de los murciélagos, Brucella nosferati bbatCRO3 y Brucella

nosferati bbatCR06, provenientes de placenta y glandula mamaria (leche)

respectivamente.
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A partir de los 47 sustratos evaluados, los dos aislamientos de B. nosferati
mostraron un perfil bioquimico idéntico entre ellos. Con respecto a B. abortus 2308W se
obtuvo el porcentaje de similitud con una coincidencia en su perfil del 82.97%. Al
comparar B. nosferati con B. nosferati BCCN 84.3 y B. canis la similitud fue de 91.49% y

93.62% respectivamente (Figura 2).
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Figura 2.

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

Al igual que la mayoria de especies del género Brucella, B. nosferati oxida la
glucosa (Foster et al. 2007). Por el contrario, la capacidad de B. nosferati de acidificar la
sacarosa, no es un comportamiento tan comun del género. Entre las especies que se

han reportado capaces de oxidar la sacarosa se encuentran: B. microti, B. inopinata, B.
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suis, B. canis, B. neotomae y B. pinnipedialis (Ewalt et al. 1994; Foster et al. 2007; Scholz
et al. 2008, 2010).

El resultado negativo en la produccion de H2S en VITEK® 2, es un resultado
esperable a pesar de que muchas bacterias del género Brucella los producen. Esto es
debido a que Brucella produce H>S en condiciones aerobias, lo cual no se favorece en
las tarjetas del VITEK® 2. Para este ensayo, Brucella requiere la prueba de acetato de
plomo utilizando el agar tripticasa de soya que contiene peptona de soya el cual posee
cisteina (aminoacido azufrado) (Lopardo 2016). Las bacterias del género Brucella que
producen H2S, lo hacen por medio de aminoacidos azufrados contenidos en el medio. El
sistema VITEK® 2 no provee estos requerimientos necesarios para la produccion de H2S

de Brucella.

3.2. Perfil de las curvas de crecimiento bacteriano

Durante las primeras 27 horas de incubacion las cuatro muestras analizadas
mantuvieron un crecimiento muy similar. La fase de latencia de las cuatro bacterias fue
aproximadamente de tres horas. Como se puede observar en la Figura 3, B. abortus
2308W tardd aproximadamente 24 horas en alcanzar la fase estacionaria y alcanzé una

menor densidad de crecimiento bacteriano.
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Figura 3.

Grafico de las curvas de crecimiento de Brucella nosferati (bbatCR03 y bbatCRO06) y las
cepas de referencia, B. abortus 2308W y B. nosferati BCCN 84.3 durante las 48 h de

incubacién en caldo.

B. nosferati BCCN 84.3 tuvo un comportamiento muy similar a B. nosferati
bbatCRO03 y B. nosferati bbatCRO06, principalmente con B. nosferati bbatCR03.

Durante las 48 horas en las que se realizd la curva de crecimiento tanto B.
nosferatiBCCN 84.3 como B. nosferati bbatCRO03 y B. nosferati bbatCRO06 no alcanzaron
la fase estacionaria, tuvieron una fase exponencial mas prolongada. B. nosferati
bbatCRO06 fue la que alcanz6 una mayor densidad bacteriana en comparacion con la de
demas.

En la literatura se reporta que B. abortus tiene un crecimiento de rapidez

intermedia (Occhialini et al. 2022). Al comparar las curvas de B. abortus 2308W con las
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demas cepas, se observa que tienen una fase de latencia y una fase de crecimiento
exponencial muy similar. Sin embargo, B. abortus 2308W no alcanza los niveles de
densidad bacteriana que las otras cepas que mantienen su replicacion aun después de
a las 48 horas. Estos resultados coinciden con lo observado en crecimiento en plato para
estas cepas en las cuales B. nosferati BCCN 84.3 y Brucella nosferati generaron colonias

de mayor tamafo y mas rapido en comparacion con B. abortus 2308W en ATS.

3.3. Resistencia de la membrana de los aislamientos: Ensayo litico para el

estudio de la accidn bactericida del suero y resistencia a la polimixina B

El sistema inmune innato juega un papel fundamental en la defensa contra los
microorganismos (Conde-Alvarez et al. 2012). La efectividad de este sistema recae en
los receptores de reconocimiento de los patégenos y el sistema del complemento, que
rapidamente perciben la presencia de agentes extrafios (Conde-Alvarez et al. 2012;
Parkin & Cohen 2001). El sistema del complemento esta conformado por un gran numero
de proteinas plasmaticas que reaccionan entre si para opsonizar a los patdgenos e
inducir una respuesta inflamatoria que ayuda a combatir las infecciones (Conde-Alvarez
et al. 2012).

La activacion del complemento se desencadena mediante el reconocimiento de
moléculas que se encuentran en las superficies microbianas pero que no estan presentes
en las células propias (Diaz Martin et al. 2017). Ejemplos de estas moléculas conocidas
como PAMPs (patrones moleculares asociados al dafio), son los LPS que se encuentran
en las paredes celulares de las bacterias Gram-negativas (Conde-Alvarez et al. 2012).

El fin del ensayo litico para el estudio de la accion bactericida del suero fue evaluar la
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capacidad litica que tiene el complemento del suero para inducir la muerte de B. nosferati
y compararlo con las demas cepas de referencia.

B. canis bcanCR12, B. nosferati BCCN 84.3 y B. nosferati presentaron una alta
resistencia a la accion bactericida del suero. B. abortus 2.13 fue muy susceptible a la
accion bactericida del suero, obteniendo porcentajes de sobrevivencia sumamente bajos,

con un promedio de 0.42% (figura 4).

Sobrevivencia ante accion bactericida del suero

100 -
90 A
80 -

60 -
50 A

30 -

Porcentaje de sobrevivencia (%)

20 ~

B. canis B. abortus B. nosferati B. nosferati B. nosferati
bcanCR12 213 BCCN 84.3 bbatCR03 bbatCR06

Figura 4.

Porcentaje de sobrevivencia ante la accion bactericida del suero de B. nosferati
(bbatCR0O3 y bbatCRO06) y las cepas de referencia B. canis bcanCR12, B. nosferati.

BCCN 84.3 y B. abortus 2.13. Las lineas negras representan la desviacion estandar.



38

Las polimixinas tienen una estructura molecular con una forma tipica de anillo
conformado por un péptido policatiénico, y una cadena tripeptidica unida con acidos
grasos (Mohapatra et al. 2021). El anillo peptidico catidnico es hidrofilico y los acidos
grasos hidrofébicos. Esta caracteristica estructural es la que permite a las polimixinas
insertarse en las membranas celulares bacterianas, lo que lleva a su desintegracion, de
una manera similar a otros polipéptidos catidénicos presentes de forma natural, como las
defensinas o el complemento del sistema inmune innato (Jensen & Halling 2010). Una
forma de evaluar la resistencia de las membranas bacterianas es mediante la
determinacién de la concentracion minima inhibitoria (CMI) a la polimixina B.

En el caso de B. canis bcan CR12 y B. nosferati BCCN 84.3 y B. nosferati
bbatCR03 y bbatCRO06 presentaron una CMI altas y muy parecidas en comparacién con
B. abortus 2.13 que tuvo una CMI muy inferior (Figura 5). Esta prueba se realizé por

triplicado y no presento desviacion estandar.



Concentracion minima inhibitoria de polimixina B

256

128 A

(o))
NN
1

16

Log 2
Concentracién de polimixina (ug/mL)

B. nosferati
bbatCR03

B. nosferati
BCCN 84.3

B. canis B. abortus
bcanCR12 2.13

B. nosferati
bbatCR06

Figura 5.

39

Concentracion minima inhibitoria de polimixina B para inhibir el crecimiento bacteriano

en los aislamientos de B. nosferati (bbatCR03 y bbatCR06) y las cepas de referencia B.

canis bcanCR12, B. nosferati BCCN 84.3 y B. abortus 2.13.

A diferencia de otras bacterias Gram negativas, los LPS en la pared celular de

Brucella presentan algunas particularidades que impiden a los receptores de

reconocimiento de patdogenos detectar a Brucella durante las etapas iniciales de la

infeccion (Conde-Alvarez et al. 2012). El LPS de Brucella estad compuesto por cadenas

hidrocarbonadas alifaticas muy largas, y tanto el lipido A como el oligopolisacarido central
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del LPS de Brucella tienen un numero reducido de azucares con carga negativa
(Martirosyan etal. 2011). El fosfato y el acido 2-ceto-3-deoxioctonico (KDO) se
consideran los sitios de union del lipopolisacarido con afinidad por los cationes, como la
polimixina B (Vaara 1992). El lipido Ay el nucleo del LPS de Brucella contiene cantidades
reducidas de KDO, en comparacion con otras bacterias Gram negativas (Moreno et al.
1990). Ademas, se ha sugerido que los lipidos de ornitina catiénicos que recubren los
grupos anidnicos de los lipopolisacaridos, podrian ser un factor adicional de resistencia
(De Tejada et al. 1995; Vaara 1992)

Todas estas caracteristicas contribuyen a la reduccién general de cargas
negativas en la superficie de la bacteria (Martirosyan et al. 2011). Por lo tanto, el
lipopolisacarido de Brucella confiere un fenotipo altamente resistente a los péptidos
cationicos bactericidas y hace que Brucella sea un pobre activador del sistema de
complemento (Barquero-Calvo et al. 2007).

En el caso de B. nosferatiy B. nosferati BCCN 84.3, la cadena O (presente en las
Brucellas lisas) y los polisacaridos relacionados estan formados por homopolimeros de
azucares de perosamina no reductora (Martirosyan et al. 2011). Esta otra caracterisitica
también contribuye a la reduccion de cargas negativas en la superficie de la bacteria. Sin
embargo, mientras B. nosferati BCCN84.3 es predominantemente del serotipo A>M las
B. nosferati aisladas de murciélago son predominantemente M>A (Hernandez-Mora et
al. 2023)

En el caso de B. canis bcanCR12, a pesar de que es una bacteria rugosa y carece
de la cadena O del lipopolisacarido (caracteristica asociada a una virulencia reducida),

se ha visto que es una de las cepas mas resistentes a los péptidos cationicos (Mancilla
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2016; Martin-Martin et al. 2011). Se cree que presenta algunas caracteristicas
particulares relacionadas con su membrana externa que podrian contribuir a una mayor
resistencia (Martin-Martin et al. 2011). Ademas de la composicion del lipido Ay el nucleo,
también puede verse aumentada por la distribucidén de varias proteinas de la membrana
externa, como las proteinas porinas del grupo 2, proteinas de la familia Omp25/0mp31,
o algunas identificadas mediante secuenciacion (Cloeckaert et al. 2002; Martin-Martin et
al. 2009, 2011). También se han visto diferencias en la secuencia de aminoacidos de
algunas proteinas de la membrana externa que podrian resultar en modificaciones
antigénicas (Cloeckaert et al. 2002; Martin-Martin et al. 2011). Se cree que alguna de
estas diferencias de la membrana externa son la que le confieren una estabilidad
particular a la membrana externa de B. canis (Martin-Martin et al. 2011).

Por otro lado, se observé que B. abortus 2.13 mostré una mayor sensibilidad al
complemento y a la presencia de la Polimixina B. Para investigar las caracteristicas
unicas de la membrana externa relacionadas con la virulencia, Sola-Landa vy
colaboradores (1998) llevaron a cabo mutaciones en B. abortus que las volvieron
sensibles a la Polimixina B, lo que dio origen a la cepa B. abortus 2.13. Estas mutaciones
condujeron a la identificacion de un sistema de regulacion de dos componentes llamado
BvrR/BvrS (del inglés: Brucella virulence relatad). Este sistema BvrR/BvrS consta de un
componente de membrana y un regulador citoplasmatico conocido como BvrR (Martinez-
Nufez et al. 2010; Sola-Landa et al. 1998)

Los resultados del estudio de Sola-Landa y colaboradores (1998) indicaron que el
mal funcionamiento del sistema BvrR/BvrS ocasionaba alteraciones en las propiedades

de la membrana externa. Este sistema desempefia una funcion crucial en el
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mantenimiento de la homeostasis de la membrana externa, controlando la estructura del
lipopolisacarido y la expresion de proteinas periplasmaticas de la membrana externa
(Martinez-Nuriez et al. 2010). Esto a su vez provoca cambios en las propiedades de la
membrana externa que afectan la susceptibilidad a sustancias policationicas, como la
polimixina B y el complemento.

En los analisis filogenéticos realizados se pudo evidenciar que la cepa B. nosferati
BCCN 84.3 aislada en un perro San Bernardo en 1984 en Costa Rica pertenece a la
misma especie de Brucella nosferati aislada recientemente (Guzman-Verri et al. 2019;
Hernandez-Mora et al. 2023). Esto respalda la teoria de la capacidad de Brucella
nosferati de infectar diferentes animales y posiblemente humanos. A partir de los
resultados de este estudio se pudo observar como a pesar de ser la misma especie y
compartir muchas caracteristicas fenotipicas y de resistencia, tienen algunas diferencias,
sobre todo de tipo metabdlico. Estas alteraciones afectan la susceptibilidad de la bacteria
a sustancias bactericidas policationicas, como la Polimixina B y la accion del
complemento. Esto, a su vez, tiene un impacto significativo en la virulencia de la bacteria
(Martinez-Nuriez et al. 2010; Sola-Landa et al. 1998).

También, posterior al analisis filogenético, se pudo observar que el parentesco
mas cercano de esta especie fueron dos aislamientos de dos mineros en Guyana
Francesa (B. amazoniensis) (Hernandez-Mora et al. 2023; Pastre et al. 2023). Estos
hallazgos refuerzan de que hay un creciente interés por estudiar y caracterizar nuevas
brucelas obtenidas a partir de animales silvestres con potencial patogénico para los seres

humanos y otros animales domésticos y silvestres.
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4. CONCLUSIONES

Mediante las pruebas realizadas, se logro la caracterizacion fenotipica basica los
aislamientos de los murciélagos (Desmodus rotundus) obtenidos en una reserva
privada cerca del Parque Nacional, Piedras Blancas en Puntarenas, Costa Rica.
Se logro describir el perfil bioquimico de los aislamientos mediante la realizacion
de las pruebas tipicamente utilizadas para la caracterizacion de las especies del
género Brucella.

Se establecieron las curvas de crecimiento de los aislamientos, mediante la
realizacion de cultivos en caldo en condiciones in vitro, demostrando algunas
diferencias respecto a la densidad éptica que logran alcanzar las distintas cepas.
Se cuantifico el nivel de resistencia de la membrana, mediante la cuantificacion
de la concentracién minima de polimixina B para inhibir el crecimiento de los de

los aislamientos y la accion bactericida del suero.
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5. RECOMENDACIONES

Se recomienda al SENASA establecer un programa de vigilancia en las fincas
vecinas, con un perimetro aproximado 20 Km, tomar muestras de todos los
bovinos y realizar la prueba Rosa de Bengala como prueba de tamizaje. Si el caso
es confirmado con cELISA y se aisla, se recomienda hacer identificacién de la
especie, para saber si estos casos pertenecen a B. abortus como se ha asumido
anteriormente o son casos positivos por B. nosferati.

También se recomienda al SENASA establecer una comunicacién con los
propietarios de las fincas cercanas, para que notifiquen cualquier caso de aborto,
y de esta manera realizar las mismas pruebas descritas en el punto anterior.

Se insta a los productores de estas areas mantener un registro de los bovinos que
lleguen con mordeduras de murciélagos, esto con el fin de dar un mayor
seguimiento a estos animales en caso de que presenten sintomas compatibles
con brucelosis.

Se sugiere al SENASA ampliar el muestreo a otras poblaciones de murciélagos
en otras areas del pais, sobre todo en areas con una mayor prevalencia de
brucelosis bovina o donde se presenten brotes.

Para mejorar el entendimiento de la contribucion que tiene la presencia de
Brucella en vida silvestre en la propagacion de la enfermedad, se recomienda al
SENASA conservar sueros sanguineos positivos o aislamientos provenientes de
animales positivos en todo el pais, independientemente del animal que se aisle.
Esto con el fin de tener a disposicion las cepas para que puedan ser usados y

comparadas en un futuro con aislamientos de vida silvestre.
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Se recomienda a los médicos y microbidlogos de areas cercanas considerar a
Brucella nosferati como un diagnostico diferencial en casos de pacientes con
pirexias que no hayan recibido un diagnaostico.

Considerando el alto potencial de los murciélagos como portadores de
enfermedades y al potencial patogénico de Brucella nosferati, es crucial continuar
investigando el rol de esta nueva especie en la epidemiologia de la brucelosis,
que podria afectar no solo a los murciélagos, sino también a especies domésticas,

silvestres y potencialmente representar un riesgo de zoonosis.
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7. ANEXOS

Anexo 1.

R-CM-UNA-005-2022-OT-CONAGEBIO

1K
<’/

AN <JCONAGEEIO

MINISTERIO DE AMBIENTE Y ENERGIA

COMISION NACIONAL PARA LA GESTION DE LA BIODIVERSIDAD
OFICINA TECNICA

SAN JOSE, COSTARICA

R-CM-UNA-005-2022-OT-CONAGEBIO
Expediente: CM-UNA-012-2021

COMISION NACIONAL PARA LA GESTION DE LA BIODIVERSIDAD, OFICINA TECNICA.
San José, a las 12:00 horas del 7 de abril de 2022.

Se conoce solicitud de modificacion para el permiso de acceso a elementos y recursos
genéticos y bioguimicos de la biodiversidad, gestionado por Universidad Nacional, cédula
juridica 4000042150, representada legalmente por Jorge Herrera Murillo con cédula
205330454 en adelante conocido como el Interesado, para el proyecto de Investigacion
Basica denominado “"Comprendiendo la filogeografia de Brucella: un camino para
herramientas de diagndstico especificas.", en adelante conocido como el Proyecto.

RESULTANDO

PRIMERO: Que el dia 8 de setiembre del 2013, la sefiora Ana Lorena Guevara Fernandez,
con cédula de identidad 1-0538-0559 en representacion de la Comisiéon Nacional para la
Gestion de la Biodiversidad, en adelante CONAGEBIO; y la sefiora Sandra Le6n Coto, con
cédula de identidad 4-0097-0835, en representacion de la Universidad Nacional con cédula
juridica 4-000-042150, firmaron el Convenio Marco.

SEGUNDO: El dia 8 de setiembre del 2015, el sefior Alberto Salom Echeverria, con cédula
de identidad 1-0443-0578 en representacion de la Universidad Nacional con cédula juridica
4-000-042150, presenté en la Oficina Técnica de CONAGEBIO el formulario para el Registro
de interesados para el permiso de Acceso a los Elementos y Recursos Genéticos y
Bioguimicos de la Biodiversidad o al Conocimiento Tradicional Asociado, Cédigo de
Conducta, Declaracién Jurada y certificaciones legales de conformidad con el Convenio
Marco.

TERCERO: Qué el dia 23 de octubre del 2018, la sefiora Enid Georgina Chaverri Tapia con
cédula de identidad numero 1-0720-0996, en calidad de Presidenta a.i. y Representante
Legal con facultades suficientes de la Comisiéon Nacional para la Gestion de la Biodiversidad,
en adelante CONAGEBIo y el senor Alberto Salom Echeverria, con cédula de identidad 1-
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0443-0578 en representacion de la Universidad Nacional con cédula juridica 4-000-042150,
firmaron una Prérroga del Convenio Marco por 5 afios.

CUARTO: Que el dia 30 de setiembre de 2021, el interesado presenté en la Oficina Técnica
de CONAGEBIO el formulario solicitud y guia técnica para realizar el proyecto de
Investigacion Basica.

QUINTO: Que al ser las 14:00 horas del 28 de octubre de 2021, la Oficina Técnica emitié la
resolucion R-CM-UNA-015-2021-OT de aprobacion de la solicitud de acceso para el
Proyecto, por el plazo de 36 meses contados a partir de su notificaciéon.

SEXTO: Que el dia 29 de octubre de 2021 se notificé al Interesado, la resolucion R-CM-
UNA-015-2021-OT para el Proyecto.

SETIMO: Que el dia 8 de febrero de 2022, el Interesado solicité la modificacion / prérroga
para el proyecto.

OCTAVO: Que en cumplimiento de lo establecido en el articulo 18 Bis de |a Ley para mejorar
la lucha contra el fraude fiscal, Ley No. 9416, el dia 05 de abril de 2022 se llevé a cabo la
consulta de acceso publico en el Sistema que el Ministerio de Hacienda ha dispuesto para
tales efectos, con el fin de verificar la situaciéon tributaria de los sujetos obligados ante la
Direccion General de Tributacion , obteniendo como informaciéon que las partes (Interesado y
Proveedor) se encuentran al dia en sus obligaciones tributarias, o no se encuentran
registrados en dichas plataformas.

NOVENO: Que el dia 05 de abril de 2022 se consulté acerca de la morosidad ante la Caja
Costarricense de Seguro Social, obteniendo como informacién que tanto Interesado como
Proveedores se encuentran al dia en sus obligaciones o no se encuentran registrados en
dichas plataformas.

CONSIDERANDO:

Primero: Que el articulo 6 de la Ley de Biodiversidad N° 7788, publicada en La Gaceta el 27
mayo de 1998, dispone que las propiedades bioquimicas y genéticas de los elementos de la
Biodiversidad silvestres y domesticados son de dominio publico. El Estado autorizara la
exploracion, investigacion, bioprospecciéon, uso y aprovechamiento de los elementos de la
biodiversidad que constituyen bienes de dominio publico, asi como la utilizacién de todos los
recursos genéticos y bioquimicos, por medio de las normas generales de acceso.

Segundo: Que con fundamento en los articulos 10, 13, 14, 15, 16, 17, 18 y 19 de la Ley de
Biodiversidad, se establece que, para cumplir los objetivos, el Ministerio del Ambiente y
Energia, coordinara la organizaciéon administrativa encargada del manejo y la conservacion
de la biodiversidad, integradas por la Comisién Nacional para la Gestion de la Biodiversidad y
el Sistema Nacional de Areas de Conservacion.
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Tercero: Que los articulos del 62 al 85 del Capitulo V de la Ley supracitada, declaran a la
CONAGEBIO como la organizacién responsable de regular el acceso a los elementos o
recursos genéticos y bioquimicos de la Biodiversidad y a la Protecciéon del conocimiento
asociado.

Cuarto: Que de conformidad con la Ley de Proteccién al ciudadano del exceso de requisitos
y tramites administrativos N° 8220, en relacion a la presentacion unica de documentos, la Ley
de Biodiversidad N° 7788, articulos 1, 10, siguientes y concordantes y la Ley General de la
Administracion Publica N° 6227, articulos 4,8,10,16, 225 y 269 siguientes y concordantes, la
informacién necesaria para el tramite de esta solicitud, se completé con la documentacion
utilizada en la Resolucion R-CM-UNA-015-2021-OT, cumpliendo el Interesado con el
procedimiento y los requisitos necesarios para obtener la prérroga al permiso de acceso de
conformidad con las “Normas Generales para el Acceso a los elementos o Recursos
Genéticos y Biogquimicos de la Biodiversidad, Decreto Ejecutivo N° 31514-MINAE" y al
Decreto Ejecutivo N° 33697-MINAE.

Quinto: Que la presente solicitud de prorroga se ha valorado de conformidad con los criterios
establecidos en los articulos 14, 23 y 24 de las Normas Generales para el Acceso a los
Elementos y Recursos Genéticos y Bioquimicos de la Biodiversidad y se concluye que
cumple con lo establecido en dichos articulos.

POR TANTO,
LA DIRECTORA EJECUTIVA DE LA OFICINA TECNICA

RESUELVE:

PRIMERO: Aprobar a la Universidad Nacional, con cédula juridica 4000042150,
representada legalmente por Jorge Hemera Murillo con cédula de identidad 205330454, |la
modificacion del permiso de acceso autorizado en la Resolucion R-CM-UNA-015-2021-0OT,
para el Proyecto denominado “Comprendiendo la filogeografia de Brucella: un camino
para herramientas de diagnoéstico especificas” , de conformidad con los siguientes
términos:

1. Autorizar de conformidad con la solicitud |a siguientes modificaciones:

A. Resuelve Primero, Punto 1:

La Oficina Técnica autoriza de conformidad con el contrato para el otorgamiento del
consentimiento previamente informado y el formulario de Guia Técnica, el acceso in situ al
siguiente material biolégico:
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Muestras de aislamientos bacterianos de Brucella, alimacenados en el Laboratorio Bacteriologia,
Laboratorio Bioquimica, Escuela de Medicina Veterinaria, UNA:

odigo de Muestra

Géneroy especies

Codigo de Muestra

Género y especies

beanCR1 B. canis
beanCR2 B. canis
beanCR3 8. canis
beanCR4 8. canis
beanCRS B. canis
beanCR6 8. canis
beanCR7 8. canis
beanCRBA 8. canis
beanCROA B. canis
becanCR10 8. canis
beanCR11 8. canis
becanCR12 8. canis
bcanCR138 B. canis
bcanCR148 B. canis
beanCR15 B. canis
beanCR16 8. canis
bcanCR17C 8. canis
bcanCR18D B. canis
beanCR19 8. canis
bcanCR20C B. canis
bcanCR210D B. canis
beanCR22 B. canis
beanCR23 B. canis
bruCRO Brucela
beanCR24 B. canis
bcanCR25 B. canis

beanCR26-E B. canis
bcanCR27-E B. canis
bcanCR28-F B. canis
beanCR29-F B. canis
beanCR30 B. canis
bmarCR1 B.cet
bmarCR2 B.cet
bmarCR3 B.cet
bmarCR4 B.cet
bmarCRS B.cet
bmarCR6 B.cet
bmarCR7 B.cet
bmarCR8 B.cet
bmarCR 8w alias 8a B. cet
bmarCR9 B.cet
bmarCR10 B.cet
bmarCR11 B.cet
bmarCR12 B.cet
bmarCR13 B.cet
bmarCR14 B.cet
bmarCR15 B.cet
bmarCR16 B.cet
bmarCR17 B.cet
bmarCR18 B.cet
bmarCR19 B.cet
bmarC R20 B.cet
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bmarCR20w B.cef
bmarCR20lung B.cef
bmarCR21 B.cef
bmarCR22 B.cef
bmarCR23LCR B.cef
bmarC R23Mik B.cef
bmarCR24 B.cef
bmarCR25 B.cef
bmarCR26 B.cef
bmarCR27 B.cef
bmarCR28 B.cef
bmarCR23LCR B.cef
bmarCR29SF B.cef
bmarCR29Blood B.cef
bmarCR30 B.cef
bmarCR31A B.cef
bmarCR32A B.cef
bmarCR33A B.cef
bmarCR3MA B.cef
bmarCR358 Brucella
bmarCR368B Brucella
bmarCR378 Brucella
bmarCR388 Brucella
bmarCR398 Brucella
bmarCR408 Brucella
bmarCR418 Brucella
bmarCR428 Brucella
bmarCR43B Brucella
bmarCR448 Brucella
bmarCR458 Brucella
babohCRE5 B. abortus
babohCR66 B. abortus

baboCR11 B. abortus
baboCR4 B. abortus
baboCR63 B. abortus
baboCR58 B. abortus
baboCR&0 B. abortus
baboCR59 B. abortus
baboCR57 B. abortus
baboCR31 B. abortus
baboCR40 B. abortus
baboCR41 B. abortus
baboCR42 B. abortus
baboCR43 B. abortus
baboCR44 B. abortus
baboCR45 B. abortus
baboCR46 B. abortus
baboCR47 B. abortus
baboCR48 B. abortus
baboCR32 B. abortus
baboCR49 B. abortus
baboCR50 B. abortus
baboCR51 B. abortus
baboCR52 B. abortus
baboCR53 B. abortus
baboCR54 B. abortus
baboCR55 B. abortus
baboCR56 B. abortus
baboCR22 B. abortus
baboCR23 B. abortus
baboCR33 B. abortus
baboCR24 B. abortus
baboCR25 B. abortus
baboCR26 B. abortus
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baboCR27 8. abortus
baboCR28 8. abortus
baboCR29 8. abortus
baboCR30 B. avortus
baboCR9 8. abortus
baboCR16 8. abortus
baboCR8 8. abortus
baboCR3M 8. abortus
baboCR1 B. abortus
bneohCRO2 previously baboCR2 | Brucella neotorn ae
baboCR6 B. avortus
baboCR18 B. avortus
baboCR10 B. abortus
baboCR7 B. avortus
baboCR19 B. abortus
baboCR20 8. abortus
baboCR12 B. avortus
baboCRS 8. abortus
baboCR35 8. abortus
baboCR15 B. abortus
baboCR13 B. abortus
baboCR14 8. abortus
baboCR17 B. abortus
baboCR64 8. abortus
baboCR36 8. abortus
baboCR37 8. abortus
baboCR38 8. abortus
baboCR39 8. abortus
babohCR62 NOW bneohCR1 8. neotom ae

babohCR61 8. abortus
baboCRE7 B. abortus?
baboCR68 8. abortus

baboCRE9A 8. abortus
baboCR70A 8. abortus
babohCR71 8. abortus
baboCR72 8. abortus
baboCR74 8. abortus
bruCR1 Brucela
bruCR2 Brucela
bruCR3 Brucela
bruCR4 Brucela
bruCRS Brucela
baboCR75 Brucella abortus
baboCR76 Brucella abortus
baboCRE4 Brucella abortus
baboCR778 Brucella abortus
baboCR788B Brucella abortus
baboCR798 Brucella abortus
baboCRB0B Brucella abortus
baboCRES8 Brucella abortus
baboCRE1 Brucella abortus
baboCRE2 Brucella abortus
baboCRE3 Brucella abortus
baboCREG Brucella abortus
baboCRB7 Brucella abortus
baboCRES Brucella abortus
baboCRES Brucella abortus
baboCR90 Brucella abortus
baboCR91 Brucella abortus
baboCR92 Brucella abortus
baboCR93 Brucella abortus
baboCR94 Brucella abortus
baboCRO5 Brucella abortus
baboCR96 Brucella abortus
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baboCR97 Brucella abortus
baboCRS8 Brucella abortus
baboCR39 Brucella abortus
baboCR100 Brucella abortus
baboCR101 Brucella abortus
baboCR102 Brucella abortus
baboCR103 Brucella abortus
baboCR104 Brucella abortus
baboCR105 Brucella abortus
baboCR106 Brucella abortus
baboCR107 Brucella abortus
baboCR108 Brucella abortus
baboCR109 Brucella abortus
baboCR110 Brucella abortus
baboCR111 Brucella abortus
baboCR112 Brucella abortus
baboCR113 Brucella abortus
baboCR114 Brucella abortus
baboCR115 Brucella abortus
baboCR116 Brucella abortus
baboCR117 Brucella abortus
baboCR118 Brucella abortus
baboCR119 Brucella abortus
baboCR120 Brucella abortus
baboCR121 Brucella abortus
baboCR122 Brucella abortus
baboCR123 Brucella abortus
baboCR124 Brucella abortus
baboCR125 Brucella abortus
baboCR126 Brucella abortus
baboCR127 Brucella abortus
baboCR128 Brucella abortus

baboCR129 Brucella abortus
baboCR130 Brucella abortus
baboCR131 Brucella abortus
baboCR132 Brucella abortus
baboCR133 Brucella abortus
baboCR134 Brucella abortus
baboCR135 Brucella abortus
baboCR136 Brucella abortus
baboCR137 Brucella abortus
baboCR138 Brucella abortus
baboCR139 Brucella abortus
baboCR140 Brucella abortus
baboCR141 Brucella abortus
baboCR142 Brucella abortus
baboCR143 Brucella abortus
baboCR144 Brucella abortus
baboCR145 Brucella abortus
baboCR146 Brucella abortus
baboCR147 Brucella abortus
baboCR148 Brucella abortus
baboCR149 Brucella abortus
baboCR150 Brucella abortus
baboCR151 Brucella abortus
baboCR152 Brucella abortus
baboCR153 Brucella abortus
baboCR154 Brucella abortus
baboCR155 Brucella abortus
baboCR156 Brucella abortus
baboCR157 Brucella abortus
baboCR158 Brucella abortus
baboCR159 Brucella abortus
baboCR160 Brucella abortus
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baboCR161 Brucella abortus
baboCR162 Brucella abortus
baboCR163 Brucella abortus
baboCR164 Brucella abortus
baboCR165 Brucella abortus
baboCR166 Brucefla abortus
baboCR167 Brucella abortus
babohCR168 Brucella abortus
baboCR169 Brucella abortus
baboCR170 Brucella abortus
baboCR171 Brucella abortus
baboCR172 Brucella abortus
baboCR173 Brucella abortus
babohCR174 Brucella abortus
babohCR175 Brucella abortus
babohCR176 Brucella abortus
babohCR177 Brucella abortus
babohCR179 Brucella abortus
babohCR180 Brucella abortus
babohCR181 Brucella abortus
babohCR182 Brucella abortus
baboCR183 Brucella abortus
baboCR184 Brucella abortus
baboCR185 Brucella abortus
baboCR186 Brucella abortus
baboCR187 Brucella abortus
baboCR 188 Brucella abortus
baboCR189 Brucella abortus
baboCR190 Brucefla abortus
baboCR191 Brucella abortus
baboCR182 Brucella abortus
baboCR193 Brucella abortus

baboCR19%4 Brucella abortus
babohCR178 Brucella abortus
babohCR195 Brucella abortus
babohCR196 Brucella abortus
baboCR198 Brucella abortus
baboCR199 Brucella abortus
baboCR200 Brucella abortus
baboCR201 Brucella abortus
baboCR202 Brucella abortus
baboCR203 Brucella abortus
baboCR204 Brucella abortus
baboCR205 Brucella abortus
baboCR206 Brucella abortus
baboCR207 Brucella abortus
baboCR211 Brucella abortus
baboCR212 Brucella abortus
baboCR213 Brucella abortus
baboCR214 Brucella abortus
bbatCRO9 Brucella sp
bbatCR10 Brucella sp
bbatCR11 Brucella sp
bbatCR34 Brucella sp
bbatCR12 Brucella sp
bbatCRO4 Brucella sp
bbatCR20 Brucella sp
bbatCR19 Brucella sp
bbatCR18 Brucella sp
bbatCR21 Brucella sp
bbatCR23 Brucella sp
bbatCR22 Brucella sp
bbatCR24 Brucella sp
bbatCR25 Brucella sp

R-CM-UNA05-2022 OT-CONAGEBIO. San José, a las 1200 horas del 7 de abril de 2022.
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bbatCR28 Brucella sp bbatCR17 Brucella sp
bbatCR26 Brucella sp bbatCR16 Brucella sp
bbatCR 15 Brucella sp bbatCR36 Brucella sp
bbatCR06 Brucella sp bbatCRO1 Brucella sp
bbatCR27 Brucella sp bbatCR33 Brucella sp
bbatCR 14 Brucella sp bbatCR32 Brucella sp
bbatCRO2 Brucella sp bbaiCR37 Brucella sp
bbatCRO7 Brucella sp bbatCR38 Brucella sp
bbatCRO5 Brucella sp bbatCR39 Brucella sp
bbatCRO8 Brucella sp bbatCR40 Brucella sp
bbatCR 35 Brucella sp bbatCR41 Brucella sp
bbatCRO3 Brucella sp bbatCR42 Brucella sp
bbatCR 31 Brucella sp

bbatCR29 Brucella sp

bbatCR 30 Brucella sp

bbatCR 13 Brucella sp

B. Resuelve Primero, Punto 5

Este permiso es valido en lo que refiere al acceso a la colecciéon de microorganismos que se
mantienen en condiciones ex situ en el Laboratorio Bacteriologia, Laboratorio Bioquimica,
Escuela de Medicina Veterinaria, UNA, que fueron obtenidos bajo los permisos R-028-2013-
OT y las donaciones emitidas por el Servicio Nacional de Salud Animal (SENASA) SENASA-
LANASEVE-DV-MMV-011-2018 y SENASA-LANASEVE-MMV-073-2021.

SEGUNDO: En todo lo demas, apliquese las indicaciones, sefalamientos y apercibimientos
legales indicados en la Resoluciéon: R-CM-UNA-015-2021-OT, emitida por esta Oficina
Técnica de la CONAGEBIO, a las 14:00 horas del 28 de octubre de 2021.

TERCERO: En el caso de disconformidad, contra esta resolucion tienen lugar los recursos
ordinarios de Revocatoria ante la Oficina Técnica y de Apelacion ante la Comisién Nacional
para la Gestién de la Biodiversidad, dentro de los tres dias habiles siguientes a su
notificacién.

NOTIFIQUESE. ANGELA iy i
GONZALEZ  crau(FiRMA)

Fecha: 2022.04.08

GRAU (FIRMA) 11:49:26 -0600°

MSc. Angela Gonzalez Grau
Directora Ejecutiva
Oficina Técnica, CONAGEBIO

GRETTEL g e
R-CM-UNA-005-2022-OT-CONAGEBIO. San José, a las 12:00 horas del 7 de sbril de 2022, CESPEDES ARIAS Fost)
Fucha 20220406 095508

(FIRMA) 50y
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Anexo 2.

Carta de donacion de los aislamientos por parte del SENASA.

I e Manisterto de
Nacional s y | Agricultura
‘Salud Animal ‘ ngaderia '

MAG - COSTA RICA | DE COSTA RICA

Pagina 1 de 3

Heredia, 23 de noviembre de 2021
SENASA-LANASEVE-MMV-73-21

Dra. Caterina Guzman
Programa de Investigacion en Enfermedades Tropicales
Escuela de Medicina Veterinaria

Estimado Doctora,

Las cepas de Brucella spp. que se describen a continuacién en el anexo 1, seran donadas a la coleccién del
Programa de Investigacion en Enfermedades Tropicales (PIET) y el Laboratorio de Bioquimica de la Escuela
de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional para su utilizacion en proyectos de investigacion
bdsica y su uso no se encuentra restringido. Lo anterior debido al alto interés para el Servicio Nacional de
Salud Animal (SENASA) de la informacién generada con estas cepas tal y como lo indica el oficio SENASA-

DG-AJ-0153-2015 (adjunto).

Cordialmente,

MARIA GABRIELA Lo emer ™

HERNANDEZ HERNANDEZ MORA (FIRMA)
Fecha: 2021.11.23 11:18:59

MORA (FIRMA) o600

Maria Gabriela Hernandez Mora
Jefatura- Area de Bacteriologia
LANASEVE-SENASA

Ministerio de Agricultura y Ganaderia « Servicio Nacional de Salud Animal
Tel: (506) 2587-1696+2262-0221

Tel/Fax: (506) 2260-8301

WWW .Senasa.go.cr
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Anexo 1. Cepas donadas del SENASA al PIET.

Cepa Especie animal Origen
161 cerebro Demodus rotundus cerebro
161 pulmén Demodus rotundus pulmén
161 intestino Demodus rotundus intestino
165 rindn Demodus rotundus rinén
172 rindn Demodus rotundus rinon
176 placenta Demodus rotundus Placenta
182 pulmén Demodus rotundus pulmén
182 higado Demodus rotundus higado
182 hisopado general Demodus rotundus hisopado general
182 intestino Demodus rotundus intestino
183 cerebro Demodus rotundus cerebro
183 hisopado general Demodus rotundus hisopado general
186 cerebro Demodus rotundus cerebro
186 pulmén Demodus rotundus pulmén
186 higado Demodus rotundus higado
186 intestino Demodus rotundus intestino
186 hisopado general Demodus rotundus hisopado general
187 glandula mamaria-leche Demodus rotundus Glandula mamariadeche
188 cerebro Demodus rotundus cerebro
188 hisopado general Demodus rotundus hisopado general
189 glandula salival Demodus rotundus Glandula salival
190 atero Demodus rotundus utero
190 momia Demodus rotundus momia
190 glandula salival Demodus rotundus glandula salival
190 liquido de la momia Demodus rotundus liquido de la momia
190 placenta Demodus rotundus placenta
191 higado Demodus rotundus higado
191 intestino Demodus rotundus intestino
191 hisopado general Demodus rotundus Hisopado general
194 cerebro Demodus rotundus cerebro
194 higado Demodus rotundus higado
194 intestino Demodus rotundus intestino
194 hisopado general Demodus rotundus hisopado general
195 feto Demodus rotundus feto
204 cerebro Demodus rotundus cerebro
204 hisopado general Demodus rotundus hisopado general
218 intestino Demodus rotundus intestino
221 higado Demodus rotundus higado
221 intestino Demodus rotundus intestino
221 hisopado general Demodus rotundus hisopado general
224 pulmén Demodus rotundus pulmén
224 higado Demodus rotundus higado

Ministerio de Agricultura y Ganaderia « Servicio Nacional de Salud Animal

Tel: (506) 2587-1696+2262-0221
Tel /Fax: (506) 2260-8301
wwwsenasa.go.cr



12 de mayo de 2015
SENASA-DG-AJ-0153-2015

Doctora

Gabriela Herndndez Mora
Unidad de Parasitologia Area de Bacteriologia
LANASEVE - SENASA
Presente

Estimada Doctora:

-DV-MMV-005-15 del 14 de abril , me
acceder al traslado de cepas de Brucella que han aisladas
ela de Medicina Veterinaria de la Universidad N la cual

En atencién a su Oficio
permito sefialarle que es
en Costa Rica al PIET de la

ha logrado la coordinacién de un proyecto con el Laboratorio de Genémica de|Patégenos
Bacterianos del Instituto , para la secuenciacion del genoma de la Brucella ¢n distintos
paises del mundo para variaciones de dicho género asi como su en
distintos hospederos.

Siendo lo anterior de alto in para este Servicio Nacional, deberd disponer lo
los reconocimientos a este Servicio Nacional y se

P
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