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1- RESUMEN

La brucelosis canina causada por Brucella canis, es una de las enfermedades
infecciosas de los canidos que viene aumentando a nivel mundial. Afecta tanto a
animales domésticos como canidos salvajes (zorros, coyotes, etc.), no presentando
predileccion por raza, sexo o edad. En la hembra provoca aborto, o nacimiento de
cachorros muertos, mientras que en el macho provoca infertilidad. La mayoria de los
casos de brucelosis causada por dicho microorganismo se ha constatado en
criaderos de perros, aunque también lo han encontrado en perros callejeros. El
objetivo principal del trabajo fue determinar la presencia de anticuerpos anti-Brucella
canis en el suero de perros del Barrio Horacio Quiroga de la ciudad de Salto
mediante la técnica RSAT-2ME; realizar ademas el censo canino del barrio, elaborar
el Antigeno, y crear un banco de sueros para futuras investigaciones. El resultado
principal del trabajo dio negativo a la presencia de Acs mediante la técnica utilizada.
Desde el punto de vista epidemioldgico, en el barrio hay 1,8 perros por hogar.
Debido a los resultados obtenidos, se puede concluir que en el barrio no hay
presencia de perros con serologia positiva a Br. canis. Para posteriores estudios del

barrio, se mantienen los sueros a -80°C.



2- SUMMARY

Canine brucellosis caused by Brucella canis, is one of canids infectious diseases
what is increasing worldwide. It affects domestic animals much as savage canids
(foxes, coyotes, etc.), without predilection of race, sex or age. In females cause
misbirth or dead birth puppies, while in males cause infertility. The most cases of
brucellosis caused by this organism has been found in breeding dogs, although they
also found in wild dogs. The main work objective was to determinate the anti-Brucella
canis antibodies in dog’s serum in Horacio Quiroga neighborhood, in the city of
Salto, by RSAT-2ME technique, perform canine census of the neighborhood,
elaborate the antigen, and create a serum bank for future research. The main result
of the work gave negative for presence of ACS, through the used technique. From
the epidemiological point of view, there are 1.8 dogs per household in the
neighborhood. Due to the results obtained, it can be possible to conclude that in the
neighborhood, there is no presence of dogs with positive serum of Br. canis. For

future neighborhood studies, have serums at -80 ° C.



3- INTRODUCCION

El canido desde tiempos remotos ha convivido en compafia del hombre, siendo por
ende la primera especie animal en ser domesticada.

La continua seleccion de ejemplares con caracteristicas buscadas por el humano,
llevd al surgimiento de muchas especies de perros, que hoy en dia se diferencias
tanto morfolégica como funcionalmente.

En la actualidad, como hace miles de afos, el perro es una ayuda para la busqueda
de alimento, para el trabajo, cumple el rol de guardian, de guia, etc., pero sobre
todo, el perro es un compainero.

Todo esto y mucho mas, han llevado que el hombre siempre se interesara por
tenerlo a su lado, y es asi, que comienza a haber un contacto mas estrecho entre
ambos, lo que lleva a que ese compafnero en muchos casos pase a ser un miembro
mas de la familia.

La moda desde hace unas décadas, y principalmente en los paises desarrollados,
llevé a que la gente se interesara por animales de pedigri, lo que llevé al aumento
del numero de criaderos de perros de raza, y por consiguiente a un mayor interés
sobre el conocimiento de las enfermedades reproductivas de los mismos.

El siguiente trabajo trata de la brucelosis canina, que es una enfermedad
infecto-contagiosa de los caninos, causada por una bacteria denominada
Brucella canis (B. canis).

Fue diagnosticada en 1966 por Carmichael en EEUU, durante investigaciones sobre
brotes de abortos y partos fallidos en perras de raza Beagle de un criadero. (13).

Es una enfermedad causante de aborto en perras e infertilidad en machos, de
importancia econémica ya que ha llevado a causar grandes pérdidas en criaderos y
de interés para salud publica al ser una zoonosis.

En el aino 1968 el microorganismo aislado, fue caracterizado por Carmichael y
Bruner como Brucella canis, y mas tarde el subcomité de taxonomia del género
Brucella acept6é a la misma como una especie provisional del género debido a sus
caracteristicas bioquimicas y a la homologia de su ADN.

Al contrario que las Brucella en fase lisa (B. Abortus, B. Melitensis, B. Suis) que
pueden infectar varias especies de animales diferentes, B. canis tiene un margen de
huéspedes reducido, afectando solo a perros y canidos salvajes (coyotes, zorros) en

condiciones naturales. No tiene predileccién de raza, sexo, ni de edad, afectando a



cualquier ejemplar.

La infeccion varia segin la edad del animal, su situacion geografica y condiciones
de alojamiento. Los perros callejeros en zonas de bajos recursos tienen una mayor
probabilidad de contraer la enfermedad debido a la falta de control de su procreaciéon
y su alta densidad demografica. (31, 55)

Esta enfermedad es una zoonosis de baja intensidad. Los sintomas clinicos en el
humano son fiebre, cefaleas, escalofrios, pérdida de peso, linfoadenopatia, faringitis
y malestar general, presentando como complicaciones raras: endocarditis, hepatitis,
meningitis y artritis. El diagnostico se realiza en forma clinica y se confirma por
medio del laboratorio.

La enfermedad tiene distribucion mundial y una prevalencia variable dependiendo de
cada region. En EEUU la prevalencia varia de 1 a 19 %, en México la tasa de
infeccion es de 28%, fue identificada en paises europeos como Alemania, Espana,
Gran Bretana, Italia siendo la prevalencia de 4.5 a 6.5 %,

También existe en Argentina, Brasil, Canada, y Pera. Chile con un 30.5%. En Nigeria
la sero-prevalencia es de 28,6 %, en Japon de 2.9 %, India de 2.18 %, siendo
reconocido también en Madagascar y Tunez. (2, 28, 32, 52, 54)

En Uruguay existen tres trabajos sobre la enfermedad, los cuales fueron publicados
en los afos 1983, 2006 y 2007, dando una prevalencia de 0.017, 5 y 1.46 por ciento
respectivamente. (5, 22, 45)

En los Gltimos afios se ha notado en el ambito mundial un aumento considerable de

casos debido a la falta de control en criaderos y reproductores. (31, 55)



4- REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1- General

4.1.1- Historia

En el afo 1887 David Bruce aisla un microorganismo (m. 0.) a partir del bazo de un
hombre muerto por fiebre de Malta, pasando a ser la primera especie del género
Brucella descubierta. Posteriormente la bacteria se denomina B. melitensis. Mas
adelante, Horrocks y Zammit demuestran el poder patogénico del m. o. en la cabra;
agregando investigaciones acerca de la presencia de la bacteria en la leche de la
misma, concluyendo la triada epidemioldgica, detectando la fuente de contagio para
el hombre, y demostrando asi el caracter zoonético de la enfermedad. En
Dinamarca, diez anos mas tarde del primer aislamiento de Brucella (1897), Bernard
Bang y Stribolt aislan Bacillus abortus en una vaca que habia abortado, al que
denominan luego Brucella abortus; y Schroeder y Cotton en 1911 detectan el mismo
agente en la leche de varias vacas infectadas. Jacob Traum en el afo 1914,
investiga fetos porcinos abortados y aisla otro m. o. similar a los anteriores, el cual
se denomina B. suis. Posteriormente, se aislan otras especies como B. ovis,
B. neotomae y B. canis.

Hasta la actualidad, el género Brucella se integra por seis especies, y a su vez,
algunas de estas presentan biotipos: B. abortus con 8 biotipos; B. melitensis con 3
biotipos; B. suis con 5 biotipos y B. ovis, B. neotomae y B. canis. Ademas se ha
propuesto la incorporaciéon al género de las dos especies de Brucella aisladas de
mamiferos marinos (B. cetaceae, B. pinnipediae).

La diferenciacién de las especies se basa en el espectro de hospedadores
preferenciales, en la sensibilidad a los bacteriéfagos y en el metabolismo de
determinados aminoacidos, carbohidratos y metabolitos del ciclo de la urea. Los
fagos especificos para Brucella que se utilizan en un esquema simple de tipificacion
son: Tbilisi (Tb), lzatnagar (1z), Weybridge (Wb) y R/C.

Las Brucella que presentan biotipos son las especies en fase S (lisa), y éstas
demuestran rasgos epidemiologicos diferentes entre si. Bioquimicamente, varian por
sus requerimientos de CO2 para crecer, por la produccién de H2S, segun su

crecimiento en presencia de colorantes inhibidores (tionina y fucsina basica), y por



su aglutinabilidad por sueros monoespecificos anti-A, anti-M (antigenos asociados al
polisacarido O) y anti-R.

Epidemiolégicamente, cada especie de Brucella tiene su hospedero natural, pero en
algunos casos el mismo m. o. puede afectar a mas de un hospedero
accidentalmente, al igual que un mismo hospedero puede ser afectado por mas de
una especie de Brucella. Los hospederos naturales que se conocen son: la cabra,; el
ganado bovino, el cerdo, los ovinos y los canidos, siendo B. melitensis, B. abortus,
B. suis, B. ovis y B. canis respectivamente las especies que las afectan. Cada
Brucella se propaga facilmente entre los individuos de la especie normalmente

hospedadora, con tendencia a persistir indefinidamente en las masas de animales.

Tabla N°1. Diferenciacién de Brucella en biotipos

Especie Biotipo CO2 H2S Tion Fuc A M R
Brucella 1 - + + - + -
melitensis
2 - - + - -
3 - - + + -
Brucella abortus 1 - + - + + - -
2 + + - - + - -
3 + + + + + - -
4 + + - + - + -
5 + - + + - + -
6 - - + + + - -
9 - + + + - + -
Brucella suis 1 +0- - + - + - -
2 - - + + - -
3 - - + + + - -
4 - - + - + + -
5 - - + - - + -
Brucella - + - - + - -
neotomae
Brucella ovis + - + - - - +
Brucella canis - - + - - - +
Brucella maris +0- - + + + - -

CO2: requerimiento de diéxido de carbono para desarrollo; H2S: produccion de acido sulfhidrico;
Tion: crecimiento en presencia de tionina (20 mg/ml); Fuc: crecimiento en presencia de fucsina basica
(20 mg/ml); A, M Y R: aglutinacion frente a sueros monoespecificos hiperinmunes de conejo
antiantigenos A, M y cepas rugosas, respectivamente.

Stanchi N.O.



4.1.2- Clasificacion

El género Brucella pertenece al phyllum de las Proteobacterias, dentro de la clase
a-proteobacterias, clasificacion que se basa en el analisis de la secuencia del RNA
ribosomal 16S. Este grupo comprende el mayor numero de bacterias y mas diverso
metabolicamente de todos. La totalidad de los individuos de dicho grupo son
gramnegativos, y muestran una enorme diversidad de mecanismos de generacion
de energia, incluyendo especies quiomiolitétrofas, quiomioorganétrofas y fototrofas.
También presentan diversidad fisiolégica (anaerobias, aerobias y microaerdfilas), al
igual que morfolégicamente, presentando bacilos, cocos, curvas, entre otros. Este
taxdn agrupa patdégenos de humanos o animales como Rickettsia, Bartonella,

Ochrobactrum y Anaplasma, y algunos no patégenos.

4.1.3- Etiologia, Morfologia y Desarrollo

Las bacterias del género Brucella son células cortas, Gram negativas, de forma que
varia desde cocoide a bacilar, con un tamano de 0,5-0,7 ym x 0,6-1,5 uym. En
general aparecen aisladas, pero pueden presentarse en pares 0 pequefnos grupos.
Son inmoviles, sin capsula y no esporuladas, con una afinidad especial por los
colorantes alcalinos. En la coloracion empleada sobre frotis para su observacion,
como la de Stamp (Ziehl-Neelsen modificado), aparecen como acidorresistentes.
Crecen en aerobiosis, pero en el primer aislamiento algunas cepas de B. abortus y
B. ovis necesitan una atmésfera de CO2 incrementada (5-10%). Requieren de
biotina, tiamina y nicotinamida, elementos que se encuentran en los medios
habituales de cultivo. Algunas especies y biotipos se desarrollan mejor si el medio se
enriquece con 5-10 % de suero. No se desarrollan en medios selectivos con sales
biliares, telurito o selenito.

Si se compara con las enterobacterias, el desarrollo en medios de cultivos es
relativamente lento.

En medio de cultivo liquido, desarrollan pobremente; observando que las cepas en
fase lisa enturbian tenuemente el medio, produciendo un sedimento muy fino,
mientras que las cepas en fase rugosa pueden formar una pelicula en superficie, el

sedimento es mas granular y la turbidez variable.



En medios de cultivo sélidos, no se observan colonias hasta pasados por lo mehos 3
dias de incubacién. Si se observa a trasluz la placa sembrada, las colonias aparecen;
redondas, pequenas (1-2 mm), de bordes enteros, traslicidas y de un color miel.
palido. Observadas desde arriba, su color aparece blanco marfil o perlado, y de-
superficie convexa.

No todas las especies de Brucella presentan la misma velocidad de crecimiento in
vitro, por ejemplo, B. canis y los biotipos 1 y 3 de B. suis desarrollan relativamente
mas rapido en comparacion con B. melitensis.

Con respecto a la temperatura 6ptima de crecimiento, necesitan alrededor de 37°C,
perteneciendo al grupo de los mesofilos, al igual que la mayoria de las bacterias

patogenas.

4.1.4- Bioquimica

Poseen metabolismo del tipo oxidativo, y pueden utilizar los nitritos como aceptor de
electrones. En general no son fermentadores de azucares. No utilizan el citrato como
unica fuente hidrocarbonada. Son catalasa negativa y generalmente también
oxidasa negativa. No producen indol, la actividad ureasa es variable, no atacan la

gelatina ni modifican la leche.

4.1.5- Ultraestructura

Como se menciona anteriormente, las bacterias del género Brucella son Gram
negativa, esto implica que su envoltura celular compleja posee elementos que la
diferencia morfolégicamente y funcionalmente a las Gram positivas. Dicha cubierta
esta formada por: una membrana interna, una membrana externa y un espacio
periplasmico intermedio. Este espacio contiene algunas enzimas y proteinas
relacionadas con el transporte de solutos, ademas de un gel glucopeptidico
denominado peptidoglucano. La membrana externa contiene fosfolipidos, proteinas

y lipopolisacaridos (LPS) considerado el principal antigeno.



Se va a poner especial hincapié en los LPS, ya que éstos son los responsables,
segun la expresién o no en la superficie de la membrana externa de la Brucella, la
clasificacion entre cepas “lisas” (“smooth”, S) o “rugosas” (“rough”, R).

Se distinguen tres regiones que se diferencian desde el punto de vista genético,
quimico y biolégico. Estas zonas son: el lipido A, que se inserta profundamente en
la hoja externa de la membrana externa; un oligosacarido intermedio, llamado
nucleo, y el polisacarido O (PSO), conocido también como cadena u antigeno O.
Debido a la cadena O, se conocen dos tipos principales de LPS: el LPS-S vy el
LPS-R. La diferencia en la composicion quimica entre los dos es la presencia de
PSO solo en el primero.

Los antigenos A y M, definidos en 1932 por Wilson y Miles por pruebas de adsorcién
cruzada, como los antigenos dominantes en B. abortus y B. melitensis, son
estructuras presentes en el PSO del LPS-S de Brucella. Las cepas de Brucella en
fase lisa presentan reactividad antigénica cruzada con otras bacterias Gram
negativas. Esa comunidad antigénica se debe a la similitud de las cadenas de PSO.
Desde el punto de vista genético, Brucella no posee plasmidos ni mecanismos de
conjugacion, sin embargo, se ha encontrado en diferentes especies y biotipos que el
genoma de estos microorganismos esta distribuido en dos cromosomas

independientes (replicones), de tamafno diferente.

l Palisacirido 0 I YRR B— - liphlm\‘

Fig. N°1. Estructura del Lipopolisacarido (LPS) de Brucella. J. Bacteriol.



4.1.6- Epidemiologia

Con respecto a la triada epidemiolégica de las Brucella, se menciona
superficialmente lo respectivo al género, ya que se profundiza mas adelante lo
relacionado a la especie B. canis, de cual se trata el trabajo.

Los microorganismos ingresan al hospedero mediante via oral, conjuntival, vaginal, u
otra mucosa, dependiendo la especie de Brucella que esté actuando. Ya se
menciona anteriormente las especies de Brucella y sus hospederos naturales. Las
bacterias pasan del organismo al medio, principalmente por fetos y membranas
fetales abortadas, semen o liquido seminal (carneros vasectomizados), y en menor
medida a través de secreciones vaginales.

Se han reportado cifras tan altas como 10" UFC de Brucella por gramo de tejido
cotiledonario de vacas.

Teniendo en cuenta que es una bacteria no esporulada, en el ambiente sobrevive
por periodos relativamente largos. Por ejemplo, en el suelo himedo y el estiércol
usado como abono, se registran tiempos de sobrevida de hasta 80 dias, y en el

polvo entre 15 y 40 dias.

4.1.7- Estructuras antigénicas y toxinas

La variacién del tipo liso o rugoso esta determinada por la presencia de la cadena O
en el LPS del primero, lo que determina una modificacion en la estructura antigénica.
Para el género Brucella no se ha demostrado la produccién de exotoxinas.

Por mas que las cepas salvajes de Brucella carecen de capsula celular, Gonzales
mediante pases sucesivos e inyectando almidén y mucina a colonias de
B. melitensis y B. abortus, ha demostrado la relacion entre el material capsular y la
virulencia, consiguiendo aumentarla para los ratones. Los cultivos altamente
virulentos producidos por este procedimiento, eran capsulados.

La capacidad de las bacterias Gram negativas para producir una reaccion
inflamatoria en los tejidos de los animales hospedadores se considera por lo general

debido a una endotoxina.

10



4.1.8- Respuesta Inmune

Para el diagnéstico serolégico de brucelosis en las especies domésticas, la mayoria
de las pruebas empleadas, utilizan bacterias enteras o antigenos enriquecidos en
componentes de la membrana externa, por ende, estas técnicas detectan
fundamentalmente anticuerpos anti-LPS.

Luego de la inoculacién con Brucella, tras un primer contacto, la serologia se vuelve
positiva a la primera o segunda semana, con un predominio durante las primeras 2
semanas de anticuerpos IgM. La respuesta a IgG comienza también
tempranamente, antes que la IgM llegue a su pico, y puede alcanzar su maximo
entre la tercera semana y el mes. (53)

Tras una exposicion a cepas virulentas, la respuesta serolégica se mantiene luego
de 4-10 semanas (e incluso mas). La infeccién crénica se caracteriza en el bovino
por la sintesis prolongada de IgG1.

Por mas que la mayoria de las técnicas de diagnostico identifiquen Ac anti-LPS, los
demas componentes de la bacteria generan también respuesta inmune, pero por lo
general, las respuestas de Ac anti-proteinas son menos vigorosas que las anti-LPS y
aparecen mas tardiamente que estas ultimas en el transcurso de la infeccion.
Mientras los niveles de IgM anti-LPS pueden ser muy elevados, los de IgM
antiproteinas son generalmente bajos.

Debemos de tener en cuenta la respuesta inmune celular inducida por este
microorganismo, ya que son capaces de establecer una infecciéon intracelular
persistente.

Los animales vacunados o infectados por cepas virulentas desarrollan una reaccion
de hipersensibilidad de tipo IV (mediada por células) cuando son inyectados

intradérmicamente con extracto de Brucella. (53)
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4.1.9- Patogenia

Después de atravesar la barrera protectora de la piel o de las mucosas, los m.o.
llegan a los ganglios linfaticos regionales, donde son fagocitados por los macréfagos
y por los PMN.

La persistencia intracelular de las bacterias del género Brucella se da por la
proteccion contra la digestion celular, debido a una sustancia hidrosoluble y éter-
soluble existente en la pared bacteriana, que es capaz de inhibir la fusion del
fagosoma con los lisosomas. De este modo son capaces de sobrevivir y
multiplicarse.

En la fase de difusién, los m.o. se diseminan por todo el organismo a través de la
corriente sanguinea, llegando al bazo, higado y médula ésea, siendo estos los
organos blancos.

Al salir de las células infectadas, se produce la destruccion de las mismas, y con
esto la liberacion de endotoxinas pirégenas, productos metabdlicos y restos de
células que generalmente causan fiebre.

Las Brucella pueden permanecer en las células durante afos, incluso durante toda
la vida, y es posible que causen infecciones recidivantes. El sistema
reticuloendotelial del higado y del bazo rea‘cciona a la infeccion crdonica mediante
formacion de un granuloma de células epiteliales, que se puede necrosar y calcificar.
La pérdida de los Ag A y M de las formas lisas habituales causa una disminucion de

la virulencia.

4.1.10- Descontaminacion

Las bacterias de este género son termolabiles, por lo cual la pasteurizacion
constituye un meétodo eficaz para sanear alimentos. Por ser sensibles a la
acidificacioén, la carne se descontamina espontaneamente durante su maduracién.
Para tratar superficies se las puede bafar durante 1 hora con soda caustica (2-3%),
formaldehido (2%) o hipoclorito de calcio (2,5%), ademas de fenol y amonios

cuaternarios.
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4.1.11- Salud Publica

La brucelosis en el hombre es accidental, ya que el mismo no es hospedero natural
de ninguna especie de Brucella. En este caso, la enfermedad es un reflejo de la
situacién en los animales.

Epidemiolégicamente se pueden distinguir dos situaciones: por un lado se encuentra
la poblacion en general, en la cual la infeccion sobreviene habitualmente por
consumo de productos lacteos contaminados, siendo los quesos frescos los de
mayor riesgo, en especial los de ovejas y cabras (B. melitensis). Por otro lado se
presenta la poblacién de alto riesgo, en la que la infeccion se produce por estrecho
contacto con el animal infectado, siendo el caso de los veterinarios, criadores,

empleados de mataderos y laboratoristas.

Para el hombre la mas patégena es B. melitensis, seguida de B. suis, B. abortus y

por ultimo B. canis.

La duracién del periodo de incubacion es variable, dependiendo de la especie y del
curso de la infeccion. En el caso de B. melitensis la duraciéon estimada del periodo
de incubacién es de 14+- 6 dias. Para B. abortus y B. suis pueden tener una

duracién que varia entre varias semanas y meses.

4.2- Brucella canis

4.2.1- Etiologia
Brucella canis es una bacteria coco bacilar pequefa, con un tamano que oscila entre
1 y 1,5 micras. Es aerobia y Gram negativa frente a la coloracién de Gram. A

diferencia de otras del mismo género, se inhibe con 10% de CO2. (14, 31, 35, 49)

La morfologia rugosa de sus colonias y las diferencias en las reacciones bioquimicas

la distinguen de otras especies de su mismo género.
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4.2.1.1- B. canis, cepa salvaje

Dos anos posteriores al primer aislamiento de B. canis (1968), Carmichael y Bruner
publican los resultados de un estudio bacteriolégico sobre la bacteria.

La cepa de referencia fue designada por la sigla RM 6/66, la cual fue aislada de
fluidos alantoideos y diferentes érganos (rifién, pulmén e higado) de abortos de

perras Beagle. (41)

4.2.1.2- Variante M- de B. canis

Existe una variante seleccionada a partir de colonias transferidas numerosas veces
en un caldo triptosa y pasadas a un medio selectivo (agar glicerol y glucosa).

Esta variante es mucho menos mucoide que la cepa salvaje, y se designa por la
sigla SM por suave mucoide o M-. (41)

La variante M- posee los mismos Ag que la cepa salvaje.

B. canis M- es muy poco patégena en relacién a la cepa salvaje, considerando que
no provoca aborto, los cachorros nacidos de madres infectadas son sanos y no

produce epididimitis en el macho.

4.2.2- Epidemiologia

A diferencia de las Brucella de colonias lisas, que tienen un amplio margen de
animales susceptibles, B. canis solamente infectan en forma natural a un numero
limitado de especies, siendo susceptibles los perros (Canis familiaris) y los canidos
salvajes. Se han observado ademas infecciones en gatos, conejos y humanos,
aunque en la mayoria de los casos la infecciones fueron experimentales.

Los perros domésticos también son susceptibles a infecciones por Brucella abortus,
Brucella suis y Brucella melitensis, se piensa que en todos los casos pueden estar
dado por la ingestién de placenta o fetos abortados como consecuencia de la
enfermedad. Aunque son susceptibles, no se cree que puedan diseminar la
enfermedad entre el ganado, permaneciendo el microorganismo por largos periodos

en los ganglios mesentéricos.
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B. canis ingresa al hospedero mediante varias vias, pudiendo ser por via oral,
vaginal o conjuntival.

En la perra la fuente de infeccion son los fetos abortados, tejidos placentarios
eliminados durante el aborto, secreciones vaginales post aborto (hasta la sexta
semana) y durante el estro.

Como se nombra anteriormente, la transmision horizontal se da principalmente por
contacto buco-nasal con materiales de aborto, ya que contienen hasta 10"°
microorganismos/ml.

Para los cachorros, la leche de la madre infectada significa un medio de transmision;
aunque las crias que nacen y permanecen vivos ya han sido infectados de forma
vertical en el utero. (19)

En cambio en los perros, el liquido seminal y la orina son las fuentes de infeccion, ya
que alojan al microorganismo en la prostata y el epididimo. La bacteria puede ser
aislada hasta por seis u ocho semanas post inoculacién, a partir del semen. La
eliminacién intermitente puede darse hasta las 60 semanas. La eliminacion urinaria
se inicia unas cuantas semanas tras el comienzo de la bacteriemia y continua como
minimo unos tres meses.

Al principio se pensaba que la orina de los machos no alcanzaba para transmitir la
enfermedad, pero estudios revelaron que un macho maduro infectado puede
transmitir a uno no infectado por via buco-nasal después de un largo periodo de
contacto cercano.

Los perros infectados enfermos o sin sintomas son excretores de gérmenes.

También puede ocurrir la transmision mediante vaginoscopia, transfusion sanguinea,
inseminaciéon artificial y el uso de jeringas contaminadas. El microorganismo
también se encuentra en secreciones salivales, nasales y vaginales no del estro y
en la leche de animales infectados no sabiéndose con certeza la importancia de

estos liquidos en la transmision de la enfermedad. (40)

B. canis resiste muy poco tiempo fuera del hospedero, y los desinfectantes comunes

la inactivan rapidamente.
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4.2 .3- Patogenia

La patogenia consta de una fase de:

A) invasién: la cual comprende la penetracién en el organismo de la
bacteria (siendo posible la infeccién solo cuando hay un nimero suficiente de
bacterias en contacto con las mucosas: 10° por via conjuntival y 10° por via oral);
seguido con la fagocitosis, localizandose a las 24 hs intracelularmente y culmina
con una fase de bacteriemia que comienza de 1 - 4 semanas post-infeccion, durando
de 6 a 68 meses pudiendo ser en forma intermitente. La liberacion de B. canis puede
0 no estar acompafada de reaccion febril. (26, 27)

B)  colonizacion: los sitios privilegiados son los nédulos linfaticos, bazo,

higado, prostata, epididimo, testiculos, Utero y placenta. (14, 16)

Es probable que las bacterias sean fagocitadas por macréfagos tisulares y otras
celulas fagociticas en los sitios mucosos contaminados, y se transporten a tejidos
linfaticos y de las vias genitales, donde se multiplican.

Persisten intracelularmente dentro de los fagocitos mononucleares. Dentro de las
cuatro semanas post-inoculacion se presenta una bacteriemia relacionada con
leucocitos y puede durar de 6 a 64 meses.

El mayor nimero de B. canis se encuentra en los ganglios linfaticos, el bazo o
tejidos que dependen de los esteroides gonadales.

Aunque la bacteria se limita a los leucocitos mononucleares, en ciertas ocasiones los
microorganismos pueden penetrar en otras células como las de la placenta. Una
vez colonizado el utero, la bacteria invade el epitelio trofoblastico que envuelve el
feto, produciendo una placentitis. Existe replicacion a nivel intracelular de las células
placentarias, y de alli pasan al epitelio corioalantoideo: tras destruir los trofoblastos,
migra a otras células y tejidos vecinos. De hecho, el utero no es un sitio preferido
para el crecimiento en las hembras no gravidas o en diestro.

En el macho, la inflamacion del epididimo y los testiculos ocasiona un escape de
espermatozoides fuera de la barrera hemato-testicular, lo que ocasiona una
respuesta inmune para producir un complejo de anticuerpos aglutinantes anti-
espermatozoide que no se relacionan con los anticuerpos a B. canis. Esta respuesta
conlleva a la epididimitis, supresion de la espermatogénesis que conlleva a la

infecundidad.
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Ademas de los sitios anteriormente mencionados, donde el microorganismo puede

localizarse, también se los puede encontrar en los discos intervertebrales, ojo, rifidn
y las meninges.
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(RARO) ™~  CONJUNTIVA Y MACROFAGOS
MUCOSA —>  NEUTROFILOS
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Fig. N°2 Patogenia secuencial de la brucelosis canina. SFM= sistema fagocitico mononuclear
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4.2 .4- Signos Clinicos

Aun debido a la infeccion sistémica que causa B. canis, rara vez se observan
animales adultos muy enfermos. No es comun el diagnostico mediante anamnesis,
ya que a excepcion del macho que suele tener epididimitis, y rara vez se observa
fiebre. Algunos datos que pueden aportar los duefios de los animales, pueden ser
pelo sin lustre, seco, falta de vigor y disminucion de la tolerancia al ejercicio.

En cambio, en las hembras no gestantes, los signos son nulos, aparte de la
linfoadenomegalia que ocurre en ambos sexos.

Los signos clinicos suelen incluir alteraciones en la reproduccién en animales
maduros sexualmente. En el caso de las hembras prefadas, estas abortan
cachorros muertos alrededor de los 45 a 60 dias de gestacion. Los mortinatos
suelen estar autolisados con edema subcutaneo y congestién, y hemorragias en la
regién subcutanea abdominal. También suele encontrarse cantidades moderadas de
liquido peritoneal serosanguinolento. La presencia de estos elementos, sugiere la
muerte fetal in dtero un tiempo antes del aborto. El aborto se caracteriza por
exudado vaginal de color pardo o gris verdoso durante una a seis semanas. (1, 2, 3,
6,7,8,9, 23, 31, 40)

Se puede sospechar de brucelosis canina cuando ocurren fracasos para la
concepcion en cualquier época posterior al apareamiento. Puede sospecharse
muerte en el utero con resorcién o aborto fetal e ingestién de fetos si la perra no
concibe después de un apareamiento que parece satisfactorio.

La muerte embrionaria puede darse alrededor de los 20 dias de fecundacion, pero
es mas frecuente que sucedan abortos no detectados.

Algunas veces las perras suelen parir cachorros muertos y vivos en la misma
camada, aunque la mayoria de los ultimos mueren en el transcurso de unas cuantas
horas o dias; pero los que sobreviven o se infectan de recién nacidos suelen tener
linfoadenomegalia periférica generalizada como signo principal de la enfermedad
hasta que llegan a la madurez sexual. Estos cachorros por lo general tienen
hiperglobulinemia persistente y algunos presentan fiebre, leucocitosis o convulsiones
como manifestaciones sistémicas de la enfermedad. Al igual que en otras brucelosis
de los animales domésticos, estas no interfieren con el ciclo estral normal. Las

perras que abortan, pueden tener en la camada siguiente perros normales.
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Los machos se someten a examen con mayor frecuencia que las hembras a causa
de las anormalidades testiculares, aunque se observa una permanencia de la
actividad reproductiva. Se observa dermatitis escrotal como consecuencia del lamido
frecuente e infeccidbn secundaria con Estafilococo no hemolitico. Una causa
importante es el crecimiento de la cola del epididimo, y rara vez se observan orquitis
y crecimiento testicular primario. De hecho los machos con infeccion cronica suelen
presentar atrofia testicular uni o bilateral. Por lo general el volumen del eyaculado
esta disminuido sin pérdida de la libido. No suelen encontrarse dolor agudo en la
palpacion escrotal o testicular.

Las anormalidades no reproductivas pueden darse a nivel de ganglios vy
esplenomegalia. Los pacientes con discoespondilitis presentan al inicio dolor
raquideo y después ataxia y paresia si ocurre compresion de la médula espinal.
Puede observarse meningoencefalitis después de infecciones experimentales y
naturales.
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Fig. N°3: Frecuencia de abortos en funcién del estado de gestacién. Léone A.C. (2000)
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Tabla N°2. Accidentes genitales observados luego de la infeccion por B. canis.

PORCENTAJE

Aborto seguido de un celo normal 10
2 Abortos consecutivos 26
3 Abortos consecutivos S
Aborto seguido de esterilidad por lo menos en dos ciclos seguidos 10
2 Abortos separados por un celo normal 10
Esterilidad aparente al menos en 2 ciclos consecutivos 23
Esterilidad aparente al menos en 2 ciclos consecutivos seguidos 6
de un aborto

2 Abortos seguidos de un celo normal 10

Léone A.C. (2000)

4.2 .5- Datos del Laboratorio Clinico

En la brucelosis canina no se alteran los valores hematologicos y bioquimicos o sé6lo
lo hacen de manera inespecifica. El dato mas consistente en perros con infeccion
cronica es hiperglobulinemia (B y y) con hiperalbulinemia concomitante. Las
muestras de ganglios linfaticos aumentados de tamafo suelen presentar hiperplasia
linfoide con gran numero de células plasmaticas. A nivel del LCR, se encuentra
neutréfilos y aumento de proteinas con meningoencefalitis, pero no son notables si

solo ocurre discoespondilitis. EI examen de orina suele dar normal.

4.2.6- Espermiograma

Alrededor de cinco a ocho semanas post inoculacion se tornan intensas las
anormalidades del semen. Incluye espermatozoides inmaduros, acrosomas
deformados, piezas medias tumefactas y gotitas protoplasmaticas retenidas. A las
15 semanas se observan colas dobladas, cabezas desprendidas y aglutinacién de
cabeza con cabeza. Grandes agregados de células inflamatorias, que constituyen
neutréfilos rodeando macrofagos que han fagocitado espermatozoides. La aspermia

sin células inflamatorias corresponde con la ocurrencia de atrofia testicular bilateral.
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4.2.7- Diagnéstico -

o
A
s los

Para realizar un buen diagnéstico, y poder llegar a la certeza del caso, todo
eslabones deben de unirse.

En el caso de esta enfermedad, la clinica y consecuencias (aborto o epididimitis)
pueden guiar hacia una sospecha, pero la certeza la va a dar el laboratorio.

Desde el punto de vista epidemiolégico, la enfermedad debe buscarse en aquellos
criaderos donde la tasa de aborto supere el 2%, o cuando mas del 10% de las
hembras servidas no conciben. (41)

En el laboratorio, se tienen varias técnicas para la demostracién del agente, tanto
directa como indirectamente.

A continuacion se describen las mismas, segun el material que se posea, se utilizara

la correspondiente.

4.2.7.1- Aislamiento Bacteriano

El cultivo y aislamiento de B. canis requiere tiempo pero no es dificil porque el
microorganismo crece bien bajo condiciones aerbébicas en los medios
convencionales que se utilizan para el cultivo de otras Brucella. La sangre es el
material mas practico para el aislamiento, pero esto no debe utilizarse solamente
como diagnostico, porque es posible que no se observe bacteriemia, aunque suele
ser constante, en animales con la infeccibn mas cronica. Para la prueba debe
utilizarse sangre entera ya que los microorganismos se relacionan con la fraccién
leucocitaria. La bacteriemia se detecta 2-4 semanas después de la infeccion
buconasal, y si no se trata persiste por mucho tiempo (> 1 a 2 afnos).

El urocultivo es positivo en algunos caninos, sobretodo en machos cuando el
hemocultivo da negativo. Sin embargo a menos que se haga una cistosentesis el
aislamiento es muy dificil, debido al gran numero de contaminantes que crecen.

El cultivo de semen suele ser satisfactorio durante los primeros tres meses de
infeccion.

B. canis puede aislarse a partir de 6rganos como ganglios linfaticos, bazo, higado,
médula ésea y 6rganos masculinos de la reproducciéon, cuando los perros muertos

presentaban hemocultivo positivo. En cambio en las hembras, los tejidos que se
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utilizan para el aislamiento son el utero en gestaciéon o en estro, la placenta y los
liquidos vaginales y uterinos.

También se utiliza la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para detectar
especies Brucella en liquidos vy tejidos.

Cultivo y Aislamiento de Laboratorio ppd: Es necesario evitar la contaminacién con

bacterias de rapido desarrollo en el cultivo de, ya que este género necesita un
periodo mas prolongado de incubacidon que otras bacterias. Antibiéticos como
bacitracina, polimixina y cicloheximida suelen anadirse a los medios antes del
cultivo.

Por lo general las muestras de sangre entera o liquidos se cultivan durante cuatro o
cinco dias a 37° C en Albimi, soja Trypticase o caldo Tryptose con adicién de citrato
como anticoagulante. Tras cuatro a siete dias de crecimiento, se repica el cultivo en
medios solidos, como agar Tryptose o agar soja Trypticase.

No suele observarse crecimiento antes de las 48 Hs. Las colonias se ven pequenas
y transparentes al principio, pero pueden tornarse mucoides después de varios dias

de incubacion.
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Tabla N°3. Confirmacién de la infeccion por B. canis.

Material para Cultivo

Tiempo para el cultivo

Resultados Esperados

Exudado posaborto
Placenta

Material Abortado
Semen

Sangre

Epididimo

Orina

Préstata

G.L., Bazo y Médula
Osea

Ojo

Disco Intervertebral

Cuando se presenta
Cuando se presenta
Cuando se presenta

3-11 semanas posinfeccion
12-60 semanas posinfeccion

>60 semanas posinfeccion
5-30 semanas posinfeccion
6-12 meses posinfeccion
28-48 meses posinfeccion
48-58 semanas posinfeccion

>58 meses posinfeccion

35-60 semanas posinfeccion

>100 semanas posinfeccion

8-30 semanas posinfeccion

Hasta 64 semanas posinfeccion
Cuando el animal es bacterémico
Cuando el animal no es bacterémico
Cuando hay uveitis

Cuando hay discoespondilitis

Positivos

Positivos

Pueden ser Negativos
Positivos

Positivos, pero se eliminan
poco microorganismos
Negativos

100% Positivos

>80% Positivos
50-80% Positivos
25-50% Positivos

< 25% Positivos

50-100% Positivos

Negativo

Por lo general positivos; los
machos eliminan mas m.o.
Por lo general positivos

Por lo general positivos
Positivos o Negativos

Por lo general positivos

Positivos o Negativos

Léone A.C. (2000)

4.2.7.2- Pruebas Serologicas

Las técnicas serolégicas de diagnostico son las mas usadas para detectar brucelosis

canina, aunque ello implica un gran error en la interpretacién de los resultados, ya

que los Ags. Lipopolisacaridos (LPS) de varias especies bacterianas pueden

reaccionar en forma cruzada con los Ags de B. canis. La reaccion cruzada que se

produce tiende a ocasionar falsos positivos mas que falsos negativos. Otra causa de

errores en la interpretacion, la suele dar la presencia de sangre hemolisada en la

muestra, ya que esto también determina la obtencién de falsos positivos.

Los resultados por lo general son negativos en las primeras tres o cuatro semanas

post-infeccién, a pesar de la presencia de bacteriemia alrededor de dos semanas PI.
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Por dicha razén los animales sospechosos negativo deberian ser testeado a los 30
dias siguientes. Titulos bajos o intermedios pueden significar enfermedad previa o
infeccion muy reciente y es necesario repetir la prueba o intentar aislar el m.o.
realizando cultivo a partir de la sangre.

En las perras se observa una recrudescencia de la bacteriemia y un incremento de
los titulos de Ac durante el proestro, el estro, la gestacién o abortos.

La antibioticoterapia puede suprimir la bacteriemia y la respuesta serologica
relacionada. No debe administrarse antibidticos en tanto las pruebas diagnosticas no
se terminen. Los farmacos de las tetraciclinas causan abacteriemia y una
disminucion correspondiente del titulo de Ac que puede presentar en rebrote tras
suspender el tratamiento porque estos medicamentos no son bactericidas.

Un titulo de aglutinacién alto aislando B. canis, suele indicar infeccion activa, pero
debe apoyarse mediante pruebas adicionales. Los perros que son asintomaticos
pero que tienen resultados positivos en los procedimientos de aglutinacién nunca
deben de considerarse infectados en tanto los resultados de hemocultivo o la prueba
de IDGA de AgCP mas especifica no confirmen los hallazgos positivos. Con
excepcion del método de IDGA-AgGCP, todas las pruebas miden Acs a Ags de LPS y

pueden dar resultados inespecificos.

Prueba de aglutinacion rapida en portaobjetos (PARP). Se prefiere esta técnica
con 2-ME como procedimiento de seleccidn en consultorio porque es rapida y
sensible, y detecta Acs temprano. Hay una correlacién del 99% entre una prueba
negativa y la ausencia de infeccién. Una modificacion de la PARP, en la que se
utiliza una variante menos mucoide (M-) de B. canis, reduce en forma adicional el
indice de resultados positivos falsos. Por lo tanto la PARP-ME con el antigeno M- de
B. canis puede utilizarse para confirmar los resultados positivos de las pruebas de

seleccion.

Prueba de aglutinacion en tubo (PAT). Lo mismo que la PARP, la PAT también se
altera por reacciones heteroespecificas con otros agentes infecciosos y por titulos
equivocos en animales con infeccion cronica; por ello se utiliza la modificacion ME.
Los resultados de la PARP-ME correlacionan bien con los de la PAT-ME y ambas

deben considerarse como pruebas de seleccion.
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Prueba de IDGA. Revelan Acs en los sueros de perros infectados 5-10 semanas PlI,
y persisten varias semanas o meses después que la bacteriemia cesa. La prueba de
IDGA que utiliza Ags de LPS (somaticos) tienen el mismo problema que las técnicas
de aglutinaciéon con respecto a la reacciéon cruzada con otras bacterias Gram
negativa, pero es posible diferenciar los sueros positivos verdaderos de los falsos
por una banda de precipitacion precisa para B. canis. lgualmente rara vez se utiliza
este Ag para el diagnéstico por falta de estandarizaciéon y la dificultad para
interpretar los resultados.

Mientras tanto, la prueba IDGA-AgCP que utiliza antigenos internos (proteinas
citoplasmaticas) es muy especifica, pudiendo detectar Acs en sueros de caninos
cuando en otras pruebas son equivocas e incluso negativas. Por ende esta técnica
deberia de utilizarse como prueba de confirmacién después de otros métodos
serologicos. Una de las desventajas de esta técnica es el periodo mas prolongado
entre la infeccidn y la presencia de Acs detectables. En el caso de ser positiva, debe
de tenerse en cuenta que tanto las Brucella lisas como rugosas comparten los Ags
proteinicos internos, y por consiguiente se tendria que sospechar en la infeccién con
otras Brucella (B. suis o B. abortus) cuando se utiliza AgQCP. Mientras que no se
observan falsos positivos con bacterias de otro género. Es posible que algunos
perros presenten resultados falsos negativos, tal vez por infecciones tempranas,
cuyos sueros son positivos a PARP y negativos a IDGA. El unico medio definitivo

para resolver esta diferencia seria el hemocultivo.

ELISA. La especificidad de la técnica depende del Ag a utilizar. Hay una ELISA que
utiliza un Ag de pared celular altamente purificado, lo que lleva a ser una técnica
altamente especifica, pero menos sensible que la PAT en la seleccién de perros
infectados. Un extracto salino caliente de la cepa variante menos mucoide (M-) de
B. canis mejora la sensibilidad de ELISA. Se ha utilizado una proteina recombinante
de B. abortus (BP26) como Ag en un ELISA indirecto para el diagnéstico de B. canis
dando una sensibilidad y especificidad del 96%, siendo conservada para el género
Brucella. (4)
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Tabla N°4. Comparacion de procedimientos serologicos para brucelosis canina

Prueba Antigeno Titulo mas Ventajas Desventajas
Serologica utilizado temprano(a)
(Semanas PI)

PARP-ME Pared celular 3-4 Rapida, Resultados positivos
sensibilidad alta, falsos comunes; debe
pocos resultados confirmarse con otras
negativos falsos pruebas
(1%)

PAT Pared celular 3-6 Determinacion Resultados positivos
semicuantitativa falsos similares a PARP

PAT-ME Pared celular 5-8 Igual que PAT, Mas tiempo para
especificidad un obtener un titulo positivo
poco mayor comparada con PAT

IDGA con Ag Pared celular 5-10 Muy sensible, Procedimiento e

de pared (LPS) positiva antes que interpretacion

celular con AgCP complejos, reacciones

(somatico) inespecificas

IDGA-AgCP AgCP 8-12 La prueba mas Procedimiento complejo,
especifica menos sensible para la
(confirmadora), seleccién inicial,
detecta casos duracioén de tiempo
crénicos cuando variable con la positiva;
otras pruebas son puede permanecer
negativas; detecta positiva hasta un afio
infecciones por después de recuperarse
otras especies de de la infeccién
Brucella

IF indirecto Pared celular Desconocido  Disponible y Puede ser menos

(LPS) conveniente para sensible que PAT-ME
laboratorios de como prueba de
diagnéstico seleccioén

No se ha valorado
extensamente

ELISA Pared celular Desconocido ~ Buenos resultados  La purezay la

(LPS) o con B. canis preparacion del antigeno

AgCP mutante (M-) para son fundamentales

extractos de pared
celular o B. abortus
para AgCP

(@)

El primer titulo significativo que aparece. Datos basados en un perro adulto.

ME= mercaptoetanol, PARP= prueba de aglutinacion rapida en portaobjetos;
PAT= prueba de aglutinacion en tubo; IDGA= inmunodifusion en gel de agar;
AgCP= antigeno de proteina citoplasmatica interna; LPS= lipopolisacarido; IF= inmuno fluorescencia

Carmichael L. E.
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4.2 8- Diagnostico Diferencial

Aunque la enfermedad puede darse en animales pre-puberes o hembras m ‘é’uras.‘
no gestadas y pasar como una infeccién desapercibida, o confundida como cualquier
afeccién pasajera, sin pasar a mayores.

La diferencia en si toma importancia cuando el signo principal es el aborto de la
hembra o la epididimitis en el macho.

Las bacterias responsables de aborto son a menudo no especificas, algunas existen
en estado saproéfito en la via genital femenina (E. coli, Estreptococos spp) causando
infeccion genital en momentos que bajan las defensas de la hembra o por
contaminacién uterina.

En el caso del macho, la orquiepididimitis puede ser causada también por
B. abortus o por multiplicaciéon excesiva de bacterias sapréfitas de la piel debido al
lamido excesivo.

Para la discoespondilitis, el agente mas comun encontrado es el

Staphilococcus aureus.

4.2.9- Lesiones Histologicas

Las alteraciones macroscépicas en adultos o cachorros que sobreviven suele
limitarse a linfoadenomegalia y esplenomegalia. El crecimiento de los ganglios se
debe a hiperplasia linforreticular difusa. En perros con bacteriemia crénica los
sinusoides de estas estructuras y del bazo estan llenos de células plasmaticas y
macrofagos que contienen bacterias fagocitadas.

En todos los érganos genitourinarios se observa infiltracion linfocitica submucosa
difusa. Ocurre vasculitis necrosante en los tejidos blanco de esteroides gonadales,
incluso en prostata, escroto, o vulva. La necrosis extensa del parénquima prostatico
y de los tubulos seminiferos se debe a infiltraciéon de células inflamatorias, que por
ultimo causan atrofia o fibrosis.

Ocurre endometritis subaguda a crénica en el Utero, con hiperplasia glandular y
nddulos de células reticulares.

También se describe necrosis hepatica focal, miocarditis y meningoencefalitis. Se

observa glomerulonefritis intersticial leve. La afeccion ocular consiste en iridociclitis
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granulomatosa vy retinitis exudativa, que consiste en infiltracion difusa de linfocitos,

plasmocitos y neutréfilos.

4.2.10- Inmunidad Vacunal

No se han preparado vacunas apropiadas contra B. canis, sin embargo George
intentd producir inmunidad con una mutante viva dependiente de estreptomicina,
sabiendo de la importancia de la estimulacién celular en su inmunidad (31). El
mismo sefald que luego de la infeccidn por B. canis se observaba niveles elevados

de resistencia.

4.2.11- Control y Prevencion

Al no existir vacuna y la imposibilidad de un tratamiento médico eficaz, la prevencién
de la infeccion es el método mas eficaz para evitar la enfermedad. (20)

La prevencion requiere de pruebas anuales de todos los perros reproductores y el
analisis de todos a ser introducidos en un kennel. Solo los perros probados no
infectados deben ser utilizados. (20)

La PARP se recomienda como prueba de screening, pero los resultados positivos
siempre deben ser evaluados con otros métodos mas especificos.

En el caso que se quiera ingresar un nuevo reproductor, este debe ser testeado dos
veces, con un intervalo de 4-6 semanas previos al ingreso, teniendo que dar
negativos en ambos. En el caso que la hembra aborte, se debe asumir la
enfermedad hasta que no se compruebe lo contrario. Si un macho pierde la libido, o
desarrolla anormalidades testiculares deberia ser examinado por brucelosis. (20)

El analisis y eliminacién de los perros infectados es el Unico método probado de
erradicacion de B. canis de un kennel infectado. (20)

En el caso de que el animal infectado sea mascota de alguna familia, lo mas
apropiado seria el castrado inmediato luego del diagnéstico y el comienzo de la

terapia antimicrobiana correcta.
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4.2.12- Terapéutica

La localizacion intracelular de la bacteria determina la eficacia del tratamiento
antimicrobiano. La B. canis es susceptible a varios antibiéticos, pero la ineficiencia
del tratamiento in vivo suele originar fracasos o recaidas.

Como medida minima, las mascotas infectadas deben de ser castradas y recibir un
régimen de antibioticoterapia para reducir la posibilidad de infectar a miembros de la
familia a través de secreciones genitales. El m.o. puede permanecer en los tejidos
de los animales castrados, pero se piensa que es menos probable que se eliminen.
Se recomiendan cursos repetidos de terapia antimicrobiana con base en pruebas
serologicas y hemocultivo de seguimiento.

La curacién de la brucelosis no debe suponerse porque es posible que la
bacteriemia recurra semanas o meses después de suspender los antibioticos.
Antibioticoterapia. Se utilizan varios quimioterapicos para el tratamiento de esta
enfermedad, pero rara vez el m.o. se elimina si no se emplea la combinacion y
régimen correctos.

In vitro se observé que es sensible a tetraciclinas, cloranfenicol, aminoglucésidos,
espectinomicina, rifampicina, ampicilina y fluoroquinolonas. Ademas se observo
sinergia entre las tetraciclinas y fluoroquinolonas, y aminoglucésidos y sulfonamidas.
La monoterapia con fluoroquinolonas se acompana de fracasos terapéuticos vy
recaidas, sobre todo en casos de uveitis o discoespondilitis.

La terapéutica oral con dosis altas de minociclina (10 mg/Kg cada 12 hs) o
doxiciclina combinada con estreptomicina IM (4,5 mg/Kg cada 24 hs), durante 7 dias

proporciond el indice mas alto de éxitos en perros con infeccién experimental.

4.2.13- Salud Publica

Al igual que otras especies de Brucella, B. canis infecta accidentalmente al hombre,
siendo una zoonosis de baja intensidad.

Los sintomas de la infeccion en el humano suelen ser: fiebre, cefaleas, escalofrios,
pérdida de peso, linfoadenopatia, faringitis y malestar general, lo que muchas veces

suele pasar como un caso de Influenza.
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Algunas complicaciones que pueden darse son: endocarditis, meningitis, artritis,

hepatitis y abscesos viscerales.

5- OBJETIVOS

General: Diagnosticar serolégicamente la presencia de B. canis mediante la técnica

RSAT-2ME en sueros de perros del B® Horacio Quiroga de Salto.

Especifico:
e Censar la poblacion canina del barrio.
e Preparar Ag a partir de una variante M- de B. canis para utilizar en la técnica.

e Crear un banco de sueros para posteriores estudios.

6- HIPOTESIS

‘En el Barrio Horacio Quiroga hay presencia de perros con serologia positiva a

Brucella canis”.

7- MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realiza en el barrio Horacio Quiroga de la ciudad de Salto. El mismo se
encuentra ubicado en el sur de la ciudad, situado a 1,5 Kms. hacia el Este del rio
Uruguay. Se encuentra delimitado hacia el norte por la Avenida Manuel Patulé, al sur
por la Av. Pascual Harriague, hacia el oeste por calle Industria y al este por calle 7.
(Fig. N°4)

Desde el punto de vista estructural, el barrio esta dividido en 21 manzanas, lo cual
facilita el estudio epidemiolégico. (Fig. N°5)

En el mismo conviven aproximadamente 1000 familias, con un nivel socio econémico

medio-bajo. El trabajo abarca los meses de marzo a julio de 2011.
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Av. Manuel Patulé

(--

Fig. N° 4. Imagen satelital de la ciudad de Salto. Google Earth

Calle7

eusnpu|

Fig. N° 5. Plano del B® Horacio Quiroga, con hogares muestreados (verde).
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7.1- Censo y Muestra Sanguinea

En una primera instancia se realiza un censo canino del barrio que consiste en la
recoleccion de los siguientes datos: nombre y apellido del encargado de los
animales, el nimero de caninos que hay en la casa, el sexo de los animales, si son
castrados o no y la edad de los mismos (formando grupos: menores a 1 ano, entre
1-5, entre 5-10 y mayores de 10 afios), también se le pregunta a la persona si los
caninos poseen atencion veterinaria, y si permitirian extraerles sangre.
Luego de finalizado el censo, se pasa a organizar la informacion recopilada y se
sortean los hogares que van a participar dentro del muestreo.
Para esto, se tiene en cuenta:

v el numero de hogares censados por manzana (ya que no todas poseen la

misma cantidad)

v" la cantidad de los mismos que permiten extraer muestra a sus mascotas

v la cantidad de muestra minima a extraer (n2P.Q (z/e)?>=73 muestras).
De todos estos valores se extrae el nimero de muestras que se deben sacar por
manzana, y después de saber la cantidad, se eligen al azar mediante bolillero los
hogares a testear.
En el momento de extraer la muestra de sangre, en hogares que tienen mas de un
perro, se elige al azar un solo animal por hogar. Ademas se completa una nueva
planilla con datos del propietario, el sexo del animal y si es entero o castrado, la
edad, y si ha tenido signos de la enfermedad (se averigua si aborté la perra, pari6
cachorros muertos, o si mueren enseguida de nacer; en el caso de los machos el
dato clinico observado y preguntado es la inflamacion testicular).
La sangre se extrae por venopuncion de la vena cefalica (3-5 ml), con jeringa y aguja
hipodérmica 21G, en forma aséptica e individual, sin anticoagulante. Luego se
procesa en el laboratorio de Patologia Veterinaria de Regional-Norte Salto.
En el mismo se extrae el suero por centrifugacion a 3000 rpm durante 10 minutos, y
se guardan en ependorff identificados muestras por duplicado a -80° C hasta el
momento de realizar la prueba.
Para realizar la técnica y controlarla, se poseen sueros caninos, uno positivo y uno
negativo a B. canis, cedido por el Area de Enfermedades Infecciosas de Facultad de
Veterinaria de la UdelaR. (5)
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7.2- Elaboracién del Antigeno

El Antigeno a utilizar se elabora siguiendo el criterio establecido por L. E. Carmichael
(17), a partir de una cepa Suave Mucoide (M-) de Brucella canis, perteneciente al
cepario del Departamento de Ciencias Microbiolégicas de Facultad de Veterinaria de
la UdelaR.

Medio de cultivo

Prepara 1 Litro de Brucella agar o Trypticase soya agar (2-2.5%) y autoclavar.
Calentar a bafio maria a 56°C por 1 hora. Usando una técnica estéril, colocar 100 mi
de agar en 8-10 botellas estériles de Roux con tapén de algodén. Mantener el agar
a temperatura ambiente. Luego invertir las botellas e incubar a 37°C. Dejar secar

por 1 dia y examinar la esterilidad.

Siembra
Transferir la cepa M- de Brucella canis al agar inclinado.
Verificar la pureza en una placa de agar, incubar de 1-3 dias.

Sembrar inclinado usando 5 ml de caldo Brucella.

Inoculacioén v cultivo de células:

v Inocular cada botella de Roux (después de agregarle perlas de vidrio

estériles) con 5 ml de suspensién de B. canis.

v' Esparcir la inoculaciéon sobre el agar con las perlas de vidrio estériles con

una rotaciéon adecuada. ( no rapidamente)

v Invertir las botellas e incubar por 36-40 horas a 37°C (cosechar cuando la
confluencia crezca, la cepa de B. canis se convertird en una sustancia

viscosa después de dias de crecimiento)

v' Cosechar agregando 10-15 ml de PBS estéril (pH 7,4) a cada botella de

Roux.
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Remover las células con una rotacién adecuada con las perlas de vidrio,
\
teniendo cuidado de no romper o quebrar el agar. )

L]

Lavar el agar una vez con 5 ml de PBS

Recoger en frascos de centrifugas estériles (500 ml), pasarlo a través de
un embudo con gasa (de 4-6 capas). Revisar la viscosidad, no deberia

estar viscoso ni agrupado a un pH 7.4 (PBS). Verificar su pureza.

Lavar 3 veces con PBS en una centrifuga refrigerada a 5000 rpm por 15 a

20 minutos.

Inactivar la Brucella a 80°C por 1 hora (se puede agregar mertiolate en
una dilucion final de 1: 10.000 — 1% stock 1:100)

Resuspender el lavado de las células en 7% de PVC o en 80-100ml de
PBS.

Teiiido del antigeno

v

Agregar 5 ml al 1% de Rosa Bengala (Fisher or Sigma, 90% tenir) filtrar

en papel Whatman por cada 100 ml de suspension bacteriana en PBS.

Agitar sobre agitador magnético a velocidad moderada toda la noche a

4°C. Evitar que se forme espuma

Centrifugar 6000 rpm 20 minutos, quedando como sedimento las

bacterias.

Resuspender en forma vigorosa en buffer tris-maleato, 0,4 molar, pH 8,5-
8,6, usando agitador magnético (a un pH mas bajo, 7,5 tienden a

aglutinarse las bacterias).

Filtrar a través de un embudo con gasa de 4-6 capas removiendo las
bacterias aglutinadas que se pueden formar especialmente si los

organismos quedan viscosos.
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7.3- Ejecucion de la técnica RSAT-2ME

La técnica de RSAT-2ME consiste en los siguientes pasos:

v

En un portaobjeto, se colocan 25ul de suero positivo a la izquierda, al
medio 25ul de suero problema y a la derecha 25ul de suero negativo, y

luego se mezclan con 25 ul de 2-Mercaptoetanol 0,2 M.
Esperar 1 minuto

Agregar 50 pl del antigeno agitando suavemente el portaobjetos durante 2

minutos

Lee en microscopio 6ptico (10x)

Los sueros que resulten positivos se les realiza la prueba de micro aglutinacién a

titulo final consistente en:

v

v

Realizar la prueba de micro aglutinaciéon

Si el resultado es positivo, efectuar diluciones crecientes del suero
problema en solucién salina fisiolégica normal, comenzando con la
dilucién 1:2

En un portaobjeto, mezclar 10 ul de cada dilucién del suero con 10 pl de
antigeno (previamente homogeneizado a temperatura ambiente)

Rotar suavemente el portaobjeto con la mezcla, durante 2-3 minutos

Leer al microscopio (10x)

El resultado de la prueba es la ultima dilucién del suero que presente

aglutinacién.
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8- RESULTADOS

8.1- Censo y muestra sanguinea

Se censo6 el 90 % de los hogares del Barrio Horacio Quiroga lo que corresponde a
364 hogares. Se registraron 673 perros, dando una relacién animal-hogar de 1,8. Se
extrajo sangre a 108 animales (Fig. N°5), estas se remitieron al laboratorio para su
procesamiento.

Solamente el 18 % de los hogares tenian afiliados a sus mascotas en Clinicas

Veterinarias.

En las tablas N° 5, 6, 7 y 8 se detallan los datos recabados en el censo.
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Tabla N°5. Datos del Censo

Sexo Edad Atencién A
1]
Veterinaria T 3
o 3
& @
& S
Manzana Ne Hembra Macho <1 15 510 >10 Si No a &
g
Perros 2
2] 0
2 8 2 B
g I & 32
® 2 § 2
A 40 7 7 17 - 6 17 6 4 5 7 12 19
B 12 4 2 4 - - 6 2 1 1 5 7 9
C 26 5 3 11 - 4 10 4 2 2 8 12 16
D 21 8 1 10 2 5 12 3 1 4 9 13 13
E 19 3 5 8 - 3 6 6 1 2 4 7 10
F 14 3 2 6 - 2 4 2 - - 5 5 9
G 20 4 1 11 - 2 5 2 2 2 4 8 13
H 9 4 2 3 - 1 6 1 - 1 5 13 14
J 78 21 16 30 6 13 34 18 2 8 23 33 40
K 44 7 9 14 6 9 17 7 3 6 11 17 24
L 20 3 6 10 - - 6 11 2 3 4 7 8
M 18 3 4 9 1 4 6 6 1 2 6 8 9
N 54 13 9 20 - 7 21 9 4 8 14 22 28
o] 76 24 8 33 2 32 22 13 1 7 17 23 29
P 54 10 13 20 4 13 20 11 5 4 18 23 26
Q 58 19 6 23 - 10 26 3 3 2 25 27 35
R 61 20 7 30 - 23 25 9 - 9 17 30 33
S 5 - 1 4 - 1 1 3 - - 2 2 3
T 17 2 1 13 - 3 8 3 1 2 6 10 12
U 27 8 2 17 - 7 13 6 1 - 12 14 14
20 673 168 104 293 21 145 265 125 34 68 202 293 364

ENCUESTADOS: son aquellos hogares donde se encuesta a personas (N° Perros + Atencion
Veterinaria).
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TERRENOS VISITADOS: son aquellos hogares donde se han visto animales (Encuestados + No
Encuestados Con Perros). Los No Encuestados, no se sabe At. Vet., sexo, ni edad de los animales.

Tabla N°6. Discriminacion entre entero y castrado por sexo.

Sexo %
Hembra Entera 29
Castrada 18

Macho Entero 50
Castrado 3

Tabla N°7. Discriminacién por edad

Edad %

<1 afio 26
Entre 1-5 anos 46
Entre 5-10 anos 22
>10 afos 6

Tabla N°8. Datos de animales sangrados

SEXO EDAD DATOS
HEMBRA MACHO <1 1-5 5-10 >10 Aborto Nacen Orquitis
E Cc E C Muertos/
Mueren
luego
36 16 49 7 17 56 26 9 - 16 2

21 15 17 33 12 21 21 26

% del
Total

E: entero/a. C: castrado/a. % del Total: representa el porcentaje de animales muestreado del total de

la categoria.
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8.2- Antigeno
El antigeno elaborado y utilizado se estandariz6 a una concentracion del 7 % de
volumen celular y a un pH final de entre 8,5 y 8,6. El antigeno se enfrenté a sueros

positivos y negativos a Brucella canis pertenecientes al Departamento de Ciencias

Microbiolégicas de la Facultad de Veterinaria.

8.3- Estudio de los sueros problemas por la Técnica RSAT-2ME

Todos los sueros estudiados fueron negativos en la prueba de RSAT-2ME. En la

tabla N° 9 se detallan los resultados.
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Tabla N° 9. Resultados de la técnica RSAT-2ME

N° Suero Resultado N°Suero Resultado N°Suero Resultado N°Suero Resultado
A3 - J7 - N 33 - R 12 -
A11 - J 14 - N 34 - R 19 -
A19 - J17 - o8 - R 20 -
A 20 - J23 - 09 - R 24 -
B4 - J25 - 012 - R 25 -
B 10 - J 28 - 013 - R 26 -
B 11 - J 30 - 024 - R 36 -
B 12 - J 36 - 028 - R 37 -
C2 - J 40 - 029 - T2 -
C5 - J 44 - 032 - T5 -
C9 - K2 - 037 - T8 -
Cc11 - K3 - P8 - T9 -
D3 - K4 - P9 - us -
D9 - K24 - P10 - usg -
D 15 - K25 - P16 - U 11 -
E1 - K 31 - P19 - uU14 -
E13 - K 39 - P 32 - u17 -
F 4 - K 40 - P 35 - U18 -
F13 - K 41 - Qs -

G2 - K 25(bis) - Q13 -
G4 - L3 - Q15 -
G5 - L4 - Q19 -
G8 - L 16 - Q29 -
G10 - M 14 - Q 31 -
H4 - M 16 - Q38 -
H6 - M 17 - Q39 -
H8 - N 11 - Q43 -
H11 - N 16 - Q44 -
J2 - N 19 - R5 -
J4 - N 28 - R6 -
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9- DISCUSION

Este es el primer censo de caninos efectuado en un barrio y en la ciudad de Salto.
Los datos obtenidos indican una relacion de machos y hembras aproximadamente
del 50% de cada sexo. Epidemiolégicamente esto favoreceria la propagacion de
esta enfermedad (y de otras reproductivas) entre los animales, ya que el 79% (50%
machos; 29% hembras) de los animales no esta castrado y el 68% de estos se
encuentran en un rango de edad entre 1 y 10 afos, o sea, en edad reproductiva.

En la informacion recabada sobre signos de la enfermedad se destaca la presencia
de cachorros nacidos muertos. Este signo también puede ser producido por otras
enfermedades reproductivas de origen viral, bacteriano y parasitario.

Un dato interesante encontrado en la encuesta es la no dosificacién por parte del
propietario contra parasitos internos y externos.

Este es el primer trabajo, en este tema, realizado sobre la totalidad de la poblacion
canina de un barrio en el Uruguay. Se llevaron a cabo otros estudios pero la
poblacién canina evaluada fueron perros callejeros, consultas atendidas en el
Hospital de Facultad Veterinaria y perros de establecimientos lecheros (5, 22, 45).

La elaboraciéon del antigeno a partir de la variante M(-) de Br. canis descrita por
Joubert y Carmichael (17) es sencilla y rapida de realizar por laboratorios de
microbiologia basica.

La RSAT es una técnica facil y rapida para la busqueda de anticuerpos en sueros
sanguineos, presentando como dificultad la lectura de la reaccion, ya que debe de
realizarse mediante microscopio éptico.

Igualmente, el diagndstico serolégico de esta enfermedad puede realizarse mediante
varias técnicas como se nombra al principio del trabajo. En este caso, se realiz6 la
RSAT-2ME a todas las muestras de sueros obtenidas, ya que la adicion de 2-ME
aumenta la sensibilidad de la misma, al inhibir la accion de las IgM, disminuyendo la
probabilidad de falsos positivos.

La técnica tiene una sensibilidad del 99%, lo que nos hace entender que los sueros
testeados no presentan anticuerpos contra Brucella canis.

Como discusion global del trabajo, en el barrio no se encontraron animales con
serologia positiva a Brucella canis. Esto no es traspolable al resto de la ciudad de

Salto ya que para esto se necesita un estudio de mayor alcance.
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Se deberia profundizar en este estudio con la busqueda del microorganismo por
medio del aislamiento del agente a partir de material con problemas reproductivos.
Los datos epidemioldgicos observados y recabados (animales con ingreso y salida
del barrio sin encontrar barreras fisicas, andar sueltos todo o la mayor parte del dia,
contacto estrecho entre los mismos y no castrados) hacen de este lugar un habitat

propicio para la presencia y propagacion de esta enfermedad y de otras.

10- CONCLUSION

Este trabajo concluye que en el Barrio Horacio Quiroga de la ciudad de Salto no hay
presencia de animales sero-positivos a Brucella canis, mediante la técnica RSAT-
2ME.
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