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RESUMEN

Brucella canis es el principal agente causal de enfermedad reproductiva en caninos. Por
su potencial zoondtico y su distribucion mundial, esta infeccion tiene una gran importancia.
El objetivo de este estudio fue identificar la presencia de anticuerpos de brucelosis y la pre-
sencia de la bacteria en sangre, en la poblacion canina del Centro de Reinsercion Municipal
de la ciudad de Rio Cuarto (provincia de Cérdoba). A tal fin se muestrearon un total de 96
perros, durante los 4 afios de estudio (2013-2016). Se tomaron 115 muestras sanguineas, las
cuales corresponden a los 96 caninos nombrados previamente. Dichas muestras fueron proce-
sadas bajo la técnica de RSAT para brucelas rugosas y BPA para brucelas lisas. Durante los 4
afios de estudio se encontrd una prevalencia del 18,52 % de BPA 'y 22,22 % de RSAT para el
afno 2013, un 11,43 % de RSAT para el afio 2014, un 22,58 % de BPA y un 29,03 % de RSAT
en el afio 2015 y en el afio 2016 se encontrd un 27,27 % de RSAT. En el afio 2014 se realiz
hemocultivo a los 4 perros positivos a RSAT del afio anterior, se confirmaron solo dos reac-
cionantes a B. canis. En el afio 2015 se les realiz6 el hemocultivo control y resultaron todos
negativos debido al tratamiento antibi6tico instaurado por el personal veterinario del estable-
cimiento. Se determind gue no hubo diferencia estadistica entre los parametros ‘sexo’ en el
grupo de estudio y tampoco se encontré diferencias en la prevalencia anual en el grupo de
animales muestreados. Los resultados indicaron que hubo animales positivos a la serologia y
al aislamiento con hemocultivo, y luego del tratamiento antibi6tico se recuperaron de forma
infectoldgica pero no se puede hablar de animales sanos, ya que no se pudieron controlar en
periodos de tiempo posteriores al tratamiento por la dindmica poblacional del establecimiento.
Las politicas de recoleccidn en el CRM se orientan a la atencién de mascotas abandonadas y
animales callejeros (los cuales, podrian ser portadores de la enfermedad con mayor frecuencia
por la falta completa de control sanitario y capacidad reproductiva natural). Las condiciones
de la poblacidn incluida en el presente estudio, sumado a la préctica estricta de esterilizacion
inmediatamente antes de ingresar al albergue, que impide apareamientos entre individuos y
contagio de eventuales enfermedades ligadas a la reproduccion, pueden incidir en la reduccion
la propagacién de Brucelosis, no solo en el CRM, sino también en la reinsercion posterior de

los animales al municipio.

Palabras clave: Brucella canis, perros, seroprevalencia, zoonosis.



RESEARCH OF BRUCELOSIS IN THE MUNICIPAL REINTEGRATION CENTER
OF RIO CUARTO

SUMMARY

Brucella canis is the main causative agent of reproductive illness in dogs. Due to its zoonotic
potential and worldwide distribution, this infection is of great importance. The objective of
this study was to identify the presence of antibodies to brucellosis and the presence of bacterial
in blood in the canine population of Municipal reintegration Center of Rio Cuarto (province
of Cérdoba). To this end, a total of 96 dogs, were sampled during the 4 years of study (2013-
2016). 115 blood samples were taken, which correspond to the 96 canines previously ap-
pointed were processed under the technique of RSAT for rough Brucella and BPA for smooth
Brucella. During 4 years of study the prevalences found were 18.52% of BPA and 22,22% of
RSAT for the year 2013, 11,43% of RSAT for 2014, 22,58% of BPA and 29,03% of RSAT in
2015 and 27,27% of RSAT in 2016. From blood culture to RSAT positives from the previous
year (2013), two reactive to B. canis were confirmed in 2014, the following year the control
was carried out and rendered negative due to antibiotic treatment provided by the veterinary
staff of center. Yet there was neither statistical difference between the parameters 'sex' in the
study group nor in the annual prevalence in the study group. The results indicated that there
were animals positive to serology and blood culture isolation, and after antibiotic treatment
they presented infectious recovery but could not be considered healthy animals, since they
could not be evaluated in periods of time after treatment because of the population dynamics
of the center. Collection in the CRM policy is oriented more to the attention of abandoned pets
as well as stray animals (which could be carriers of the disease with greater frequency owing
to the complete lack of sanitary control and natural reproductive capacity). The conditions of
the population included in this study, coupled with the strict practice of sterilization immedi-
ately before entering the lodge, which prevents mating between individuals and any diseases
linked to reproduction, may influence in reducing the spread of brucellosis, not only in the

CRM, but also in the subsequent reintegration of animals to the municipality.

Keywords: Brucella canis, dogs, seroprevalence, zoonosis.



INTRODUCCION

La Brucelosis es una enfermedad zoonética de distribucion mundial cuyo agente etio-
I6gico, un cocobacilo Gram (-), produce sintomas reproductivos en los animales afectados
(Chacén-Diaz et al., 2015; Greene y Carmichael, 2015). En la actualidad se reconocen nueve
especies en el género Brucella: B. melitensis, es la especie mas importante por ser altamente
virulenta y afecta principalmente a caprinos y ovinos; B. ovis, llamada asi porque sélo infecta
ovinos; B. abortus, que es capaz de propagarse en bovinos, bafalos y vison; B. suis, con amplia
especificidad (liebres, reno, caribl y roedores), pero cuyo principal hospedero es el porcino;
B. canis, es principalmente patdgena en caninos y B. neotomae, que es especie especifica de

roedores (Tuemmers et al., 2011).

De todas las especies, cinco pueden ser patégenas para el ser humano. Basandose en su
patogenicidad, el orden ascendente en que se ubican es: B. canis, B. abortus, B. suis y B. me-
litensis, siendo esta Ultima la mas peligrosa para el hombre. La brucelosis, causada especifica-
mente por B. canis, es una zoonosis poco frecuente. En los caninos, existe un amplio espectro
de signos y sintomas variables e inespecificos, tales como letargo, pérdida de peso, intolerancia
al ejercicio, disminucion o pérdida de la libido, pelaje hirsuto y lo mas comin de esta enfer-
medad es la linfoadenitis generalizada. Puede afectar algin sistema en particular, por ejemplo
el sistema reproductivo (aborto, atrofia testicular, epididimitis, prostatitis), el tejido reticulo
endotelial (hepatomegalia, esplenomegalia) y el sistema osteoarticular (discoespondilitis, ar-
tritis, artralgia). También se puede presentar de forma crénica debido a la capacidad de B.
canis de evadir los mecanismos de defensa del huésped y permanecer como microorganismo

intracelular en los tejidos por largo tiempo (Tuemmers et al., 2011).

En la ciudad de Rio Cuarto, Cérdoba, los caninos abandonados en la via pablica son
recogidos por el municipio en colaboracion con personas que trabajan para asociaciones de
proteccionismo animal. Dichos animales son esterilizados en el Centro de Castracién Munici-
pal (CCM). Ademas son evaluados clinicamente, desparasitados y vacunados en el Centro de
Reinsercion Municipal (CRM) para posteriormente ser entregados en adopcion. Considerando
al canino como reservorio natural de B. canis, los perros abandonados en la via publica podrian
ser un factor de riesgo de infeccién de brucelosis tanto para otros canes, como para los huma-

nos que potencialmente pudieran adoptarlos (Boeri et al., 2008).

El CRM fue creado por el municipio de la Ciudad de Rio Cuarto, con la finalidad de
controlar la poblacién de perros en la ciudad. EI mismo cuenta con caniles destinados a con-
tener a los animales de acuerdo a su estatus social al ingresar al predio. Estos estan categori-

zados de diversas formas, cuentan con un sector para animales que recién ingresan y no se



conoce su estatus sanitario. Poseen un sector para animales que ya fueron evaluados y vacu-
nados, estos son los animales “sanos” que seran dispuestos en caniles comunitarios para luego
ser dados en adopcidn, y los otro son los animales “sospechosos o bajo control estricto”. Estos
altimos son evaluados periédicamente por el personal veterinario con colaboracién con la cé-
tedra de Enfermedades Tdxicas y Transmisibles de los Pequefios Animales; profesores y alum-
nos del 4to afio de la Universidad Nacional de Rio Cuarto se realiza una serie de pruebas
seroldgicas y coproldgicas para descartar enfermedades zoondticas de posible transmision a
las familias adoptantes.

La finalidad de esta participacion en el CRM tiene como objeto contribuir con el diag-
nostico de presencia o ausencia de enfermedades zoondticas presentes en los animales recogi-
dos de la ciudad de Rio Cuarto.



MARCO TEORICO

La Brucelosis es una enfermedad bacteriana zoongtica de distribucion mundial. El
agente causal, Brucella canis, es un cocobacilo Gram (-) que provoca una enfermedad repro-
ductiva con subfertilidad o infertilidad en los animales que padecen dicha enfermedad (Cha-
con-Diaz et al., 2015; Greene y Carmichael, 2015).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) clasifica la brucelosis dentro de la cate-
goria de enfermedades infecciosas de origen bacteriano relacionadas con salud ocupacional y
enfermedades de tipo profesional de notificacion obligatoria. Se ha reportado que la ruta mas
comun de contagio hacia el hombre esta relacionada con la ocupacion profesional que posee
y contacto estrecho con los animales y sus subproductos (Cross et al., 2018). Como asi también
la OMS ubica esta zoonosis en cuarto lugar entre las enfermedades crénicas transmisibles de
Argentina precedida por Tuberculosis, Chagas y Sifilis (Lavaroni et al., 2011). EI primer in-
forme positivo de la existencia de esta enfermedad fue dado por Fernandez Ithurrat en 1930,
quien consiguid aislar la bacteria mediante cultivos de muestras de sangre de un paciente en-

fermo de la provincia de Mendoza (Castillo Moreno, 2018).

Debido a su caracteristica zoonotica, es una de las enfermedades mas estudiadas. Exis-
ten muchas investigaciones y publicaciones referidas al conocimiento de la prevalencia y/o

incidencia en diferentes paises y especies animales (Chacon-Diaz et al., 2015)

Solamente perros y canidos salvajes son susceptibles de ser infectados por B. canis y
son considerados los Unicos huéspedes verdaderos, en ellos la causa principal de brucelosis es
B. canis, en ocasiones los caninos pueden infectarse por otras 4 especies diferentes del género
Brucella (B. canis, B. abortus, B. melitensis, B. suis) (Hollett, 2006; Ruiz et al., 2010; Molina
M. et al., 2016). La sintomatologia clinica en éstos esta asociada principalmente a B. canis,
desde su aislamiento en el afio 1967 (Carmichael y Kenney, 1968). La brucelosis canina se
comporta epidemioldgicamente como la enfermedad reproductiva mas importante de esta es-

pecie, con una amplia distribucion mundial (Boeri et al., 2008).

La patogenia de esta enfermedad comienza cuando las bacterias ingresan en el orga-
nismo. La penetracion de la bacteria a través de una membrana mucosa, ya sea oral, nasal,
conjuntival o genital son fagocitadas por los neutréfilos y monocitos y transportadas por la via
hematogena a los sinusoides del higado, bazo, médula désea y ganglios linfaticos, donde se
multiplican en los macréfagos (Wanke et al. 2004). La aparicion de la enfermedad depende de
la capacidad del huésped para restringir esta multiplicacion. Las especies de Brucella son pa-

togenas intracelulares facultativas, propiedad que las mantiene protegidas de la accion de los



antibidticos y de los mecanismos dependientes de anticuerpos. Esta capacidad de superviven-
cia intracelular determina el curso ondulante de la enfermedad, su tendencia a presentar recai-

das y evolucionar a formas crénicas (Laplume, 2013).

La transmision de la enfermedad puede presentarse por distintas vias, de forma hori-
zontal o vertical. El contacto directo puede ocurrir por via sexual, oral, nasal o conjuntival, a
través de secreciones vaginales (celo, parto, postparto, aborto), semen, orina, fetos abortados
y leche de animales enfermos, o en forma indirecta por el medio ambiente contaminado son
las formas mas frecuentes de contagio al hombre y otros animales (Ardoino, 2006; Delgado et
al. 2008; Lucero, 2012; Di Lorenzo, 2012; Schiaffino, 2012; Kiener, 2014).

La dosis minima infecciosa por via oral en perros es de aproximadamente 10° bacte-
rias/ml y por via conjuntival de 10*-10° bacterias/ml. Las descargas vaginales y el semen son
las muestras que mayor concentracion de microorganismos. Las perras infectadas eliminan B.
canis durante el estro, la reproduccion o después de un aborto. Es posible que ocurra liberacién
de B. canis por periodos de hasta 6 semanas después de un aborto. La leche de perras infectadas
contiene concentraciones inferiores de organismos (Greene y Carmichael, 2012; Ministerio de
Salud, 2013; Castillo Moreno, 2018).

La bacteriemia asociada a leucocitos comienza 1 a 4 semanas post infeccion y puede
mantenerse de forma intermitente o continua de 6 a 64 meses. Esta persiste en el animal por
largos periodos que pueden prolongarse durante afios. Si los perros enfermos no se aislan, la
infeccion se disemina rapidamente. El control de la enfermedad incluye castracién completa y
tratamiento o eutanasia de los animales enfermos, y cuarentena con seguimiento seroldgico de
los sospechosos (Hollet RB, et al., 2006 y Wanke MM, et al., 2004). Generalmente, en la
hembra, se producen los abortos luego de las 7 a 9 semanas de gestacion (Boeri et al., 2008).
También se han reportado casos de muerte embrionaria temprana entre dos y tres semanas
luego de la transmision venérea. Si la prefiez llegara a término, las crias pueden nacer muertas
0 débiles, y éstas sobreviven poco tiempo. En machos, la infeccidn con Brucella canis produce
epididimitis unilateral o bilateral, aumento o atrofia testicular, inflamacién prostatica y/o de

ganglios regionales y esterilidad (Boeri et al., 2008).

El diagndstico de brucelosis se realizd por diferentes tipos de técnicas. Tales como
prueba de aglutinacion rapida en portaobjeto (RSAT), prueba de aglutinacion en tubo de en-
sayo (PAT), prueba de inmunodifusion en gel de agar (IDGA, IDGA-LPS y IDGA-PC), en-
sayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (iELISA), aislamiento bacteriano (Hemocultivo en
tubo y en placa con medio sélido en Agar Brucella), deteccién genética (PCR), hallazgos his-
topatoldgicos y técnica de aglutinacion con antigeno tamponado (BPA), con la finalidad de

diferenciar cepas lisas (B. abortus), de cepas rugosas (B. canis) y de posibles falsos positivos



es que se emplean varias de estas técnicas en conjunto (Baruta et al., 2000). Dichas técnicas
se complementan para elevar la sensibilidad y especificidad del diagnéstico (Greene y Carmi-
chael, 2012, Castillo Moreno, 2018).

El tratamiento se determina teniendo en cuenta el periodo de incubacién (Pi), el cual se
extiende durante 2 a 4 semana, llamado bacteriemia, si no se trata en ese momento, persiste
durante periodos largos (1 a 2 afios 0 mas). El nimero de bacterias en sangre excede 103
UFC/ml después de 4 a 5 semanas Pi, y permanece alto durante muchos meses (Greene y
Carmichael, 2012, Castillo Moreno, 2018).

El tratamiento médico debe ir acompafiado del tratamiento quirdrgico (ovariectomia
y orquiectomia). Luego de realizada la castracion se recomienda administrar dos 0 mas cursos
de 4 semanas como minimo secuenciales o intermitentes de tratamiento antimicrobiano
(Greene y Carmichael, 2012, Castillo Moreno, 2018).

No se debe tratar nunca con un Gnico antibiético, debe utilizarse combinacion de estos
y uno debe tener un grado de penetracion celular adecuado. Ningln protocolo terapéutico es
100% exitoso (Hollet, 2006; Greene y Carmichael, 2012; Castillo Moreno, 2018).

El tratamiento mas satisfactorio ha sido una combinacion de una tetraciclina con dihi-
droestreptomicina. Es decir la combinacion de doxiciclina o minociclina oral en dosis altas,
con estreptomicina intramuscular arrojo la mayor proporcién de éxito. Gentamicina en reem-
plazo de dihidroestreptomicina resulté con menor eficacia (Greene y Carmichael, 2012, Cas-
tillo Moreno, 2018).

La prevencion de la enfermedad consiste principalmente en el control de la infeccion en
perros puesto que hasta la fecha no existe una vacuna capaz de producir inmunidad satisfacto-
ria contra la brucelosis en perros. Los animales seropositivos alojados en lugares de albergue
masivo de caninos deben ser aislados de los demas animales sanos manteniendo estrictas me-

didas de higiene de caniles, comederos y bebederos principalmente (Tuemmers et al., 2011).

Las medidas de higiene y desinfeccion de los lugares de albergue masivo de animales
(caniles y criaderos), son herramientas Utiles en la prevencion, ademas de las medidas de bio-
seguridad en laboratorios y la higiene personal de los individuos que se encuentran expuestos.
Por otro lado, tanto propietarios como personas que estrechamente ligadas a los criaderos (por
el tipo de trabajo que realizan), deben utilizar siempre indumentaria de seguridad para evitar
el contagio. Brucelosis es considerada una enfermedad ocupacional, por eso deben tomar pre-
cauciones para evitar la contaminacion de la piel, inhalacion o ingestion accidental del agente
al manejar material contaminado, frente al parto de una perra o al realizar una necropsia
(Tuemmers et al., 2011).



Complementariamente, otro método de prevencién de esta patologia a mediano plazo
es establecer programas de tenencia responsable de mascotas, puesto que mediante la educa-
cion de la poblacién se pueden obtener buenos resultados (Tuemmers et al., 2011).

Para concluir, aportar datos para el conocimiento de la problematica de ésta enferme-
dad en la Ciudad de Rio Cuarto a través de la realizacion de pruebas seroldgicas para determi-
nar la prevalencia de anticuerpos reaccionantes a cepas lisas y rugosas de Brucella, como asi
también confirmar la presencia de esta bacteria en sangre con pruebas especificas en animales
serolégicamente positivos. Principalmente identificar factores de riesgo que contribuirian a la

presentacion de esta enfermedad zoonotica.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

- Realizar un aporte al conocimiento sobre brucelosis canina en el Centro de Reinsercion Mu-

nicipal como referente de la poblacion callejera que circula en la ciudad de Rio Cuarto.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Determinar la seroprevalencia de anticuerpos reaccionantes a cepas lisas y rugosas de Bru-

cella como indicador de riesgo potencial hacia otros animales o al ser humano.

- Identificar factores de riesgo que contribuirian a la presentacion de esta enfermedad zoono6-

tica.

- Confirmar la presencia de Brucella en sangre con pruebas especificas en animales serol6gi-

camente positivas, con la finalidad de identificar, segregar y dar en adopcién animales sanos.

- Promover la difusion y uso de la informacion epidemioldgica para prevenir la enfermedad.



MATERIALES Y METODOS

Zona bajo estudio:

El estudio observacional se llevo a cabo en el Centro de Reinsercion Municipal (CRM), el cual
alberga perros abandonados en la via publica de la ciudad de Rio Cuarto hasta que son entre-
gados en adopcion responsable. Los animales ingresan sin datos anamnésicos previos y todos
son valorados clinicamente por un médico veterinario. Antes de ingresar al predio, tanto hem-
bras como machos son castrados quirdrgicamente. Luego cumplen una cuarentena sanitaria
que consiste en observar la recuperacion completa de la cirugia, revisacion clinica, desparasi-
tacion y vacunacion antirrabica. Posteriormente son incorporados a la poblacion del Centro
hasta la entrega en adopcion. El predio se encuentra en una zona rural, a unos pocos kilémetros
de la ruta nacional 8. EI mismo se encuentra dividido por canileras, en los cuales se disponen
los animales dependiendo de la categoria que se le asigne, por ejemplo recientemente ingresa-
dos, potencialmente agresivos, para adopcién y/o por alguna enfermedad. Poseen un predio
amplio para actividades recreativas y de adiestramiento de los perros que se encuentran en el
albergue. EI mismo es manejado y dirigido por un grupo de personas pertenecientes a la aso-

ciacion protectora de animales, llamada APARC.

Tamafio muestreal:

Para este estudio, se realizé un muestreo dirigido por conveniencia. Se realizo el procesado de
115 muestras de sangre, las cuales corresponden a 96 caninos, a lo largo de los afios 2013 al
2016. Se incluyeron caninos clinicamente sanos, asintomaticos luego de superar el periodo de
cuarentena de 2 a 4 semanas posterior al examen clinico exhaustivo. Los animales fueron
muestreados en el lugar y luego se derivaron las muestras de suero al Departamento de Pato-

logia Animal (Facultad de Agronomia y Veterinaria de la UNRC).

Muestras de sangre canina:

Se tomaron muestras individuales de sangre por puncion de la vena yugular o cefélica y fueron
dispuestas en tubos secos y limpios. Las muestras se refrigeraron hasta la llegada al laborato-
rio. Los sueros se obtuvieron por centrifugacién a 3000 r.p.m. por 5 minutos y luego congela-
dos a -20 °C hasta el momento de realizar las pruebas. Las muestras se clasificaron por sexo
(macho o hembra) y luego fueron evaluadas por las técnicas de laboratorio RSAT y BPA. Los
individuos positivos a RSAT fueron nuevamente muestreados para buscar la confirmacion de

la infeccion por hemocultivo.
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Reactivos

Para detectar anticuerpos contra cepas lisas de Brucella, se utilizaron antigenos comerciales
de BPA. Para determinar la presencia de inmunoglobulinas contra B. canis las muestras se
enfrentaron a los antigenos de RSAT e IDGA. Los antigenos y sueros controles fueron provis-
tos por SENASA (Buenos Aires, Argentina).

Técnicas de laboratorio

1) Para detectar anticuerpos contra B. canis se utilizaron las siguientes pruebas:

La busqueda de anticuerpos contra B. canis se realiz6 mediante la prueba de aglutinacion ra-
pida en placa, con la cepa M (-), adicionando 2-B-mercaptoetanol (2ME-PRAP). Durante el
procedimiento, se mezclaron 10 ul del suero y 10 pl de antigeno; luego de un tiempo de espera
de dos minutos, se observaron las muestras en un microscopio éptico, y se determinaron como
positivas aquellas que presentaron aglutinacion fina, similar al control positivo (Giraldo et al.,
2009; Reisz, 2006) (Figura N° 3).

2) La técnica de IDGA consiste en una reaccion de precipitacion entre Ag y Ac que difunden
uno hacia otro a través de un gel de agar formando bandas visibles de precipitacién. Es de bajo
costo, de facil procesamiento e interpretacion (Molina M. 2017). Respecto a la sensibilidad,
las pruebas de IDGA revelan precipitinas en sueros de perros infectados solo después de 5 a
10 semanas PI1 (Greene, 2008) (Figura N° 6).

3) Para detectar anticuerpos anti-cepas lisas de Brucella (B. abortus, suis o mellitensis) se
realizd la técnica de aglutinacion con antigeno tamponado (BPAT) siguiendo el método des-
cripto en el Manual de estandares para pruebas diagnoésticas y vacunas (OIE, 2009). Se mez-
claron 80 ul de suero y 30 ul de Ag en un aglutinoscopio. Se esperan 4 min y se procede a
mezclar y realizar la primera lectura, luego se esperan 4 min mas y se procede a la segunda
lectura (Castillo Moreno, 2018) (Figura N° 2).

3) Hemocultivo: A los caninos cuyas muestras sean serolégicamente positivas se les realiz
una nueva extraccion de sangre para ser sembrada en Agar Brucella por 5 dias a 37 °C, en
atmosfera adicionada con 10% de CO: con el fin de confirmar el diagndstico por medio del

aislamiento bacteriano (Figura N° 4y 5).

Disefio del estudio:

El tipo de estudio fue descriptivo, de corte transversal. Los datos fueron almacenados en una
base de datos confeccionada en planillas del programa de computacion Excel. Para la busqueda

de asociacion entre variables categoricas (seroprevalencia a RSAT con sexo y seroprevalencia
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a RSAT con afio), se utilizo la prueba de % de Pearson con un nivel de significancia del 5%,

utilizando para ello el Programa Epidat (version 4.1).
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RESULTADOS

Figura N° 1: Muestras de sangre dispuesta en tubos previamente al centrifugado para la ex-
traccion del suero para la realizacion de las pruebas seroldgicas (RSAT y BPA) en el labora-

torio.

Figura N° 2: Antigeno de BPA, provisto por el laboratorio de brucelosis del SENASA y Aglu-
tinoscopio (Foto tomada en el laboratorio de Patologia Animal. UNRC) (Cortesia MV Vivian
Martin).
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Figura N° 3: La fotografia de la izquierda muestra la aglutinacion de los sueros de dos hem-
bras positivas del CRM de Rio Cuarto a la de técnica de RSAT (reactivos fueron provistos por
el laboratorio se brucelosis del SENASA). Lectura al microscopio 10x: Resultado Positivo

(figura derecha) (Cortesia MV Vivian Martin).

Figura N° 4: Tubos de Hemocultivo. El primer tubo, izquierda, presenta solo el Agar Brucella
y los cuatro tubos de la derecha son las muestras de sangre de los animales positivos a RSAT,

para confirmacion con la técnica de hemocultivo.
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Figura N° 5: Estufa de Cultivo a 37° C, en atmésfera adicionada con 10% de CO,. Dentro de
ella, los sueros dispuestos en tubos con Agar Brucella para ser cultivados durante 5 dias.

Figura N° 6: Técnica de Inmunodifusién en gel de agar (IDGA), El Ag reacciona con el C+
(control positivo) y con sueros positivos formando una linea de precipitinas.
Foto tomada en el laboratorio de Patologia Animal de la Facultad de Veterinaria de la Univer-

sidad Nacional de Rio Cuarto (Cortesia MV Vivian Martin).
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En el primer afio de estudio (2013), se tomaron muestras de sangre de un total de 27
caninos, entre ellos 52 % hembras y 48 % machos (Gréfico 1). De los cuales 5 animales resul-
taron positivos a BPA y 7 fueron positivos a RSAT tal como lo ilustra la Tabla N° 1 (Anexo
N° 3).

Durante el 2014, aument6 el niamero de animales muestreados a 35, entre ellos 42%
hembras y 58% machos (Grafico 2). De éstos, se continud con el seguimiento de los caninos
positivos y se obtuvieron 4 reaccionantes seroldgicos positivos a RSAT. Se repitié un nuevo
muestreo sanguineo a los individuos RSAT positivos del afio 2013 para intentar confirmar con
hemocultivo la infeccion. En dos de estos animales (Anteojita y Chavo) se obtuvo aislamiento
de B. canis, mientras que en los otros, no se pudo confirmar debido a la contaminacion bacte-

riana de la muestra como lo ilustra la Tabla N° 2 (Anexo N° 4).

En el 2015 se repiti6 el muestreo a 31 caninos, distribuidos en un 35% hembras y 65%
machos (Gréfico 3). Un total de 7 muestras resultaron positivas a BPA, mientras que 9 de los
31 caninos evaluados fueron RSAT positivos y 8 de ellos fueron negativos al Hemocultivo
(Tabla N° 3) (Anexo N° 5).

La Tabla N° 4 muestra los resultados del ultimo afio del estudio, en el 2016, donde no
se detectaron animales positivos con BPA de los 22 muestreados pero si se encontraron 6
reaccionantes positivos a RSAT Yy 4 positivos a IDGA; esta Ultima prueba se realiz6 en los
animales sospechosos (Anexo N° 5). La poblacion éste afio se distribuy6 en 42% hembras y

59% machos con un total de 22 animales muestreados para ese afio (Grafico N° 4).

El Grafico N° 1 muestra la distribucion por sexo de los animales alojados en el CRM de Rio

Cuarto durante el afio 2013.

Distribucion de caninos en el CRM
seguln sexo en el ano 2013 (N=27)

Hembras Machos

48% 529
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El Gréafico N° 2 muestra la distribucion por sexo de los animales alojados en el CRM de Rio
Cuarto durante el afio 2014.

Distribucion de caninos en el CRM
segun sexo en el ano 2014 (N=35)

M Hembras Machos

58%

El Grafico N° 3 muestra la distribucion por sexo de los animales alojados en el CRM de Rio

Cuarto durante el afio 2015.

Distribucion de caninos en el CRM
segun sexo en el afio 2015 (N=31)

B Hembras Machos

65%
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El Gréafico N° 4 muestra la distribucion por sexo de los animales alojados en el CRM de Rio
Cuarto durante el afio 2016.

Distribucion de caninos en el CRM
segun sexo en el afio 2016 (N=22)

B Hembras Machos

59%

El Grafico N° 5 ilustra la seroprevalencia de anticuerpos detectados por BPA y RSAT durante

los cuatro afios del estudio de la poblacion del CRM de Rio Cuarto.

Seroprevalencia de Brucelosis en perros del
CRM de diferentes pruebas diagnodsticas
durante el periodo 2013-2016

11 |||
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En el Gréfico N° 6 se puede observar la seroprevalencia de brucelosis segln el sexo y durante
los 4 afios de estudio.

Seroprevalencia de brucelosis (RSAT) en perros
del CRM segun sexo y afio

@ Hevera
s

MACHOS

PREVALENCIA (%)
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DISCUSION

Los resultados seroldgicos obtenidos ponen en evidencia la existencia de anticuerpos
contra Brucella canis en la poblacion del CRM, los cuales varian entre 22,22 % al 29,03 %
para los 4 afios de estudio. Estos datos son similares a los hallazgos encontrados por otros
autores (Agudelo-Flérez et al. 2012; Castrillon-Salazar et al. 2013; Olivera et al. 2011), con
distintos tipos poblacionales, en los que se registraron frecuencias de seroprevalencia en po-
blaciones caninas de hasta un 11% (Giraldo et al. 2009; Ruiz et al. 2010).

Probablemente la situacion registrada en el CRM se deba a las politicas de recoleccion
de mascotas abandonadas, que estdn mas orientadas a la atencion de pacientes abandonados y
animales en situacion de calle, poblacion que segun reportes previos, pueden resultar con ma-
yor frecuencia ser portadores de la enfermedad (Jara et al. 2005; Boeri et al. 2008; Pardo et
al. 2009).

Ademds es necesario tener en cuenta la estricta préctica de esterilizacion previa al
ingreso al Centro que limita los apareamientos entre individuos dentro del establecimiento y,
por tanto, esta practica disminuiria la presentacion de nuevos animales con la enfermedad
(Adesiyun et al. 1986; Almeida et al. 2004; Brennan et al. 2008).

Para el diagnostico de brucelosis se utilizan pruebas seroldgicas que detectan anticuer-
pos, que en algunos casos pueden ser generados por reacciones cruzadas con enterobacterias
(Lavaroni et al. 2011), por lo que resulta necesario una confirmacién por otras pruebas mas
especificas. En el presente trabajo, se encontraron animales positivos a RSAT, de los cuales
sélo 2 se confirmaron a través de hemocultivo. Estos caninos fueron muestreados al siguiente
afio, resultando negativos al hemocultivo nuevamente, luego del tratamiento antibiético. El
porcentaje de sueros gue reaccionaron a BPA, resultaron 18,52 % positivos en el afio 2013 y
el 22,58 % durante el 2015. Dichos valores fueron mayores a lo mencionado por otros autores
(Molina 2017, en ciudad de Chamical, provincia de La Rioja un 12,84% y Castillo Moreno
2018, en la Santa Lucia, provincia de San Juan, un 1%, ambos en la Republica Argentina); aun
asi, ninguno de los sueros positivos a BPA de este trabajo fueron confirmados por hemocul-
tivo, contrariamente a lo publicado por Zérate et al. (2014) que describen como resultado un

2% positivos a BPA, y posteriormente confirmados por pruebas complementarias.

Al analizar la seropositividad a RSAT segin sexo y afio, no se encontré asociacién
estadisticamente significativa, al igual que lo publicacion por Giraldo et al. 2009 (Ramirez et
al. 2006; Castillo et al. 2002; Almeida et al. 2004; Megid et al. 1999; Carmichael & Shin,
1999).
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Cabe aclarar que los resultados de éste estudio podrian ser extrapolables a otras po-
blaciones caninas de la ciudad de Rio Cuarto y de otras ciudades que posean este tipo de al-
berges de animales. Como asi también podria tomarse como comienzo para estudios mas ex-
haustivos y con otro tipo de disefio para determinar la prevalencia real de la brucelosis canina
en la ciudad de Rio Cuarto. Ya que estas poblaciones caninas son dindmicas y en constante
cambio, lo que predispone a aparicion de enfermedades reemergentes.
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CONCLUSION

El estudio realizado en perros del CRM la ciudad de Rio Cuarto, Cérdoba, fue util
para aportar conocimiento sobre brucelosis en la Cuidad, ya que estos perros que permanecen
en el CRM son recogidos de la via publica en distintas circunstancias, con antecedentes de
mordeduras, vagabundeo y/ o abandono por parte de sus propietarios.

Se demostro la presencia de anticuerpos contra cepas rugosas del género Brucella en
animales sin evidencias de signos clinicos, como asi también la presencia de la bacteria en
sangre. Esto presume un riesgo para personal municipal y de la asociacion protectora de ani-
males. Ademas del riesgo para los visitantes del CRM, entre ellos, nifios de colegios primarios
y secundarios y familias que acuden a visitar el lugar con la ilusién de adoptar uno de estos

animales.

El desconocimiento de la enfermedad y el alto porcentaje de perros del CRM que se
entregan gratuitamente en adopcién, deberia ser abordado mediante la educacion del propie-

tario en tenencia responsable de animales.

No obstante las limitaciones de este estudio, los resultados pueden ser la base para
disefar estudios posteriores gue aporten evidencias sobre la presencia y epidemiologia de la

brucelosis canina en el municipio de Rio Cuarto.

Se confecciond un afiche informativo sobre aspectos relacionados con la brucelosis
canina y una ficha de notificacion de caso entregado por el ministerio de salud de la nacion
Argentina. Estos seran entregados en lugares de gran concurrencia de personas con relacion
directa con animales, tales como veterinarias, centro de castracién municipal, campafias de
vacunacidn antirrabica dirigidas por la municipalidad de Rio Cuarto y la Universidad Nacional

de Rio Cuarto.
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ANEXO 1: AFICHE DE DIFUSION SOBRE TRANSMISION Y PREVENCION DE BRU-
CELOSIS

BRUCELOSIS CANINA

RELEVAMIENTO DE BRUCELOSIS EIT /R A E G ERAE B e L)
EN EL CENTRO DE REINSERCION Pérdidas econémicas a criaderos
MUNICIPAL DE RiO CUARTO (Abortos - Infertilidad)

Transmision a humanos (Zoonosis)

SINTOMAS EN LOS CANINOS.

Aborto (ultimo tercio de gestacidn), orquitis, infertilidad, fiebre, uveitis y discoespondilitis.

FACTORES DE RIESGO Y LAS VIiAS DE TRANSMISI()N.

Leche materna
Orina y saliva

TRATAMIENTO.

B. canis invade los glébulos blancos y se oculta en los ganglios durante afos.
Por lo tanto, los antibidticos solo eliminan las bacterias circulantes.

RECOMENDACION.

Criaderos: Muestrear todos los animales, sacrificar los positivos,
implementar medidas de control. y
Mascotas: Castracion, usar dosis prolongadas de combinaciones de

antibiéticos.
DIAGNOSTICO -
Presencia de anticuerpos contra B. canis:
N | Prueba 23-mercaptoetanol (enviar sangre sin
§ anticoagulante o suero). ‘

Bacteremia: Hemocultivo (enviar sangre entera /
- en caldo de cultivo).

La Universidad Nacional de Rio Cuarto, Dpto de Patologia Animal, Catedra de Enf. Toxica
y Transmisible de los Pequefios Animales pretende coloborar con el diagnostico de esta
enfemedad en poblacion canina tanto callejera como de propietarios e inclusive de Criaderos.

MAYORES INFORMES

[&
UNIVERSIDAD NACIONAL DE RiO CUARTO
RUTA NAC. 36 - KM. 601 / RIO IV - CORDOBA - ARGENTINA.
FACULTAD DE AGRONOMIA'Y VETERINARIA,
TELEFONO: 0358 467-6200- www.ayv.unrc.edu.ar

25



ANEXO N° 2: NOTIFICACION DE CASO DE BRUCELOSIS OTORGADO POR EL MI-
NISTERIO DE SALUD DE LA NACION ARGENTINA.

Salud ProNCEZ
Presidencia de Ia Nacion | g i G

FICHA DE NOTIFICACION DE CASO DE BRUCELOSIS CANINA

1. DATOS DEL PROFESIONAL ACTUANTE

Fecha de notificacion....... Wergyanices 7 - Domicilio profesional:
Teléfono ......cccceeeeveene Fax. 3 ...-mail........
Apellido y nombre del profesional..........cccocevvevcricenreriannnn . Matricula Profesional N2..............

2. DATOS DEL PROPIETARIO Y/O TENEDOR RESPONSABLE

Propietario Si[:] NOD NOMBOR Y ACII0:oiiiidiciissivsosssssassvorssssesfossassaseshadassapnsasersossdasmpsssasessessdosstssns

Domicilio del propietario: Localidad: Provincia:..........ccocviuinee

Teléfono:

3. DATOS DEL CASO CANINO

Raza: ...........

Procedencia: Criadero/ familia|_|  Calle[ |  Refugio[ | Importacién[ |

Sexo: H D M[:] Color del manto................ Edad:............ Nombre: ..........

Fecha inicio de sintomas:....../....co..... foisiiis Diagnastico previo de Brucelosis Si[_|  No[ |
Aborto I___] Muerte perinatal D Orqui-epididimitis D Criptorquideo unilateral D
Linfoadenopatia D Disciespondilitis [:] Mialgias D Artralgias general D Depresion D Anorexia D
Pérdida de peso| | Descargas vaginales/Prostatitis ||
4. DATOS EPIDEMIOLOGICOS
Fecha del servicio: ....... y S ] AT— Fecha del aborto........ 7 A— Y A
Contacto con vacas SID NO [:] Contacto con ovejas y/o cabras Sl[:] NO D

Contacto con cerdos: S__| NO[_]  Contacto con perros sospechosos [_|
Consume leche cruda o derivados: Nunca E] Ocasionalmente [:] Frecuentemente D

Sospecha de que el animal puede haber comido restos de abortos SID NO ,:]

Sale a la calle? SID NO D Posee otros perros Sl D NO D De ser si, Cuantos?

Observa algin sintoma? SI [ | NO [ ]

5. EXAMENES DE LABORATORIO
Fecha toma de muestra:......./.......o... y J—
Resultado serolégico: Positivo E] Negativo D No realizado E] Método utilizado .......ccovmminiciicencacns

Aislamiento bacteriologico: Positivo D Negativo D No realizado [:]
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ANEXO N¢ 3: Tabla de muestreo de animales y pruebas seroldgicas realizadas el afio 2013

2013

Nombre BPA RSAT HEMOCULTIVO Observaciones

Alem

Alue

Anita

Anteojita

Barbucha

Bayo Macho

Blanquita

Chela

Diablo

Flaca

Flaca Marta

Hiena

Isa

Leila

Leon (Chavo)

Lola

Mendieta

Oreja

Panda

Pichi

Sexto

Shana

Siberiano Blue

Tano

Tigre cambiamos de 1lreaccion cruzada?

Titan

il = Il =l =il l=l =1 =1 =l ==l ==l =1 1L =l =k =k =A==l =1 L=l =]
il = Il il =il l=l =1 l=1 ==l =A==l =1 =l ==l - =1l il =l (= =]

Trucha
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ANEXO N° 4: Tabla de muestreo de animales y pruebas seroldgicas realizadas el afio 2014.

2014

Nombre BPA RSAT HEMOCULTIVO Observaciones

Albertina

Almendra

Anteojita B. canis

Ariel

Azucena

Azul

Bernardita

Bernardito

Betun

Billy

Bongo

Chavo B. canis

Chiquita

Gaita

Laura

Lobo contaminado

Lourdes

Lucas

Lupe

Malevo

Manu

Miedosa

Nariz

Negra

Negro

Neron

Nuevo

Pecoso

Ramon contaminado

Sari

Tejito

Tigre

Timon

Toto

O|o|Oo|0O[O[O|R|O|O|O|[O |O|O|O|O|O|OC|O|O|(R|[O|OC|O|m[O|[O|O|O|O|O|O|O|R]|O]|O

Veronica
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ANEXO N° 5: Tabla de muestreo de animales y pruebas seroldgicas realizadas el afio 2015.

2015

Nombre BPA RSAT HEMOCULTIVO Observaciones

Anteojita negativo

Apolo 0

Blanquita negativo

Bruma 0

Camali 0

Catriel negativo

Chavo negativo

Erico

Flaco 1 negativo

Fredi

Lobo negativo

Lobita 0

Milo 0

Monchi

O |0 IC|IOCO|FR |IO|FRP|IO|FR|FIO|FR | |O |

Morena

Napoleon

Naza 1

[N

negativo

Negra c/blanco

Negro negativo

Neron

Ovejita

—|lo|lo|-

Papper

Poncho

Principe 0

Rott

Sarco

Tigre 0

Vieja

1
0
0
0
0
0
Roita 0
0
0
0
0
0

Vieja 1

Viejo Amarilo
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ANEXO N° 6: Tabla de muestreo de animales y pruebas seroldgicas realizadas el afio 2016.

2016
Nombre BPA RSAT | IDGA | HEMOCULTIVO | Observaciones
Anteojita

Blanquita

Bronca

Canela

Catriel

Chavo
Chavo del 8
Cira

Flaco
Guille
Hepatozoom
Hienita
Hilacha
Jaimito
Linda

Lobo
manchita
Matea
Negra Gonzi
Negro EMOS
Neron

=Rl = = = = e = = = = = =l =R =R = Ll L K= = L N

Pelé
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