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RESUMEN

El presente trabajo de pasantia se realiz6 durante los meses de enero a
marzo del 2023, en la Unidad de Microbiologia Médico Veterinaria (MMV) del
LANASEVE en el Campus Benjamin Nufiez, Lagunilla, Ulloa, Heredia, para un total
de 12 semanas. El objetivo principal fue fortalecer las habilidades en el laboratorio
diagnéstico mediante el desarrollo de técnicas bacteriolégicas y moleculares para

bacterias zoondticas.

Se procesaron un total de 450 muestras para las pruebas rutinarias del
laboratorio, siendo la determinacion de Salmonella Gallinarum y S. Enteritidis
(193/450) la mas comun, seguida del diagndstico de Mycobacterium bovis por

Interferon Gamma (150/450).

Asimismo, durante la pasantia se colaboro con la reorganizacion y cultivo de
muestras del banco de leches positivas anteriormente por serologia para

brucelosis, tejidos bovinos y especimenes del banco de cetaceos.

Del banco de leches y los tejidos bovinos de los afios 2011 al 2016, se
realizaron 275 cultivos para Brucella spp. en los medios CITA y Farrell. Estas
mismas muestras habian sido cultivadas anteriormente en Agar Sangre y Agar
Brucella utilizando el suplemento SR0209 de Oxoid, obteniendo resultados
negativos en el 100% de los casos y con el cambio de medios de cultivo realizado
durante el 2023 se obtuvo cultivos positivos en el 50% (6/12) de los tejidos y en el
4% (9/263) de las leches. Para los 15 cultivos positivos, se aplicé el PCR multiple

Bruce-ladder para confirmar Brucella abortus.



De los 51 cetaceos trabajados (2010 al 2020), se determin6 que la especie
predominante fue Stenella coeruleoalba en un 73% (37/51) y no hubo una diferencia
significativa en cuanto al sexo de los individuos. A pesar de su antigtiedad, los
tejidos se encontraron en un nivel dos de descomposicion en el 78% (40/51) de los
casos. Se realizaron ensayos inmunocromatograficos usando un kit comercial para
el diagnéstico de Brucella spp., obteniendo un 71% (36/51) de positividad en las
pruebas, correspondiendo el 92% (33/36) de las mismas a la especie Stenella
coeruleoalba. Se cultivaron muestras de 15 animales que anteriormente ya se
habian cultivado, pero en este nuevo analisis en el 2023, s6lo una muestra resulto

nuevamente positiva, y se clasifico como B. ceti en Bruce-ladder.

En conclusion, la pasantia representd una oportunidad para el crecimiento
profesional en el area de laboratorio diagnostico al trabajar con diversos agentes
gue tienen un rol fundamental en la salud publica. Ademas de laborar con equipos

y muestras que no habian sido abordados anteriormente durante la carrera.

Palabras clave: laboratorio diagnostico, salud publica, bacterias zoondticas.
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ABSTRACT

This internship was conducted from January to March 2023 at the Veterinary
Medical Microbiology Unit (MMV) of LANASEVE in Campus Benjamin Nufiez,
Lagunilla, Ulloa, Heredia, for a total of 12 weeks. The main objective was to improve
skills in the diagnostic laboratory through the development of bacteriological and

molecular techniques for zoonotic bacteria.

A total of 450 samples were processed for routine laboratory diagnostic tests,
with the determination of Salmonella Gallinarum and S. Enteritidis being the most
common (193/450), followed by the diagnosis of Mycobacterium bovis by Interferon

Gamma (150/450).

Likewise, during the internship, was reorganized and culture samples from
the bank of milks previously diagnosed as serologically positive for brucellosis,

bovine tissues, and specimens from the cetacean bank.

From the milk bank and bovine tissues from 2011 to 2016, 275 were cultured
for Brucella spp. in CITA and Farrell media. These same samples had previously
been cultured on Blood Agar and Brucella Agar using Oxoid's SR0209 supplement,
obtaining negative results in 100% of the cases. With the change of culture media
carried out during 2023, positive cultures were obtained in 50% (6/12) of the cases
of tissues and in 4% (9/263) of milks. For the 15 positive cultures, multiplex Bruce-

ladder PCR was applied to confirm Brucella abortus.

Of the 51 cetaceans (from 2010 to 2020) worked, it was determined that the
predominant species was Stenella coeruleoalba in 73% (37/51) and there was no

significant difference regarding the sex of the individuals. Despite their age, the



xii

degree of tissue decomposition was found at a level two in 78% (40/51) of cases.
Immunochromatographic assays were performed using a commercial kit for the
diagnosis of Brucella spp., obtaining 71% (36/51) positivity in the tests, 92% (33/36)
of which corresponded to the species Stenella coeruleoalba. Samples from 15
previously cultured animals were reanalyzed, but only one sample was again

positive in 2023, and it was classified as B. ceti on the Bruce-ladder.

In conclusion, the internship provided an opportunity for professional growth
in the diagnostic laboratory area by working with various agents that play a
fundamental role in public health. It also involved working with equipment and

samples that had not been previously addressed during the degree.

Keywords: diagnostic laboratory, public health, zoonotic bacteria.



1. INTRODUCCION.

1.1. Antecedentes.

Cada dia se reconoce aun mas el rol fundamental del médico veterinario en
el area de la Salud Publica; esta Ultima consiste en actividades relacionadas con la
salud y enfermedad de una poblacion, el estado sanitario y ecolégico del entorno
de vida, la organizacion y funcionamiento de los servicios de salud y enfermedad,
la planificacion y gestion de los mismos, y la educacion para la salud (Ortega et al.
2005).

Asimismo, el area de la Salud Publica Veterinaria es aquella dedicada a la
aplicacion del conocimiento aportado por las Ciencias Veterinarias a la proteccion
de la salud humana mediante la sanidad, la produccién y el bienestar animal, la
biotecnologia aplicada, la seguridad alimentaria, la proteccion medioambiental y la
sostenibilidad (Briones et al. 2018).

La relacion intrinseca que existe entre la salud publica y los animales se ve
respaldada por el hecho de que un 60% de las enfermedades humanas infecciosas
conocidas son de origen animal, al igual que un 75% de las enfermedades humanas
emergentes (Taylor et al. 2001).

Segun los datos anteriores, se visualiza que las interacciones diarias de
humanos, animales y el medio ambiente tienen un impacto dramatico en la salud
publica. Algunos factores que aumentan estas amenazas incluyen el movimiento
internacional de personas, animales y productos de origen animal; globalizacion;
los cambios ambientales que afectan a las poblaciones de vida silvestre y sus
interacciones; la seguridad nacional y mundial. Enfrentar estos desafios de manera
efectiva requiere fuertes vinculos entre los médicos, investigadores, laboratoristas

y funcionarios de salud publica (King y Khabbaz 2003).



Esto ha llevado a que los profesionales médicos veterinarios en el area de
laboratorio diagnostico y salud publica, por ejemplo, tengan una gran
responsabilidad reconociendo la presencia de enfermedades con un riesgo
zoonotico significativo para la sociedad. Las enfermedades zoondticas son
infecciones que pasan de los animales a los seres humanos y los patdégenos
involucrados pueden ser bacterias, virus, parasitos o agentes no convencionales y
propagarse a los humanos por contacto directo o indirecto en los alimentos, el agua
o el medio ambiente (OMS 2020).

Igualmente, el trabajo de diagndstico veterinario, también se aplica a
enfermedades emergentes, reemergentes y enfermedades de declaracion
obligatoria. Las enfermedades emergentes designan una nueva aparicion de una
enfermedad en un animal que causa un importante impacto en la sanidad animal y
la salud humana. Esto es consecutivo a una modificaciéon de un agente patdogeno
conocido, a la propagacion de este a una zona geografica, o a una especie de la
gue antes estaba ausente. También se define como un agente patdégeno no
identificado anteriormente o una enfermedad diagnosticada por primera vez (OMSA
2022).

Las enfermedades reemergentes responden a un resurgimiento o
incremento de la incidencia de enfermedades infecciosas que se consideraba que
ya estaban controladas (OMSA 2022).

Del mismo modo, se designa enfermedad de declaracion obligatoria a
aquellas incluidas en una lista por la autoridad veterinaria y cuya presencia debe
ser sefialada a esta Ultima en cuanto se detecta o se sospecha, de conformidad
con la reglamentacién nacional (MAG 2008). A nivel de Costa Rica el reporte se

realiza al Servicio Nacional de Salud Animal (SENASA).


https://www.woah.org/fileadmin/Home/esp/Health_standards/tahc/current/es_glossaire.htm#terme_animal
https://www.woah.org/fileadmin/Home/esp/Health_standards/tahc/current/es_glossaire.htm#terme_autorite_veterinaire

En el pais, el Laboratorio Nacional de Servicios Veterinarios (LANASEVE)
del SENASA, segun el articulo 13.2 del Reglamento de la Estructura Organizativa
del Servicio Nacional de Salud Animal, N° 37917-MAG, se encarga de brindar el
apoyo de laboratorio necesario para usuarios externos y para los 6rganos internos
gue ejecutan, analizan o evallan acciones en salud animal y salud publica
veterinaria. Se ofrece la constatacién de calidad de medicamentos veterinarios,
oficializacion de laboratorios, determinacién de inocuidad, residuos en alimentos y
diagnéstico (MAG 2013).

Esta ultima accion es efectuada por el Departamento de Diagnostico
Veterinario, que dentro de su estructura se encuentra la Unidad de Microbiologia
Médico Veterinaria (MMV), sitio donde se llevo a cabo la pasantia, y que es la
encargada de hacer el diagnodstico de diversas enfermedades bacterianas
zoonoticas. Cabe mencionar, que también hay laboratorios oficializados que
realizan dicha labor. Dentro de las funciones de la unidad de MMV se destaca el
apoyo diagnostico, clinico y epidemiolégico de las diferentes enfermedades
bacterianas que se encuentran bajo programas nacionales, de interés en el
intercambio comercial o las que determine la Direccion mediante la utilizacion de
diferentes pruebas inmunoldgicas, bacteriolégicas y moleculares, bajo un enfoque
de calidad (MAG 2013; SENASA 2020).

Las técnicas utilizadas para este fin incluyen pruebas de aglutinacion,
microaglutinacién, pruebas flagelares, tinciones y pruebas bioquimicas
convencionales, Ensayo Inmunoenzimatico Ligado a Enzimas Indirecto (ELISAI) y
ELISA competitivo, cultivos bacterianos, Reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) convencional y tiempo real. Ademas, en este laboratorio se realizan técnicas

histol6gicas para muestras sospechosas de tuberculosis y necropsias de animales



provenientes de mortalidad inusuales y compatibles con cuadros bacterianos

(SENASA 2020).
1.2. Justificacion.

1.2.1. Importancia.

Actualmente, se comprende que las distintas perspectivas de las ciencias
veterinarias no definen la esencia misma de la profesion, ya que esta responde a
las necesidades y cambios constantes de la sociedad, por lo tanto, se encuentra
diversificando constantemente sus areas de estudio. Al presente, el area de
laboratorio diagnostico juega un rol fundamental en el ejercicio de ONE HEALTH o
UNA SALUD, la cual viene a ser un cambio de paradigma para expandir las
colaboraciones interdisciplinarias y las comunicaciones entre la salud animal,
humana y ambiental (Monath et al. 2010; Vela 2012).

Las enfermedades zoondticas pueden afectar tanto a los animales como a
los humanos, por lo que las comunidades médica y veterinaria deben trabajar en
estrecha colaboracién en entornos clinicos, de salud publica y de investigacion
(Kahn 2006). En la salud publica, los sistemas de vigilancia de enfermedades
humanas y animales son importantes para rastrear y controlar zoonosis y los
patdgenos transmitidos por los alimentos.

Del mismo modo, se recalca la relevancia de promover y alentar equipos de
investigacion de medicina comparativa de médicos humanos y veterinarios para
gue se estudien las interacciones agente-huésped zoondético. Esto aumentaria la
comprension de como las zoonosis expanden su gama de huéspedes y, en ultima
instancia, mejorarian las estrategias de prevencion y control (Kahn 2006).

Igualmente, alrededor del mundo los servicios veterinarios nacionales deben

contar cada vez con mas tecnologia y técnicas disponibles, por ejemplo,



moleculares, para abordar diversas necesidades de proteccion de la salud animal
y seguridad alimentaria, ya que la vigilancia y el diagnéstico de enfermedades
animales son necesarias para determinar la existencia o introduccién de una
enfermedad; y las pruebas de laboratorio son una parte crucial de estos programas
de vigilancia. Es por esto, que los laboratorios de diagnostico veterinario son
considerados la columna vertebral de los programas de control de enfermedades
administrados por los servicios veterinarios de un pais; que a nivel de Costa Rica
vendria siendo el SENASA en conjunto con el LANASEVE y sus diversos
departamentos y unidades (Lazarus et al. 2011).

Por lo tanto, a nivel profesional, es fundamental integrar los diversos
conocimientos adquiridos durante la carrera, y por esto la importancia de realizar la
pasantia en un laboratorio oficial de servicios veterinarios para Costa Rica, que
permita la aplicacion de las técnicas estudiadas y el aprendizaje de nuevas pruebas
laboratoriales, ademas de participar activamente del diagndstico y control de
enfermedades bacterianas zoonéticas de importancia para el pais y reguladas por
el SENASA. Igualmente, el acompafiamiento de profesionales capacitados y el uso
de equipo técnico de alta tecnologia son un eje fundamental para el crecimiento
profesional y la formacién como médico veterinario. Finalmente, el integrarse de
manera activa en el area de laboratorio y salud publica, también es un aprendizaje
valioso para comprender el rol creciente del profesional de veterinaria englobado

en el término de One Heath.



1.3. Objetivos.

1.3.1. Objetivo general.

1.3.1.1.

Fortalecer las destrezas en el area de laboratorio diagnéstico
mediante la realizacion de una pasantia en la Unidad de Microbiologia
Médico Veterinaria del LANASEVE que permita mejorar los

conocimientos adquiridos durante la carrera.

1.3.2. Objetivos especificos.

1.3.2.1.

1.3.2.2.

1.3.2.3.

Perfeccionar las habilidades técnicas en la realizacion de ensayos de
laboratorio mediante la ejecucion de diversas técnicas
bacteriologicas, histologicas y moleculares utilizadas para el
diagnostico de enfermedades bacterianas zoonaticas.

Fortalecer el conocimiento diagnostico de agentes infecciosos
mediante técnicas laboratoriales con la participacion activa en las
actividades rutinarias de la Unidad de Microbiologia Médico
Veterinaria.

Concientizar sobre la importancia de la participacion de los médicos
veterinarios en el diagnostico microbiolégico y su rol en la salud

publica englobada en el término de One Health.



2. METODOLOGIA: MATERIALES Y METODOS

2.1. Areay materiales de trabajo.

El sitio de trabajo estuvo constituido por el laboratorio oficial de la Unidad de
MMV del Departamento de Diagnoéstico Veterinario del LANASEVE ubicado en
Lagunilla, Ulloa, Heredia, el cual, segun especificaciones del documento SEG-PE-
001-RE-004, realiza la prueba de tamiz y prueba confirmatoria para Brucelosis,
Microaglutinacion para Leptospirosis y PCR convencional, el diagnostico de Antrax
por tinciodn, cultivo y PCR; Brucella spp. por serologia, cultivo y PCR convencional
de cepas aisladas; Campylobacter por tincion, Listeria spp. por cultivo y PCR tiempo
real; Salmonella Enteritidis y Salmonella Gallinarum por cultivo, PCR convencional
y tiempo real; Paratuberculosis por ELISAI; Fiebre Q por ELISAI; Tuberculosis por
tincion, cultivo y PCR convencional de cepas aisladas y tiempo real de tejido;
Edwarsiella tarda, Francisella noatunensis, Streptococcus iniae, Streptococcus
agalactiae por PCR tiempo real; Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus y Vibrio

alginolyticus por cultivo y PCR.

Adicionalmente, se llevd a cabo la reorganizacion y el cultivo de leches y
tejidos bovinos provenientes de animales diagnosticados anteriormente como
positivos para brucelosis por serologia, asi como el inventario de las muestras del

banco de cetaceos encallados.

Los materiales de trabajo estuvieron compuestos por el equipo de laboratorio
diagndstico de la Unidad de MMV y los documentos oficiales respectivos de la
Unidad (DV-MMV-PT-001, DV-MMV-PT-002, (DV-MMV-PT-004, DV-MMV-PT-006,

DV-MMV-PT-007, DV-MMV-PT-009, DV-MMV-PT-011 DV-MMV-PT-012, DV-



MMV-PT-016, DV-MMV-P0O-002), en los cuales se detallan el fundamento tedrico
de las pruebas, los materiales, reactivos y equipos necesarios, asi como el debido

procedimiento diagndstico y la interpretacion de los resultados.

2.2. Horario de trabajo y periodo de tiempo destinado.

El horario correspondi6 al itinerario de trabajo del laboratorio de la Unidad de
MMV, que es de 7:30 a 15:30, de lunes a viernes (ocho horas diarias). Se empez6
el dia nueve de enero de 2023 y se finalizé el 31 de marzo de 2023, para un total

de 480 horas (12 semanas).

2.3. Registro y andlisis de datos recolectados.

El registro de los datos se llevo a cabo por medio de la bitacora en la cual se
incluia la informacién de las muestras recibidas, sus respectivos ensayos y
resultados obtenidos, no obstante, estos Ultimos no se describen por motivos de
confidencialidad. Asimismo, los datos de las muestras que ingresaron y las
actividades e inventarios realizados con el banco de cetaceos y el banco de leches
se integraron a herramientas digitales como Word y Excel; y por medio de gréaficos

y estadistica descriptiva cualitativa se reportaron los resultados en el informe final.



Tipo de prueba

3. RESULTADOS Y DISCUSION.

3.1. Casuistica del laboratorio durante los meses de enero a marzo.

Con base en la casuistica de la Unidad de MMV durante los tres meses de
pasantia, se procesé un total de 450 muestras para las diferentes pruebas
diagnésticas de rutina del laboratorio. En la figura 1 se puede visualizar la

distribuciéon de las mismas.

Tincién para Campylobacter spp.

Cultivo de Brucella spp.

Cultivo para Tuberculosis

Serotipificacion de Salmonella

Prueba de MAT para Leptospira

ELISAi para Paratuberculosis

Prueba de Interferon Gamma para Tuberculosis
Determinacién de S. enteritidis y S.gallinarum

193
0 50 100 150 200
Cantidad de muestras

Figura 1.
Distribucion de la casuistica de las muestras recibidas en la Unidad de MMV

durante los meses de enero-marzo del 2023.

Un 43% (193/450) correspondié a la determinacion de Salmonella
Gallinarumy S. Enteritidis. Segun el SENASA (2021), el diagnéstico de la vigilancia
activa de estos agentes se realiza mediante las técnicas de cultivo bacteriano,
serotipificacion y biologia molecular a partir de muestras de las plantas de
incubacion, muestras de las granjas avicolas y muestras de aves de un dia de edad
y de huevo fértil importados remitidas al LANASEVE. El procedimiento diagndstico
de cultivo y serotipificacion se detallan en los protocolos del SENASA (2016): DV-

MMV-PT- 004 y DV-MMV-PT-005, que, asimismo, se fundamentan en las técnicas

250
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diagnosticas que plantea la OMSA (2021) y USDA de pre-enriquecimiento,
enriquecimiento, medios selectivos con agar en placa (Figura 2) y posterior

confirmacion con pruebas seroldgicas y bioquimicas.

Figura 2.

Medio de aislamiento selectivo agar XLT4 para la deteccién de Salmonella.
Fuente: propia. A. Cultivo bacteriano con un crecimiento negativo. B. Salmonella
Abaetetuba H>S positiva como control positivo. Colonias redondas color negro.

Por otra parte, un 3% (15/450) de las muestras de Salmonella, procedentes
del Laboratorio de Bacteriologia de la Escuela de Medicina Veterinaria de la UNA,

se procesaron para su debida serotipificacion y pruebas bioquimicas respectivas.

En la mayoria de las pruebas para determinacion de Salmonella, no se
participé activamente de la totalidad del procedimiento de manera continua; sin
embargo, si se realiz6 cada uno de los pasos descritos por la OMSA de manera

intermitente durante los meses de la pasantia.

En orden decreciente, un 33% de las muestras (150/450) correspondio al

diagnostico de Tuberculosis en rumiantes (bovinos) por medio del Ensayo de
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liberacién de Interferon Gamma, siguiendo las directrices del Protocolo Técnico DV-
MMV-PT-007, que describe la sensibilizacion de los linfocitos con antigenos
especificos (un derivado proteico purificado (PPD) de Mycobacterium bovis)
durante un periodo de incubacion de 16 a 24 horas. Esta prueba, por su capacidad
de detectar infecciones tempranas, y en conjunto con las pruebas cutaneas en
paralelo, permite la deteccibon de un mayor numero de animales infectados
tempranamente evitando ser fuente de infeccidén para otros animales, asi como en
una fuente de contaminaciéon del medio ambiente (Gormley et al. 2006; SENASA
2022).

Posteriormente, un 10% de las muestras (45/450) pertenecio al diagndstico
de Paratuberculosis o enfermedad de Johne por medio de ELISAI. Segun la OMSA
(2021), su procedimiento diagnostico se divide en dos partes: el diagndstico de la
enfermedad clinica y la deteccion de la infeccion subclinica mediante pruebas
serologicas de anticuerpos especificos, como la técnica de enzimoinmunoanalisis
descrita en el protocolo DV-MMV-PT-009 (SENASA 2020). Para esta prueba,
solamente una muestra (2%) del total provenia de bufalos y el otro 98% a bovinos.

Continuando con la casuistica obtenida, un 5% (20/450) correspondio a la
prueba de oro por serologia para el diagnoéstico de Leptospirosis, la Prueba de

Microaglutinacion (MAT) (Figura 3).
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Figura 3.

Prueba de MAT para Leptospira en un equino. Fuente: propia. A. Control
negativo. B. Suero reactivo positivo. Se observa la microaglutinacion en una

dilucion de 1/200 para serovariedad Javanica.

La prueba de MAT se describe ampliamente en el protocolo DV-MMV-PT-
001, y se especifican las cepas que son utlizadas por el Laboratorio de
Bacteriologia del SENASA, obtenidas previamente del Laboratorio de Bacteriologia
del INCIENSA. Estos antigenos utilizados en SENASA son los mas frecuentes
reportados en humanos en Costa Rica. Lo anterior se basa en que, para obtenerse
una sensibilidad optima de la prueba, deben emplearse antigenos representativos
de todos los serogrupos conocidos que existen en la region en la que se han
encontrado los animales (Picardeau 2013; SENASA 2020; OMSA 2021).

De estas pruebas, un 50% (10/20) pertenecié a equinos, un 30% (6/20) a

caninos y un 20% (4/20) a bovinos (Figura 4).



13

(] _
g 12
® 10
E
8 L
S 6
T 6
(1]
o
g 4T
©
O 2t
0
Equinos Caninos Bovinos
Especies
Figura 4.

Distribucion de las muestras procesadas para la prueba de MAT segun la

especie.

De manera descendiente en la casuistica, se recibié un 3% (14/450
muestras) para cultivo, tincion y PCR convencional de cepas aisladas para
Tuberculosis. El procedimiento de cultivo y tincidén se detallan en el protocolo DV-
MMV-PT-012 y el PCR convencional en el protocolo DV-MMV-PT-016 (SENASA
2020; SENASA 2023).

Segun la OMSA (2021), las pruebas de confirmacidn para Tuberculosis son
el aislamiento de micobacterias en medios de cultivo selectivos (como el medio
StoneBrink y 7H11P) y su posterior identificacion mediante cultivos y pruebas

bioquimicas o técnicas de ADN (Figuras 5y 6).
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Figura 5.

Cultivos de tuberculosis incubados a 37 °C durante al menos tres meses y
Tincion de Ziehl-Neelsen. Fuente: propia. A. Crecimiento positivo para
Mycobacterium spp. en el medio de StoneBrink con presencia de colonias
cremosas y color amarillo claro. B. Crecimiento positivo para Mycobacterium spp.
en el medio 7H11P con presencia de colonias rugosas y blanquecinas de la misma
muestra descrita en A. C. Tincién de Ziehl-Neelsen para Mycobacterium bovis a

partir de colonias aisladas de un medio selectivo.
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Figura 6.

Electroforesis capilar del producto de amplificacion esperado para especies
de Mycobacterium bovis. Fuente: propia. MPM: Marcador de peso molecular. M1:

Muestra positiva para Mycobacterium bovis proveniente de una cosecha de
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micobacterias en medio solido StoneBrink. C+: Control positivo de M. bovis NCTC

10772. C-: Control negativo (agua de grado molecular).

Con respecto a la especie, las muestras de Tuberculosis para cultivo, tincion
y PCR convencional correspondié en un 57% (8/14) a la especie bovina, un 29%
(4/14 muestras) a especies exoticas (tortugas marinas) y un 14% (2/14 muestras)

a ovinos (Figura 7).

»w 10
o 8
® 8
3
E 6
o 4
g 4
2
3 2
§ 0
Bovinos Tortugas Ovinos
Especies
Figura 7.

Distribucion de las muestras procesadas para la prueba de cultivo, tincion y

PCR convencional de Tuberculosis segun la especie.

Finalmente, en menor grado en la casuistica observada, se encontré el
cultivo de Brucella spp. con un 2% (8/450) y la Tincion para Campylobacter spp.
con un 1% (5/450). Ambos procedimientos diagndsticos se describen en los
documentos oficiales: DM-MMV-PT-002 y DM-MMV-PT-011, respectivamente
(SENASA 2020; SENASA 2021)

Es importante mencionar que en los datos de casuistica mencionados no se
encuentran incluidos los resultados para la prueba de Rosa de Bengala como

prueba tamiz y el ELISAI como prueba confirmatoria para Brucella spp., ya que no
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se intervino en las mismas. Tampoco estan incluidas las pruebas que no ingresaron
al laboratorio durante los meses de pasantia (ej. diagndstico de Fiebre Q, Listeria
y/o Antrax).

3.2. Cultivos para Brucella spp. del banco de leches positivas por

serologiay muestras de tejidos de bovinos.

Del mismo modo, dentro de las labores realizadas durante los meses de
enero a marzo, estuvo la elaboracibn de un inventario para las muestras
almacenadas en el banco de leches positivas a Brucella spp. por serologia, asi
como su respectivo cultivo en medios selectivos de CITA y Farrell, y la
reorganizacion de las mismas en contramuestras en viales libres de ADNasas y
ARNasas para estudios moleculares posteriores. Igualmente, también se cultivaron
en medios selectivos para Brucella spp. muestras provenientes de tejidos y 6rganos
de bovinos (Anexo 1).

Se utiliza una combinacion de los medios selectivos CITA y Medio Farrell
(MF), ya que se ha visto que la maxima sensibilidad y especificidad diagnostica se
logra empleando de forma simultdnea ambos medios. El medio CITA es mas
sensible que MF y es el medio selectivo de eleccién, ya que este Ultimo a pesar de
inhibir la mayoria de los microorganismos contaminantes, algunas veces también
inhibe el crecimiento de Brucella ovis y algunas cepas de B. melitensis y B. abortus
(De Miguel 2011; OMSA 2021). Esta técnica realizada en el LANASEVE con ambos
medios se encuentra acreditada por el Ente Costarricense de Acreditacién (ECA)
desde 2020.

Con respecto al inventario (Figura 8), se registré un total de 677 muestras,

un 76% de las mismas (516/677) correspondié al banco de leches, y en menor
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medida, el 18% (121/677) a sueros y el 4% (28/677) a orinas u otros fluidos. El 2%
(12/677) estuvo determinado por las muestras de tejidos y 6rganos pertenecientes

a bovinos almacenadas en el congelador a -80 °C.

4% 2%

= Leches

= Sueros
Orinas y fluidos
Tejidos y érganos

Figura 8.
Distribucién de las muestras inventariadas de leches, sueros y otros (orinas
y fluidos) ubicadas en el congelador a -30°C; y las muestras de tejidos y érganos

de bovinos del congelador a -80°C.

De las muestras de leche registradas, el 51% (263/516) se sometio a cultivo
en medios selectivos de CITAy Farrell, ya que el resto de las muestras ya contaban
con las pruebas de cultivo para Brucella spp. Ademas, se cultivaron las 12 muestras
de tejidos y 6rganos, lo que dio como resultado un total de 275 cultivos de Brucella
spp. realizados durante el transcurso de la pasantia.

Por lo que se refiere a los resultados de los cultivos bacterianos, solo el 5%

(15/275) dio positivo para Brucella spp., como se muestra en la Figura 9.
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Figura 9.

Resultados para los cultivos de Brucella spp. provenientes de ambas
matrices (tejidos y leches).

En el 95% (260/275) restante de los casos, no hubo crecimiento o se observo
un crecimiento morfolégicamente incompatible, que no coincidia con las

caracteristicas esperadas de Brucella spp. (Figura 10).

Figura 10.

Cultivo bacteriano positivo para Brucella spp. en medio CITA después de 5
dias de incubacion a 37 °C en jarras de anaerobiosis. Morfologia de colonias
redondas y traslucidas color miel palido. Muestra de placentoma bovino recolectado

en 2011 y cultivado, nuevamente, durante el 2023. Fuente: propia.
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Los resultados podrian estar determinados por la longevidad de las
muestras, que en el caso de las leches fueron recolectadas entre los afios 2014 y
2016, y los tejidos correspondian al afio 2011. Sin embargo, resulta interesante que
de estas muestras congeladas a -30°C desde hace siete y hasta 13 afios todavia
se puedan seguir obteniendo cultivos positivos de Brucella spp lo que evidencia la
gran carga bacteriana de estas muestras, la estabilidad del patégeno y de los
equipos de congelacion durante estos afios, ya que se ha evitado ciclos de
congelamiento y descongelamiento de estos, y la gran sensibilidad de los medios

de cultivo CITA y Farrell.

No obstante, la Figura 11 proporciona una perspectiva diferente de los

hallazgos.
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Figura 11.

Comparacion de los resultados positivos y negativos de las diferentes

matrices (leches y tejidos) de bovinos.

A pesar de que las muestras de tejido (incluyendo placentomas, ovarios,
Utero y/o liquido amnidtico) fueron recolectadas de bovinos en el afio 2011, se
observaron cultivos positivos en el 50% (6/12) de estas muestras. Esto contrasta

marcadamente con las muestras de leche, de las cuales solo el 4% (9/263) dio

300
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positivo, a pesar de que la mayoria de estas eran relativamente mas recientes (del
afio 2014 al 2016). Esta discrepancia resalta la importancia de considerar el tipo
especifico de muestra al interpretar los resultados del cultivo bacteriano. Ya que,
segun la OMSA (2021) el nimero de microorganismos de Brucella en la leche, el
calostro y en algunas muestras tisulares puede ser menor que en materiales de

aborto.

De acuerdo con el protocolo DV-MMV-PT-002 del SENASA (2021), a los
cultivos bacterianos positivos y puros obtenidos de las placas de medio CITA y
Farrell se les realiz6 la caracterizacion morfolégica y bioquimica después de una
incubacion de cinco a 15 dias. Los 15 cultivos que dieron positivos fueron sometidos
a la prueba de oxidasa y a la prueba de urea, que dieron positivas en todos los

casos (Figura 12), resultados compatibles con Brucella spp.

Figura 12.

Caracterizacion de bioquimica basica para los cultivos bacterianos positivos
a Brucella spp. Fuente: propia. A. Prueba de urea positiva para cuatro muestras
diferentes. Las cepas positivas a la ureasa hacen que el medio urea cambie de

color naranja a rosa purpura. B. Prueba de oxidasa positiva para cuatro muestras
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distintas. La reaccion positiva a la oxidasa es inmediata y se observa un cambio de

color a azul oscuro.

Finalmente, como paso adicional se realiz6 la identificacion de las cepas
aisladas mediante el PCR mudltiple o Bruce-ladder descrito en el protocolo DV-MMV-
PT-006 (SENASA 2023). El PCR Bruce-ladder es una técnica de biologia molecular
que consiste en una variacion del PCR convencional; una de las principales
ventajas de esta técnica sobre las pruebas de PCR multiplex descritas
anteriormente, es que puede identificar y diferenciar todas las especies de Brucella
y las cepas vacunales en la misma prueba; por ejemplo, puede detectar ADN de B.
canis, B. neotomae, aislamientos de Brucella de mamiferos marinos, B. abortus
biovariedades 3, 5, 6, 7y 9 y B. suis, biovares 2, 3, 4 y 5. Adicionalmente, tiene
otras ventajas como la velocidad de la técnica y la preparacion minima de la
muestra (Lopez-Goiii et al. 2008).

De los 15 cultivos bacterianos positivos, a todos se les realiz6 el PCR Bruce-
ladder, obteniéndose como resultado la identificacion de Brucella abortus en cada

una de las muestras (Figura 13 y 14).
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Figura 13.

Electroforesis capilar del producto de amplificacion esperado para especies
de Brucella abortus. Fuente: propia. A0Ol: Marcador de peso molecular. A02:
Control positivo de Brucella abortus S19 (cepa vacunal, NCTC 8038). A03: Control
positivo de Brucella abortus Bv6 (NCTC 10505). A04: Muestra del banco de leches
D3128-14 positiva para Brucella abortus A05: Muestra del banco de leches
LRBR0503-14 positiva para Brucella abortus A06: Control negativo (agua de grado

molecular).
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Figura 14.

Electroforesis capilar del producto de amplificacion esperado para especies
de Brucella abortus. Fuente: propia. C-: Control negativo (agua de grado
molecular). M: muestras positivas para Brucella abortus M1: Muestra del banco de
leches D0532-15 (#2) M2: Muestra del banco de leches D0532-15 (#4). M3:
Muestra del banco de leches D0532-15 (#5) M4: Muestra de tejidos D0610-12
(placentoma bovino) M5: Muestra de tejidos D3349-11 #4 (placentoma bovino). M6:
Muestra de tejidos D3349-11 #6 (ovarios y utero bovino). M7: Muestra de tejidos
D3349-11 #9 (liquido amniotico). M8: Muestra de tejidos D3349-11 #11 (liquido
amniético). S19: Control positivo de Brucella abortus S19 (cepa vacunal, NCTC
8038). C+: Control positivo de Brucella abortus Bv6 (NCTC 10505). MPM: Marcador

de peso molecular.

3.3. Inventario y reorganizacion de muestras de cetaceos.

Adicionalmente, una parte de las tareas estuvo dirigidas a la reorganizacién
de muestras de érganos y tejidos de cetaceos, de los cuales se llevé a cabo un
inventario exhaustivo de los materiales presentes por individuo. Asimismo, se

realizo la diseccién de la totalidad de los 6rganos en varios segmentos de medio

a1 yeag
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centimetro para el almacenaje de contramuestras en tubos libre de ADNasas y
ARNasas. Del liquido cerebral y/o sangre entera se realizaron ensayos
inmunocromatograficos mediante un kit comercial para detectar la presencia de
anticuerpos contra Brucelas lisas. Ademas, las muestras de cetaceos que no se
habian cultivado previamente para detectar Brucella spp. en medios selectivos de
CITA y Farrel, se realizaron de acuerdo con los procedimientos establecidos.
Finalmente, se extrajeron contramuestras de los tejidos cerebrales para estudios

de hibridacion, y de tejidos epiteliales o blubber para futuros estudios de toxicologia.

3.3.1. Informacion recopilada de las muestras por individuo (Anexo 2).

Con relacion a la cantidad de cetaceos registrados, el total fue de 51
individuos. La distribucion de especies (Figura 15) estuvo dada en su mayor parte

por Stenella coeruleoalba (delfin rayado) en un 73% (37/51).

Lagenodelphis hosei
Stenella longirostris
Grampus griseus
Delphinus delphis
Kogia sima

Familia Ziphiidae 2

Steno bredanensis 2

Stenella attenuata 2

Tursiops truncatus 3

Stenella coeruleoalba 37
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Cantidad de individuos

B N N T

Especies de delfines

Figura 15.

Distribucién de la cantidad de individuos por especie.



25

De igual forma, la fecha de los individuos analizados se registré entre los
afios 2010 y 2020. Sin embargo, por limitaciones de tiempo, no fue factible
reorganizar los ejemplares de los Ultimos afios, y tampoco se tienen los datos del
afio 2019. Asimismo, es importante sefialar que los datos presentados en este
documento solo se refieren a los especimenes con los que se trabajé durante la
pasantia y no reflejan los registros oficiales que mantiene la Unidad de MMV con
respecto al nimero total de encallamientos de delfines por afio. La mayor parte de

individuos estuvo registrada en el aflo 2011 y 2014 (Figura 16).
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Figura 16.

Distribucion anual del nUmero de delfines desde el 2010 hasta el 2020.

Asimismo, con respecto al sexo de los delfines, la Figura 17 ilustra que no
hubo una diferencia marcada entre el nimero de machos (n=29) y hembras (n=22).
Al menos en la brucelosis de odontocetos, que es el agente responsable del
encallamiento en la mayoria de dichos especimenes, las diferencias de género o
edad no parecen ser relevantes, como se ha reportado anteriormente (Hernandez-

Mora et al. 2009).
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Figura 17.

Distribucién de los individuos procesados segun el sexo.

Las muestras de los especimenes comprendian segmentos de varios
organos o tejidos del organismo del delfin. Ocasionalmente, también se disponia
de 6rganos completos. Cada muestra fue debidamente empaquetada y etiquetada
con la informacién necesaria del individuo, y de cada tejido se extrajeron de una a
tres réplicas de medio centimetro para almacenar en viales libres de DNasas y
ARNasas. En total, se procesaron aproximadamente 1500 érganos y/o tejidos, y se
produjeron y clasificaron 2000 contramuestras. La Figura 18 muestra la clasificacion
y cantidad de los 6rganos mas relevantes, excluyendo aquellos que estaban

repetidos o eran demasiado especificos para ser incluidos.
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Asimismo, los tejidos se clasifican en una escala del uno al cinco, donde uno
denota un tejido de un animal vivo y cinco denota uno altamente descompuesto. De
los tejidos analizados, se encontrd que el 78% (40/51) fue grado dos, el 18% (9/51)

grado tres y solo el 4% (2/51) grado cuatro, como se detalla en la Figura 19.
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Figura 19.

Distribucion del grado de conservacion de los tejidos.

Esto demuestra que la congelacion a -80 °C o crioconservacion favorece la
adecuada conservacion de los tejidos. En efecto, los objetivos de este aspecto
aplicado de la criobiologia, es frenar los procesos de envejecimiento y
degeneracion celular, procurando minimizar el dafio de las bajas temperaturas a
los materiales biolégicos, incluyendo células de mamiferos, bacterias, hongos y
virus (Gil-Loyzaga 2011).

Finalmente, en conjunto a la informacién recopilada se encuentra la cantidad
de contramuestras extraidas y reorganizadas para estudios de hibridacion in situ
para la identificacion de secuencias de nucleétidos especificas de bacterias como

Brucella ceti en células o secciones de tejido (McNicol y Farquharson 1997).
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Se logré separar un total de 192 muestras diferentes, que incluyen secciones
de cerebro, corteza frontal, corteza parietal, corteza occipital, cerebelo, talamo,
tronco y/o nucleos basales de los diferentes individuos. Asimismo, para los estudios
posteriores en toxicologia, se logré aislar un total de 97 muestras de piel y blubber,

principalmente.

3.3.2. Resultados de los ensayos inmunocromatograficos o pruebas
rapidas.

Para realizar los ensayos inmunocromatograficos se utilizé el kit comercial
de BIONOTE “B.Brucella AB Test Kit” (Figura 20), que esta disefiado para el
diagnéstico de Brucella abortus, Brucella melitensis y Brucella suis. Sin embargo,
no se encontro literatura previa en la que se utilice esta prueba en delfines para la
deteccion de Brucella ceti. A pesar de esto, se observaron resultados confiables

para el diagnostico de dichas especies.

CRO07-16

2 Liquido

wd cerebro
|

A 5

Figura 20.

Test rapido del kit comercial “B. brucella AB Test Kit”. Fuente: propia. A.
Pruebas positivas para delfin CR04-11 (Stenella coeruleoalba) de sangre completa
y liguido cerebral. B. Pruebas negativas para delfin CR07-16 (Stenella

coeruleoalba) de sangre completa y liquido cerebral.
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Del total de las pruebas realizadas un 71% (36/51) resulté positivas y un 29%
(15/51) negativas. No obstante, un dato relevante es que solamente tres muestras
de las 36 positivas correspondieron a la especie Steno bredanensis, Stenella
attenuata y Tursiops truncatus; las 33 restantes (el 92% de las pruebas) estuvo
dada por la especie Stenella coeruleoalba. En estudios como el de Guzman-Verriy
colaboradores (2012), los andlisis comparativos han sugerido que algunas especies
de cetaceos son mas susceptibles a las infecciones por Brucella que otras. Entre
los odontocetos, por ejemplo, se encuentran S. coeruleoalba, Phocoena phocoena,
Lagenorhynchus acutus, Tursiops truncatus y Delphinus delphis.

Lainfeccion por B. ceti en cetaceos esta asociada a meningoencefalomielitis,
aborto, discoespondilitis, abscesos subcutaneos, endocarditis, endometritis y una
amplia gama de otras condiciones patoldgicas. Sin embargo, con la excepcion del
delfin rayado (Stenella coeruleoalba) la proporcion de otras especies de cetaceos
gue muestran signos clinicopatologicos asociados con la brucelosis es baja
(Isodoro-Ayza et al. 2014). Igualmente, Hernandez-Mora y colaboradores (2008),
también revelaron una mayor susceptibilidad de esta especie a la neurobrucelosis.
Y en efecto, como se muestra en la Figura 21, de la especie S. coeruleoalba,

practicamente el 90% (33/37) dio positivo a la prueba rapida.
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m Positivas = Negativas

Figura 21.

Resultados de la prueba rapida o ensayos inmunocromatograficos para la

especie Stenella coeruleoalba.

3.3.3. Resultados de los cultivos en medios selectivos de CITA y Farrell.

Como se menciond previamente, se realizaron cultivos en medios selectivos
de CITA y Farrell a partir de matrices como el cerebro o liquido cerebral para los
delfines que no presentaban cultivos bacterianos previos en los medios CITA y
Farrell (13 especimenes). Sin embargo, a diferencia de los hallazgos obtenidos
para las muestras de tejidos de abortos bovinos, solamente se obtuvo un individuo
positivo de la especie S. coeruleoalba (CR03-15) de los 13 analizados. Cabe
mencionar, que el mismo ya contaba previamente con un cultivo positivo en el afio
2015 cuando encall6. No obstante, igualmente se le realiz6 la caracterizacion
bioquimica, mediante las pruebas de ureasa y oxidasa, que arrojaron resultados
positivos. Posteriormente, una vez obtenido el cultivo puro se procedié a la

identificacion de la especie mediante PCR convencional (Figura 22).
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Figura 22.

Electroforesis capilar del producto de amplificacion esperado para especie
de Brucella ceti. Fuente: propia. A0O1l: Marcador de peso molecular (MPM). AQG6:
Control negativo (agua de grado molecular). A07: Control positivo para Brucella

ceti. ATCC: 23365 A08: muestras positivas para Brucella ceti del Delfin CR03-15

(Stenella coeruleoalba).
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4. CONCLUSIONES

Se fortalecieron las destrezas en el area de laboratorio diagnéstico
mediante la pasantia realizada en la Unidad de MMV, mejorando los
aprendizajes adquiridos a lo largo de la carrera e integrando los nuevos
conocimientos obtenidos durante la pasantia.

Se perfeccionaron las habilidades técnicas y el conocimiento en el
diagnostico de agentes bacterianos zoonéticos mediante las distintas
pruebas bacterioldgicas y moleculares realizadas, incluyendo, ademas,
la organizacion de informacién y el desarrollo de inventarios que
posibilitan la realizacién de futuras investigaciones en diversos campos
cientificos.

Se concientizo sobre el rol fundamental de los médicos veterinario en el
diagndstico preciso y oportuno de agentes bacterianos zoonoticos que
tienen un impacto fundamental sobre la salud publica del pais y la
importancia del profesional en veterinaria para determinar la existencia o
introduccidn de enfermades que afectan tanto la salud humana, como la
salud animal.

Se confirmo la importancia del laboratorio diagndstico en el contexto de
One Heath para la vigilancia activa de enfermedades que involucran
interacciones entre humanos, animales y el medio ambiente.
Contribuyendo a una mejor comprension de la dinamica de las
enfermedades y al disefio de estrategias de prevencion y control mas

efectivas.
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5. RECOMENDACIONES

Los profesionales médicos veterinarios deben involucrarse activamente
en el proceso de diagnostico de enfermedades bacterianas zoondticas
en conjunto con los laboratorios oficializados del pais para prevenir la
aparicion o reaparicion de enfermades que son un riego en la salud
publica.

Es importante que el médico veterinario se mantenga actualizado acerca
de las diferentes pruebas diagnodsticas existentes para los agentes
bacterianos zoonoticos y asesorarse en conjunto con los laboratorios
oficializados en la forma correcta del envio y toma de muestras para
garantizar una mayor eficiencia en el diagnaostico.

Se pueden impulsar mas investigaciones por parte de estudiantes o
profesionales en medicina veterinaria con la informacion recopilada del
banco de cetaceos en el campo de toxicologia, hibridacion in-situ,
diagndstico molecular, entre otros.

Los médicos veterinarios involucrados en el laboratorio diagnéstico y
salud puablica deben asumir su papel como comunicadores de
informacion destinada a los propietarios de animales y la sociedad, para
gue los mismos reconozcan la clara interrelacion que existe entre la salud

humana, animal y ambiental englobada en el término de una salud.
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Anexo 1: Cultivos para Brucella spp. del banco de leches positivas

Fecha Numero de protocolo | Resultados | Prueba de | Pruebade | Conservacién
o identificacion del cultivo en | Oxidasa Urea de los
CITAy Farrell aislamientos
Muestras del banco de leches
Jueves 12 D2656-16 #1 Negativo NA NA NA
de enero D2656-16 #2 Positivo Positivo Positivo CTS (21-01-23)
del 2023 D2656-16 #3-9 Negativo NA NA NA
Chorotega #1-5
Viernes 13 D2844-14 #1-6
de enero LRBR1332-14 #1-7 Negativo NA NA NA
del 2023 D3129-14 #1-2
D1292-14
Finca Clachar #1-20
Lunes 16 D2961-15 #18
de enero D2961-15 #35 Negativo NA NA NA
del 2023 D2531-15 #1
D2786-16 #1
Martes 17 D3226-15 #2-5 Negativo NA NA NA
de enero D2351-15 #84-87
del 2023
D2525-15 #49-55 Negativo NA NA NA
D2525-15/#68 Positiva Positiva Positiva CTS (31-01-23)
LRBR370-15/#65
Miércoles LRBR370-15/#69 Negativo NA NA NA
18 de LRBR370-15/#73
enero del LRBR370-15/4#74
2023 LRBR370-15 #75 Positiva Positiva Positiva | CTS (31-01-23)
D3116-15 #26 Negativo NA NA NA
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D3116-15 #28

Jueves 19
de enero
del 2023

D1030-14/#1-2

D1208-15/#1-4

Cambronero #1-5

27-4-15/ 5Porfirio

27-4-15/ 3Lizania

D2861-15 #1-3

24-4-15/HN Mely #1-7

Negativo

NA

NA

NA

Jueves 26
de enero
del 2023

24897 #1-3

24898 #1-2

24899 #1-3

24921 #1-2

24923 #1-2

24922 #1

24916 #1-2

24911 #1-3

24915 #1-3

24897 #1-3

24898 #1-2

Negativo

NA

NA

NA

Viernes 27
de enero
del 2023

D1214-16 #1-7

Feb-mar 2016 #1-3

1611-16 #1-3

D0532-16 #1

Negativo

NA

NA

NA

D0532-16 #2

Positiva

Positiva

Positiva

CTS (15-02-23)

D0532-16 #3

Negativo

NA

NA

NA

D0532-16 #4

D0532-16 #5

Positiva

Positiva

Positiva

CTS (15-02-23)

15-01-16 #1-2

ID: 25360 #1-3

ID: 25363 #1-3

D0813-16 #15

D1360-16
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D391-16 #1

D0827-16 #1

D0827-16 #4

D1390-16 #1

D1390-16 #1.1

I2Al-16/11-5-16

D0749-16 #1

Negativo

NA

NA

NA

Martes 21
de febrero
del 2023

D1126-16 #1-3

D1127-16 #1-3

D1128-16 #1-3

D1129-16 #1-3

D1130-16 #1-3

D1131-16

D2936-16 #1-3

D2937-16 #1-3

D2938-16 #1-3

Negativo

NA

NA

NA

Lunes 27
de febrero
del 2023

D3123-14 #1-23

D3341-15

Negativo

NA

NA

NA

D3128-14 #15

Positivo

Positivo

Positivo

CTS (13-03-23)

D0469-16

LRHO757-14

LRHN1871-15 #3-4

Negativo

NA

NA

NA

Martes 28
de febrero
del 2023

D3135-14

D3134-14

LRBR563-14 #1

LRBR563-14 #2

LRBR563-14 Vaca #14

Negativo

NA

NA

NA

LRBR563-14 Vaca #18

Positivo

Positivo

Positivo

CTS (20-03-23)

LRBR563-14 Vaca #46

LRHNO880-14 #24

Negativo

NA

NA

NA

D0652-15 #1-11

D1202-15 #1-6

Negativo

NA

NA

NA
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Lunes 06
de marzo
del 2023

D1202-15 #7

Positivo

Positivo

Positivo

CTS (23-03-23)

Bufalos/15-04-16/#1-3

D1298-15 #1-8

D1016-16 #1-2

D1017-16 #1-2

D1018-16 #1-2

D0298-15 #1-3

D0625-15 #1-5

LRHN2125-14 #1-2

Negativo

NA

NA

NA

Fecha

Numero de protocolo

o identificacion

Resultados
del cultivo en
CITAy Farrell

Prueba de

Oxidasa

Prueba de

Urea

Conservacion
de los
aislamientos

Muestras

de tejidos y 6rganos de bovi

nos

Viernes 10
de febrero
del 2023

Vaca y Feto San
Carlos/ 6-2-14

(placentoma)

Negativo

NA

NA

NA

D0610-12 (placenta)

Positivo

Positivo

Positivo

CTS y DMSO
(17-02-23)

D3349-11 #1 (bazo)

Negativo

NA

NA

NA

D3349-11 #4

(placentoma)

D3349-11 #4

(Liquido amnidtico)

D3349-11 #6 (ovario y

atero)

Positivo

Positivo

Positivo

CTS y DMSO
(17-02-23)

D3349-11 #7 (Liquido

amniético)

D3349-11 #8

(placentoma)

D3349-11 #8 (Liquido

amniético)

Negativo

NA

NA

NA
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D3349-11 #9 (Liquido
amniotico) Positivo Positivo Positivo CTS y DMSO
D3349-11 #10 (ovario (17-02-23)
y Utero)
D3349-11 #11 (Liquido Negativo NA NA NA
amniotico)
NA: no aplica. CTS: caldo tripticasa soya. DMSO: dimetilsulfoxido.
7.2. Anexo 2: Inventario del banco de cetaceos.
Cddigo de Especie Sexo Resultado de Estado de
encallamiento la prueba descomposicién
rapida 2023 | de los tejidos 2023
CRO05-10 Tursiops truncatus Hembra Positivo 3
CR13-11 Stenella coeruleoalba Macho Positivo 2
CR09-11 Stenella coeruleoalba Macho Positivo 2
CR12-11 Stenella coeruleoalba Macho Positivo 3
CR08-11 Stenella coeruleoalba Macho Positivo 2
CR06-11 Stenella coeruleoalba Macho Positivo 3
CR11-11 Stenella attenuata Macho Positivo 3
CR10-11 Stenella coeruleoalba Macho Positivo 3
CRO05-11 Stenella coeruleoalba | Hembra Positivo 2
CR 07-11 Stenella coeruleoalba Macho Positivo 2
CRO04-11 Stenella coeruleoalba | Hembra Positivo 3
CRO04-12 Stenella coeruleoalba | Hembra Positivo 2
CR03-12 Stenella coeruleoalba | Hembra Positivo 2
CR05-13 Stenella coeruleoalba | Hembra Positivo 2
CR04-13 Stenella coeruleoalba Macho Positivo 2
CR11-13 Delphinus delphis Hembra Negativo 2
CRO7-13 Stenella coeruleoalba Macho Positivo 2
CR10-13 Stenella coeruleoalba Macho Positivo 2
CR13-13 Stenella coeruleoalba Hembra Positivo 2
CRO09-14 Steno bredanensis Macho Positivo 2
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CRO7-14 Stenella coeruleoalba Macho Positivo 2
CR08-14 Stenella coeruleoalba | Hembra Positivo 2
CR11-14 Stenella coeruleoalba | Hembra Positivo 2
CR04-14 Grampus griseus Hembra Negativo 4
CR15-14 Tursiops truncatus Hembra Negativo 3
CR13-14 Stenella coeruleoalba | Hembra Positivo 2
CRO02-14 Familia Ziphiidae Macho Negativo 3
CR09-15 Stenella coeruleoalba Macho Positivo 2
CR03-15 Stenella coeruleoalba Macho Positivo 2
CR11-15 Stenella coeruleoalba | Hembra Positivo 2
CR08-15 Stenella coeruleoalba | Hembra Positivo 2
CR10-15 Stenella coeruleoalba Macho Positivo 2
CR15-15 Stenella attenuata Hembra Negativo 2
CR16-15 Familia Ziphiidae Macho Negativo 4
CR11-16 Stenella coeruleoalba | Hembra Positivo 2
CRO09-16 Stenella coeruleoalba Macho Negativo 2
CR16-16 Tursiops truncatus Hembra Negativo 2
CR02-16 Steno bredanensis Macho Negativo 3
CRO03-16 Stenella coeruleoalba Macho Positivo 2
CRO07-16 Stenella coeruleoalba Macho Negativo 2
CR22-17 Stenella longirostris Macho Negativo 2
CR16-17 Stenella coeruleoalba Macho Positivo 2
CRO06-17 Stenella coeruleoalba Macho Positivo 2
CR 03-18 Stenella coeruleoalba Macho Positivo 2
CR15-18 Stenella coeruleoalba | Hembra Positivo 2
CRO06-18 Kogia sima Hembra Negativo 2
CR09-20 Lagenodelphis hosei Macho Negativo 2
CRO05-20 Stenella coeruleoalba Hembra Negativo 2
CR04-20 Stenella coeruleoalba | Hembra Positivo 2
CR10-20 Stenella coeruleoalba Macho Positivo 2
CR03-20 Stenella coeruleoalba Macho Negativo 2
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