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Resumen

La Brucelosis es una de las enfermedades méas estudiadas, ya que existen muchas
investigaciones y publicaciones referidas al conocimiento de la prevalencia y/o incidencia en
los diferentes paises y en las diferentes especies animales (Galvis Banegas, 2003; Chacon-
Diaz et al. 2015; Greene y Carmichael, 2015).

Es clasificada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) dentro de la categoria
de enfermedades infecciosas de origen bacteriano relacionada con salud ocupacional y
enfermedades de tipo profesional de notificacion obligatoria. En Argentina la OMS ubica
ésta afeccion en cuarto lugar entre las enfermedades cronicas transmisibles, generando
problemas médico-asistenciales, veterinarios, economicos y laborales (Lavaroni et al.,
2011), siendo una infeccion considerada de riesgo ocupacional, incluida en la lista de
enfermedades profesionales desde 1932 (BEP, 2010).

En la provincia de San Juan, las enfermedades endémicas presentan una gran
subnotificacion y no existen trabajos cientificos realizados que describan la realidad
epidemioldgica de la Brucelosis canina y menos aun en el Departamento de Santa Lucia.
Existen casos clinicos confirmados en clinicas privadas, pero no se conoce la prevalencia
real, ni las variables fisiologicas que condicionan la presencia de esta enfermedad en la
provincia ya que existen condiciones epidemioldgicas en San Juan para que la Brucelosis se
presente como enfermedad en caninos con potencial zoonético, y puede estar
subdiagnosticada por la falta de manifestaciones clinicas especificas, 0 en muchos casos,
porque la gente no consulta a los Medicos Veterinarios. Sin brucelosis animal no existe la
enfermedad humana, por lo tanto, el diagndstico de la infeccion en los animales por
deteccidn seroldgica y la identificacion de animales sospechosos, probables y confirmados,
constituye un aporte fundamental para realizar las intervenciones de control que
correspondan.

Para las Técnicas Seroldgicas se realizaron las pruebas de antigeno tamponado en
placa (BPA), aglutinacion rapida en porta objeto (RSAT) con y sin agregado de 2-ME,
inmunodifusion en gel de agar (IDGA), y Hemocultivo del microorganismo.

Como experiencia se realizo en el laboratorio de Brucelosis del SENASA Martinez de
Bs As, el diagnostico seroldgico de Brucella Canis, con el kit VETLIS Brucella iELISA
Caninos indirecto para la deteccion de anticuerpos especificos contra el lipopolisacarido
rugoso (LPSr) de Brucella canis en muestras de suero. Este estudio se constituye en el
segundo trabajo de este tipo efectuado a nivel nacional.
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En el Andlisis estadistico: se describio la frecuencia de exposicion a diferentes
variables fisiologicas relacionadas a la presentacion de la enfermedad. Se describid la
frecuencia de presentacion de signos clinicos y subclinicos en animales serolégicamente
positivos a brucelosis canina. Los datos obtenidos se procesaron en un Software Infostat (Di
Rienzo y col. 2016).

En el presente trabajo, se realiz6 un estudio descriptivo, observacional, con un
muestreo no probabilistico en el Departamento de Santa Lucia de la Provincia de San Juan,
entre los meses de julio del 2017 a julio del afio 2018. Se contd con la participacion conjunta
de los Médicos Veterinarios a cargo del Unico quir6fano municipal de castracion y el
personal a cargo del municipio. Ademas, se trabajo con siete clinicas privadas y el
Laboratorio Veterinario de la Provincia de San Juan. Se consideraron dos poblaciones:
Poblacion 1 : en donde se evaluaron 27 caninos derivados de 7 clinicas privadas de San
Juan, con sintomas compatibles de la enfermedad (casos sospechosos o probables), como
también aquellos animales que viven con ellos. A estos animales se les efectud un examen
clinico completo, cuyos datos se volcaron en una ficha clinica general, identificada
numéricamente y ademas se les realizo hemograma completo. Para la Poblacion 2 se
muestrearon 100 animales en el periodo de noviembre y diciembre del afio 2017. El
muestreo se hizo al azar, de los perros que asistian al quiréfano municipal para ser sometidos
a la técnica quirdrgica de ovario-histerectomia y orquiectomia, provenientes de viviendas
particulares y callejeros llevados por la “Fundacion Patitas sin Hogar”. Se les realizo la
misma ficha clinica general, la cual también esta identificada numéricamente, con los datos
de filiacién del paciente, anamnesis y se determinaron las variables fisioldgicas, para
clasificarlos. Previo al procedimiento de extraccion de la muestra, a los propietarios de cada
canino muestreado, se les realizo una encuesta organizada con preguntas cerradas y se
evaluaron aspectos importantes relacionados con la enfermedad.

Sobre un total de 127 caninos muestreados, se establecen tres categorias de animales
de acuerdo a diferentes criterios de interpretacion: Confirmados (9), Sospechosos (4) y
Sanos (114)

Con motivo de realizar una evaluacion y seguimiento clinico, posteriormente a los
animales muestreados que resultaron positivos a las técnicas anteriormente mencionadas, se
les realiz6 el hemocultivo y se les hizo un seguimiento clinico y subclinico, examinando con
detalle fundamentalmente, los sistemas o aparatos mas afectados por esta enfermedad:
Reproductor, Locomotor, Visual.

Como conclusion se puede decir que el presente trabajo demuestra que la deteccion de
anticuerpos contra cepas rugosas de Brucella canis, mediante las pruebas RSAT, ME RSAT,
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IDGA y IELISA en particular, permitieron detectar muchos animales sin manifestaciones
clinicas ni subclinicas. A pesar que el hemocultivo es considerado la “técnica de oro”, para
la confirmacion indiscutible de la enfermedad, en todos los perros que resultaron
serolégicamente positivos a cuatro técnicas diferentes, el aislamiento fue negativo,
posiblemente debido a la cronicidad de la enfermedad donde la bacteriemia es intermitente
(Johnson and Walker, 1982; Carmichael and Greene, 2006) Por otro lado, la técnica de
IELISA por ser una técnica mas sensible, permitié detectar un mayor

porcentaje de perros infectados, si bien presenta ventajas y desventajas para Su
implementacion.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1 Conceptos generales

La brucelosis es una enfermedad bacteriana y se define como una antropozoonosis de
distribucion mundial. En perros, la causa principal de brucelosis es Brucella canis, un
cocobacilo, gram negativo, inmovil, intracelular facultativo, aerobio estricto (Greene y
Carmichael, 2012; Hollett, 2006). De la misma manera que Brucella ovis, carece de la cadena

“0” en el LPS, por lo que se clasifican como brucelas de “tipo rugoso” (Del Aguila Padilla,
2007).

La infeccion natural puede ocurrir por via vertical u horizontal, por contacto con
mucosa oro-nasal, conjuntival, por ingesta de material placentario abortado, descargas
genitales y durante el apareamiento (CSPH, 2007; Greene y Carmichael, 2012). Segun Boeri
et al (2008), la transmision al hombre puede ser por contacto con el semen, orina y/o fetos
abortados de animales infectados, lo que alerta sobre el peligro de contaminar el
medioambiente.

Debido a que es una enfermedad zoondtica, la Brucelosis es una de las enfermedades
mas estudiadas, ya que existen muchas investigaciones y publicaciones referidas al
conocimiento de la prevalencia y/o incidencia en los diferentes paises y en las diferentes
especies animales (Galvis Banegas, 2003; Chacon-Diaz et al. 2015; Greene y Carmichael,
2015).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifica la brucelosis dentro de la
categoria de enfermedades infecciosas de origen bacteriano relacionadas con salud
ocupacional y enfermedades de tipo profesional de notificacion obligatoria:

Se ha descripto esta zoonosis en América (Canada, Estados Unidos, México, América
central, Brasil, Chile y Argentina), en algunos paises europeos (Espafia, Italia, Alemania,
Gran Bretafia, Francia), Africa (Madagascar, Nigeria) y Asia (Tunez, Malasia, India, Corea,
Japén, China). Nueva Zelanda y Australia parecen estar libres de este organismo (Gardner y
Reichel, 1997).

1.2 Situacion en Argentina

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ubica esta afeccion en cuarto lugar entre
las enfermedades cronicas transmisibles de Argentina precedida por Tuberculosis, Chagas y
Sifilis (Lavaroni et al., 2011).

12
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El primer informe positivo de esta enfermedad fue dado por Fernandez Ithurrat en 1930,
quien consiguid aislar la bacteria mediante hemocultivo en un enfermo de Mendoza
(Ramacciotti, 1971), siendo B. canis aislada por primera vez en 1977 de una perra Dogo por
hemocultivos y el primer caso documentado de B. canis en personas en 1979 (Varela Diaz y
Meyers, 1979).

En el periodo 1996-2011 se identificaron y tipificaron mas de 300 cepas de B.canis en el
servicio de brucelosis del INEI-ANLIS en muestras de perros de Buenos Aires, Cordoba,
Santa Fé, Rio Negro, San Luis, San Juan y Tierra del Fuego, la mayoria con habitos peri
domiciliarios o vagabundos (Lucero, 2012).

La importancia de la brucelosis radica en la incidencia significativa en nuestro pais ya
que genera problemas médico-asistenciales, veterinarios, econdmicos y laborales (Lavaroni et
al., 2011), siendo una infeccion considerada de riesgo ocupacional, incluida en la lista de
enfermedades profesionales desde 1932 (BEP, 2010).

El sistema nacional de vigilancia epidemioldgica de la direccidon de epidemiologia del
ministerio de salud publica, informa semanalmente los casos detectados por provincia y
regiones sanitarias. Se controla en sangre a transfundir, siendo el centro nacional de redes de
laboratorios (CNRL) de la administracion nacional de laboratorios e institutos de salud
(ANLIS) quien publica informacion sobre donantes reactivos detectados en bancos de sangre
oficiales y privados de cada provincia (BEP, 2010).

1.3 Antecedentes de estudios realizados en la Provincia

En la provincia de San Juan, las enfermedades endémicas presentan una gran
subnotificacion y no existen trabajos cientificos realizados que describan la realidad
epidemioldgica de la Brucelosis canina y menos aln en el Departamento de Santa Lucia.

Existen casos clinicos confirmados en clinicas privadas, pero no se conoce la
prevalencia real, ni las variables fisioldgicas que condicionan la presencia de esta enfermedad
en la provincia de San Juan.

1.4 Planteo del Problema

La necesidad de realizar estudios de descripcion y seguimiento de casos clinicos como
de subclinicos, esta basada en la necesidad de conocer el estado de circulacion de brucelosis
en la poblacion hacia la cual se debe dirigir el esfuerzo sanitario y la situacion epizodtica, con
el fin de poner en marcha programas adecuados para cada municipio o region (lachini, 2012).

13
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Existen diferentes motivos que subyacen al planteo del problema del presente trabajo,
principalmente, que existen condiciones epidemiologicas en San Juan para que la Brucelosis
se presente como enfermedad en caninos con potencial zoonotico, y puede estar
subdiagnosticada por la falta de manifestaciones clinicas especificas, 0 en muchos casos,
porque la gente no consulta a los Medicos Veterinarios.

1.5 Importancia de la Investigacion

En primer lugar, es fundamental conocer el rol que los caninos pueden jugar en la
cadena epidemiologica de la Brucelosis como enfermedad zoondtica, sobre todo por la
estrecha relacion de convivencia con el hombre (Tuemmers et al. 2011; Boeri et al., 2008;
Chassagnade et al., 2008).

Por otra parte, debido al desconocimiento de la enfermedad por parte de los propietarios
y la dificultad para realizar el diagnostico de certeza de brucelosis en algunas etapas de la
enfermedad, se subestiman muchos casos en etapas tempranas y en portadores cronicos, por lo
que esta zoonosis representa un problema de Salud Publica mundial, ya que, segun la OMS,
cada afio se registra medio millon de nuevos casos de brucelosis (por distintas especies
patégenas) en el mundo (Obregon Fuentes, 2017).

Sumado a lo anterior, algunos investigadores ain no han logrado un tratamiento eficaz,
ni una vacuna protectora y por la prolongada permanencia de las bacterias en los animales
afectados (circunstancias que potencian de modo considerable el contagio), la identificacion y
registro de un animal portador o enfermo de Brucelosis no solo es pertinente sino
fundamentalmente necesario para evitar la trasnsmision al hombre

Es importante establecer medidas profilacticas para los animales y personas, a partir del
estudio de frecuencia de presentacion y de casos clinicos (caracterizacion de la enfermedad),
aportados por colegas de la provincia de San Juan y aquellos que surjan del muestreo del
Departamento de Santa Lucia. Es decir, indicar la necesidad de un examen detallado y
sistematico en los casos confirmados, realizar una evaluacion y seguimiento clinico de
aquellos sistemas organicos que mas se afectan en esta enfermedad (reproductor, locomotor,
visual) para indicar acciones preventivas.

Sin brucelosis animal no existe la enfermedad humana, por lo tanto, el ecentre}
diagndstico de la infeccion en los animales por deteccion seroldgica y la identificacion de
animales sospechosos, probables y confirmados, constituye un aporte fundamental para
realizar las intervenciones de control que correspondan.

14
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Consecuentemente, a partir de los datos que se obtengan de esta investigacion, se busca
aportar informacion cientifica y de relevancia préctica, tanto para propietarios de animales,
para los colegas de la actividad privada y fundamentalmente para el Ministerio de Salud
Publica, Departamento de Zoonosis, de la Provincia de San Juan.

CAPITULO 2: MARCO TEORICO

La Brucelosis es una enfermedad contagiosa, zoonotica, de distribucién mundial, de
curso cronico, causada por bacterias del género Brucella, que afecta principalmente al ganado
bovino, porcino, ovino, caprino, a los caninos y circunstancialmente al hombre (Ministerio de
Salud, 2013; Alvarez Hernandez et al. 2015).

Se caracteriza por presentar abortos en hembras y en menor grado, orquitis,
epididimitis e infeccién de las glandulas sexuales accesorias en el macho Greene y
Carmichael, 2012).

2.1 Historia

Haciendo una revision de la historia de la medicina, algunos autores consideraron que la
brucelosis era una enfermedad conocida desde los afios 400 a.C., pero las primeras
descripciones en las que se presentaba con claridad, son las de Cleghorn en 1551.

En 1861, Marston contrajo una enfermedad febril en la zona del mediterrdneo y la
descripcion de su propio padecimiento hace suponer; casi con certeza que estaba sufriendo

Brucelosis, una enfermedad prevaleciente en la isla de Malta, tomando el nombre “fiebre de
Malta”.

En 1887, Bruce aislé un organismo gram negativo de los soldados britanicos que se
encontraban en Malta, mas tarde denominado Micrococus melitensis.

En 1897 Hughes, propuso el nombre de Fiebre Ondulante y aislé un bacilo de vacas que
abortaban y lo denomino Bacillus abortus.

En 1920, Meyer y Show, crearon el género Brucella, que incluia dos especies: Brucella
melitensis y Brucella abortus y afios mas tarde se anexo Brucella suis (Pérez Sancho, 2014)

Brucella ovis, fue aislada por primera vez en 1956, a partir de ovejas abortadas (Alvarez
Hernandez et al. 2015)
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En 1957 Stoenner y Lackman aislaron la quinta especie de este género de la rata
selvética del desierto Neotomae lepidae en el Oeste de EEUU, que se denomin6 Brucella
neotomae. (Suarez Ezquivel et al 2017).

Brucella canis, fue identificada en Estados Unidos en 1967 por Carmichael como
agente etiologico del aborto contagioso de los perros (Ramasiotti, 1976) (Carmichael y Shin,
1999).

Brucella suis, fue descubierta por primera vez por Traum en 1914 (Castro Flores y
Carmichael, 2012).

Recientemente, han sido identificadas nuevas especies: B. pinnipedialis, B. ceti
(Guzman Hernandez et al, 2016), aisladas de cetaceos, pinnipedos y focas., B. microti en
Checoslovaquia (Schollz et al., 2008) aislada de zorros y B. inopinata aislada de una
infeccion de un implante mamario. (Scholz et al., 2010)

2.2 Distribucion Geogréafica

La distribucién de las diferentes especies de Brucella y sus biotipos presenta variaciones
geogréficas.

B. abortus es la mas ampliamente difundida; B. melitensis y B. suis tienen una
distribucion irregular, B. ovis también tiene una distribucion mundial, pero principalmente se
la encuentra donde la cria de ovinos es importante, finalmente la distribucion de B. neotomae
se limita a los focos naturales (Acha et al. 1986)

B. canis tiene una distribucion universal; actualmente se conoce que esta presente en
muchos paises de varios continentes. Se han realizados numerosos estudios sobre la presencia
de la infeccion por B. canis en los Estados Unidos (Sanchez Jimenez, M. et al. 2013).

A partir de estos hallazgos la enfermedad ha sido notificada en paises de América
Central, América del Sur, Europa, Asia y Africa (Flores Castro, 1981; Wanke, 2004). Algunos
paises del centro y norte de Europa han conseguido erradicar la brucelosis, pero permanece
como un problema en regiones mediterraneas como en Asia, algunas zonas de Africa y
Ameérica Latina.

En nuestro pais, el primer aislamiento de B. canis fue realizado en 1977 en la provincia

de Cdrdoba, a partir de sangre de una perra de raza Boxer (Ramacciotti, 1978), también se
aislo el agente causal de la enfermedad en la Provincia de Buenos Aires, en la ciudad de
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General Pico, Provincia de La Pampa (Baruta, et al 2003), Cérdoba y San Luis (Lucero,
2004).

2.3 Etiologia

2.3.1 Brucella spp.
Caracteristicas generales

El género Brucella corresponde a cocobacilos gram negativos, intracelulares
facultativos, aerobios estrictos, inmdviles, sin capsula y no esporulado. Son pequefios (de 0,5
a 0,7 um de diametro y de 0,5 a 0,15 pum de largo).

La temperatura 6ptima de crecimiento, el cual es lento, es de 37°C, con PH entre 6,6 y
7,4, requiere un medio rico para su desarrollo como el agar sangre, agar tripticasa soya, agar
Brucella o agar suero-dextrosa. Aunque el crecimiento de las brucellas se da generalmente en
los primeros 3 a 4 dias, los cultivos deben guardarse por 30 dias antes de ser descartados
como negativos. No requiere suero ni CO> para el crecimiento, no produce H»S, son catalasa,
oxidasa y ureasa positivo y no fermentan los azucares. Se presentan aislados o en cadenas
cortas, no son &cidos resistentes (Joklik, 1997; Ardoino, 2006; BEP, 2010; Soloaga et al,
2004).

Posee antigenos citoplasmaticos y de pared celular. Las cepas rugosas carecen del
antigeno “O” del LPS, presente en cepas lisas (Figura 1)

\

Polisacéarido O

Nacleo
Membrana

/ externa

Lipido A

Fosfolipidos

Espacio periplasmico

Figura 1: Modelo esquematico de la membrana externa de Brucella spp. en fase lisa.
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Las reacciones cruzadas serolégicas observadas entre especies de Brucella y Yersinia,
franciscella tularensis, Vibrio cholerae y salmonela, se atribuyen a similitudes de las cadenas
laterales O-especificas de los residuos polisacéridos de estos microorganismos (BEP, 2010).

Actualmente se reconocen nueve especies en el género Brucella. B. melitensis, es la
especie mas importante por ser altamente nociva, posee tres biotipos y afecta principalmente a
caprinos y ovinos; B. ovis, llamada asi porque solo infecta ovinos; B. abortus, que tiene nueve
biotipos y es capaz de propagarse en bovinos, bufalos y visén; B. suis, que tiene una amplia
especificidad (liebres, reno, caribl y roedores) puesto que tiene 5 biovares sin embargo, su
principal hospedero es el porcino; B. canis, es principalmente patdégena en caninos; B.
neotomae, que es especie especifica de roedores, B. microti, se le atribuye la enfermedad en el
zorro rojo y raton de campo, B. ceti, que se puede transmitir a cetaceos (ballenas, marsopas y
delfines) y, por altimo, B. pinnipedialis, para las cepas de pinnipedos como focas, elefantes
marinos y morsas (Tuemmers et al. 2011)

De las nueve especies, cuatro pueden ser patdgenas para el ser humano. B. melitensis, es
la méas agresiva, luego le siguen B. suis, B. abortus, B. canis. La brucelosis, causada
especificamente por B. canis, es una zoonosis poco frecuente (Tuemmers et al. 2011)

En la Gltima década se han reconocido nuevas especies aisladas de animales terrestres y
maritimos como B. pinnipedalis (focas), B. ceti (ballenas y delfines), B. microti (roedor) y
otras como B. inopinata (Implante mamario humano) (Zéarate et al., 2014).

Cada una de las especies del género Brucella son capaces de infectar a una variedad de
mamiferos, pero tienen preferencia de huésped: B. abortus (Bovinos), canis (perros),
mellitensis (cabras-ovejas), ovis (ovejas), neotomae (roedores) y suis (cerdos) (Greene y
Carmichael, 2012; BEP, 2010, Vega Lopez 2008) (Tabla 1)

B. mellitensis: aerobio, posee en general un antigeno “M” predominante, generalmente
patdégeno para los caprinos y ovinos; pero puede infectar a otras especies, entre ellos los
bovinos y el hombre. La cepa de referencia FAO/OMS, 1972 es Brucella melitensis 16 M, se
reconocen 3 biotipos.

B. abortus: posee en general un antigeno “A” predominante, en general es patdogeno
para los bovinos, pero puede también infectar a otras especies, entre ellos el hombre. Cepa

biotipo de referencia FAO/OMS, 1972 es B. abortus 544. Se reconocen nueve biotipos.

B. canis aerobio, no poseen los antigenos “A” y “M”, de las brucelas lisas, cepa de
referencia RM 6/66 (FAO/OMS, 1972).
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Las cepas de campo de B. canis son siempre rugosas y tiene crecimiento de tipo
mucoide (M+) después de varios dias de incubacion, especialmente en medios con PH 7,2. Si
la bacteria desarrolla en medios con PH menor a 6,5 se obtienen variantes (M-). Estudios
realizados en perros beagles indican que las variantes (M-) tienen una virulencia reducida, ya
que los animales se mantienen asintomaticos, a pesar de la inoculacion de éstas por diversas
vias, como asi tampoco se produce aborto o epididimitis. La respuesta inmune evaluada por
test de aglutinacion es mucho mas débil, especialmente si se utiliza como antigeno (Ag) B.
ovis (Carmichael et al., 1984).

B. canis vive relativamente poco tiempo fuera del perro y se inactiva facilmente con
desinfectantes comunes (Greene y Carmichael, 2012).

[abla 1. Especies de Brucella Y medificado).
Especie Biovares Hospedero Nivel de patogenicidad para
los humanos
B. melitensis 1-3 ovejas, cabras Alta
B. abortus 1-6.9 panado Alta
B. suis 1,3 cerdo Alta
| renos, caribi Alta
B. canis - petros Moderada
B. inopinaia - desconocido Alta

(Mendez, 2013)

2.4 Epidemiologia

2.4.1 Brucelosis canina. Infeccién en el perro

Estudios seroldgicos demuestran que la infeccion ocurre tanto en perros de criaderos
como en perros callejeros (Castro et al. 2005; CSPH, 2007; Greene y Carmichael, 2012). La
determinacion de seroprevalencia se ve influenciada en gran medida por los métodos
empleados para estas pruebas y su interpretacion (Greene y Carmichael, 2012).

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
Brucella canis, ocasionalmente se asocia a otras especies de brucelas con la enfermedad en
perros, entre ellas B. abortus, B. melitensis y B. suis (Molina et al. 2014), incluso las cepas de
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vacunas atenuadas de B.abortus pueden infectar a perros (Hollett, 2006; Greene y Carmichael,
2012; Eiras, 2014; Di Lorenzo, 2012).

La enfermedad producida por B. canis ha sido reconocida principalmente en el canino y
ocasionalmente en el hombre, pero solo el perro puede transmitir la infeccion. La edad, las
condiciones de alojamiento, la raza y la ubicacidon geografica del animal, determinan la
prevalencia de la infeccion en los perros.

La infeccion puede transmitirse en forma horizontal o vertical. En los perros se presenta
por la ingestién de material infeccioso procedente de animales domésticos y salvajes. En
lobos y zorros, también puede presentarse al ingerir carne contaminada. La infeccion por
heridas cuténeas tiene poca importancia epidemioldgica.

La transmisién natural sobre todo de cepas lisas, ocurre por contacto directo con
descargas vaginales infectadas, fetos abortados o después de ingerir placentas contaminadas.
Los caninos infectados transmiten la enfermedad a las perras, durante la copula mediante
semen u orina por largos periodos de tiempo (Greene y Carmichael, 2012). La fuente de
infeccion la constituyen principalmente los animales infectados que excretan bacterias,
contaminando de esta forma el medio ambiente (Ardoino, 2006; Sanmartino et al., 2013)

La dosis minima infecciosa por via oral en perros es de aproximadamente 10°
bacterias/ml y por via conjuntival de 10*-10° bacterias/ml. Las descargas vaginales y el semen
son las muestras que mayor concentracion de microorganismos contienen (Greene y
Carmichael, 2012; 1T02/2013).

Las perras infectadas eliminan B. canis durante el estro, la reproduccion o después de un
aborto. Es mas comun la transmision por contacto oronasal con materiales abortados porque
contienen hasta 10%° bacterias/ml. Es posible que ocurra liberacion de B. canis por periodos de
hasta 6 semanas después de un aborto. La leche de perras infectadas contiene concentraciones
inferiores de organismos y parece que es menos importante en la transmision de la infeccién a
los cachorros que sobreviven; la mayoria ya se infect6 en Gtero o en forma congénita (Greene
y Carmichael, 2012; BEP, 2010; Kiener, 2014).

Los machos liberan este microorganismo por orina y liquido seminal. Las brucelas
localizadas en prostata y epididimo, estan estrechamente vinculadas con vejiga urinaria
(Ramirez Lopez, 2005; Greene y Carmichael, 2012; 1T02/2013). En general, la frecuencia de
alojamiento de B. canis en semen de perros infectados es alta durante las primeras 6 a 8
semanas post inoculacion (PI). Algunos autores observaron liberacion intermitente del agente
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infeccioso en bajas cantidades hasta las 60 semanas Pl e incluso puede continuar
eliminandose durante dos afios (Ardoino, 2006; Greene y Carmichael, 2012).

La transmision venérea es una de las formas de contagio entre perros sexualmente
maduros, mientras que, en los sexualmente inmaduros, la transmision extrauterina se realiza
fundamentalmente por via oronasal. La transmision social ocasional es una via de contagio
frecuente ya que el olfateo y lamido de los genitales representan una forma de comunicacion
canina (Di Lorenzo, 2012). Puede transmitirse B. canis de perros infectados maduros a perros
no infectados después de varias semanas 0 meses de contacto cercano (Kiener, 2014).

La excrecion urinaria comienza de una a tres semanas de establecida la bacteriemia y
puede durar hasta méas de un afio.

Siguiendo la exposicion experimental a Brucella canis, los perros desarrollan
bacteremia en una a tres semanas, en algunos animales los microorganismos se localizan en el
bazo, nodulos linfaticos, higado por lo menos un afio, manteniendo niveles muy altos de
anticuerpos a lo largo de todo el periodo de bacteremia y declinando en aquellos perros que se
negativizan al hemocultivo (Jones et al., 1968)

2.4.2 Infeccién en el hombre:

El hombre parece tener un grado considerable de resistencia natural a la infeccién por B.
canis y los casos reportados son generalmente debidos a exposiciones de laboratorio o por
contacto directo con perros infectados (Stoenner y Kaplan, 1979).

La transmision ocurre generalmente a través de la manipulacion de muestras
contaminadas y las manos contaminadas tienen contacto con la boca o los ojos (Lucero, 2012;
Di Lorenzo, 2012; Schiaffino, 2012; Kiener, 2014).

También se cree que la infeccion en el ser humano ocurre por contaminacién de heridas
abiertas 0 mucosas, en las cuales se deposita material infeccioso, por ejemplo, orina o tejidos
abortados (FAO/OMS., 1972).

La infeccion por contacto, es especialmente frecuente en veterinarios, agricultores,
personal de mataderos y fabricas de embutidos, encargados de establecimientos que se ocupan
de los animales y personal de laboratorio. El peligro de infeccién por contacto, es
particularmente grande en la época en la que se produzcan los abortos, principalmente por
contaminacion masiva de las instalaciones. La infeccion puede transmitirse también por
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inhalacion de sustancias desecadas de origen animal, como el polvo de la lana (FAO/OMS,
1972).

2.5 Patogenia

La enfermedad comienza con la penetracion de la bacteria a través de una membrana
mucosa, ya sea oral, nasal, conjuntival o genital y luego es fagocitada por los macrofagos,
donde sobrevive y se multiplica. Esta bacteria tiene la capacidad de inhibir la formacion del
complejo fagolisosoma, con lo cual impiden la actuacion de las enzimas lisosomales (Wanke
et al. 2004).

Se estima que el periodo de incubacién dura de 2 a 4 semanas, pero eventualmente
puede ser de hasta 6 semanas. La infeccion general, primeramente, cursa sin sintomas clinicos
(Castro et al. 2005; Ardoino, 2006; Greene y Carmichael, 2012).

Posteriormente las brucelas invaden los ganglios linfaticos regionales. A partir de ellos,
se propaga via hematdgena y linfatica a diferentes tejidos. La bacteriemia se produce entre 1 a
4 semanas post infeccion y puede mantenerse en forma intermitente o continuar hasta 64
meses (Shin y Carmichael, 1999). Durante ese periodo la bacteria coloniza érganos como el
higado, bazo, préstata y epididimo, en los cuales genera un infiltrado de células inflamatorias
(Borie et al., 2002).

El agente infeccioso se multiplica preferentemente en las mamas, donde forma ndédulos
que pueden persistir durante varios afos. Si el animal es gestante, los microorganismos se
multiplican, se albergan y crecen sobre todo en las envolturas fetales, en el feto, mucosa
uterina y en las mamas. No obstante, puede estar libre de gérmenes durante la gestacion y en
el parto y periodo puerperal, las bacterias emigran también alli, para desaparecer cuando el
utero involuciona. Pueden observarse focos bruceldcicos del Gtero, que s6lo tienen caracter
periddico, los de la mama, son méas duraderos. El Gtero no es un sitio preferencial para la
replicacion en hembras no gravidas o diestruales (Greene y Carmichael, 2012).

Brucella tiene especial afinidad por los 6rganos del sistema reticulo endotelial, donde se
localiza intracelularmente, evadiendo asi la respuesta humoral y celular (Ardoino, 2006;
Castro et al. 2005). Produce hiperplasia linforeticular generalizada e hiperglobulinemia
durante el curso de la infeccion (Borie et al., 2002; Greene y Carmichael, 2012). B. canis,
también puede localizarse en 0jo, rifion, meninges, disco intervertebral (Hollet, 2006; Greene
y Carmichael, 2012).

Las especies de Brucella son patdgenas intracelulares facultativas, esta caracteristica de
la bacteria hace que los antibidticos resulten muchas veces ineficaces, como asi también los
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mecanismos de defensa del cuerpo dependientes de anticuerpos, esto justifica la naturaleza
cronica de la infeccion, ya que son capaces de adherirse, penetrar y multiplicarse en una gran
variedad de células eucariotas tanto fagociticas como no fagociticas (Castro et al. 2005;
IT02/2013; Ruiz, 2014).

La inflamacion de epididimo en machos provoca pérdida de esperma, lo que induce al
sistema inmune a producir un complejo de anticuerpos (Ac) aglutinantes anti-esperma. Las
respuestas inmunes contra espermatozoides contribuyen a la epididimitis e infertilidad que se
observa en la mayoria de los perros infectados (Hollet, 2006; Greene y Carmichael, 2012).

Al igual que con otros parésitos intracelulares, es probable que la inmunidad mediada
por células sea el mecanismo de defensa mas importante contra B. canis. Titulos persistentes
de anticuerpos no protectores son caracteristicos de este tipo de infecciones y parecen ejercer
poca influencia sobre el nivel de bacteriemia o la cantidad de microorganismos en los tejidos.
Los perros que se recuperan de forma natural presentan titulos de aglutinacion negativos o
bajos y aun asi son inmunes a la reinfeccion, sugiriendo que la inmunidad protectora esta
mediada por células. A pesar de su persistencia en tejidos, los titulos mediante aglutinacién
sérica disminuyen cuando ya no se detecta B. canis en la sangre (Hollet, 2006; Greene y
Carmichael, 2012).

La recuperacion natural de la infeccion por B. canis parece ser un requisito para
mantener inmunidad protectora (Greene y Carmichael, 2012).

2.6 Signos Clinicos

Cuando nos enfrentamos a un paciente febril con signos y sintomas de origen
desconocido, presentacién clinica confusa y antecedente de contacto con perros, brucelosis
debe ser considerada como diagnostico presuntivo. Existe un amplio espectro de signos y
sintomas detectado en pacientes infectados por B. canis, lo que dificulta el diagnostico clinico
(Wanke et al. 2008; Lucero, 2012; Eiras, 2014).

2.6.1 Signos variables e inespecificos

2.6.1.1 Signos no reproductivos

Fiebre de origen desconocido, debilidad, linfoadenopatia generalizada, atrofia muscular,
letargo, pérdida de peso y condicion corporal, apatia, disminucion o pérdida de la libido,
envejecimiento prematuro, pelaje hirsuto, perdida de vigor, disminucion de la tolerancia al
gjercicio, e incluso disnea, ortopnea y edema de miembros inferiores producto de una
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endocarditis infecciosa, son ocasionados por B. canis. Esta ultima localizacion es la principal
causa de mortalidad pues en un 82% de los casos, se ve afectada principalmente la valvula
adrtica. Las lesiones oculares incluyen uveitis anterior, hipema, desprendimiento de retina,
coriorretinitis, nubosidad en humor vitreo por neuritis éptica, enoftalmitis con glaucoma
secundario y edema corneal con opacificacion (Greene y Carmichael, 2012)

En el tejido reticulo endotelial se presenta hepatomegalia y esplenomegalia y en el
sistema osteoarticular, discoespondilitis, artritis y artralgia (Tuemmers et al. 2011). Si se
desarrolla compresion de la medula espinal con discoespondilitis, los pacientes experimentan
al principio dolor espinal y posteriormente paresia y ataxia. Es comun la reaparicion de
episodios hiperestésicos en perros con discoespondilitis por brucelosis canina. La
osteomielitis o poliartritis del esqueleto apendicular provoca cojera del miembro afectado
(Greene y Carmichael, 2012). Es poco habitual que los perros enfermen gravemente (Greene
y Carmichael, 2012).

2.6.1.2 Signos reproductivos

En hembras

La infeccion por B. Canis no interfiere con los ciclos estrales normales. Las perras
abortan sus cachorros generalmente en el ultimo tercio de la gestacion, a veces sin demostrar
otros signos clinicos (a veces pueden no observarse los abortos porque la perra ingirié los
fetos). El aborto va acompafiado por una descarga vaginal de color marron o gris verdoso
que dura de 1 a 6 semanas. Debe sospecharse brucelosis siempre que perras aparentemente
sanas aborten ya que es la presentacion mas frecuente de la enfermedad (Wanke et al., 2008;
Boeri et al. 2008; Greene y Carmichael, 2012). Algunas perras que abortan pueden tener
camadas normales posteriormente y otras experimentar problemas reproductivos
intermitentes (Greene y Carmichael, 2012), ademas pueden ocurrir fallas en la concepcién,
muerte embrionaria precoz o nacimiento de cachorros débiles que mueren a los pocos dias
de vida (Sanmartino et al., 2013; Zé&rate et al., 2014).

En ocasiones los abortos (con expulsion o reabsorcién) suelen no detectarse y al pasar
desapercibidos, el propietario solo nota falla en la concepcion. En otras ocasiones la
gestacion llega a término y pueden nacer tanto cachorros vivos como muertos. Los cachorros
que sobreviven o se infectan cuando son neonatos suelen presentar linfadenomegalia
periférica generalizada hasta que alcanzan la madurez sexual. Este cachorro presenta
hiperglobulinemia persistente y pueden presentar fiebre transitoria, leucocitosis o
convulsiones como manifestaciones sistémicas de la infeccion (Ardoino, 2006; Greene y
Carmichael, 2012). Los neonatos pueden adquirir la infeccion en el Gtero o al nacer
(Sanmartino et al, 2013).
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En machos

Signos frecuentes son epididimitis, orquitis, infertilidad, dermatitis escrotal, prostatitis.
En casos cronicos suele haber atrofia testicular (Sanmartino et al., 2013; Zarate et al., 2014).

La tumefaccidn testicular es generalmente por agrandamiento de la cola del epididimo,
menos frecuente por orquitis y agrandamiento testicular primario ya que machos infectados
en forma crénica suelen desarrollar atrofia testicular unilateral o bilateral. La reduccion del
desempefio reproductivo masculino suele ser menos advertida, sin embargo, ocurre
infertilidad. Los machos parecen tener buen estado de salud, pero presentan un escroto
agrandado debido a la acumulacion de liquido serosanguinolento en la tlnica. La dermatitis
escrotal es el resultado del constante lamido y de la infeccidn secundaria con estafilococos
no hemoliticos. Es comdn hallar anormalidades en semen y eyaculado sin pérdida de la
libido (Angrimani et al., 2016; Greene y Carmichael, 2012).

La forma en que cursa la infeccion depende de la virulencia y de la cantidad de
gérmenes, asi como de la sensibilidad del animal. Por ello el proceso del curso puede ser
muy diferente. Ademas, puede presentarse de forma subclinica o crénica, debido a la
capacidad de B. canis de evadir los mecanismos de defensa del huesped y permanecer en
forma intracelular en los tejidos por un largo tiempo (Greene y Carmichael, 2012). Otra
forma de presentacidn es asintomatica durante todo el transcurso de la infeccién (Tuemmers
etal., 2011)

La recuperacion espontanea de la infeccion puede ocurrir dentro de 1 a mas de 5 afios
PI (Hollet, 2006).

2.7 Diagnostico

Las infecciones no serdn diagnosticadas por anamnesis de rutina o examen fisico
exclusivamente. En la literatura médica se describen métodos que se enfocan principalmente
al diagnostico del género Brucella para posteriormente identificar la especie a través de PCR
y ELISA principalmente, debido a que son las técnicas de mayor especificidad y sensibilidad
(Greene y Carmichael, 2012).

2.7.1 Hallazgos de laboratorio clinico

La bioquimica sanguinea y la hematologia no muestran ningun valor alterado o no son
especificos de la enfermedad. Solamente se observa en la presentacion crénica
hiperglobulinemia (beta y gamma) con hipoalbuminemia. En el uriandlisis hay presencia
variable de bacteriuria. (Greene y Carmichael, 2012).

25



Aspectos clinicos y subclinicos de la Brucelosis Canina en San Juan
Esp. Med.Vet. Maria Virginia Carrillo

En presencia de discoespondilitis la arquitectura vertebral en general se preserva en los
estudios radiograficos y es tipica la participacion minima de tejido blando espinal adyacente
(Queiroz de Oliveira, 2008).

2.7.2 Examen de eyaculado y semen

Las manifestaciones mas frecuentes de presentacion son eyaculados con semen
sanguinolento, disminuido o ausente. Puede haber azoospermia o baja concentracion y
motilidad en los espermatozoides. Dichas anormalidades son evidentes en la quinta semana
Pl y mas pronunciadas en la octava e incluyen espermatozoides inmaduros, acrosomas
deformados, partes intermedias tumefactas, colas enrolladas, aglutinacion entre cabezas,
gotas citoplasmaticas retenidas.

Agregados grandes de células inflamatorias, en general formadas por neutréfilos,
rodean los macrofagos adherentes que contienen el esperma fagocitado. Mas del 90% del
esperma es anormal en la 20 semana Pl. En plasma seminal se encontré anticuerpos
antieespermatozoides. La aspermia sin células inflamatorias se corresponde con el desarrollo
de atrofia testicular bilateral (Angrimani et al., 2016; Greene y Carmichael, 2012; Queiroz
de Oliveira, 2008).

2.7.3 Pruebas serologicas

Los métodos seroldgicos prueban indirectamente la presencia del microorganismo
(Ardoino, 2006; BEP, 2010), a pesar de eso, la serologia es el método diagnostico mas
utilizado para detectar brucelosis canina debido a la facilidad de ejecucion, rapidez de
procesamiento y posibilidad de realizar un gran nimero de muestras (Queiroz de Oliveira,
2008).

A partir de las dos semanas luego que se ha producido la infeccién, los anticuerpos se
hacen detectables (Johnson et al., 1983). La respuesta inmune es mas débil y de menor
duracion con la exposicion a cepas (M-) gue con la exposicion a cepas de campo (M+) en
los tests de aglutinacion, especialmente cuando se usa como antigeno B. ovis (Carmichael et
al., 1989).

Pese a la presencia de bacteriemia 2 semanas PI, resultados de pruebas seroldgicas
frecuentemente son negativos en las primeras 3 a 4 semanas Pl ya que B. canis induce
produccion de anticuerpos detectables por diferentes pruebas seroldgicas a partir de las 8 a
12 semanas PI. En forma similar a todas las infecciones por Brucella, en la primera fase de
la respuesta inmune predomina IgM, que va siendo paulatinamente superada por 1gG
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caracterizando la cronicidad del proceso (Miranda y Béez, 2005; Greene y Carmichael,
2012).

El diagnostico de laboratorio de brucelosis canina incluye: Prueba de aglutinacion
rapida en portaobjeto (RSAT), prueba de aglutinacion en tubo de ensayo (PAT) y prueba de
inmunodifusién en gel de agar (IDGA). Estas tres pruebas tienen menor especificidad
debido a que los antigenos de superficie de brucelas rugosas reaccionan en forma cruzada
con los anticuerpos producidos por otras especies de bacterias no patdgenas (Shin y
Carmichael, 1999).

Debido a esto se han mejorado técnicas:

e Una prueba RSAT utilizando antigeno (M-) de B. canis, en reemplazo del antigeno
de B. ovis, reduce la tasa de falsos positivos a un 10%, ya que tefildo con Rosa de
Bengala es levemente méas sensible que los antigenos comerciales de B. ovis. El
suero problema debe tratarse primero durante 1 minuto con 2 Mercaptoetanol
(Carmichael y Joubert, 1987).

e En la prueba de IDGA, la modificacion tendiente a disminuir los falsos positivos,
consiste en utilizar un complejo antigénico con al menos 3 antigenos (proteinicos
citoplasmaticos) incluyendo el 2-R, el cual no esta presente en ninguna otra bacteria
gram negativo. Al igual que en la técnica anterior el suero problema debe tratarse
primero durante 1 minuto con 2 Mercaptoetanol (Carmichael et al, 1984).

e EI ELISA indirecto propuesto como diagnéstico se aconseja para estudiar los sueros
positivos a RSAT, como una prueba complementaria después de ésta, aumentando la
especificidad. Detecta IgA e IgG, permitiendo evaluar el curso clinico del animal
(Serikawa et al., 1989; Lucero et al, 2002).

e También se puede utilizar como antigeno un lipopolisacarido rugoso (RLPS)
obtenido de un cultivo de B. canis, lograndose en este caso una especificidad del
98,8% y sensibilidad del 95,8% (Nielsen et al, 2004).

Todas las pruebas, salvo el método de IDGA-AgPC, miden los anticuerpos contra
antigenos de LPS y pueden arrojar resultados erroneos (Greene y Carmichael, 2012), por lo
tanto, se debe tener mucha cautela al momento de interpretar los resultados serolégicos,
(Castro Flores y Carmichael, 2012) ya que los mismos pueden dar resultados falsos
positivos debido a la reaccion cruzada entre varias especies de bacterias, con el antigeno
lipopolisacarido (LPS) de B. canis y resultados negativos en casos cronicos (Del Aguila
Padilla, 2007).
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En algunos perros, los titulos seroldgicos pueden permanecer positivos hasta 36 meses
después de que la bacteriemia ha cesado. Es posible que perras con infeccion crénica
presenten titulos de anticuerpos ambiguos desde el punto de vista del diagnostico y cultivos
sanguineos negativos. En hembras se desarrolla recrudecimiento de la bacteriemia y
aumento de titulos de anticuerpos durante el proestro, estro, prefiez o aborto, siendo estos los
momentos mas confiables para evaluar perras en busca de infeccion (Greene y Carmichael,
2012).

Probablemente los machos alojen organismos en prostata y epididimos por largos
periodos despues que la bacteriemia ha cesado y los titulos de aglutinacion han disminuido
(Greene y Carmichael, 2012).

El tratamiento antibidtico puede suprimir la bacteriemia y la respuesta seroldgica
asociada, contribuyendo a la serologia falsa negativa y que no se logre el aislamiento del
organismo a partir de perros infectados. No deben administrarse antibacterianos hasta no
haber completado las pruebas diagndsticas (Greene y Carmichael, 2012).

Deben evaluarse las pruebas serolégicas de acuerdo a los hallazgos clinicos
encontrados. Un titulo alto de aglutinacion a B. canis generalmente indica infeccion activa,
pero debe confirmarse mediante pruebas adicionales. Titulos bajos o intermedios pueden
significar enfermedad previa o infeccién muy reciente, y deben repetirse las pruebas o debe
intentarse aislar el microorganismo mediante hemocultivo.

Los perros asintomaticos que presentan resultados positivos en pruebas de
aglutinacion nunca deben ser considerados infectados hasta que los resultados de los cultivos
sanguineos o los resultados mas especificos hayan confirmado los hallazgos positivos,
recomendando a los 30 dias repetir el diagndstico y recurrir como confirmatorio al
aislamiento del agente causal por hemocultivo (Miranda y Béez, 2005; Greene y
Carmichael, 2012).

2.7.3.1 Prueba de aglutinacion rapida en portaobjeto (RSAT)

Esta técnica consiste en mezclar 10 pl de suero con 10 pl de antigeno, sobre un
portaobjeto de 75 x 25 mm luego se realizan movimientos de rotacion durante 2 minutos
(Fig 2), y se procede a la lectura en un microscopio oOptico a 10X. Segun el grado de
aglutinacion de las muestras positivas los resultados se clasifican de una a cuatro cruces: +:
Muy débil positivo. ++: Débil positivo. +++: Moderadamente positivo. ++++: Fuertemente
positivo. Se consideran muestran negativas a aquellas en que la mezcla suero-antigeno no
revel6 aglutinacion.

28



Aspectos clinicos y subclinicos de la Brucelosis Canina en San Juan
Esp. Med.Vet. Maria Virginia Carrillo

Figura 2: Imagen que muestra 10 ul de suero con 10 ul de Ag y la mezcla de ambos
luego de la homogeneizacion.

Segun Miranda y Béez, 2005; Del Aguila Padilla, 2007; Greene y Carmichael, 2012,
se recomienda la utilizacion de la prueba de aglutinacion répida en portaobjetos con 2-
mercaptoetanol (2ME-RSAT) como tecnica de rutina, ya que tiene como ventajas ser
econdmica, rapida, sensible, sencilla y también detecta anticuerpos en forma temprana.

Se puede usar tanto el antigeno de pared celular de B. canis como el de B. ovis para el
diagnostico la brucelosis canina, ya que este Gltimo reacciona en forma cruzada con el
antigeno lipopolisacarido (LPS) de B. canis. Esta cepa rugosa reaciona en forma cruzada con
otras especies bacterianas como cepas mucoides de Pseudomonas, Bordetella bronchiseptica
y Actinobacillus equuli, sin embargo, la mayoria de las causas de reacciones cruzadas no han
sido identificadas (Del Aguila Padilla, 2007; Greene y Carmichael, 2012).

La técnica 2ME-RSAT reduce en forma sustancial las reacciones falsas positivas
mediante la eliminacién de anticuerpos IgM que reaccionan en forma menos especifica,
detectando Unicamente IgG, aumentando con ello la especificidad de la prueba. Se debe
tener en cuenta que al inicio de la infeccion solo se originan anticuerpos IgM, por lo que la
prueba con 2-ME puede ser negativa. Esta prueba proporciona resultados positivos después
de 3-4 semanas Pl hasta que el animal ya no posee bacteriemia (Queiroz de Oliveira, 2008;
Del Aguila Padilla, 2007; Greene y Carmichael, 2012).

2.7.3.2 Prueba de aglutinacion en tubo de ensayo (PAT)

Esta prueba es considerada como prueba basica en programas de control y
erradicacion, ya que tiene como ventajas su facil ejecucidn, resultados uniformes, economia
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y estandarizacion a nivel internacional. Sus desventajas son la falta de sensibilidad en casos
tempranos de enfermedad y la interpretacion en caso de titulos aglutinantes bajos, pudiendo
dar resultados negativos en primeras etapas de infeccion y en infecciones crénicas (Del
Aguila Padilla, 2007; Greene y Carmichael, 2012).

Al igual que RSAT, las reacciones con otros agentes infecciosos y los titulos ambiguos
en animales infectados en forma cronica complican la PAT, por lo tanto, se utiliza la
modificacion con ME, ya que elimina algunos falsos positivos (Greene y Carmichael, 2012).

Posee valores de sensibilidad de 95.9% vy especificidad de 96.7%. Utiliza Ag
especifico de B. canis, detectando unicamente presencia de IgG, ya que al principio de la
infeccion solo se originan anticuerpos IgM, sensibles a la destruccién por el 2-ME, por lo
que esta prueba puede ser negativa en esta etapa de la infeccion. A partir de la tercera a
cuarta semana, se produce el aumento progresivo de 1gG, aglutininas resistentes a la
inactivacion por el 2-ME, que son las que dan las reacciones de aglutinacion en esta prueba
(Ramirez Lopez, 2005).

Los resultados de 2ME-RSAT se correlacionan adecuadamente con 2ME-PAT y
ambas deberian considerarse como pruebas de control (Greene y Carmichael, 2012).

La falta de reactivos o métodos estandarizados hace que las comparaciones entre
titulos de 2ME-PAT absolutos sean dificiles. De todas maneras, un titulo de 1:50 puede ser
considerado negativo, indicar infecciones muy tempranas (menos de 3 semanas) o0 bien en
recuperacion. Titulos de 1:50 a 1:100 deben considerarse con sospecha de infeccion y deben
ser repetidos 30 dias después (Queiroz de Oliveira, 2008). Titulos 1:200 o superiores
presuponen infeccién activa ya que frecuentemente se correlacionan con hemocultivos
positivos. Sin embargo, se encontrd que los sueros de perros no infectados presentan titulos
de 1:50 a 1:100 y en ocasiones superiores (Queiroz de Oliveira, 2008; Greene y Carmichael,
2012).

2.7.3.3 Prueba de inmunodifusion en gel de agar (IDGA)

Esta prueba emplea antigenos seleccionados, como procedimiento sensible y
especifico para el serodiagnéstico de brucelosis canina y consiste en una reaccion de
precipitacion entre antigeno y anticuerpo que difunden uno hacia el otro, a través de un gel
de agar formando bandas visibles de precipitacion. EI Ag (antigeno) reacciona con el C+
(control positivo) y con sueros positivos formando una linea de precipitacion, mientras que
en el animal sano no forma ninguna linea de precipitacion Es de bajo costo y de facil
procesamiento e interpretacion (Ramirez Lépez, 2005). (Fig 3y 4)
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Figura 4: El Ag (antigeno) reacciona con el C+ (control positivo) y con sueros positivos
formando una linea de precipitina

Hay dos métodos de IDGA:

IDGA-LPS que utiliza antigenos lipopolisacaridos presentes en pared celular de
brucelas rugosas e IDGA-PC que utiliza como Ag extracto proteico de citoplasma bacteriano
de B. canis (M-) (Queiroz de Oliveira, 2008) o antigenos citoplasmicos internos liberados
por sonicacion de B. canis 0 B. abortus (Greene y Carmichael, 2012).

Los antigenos citoplasmaticos son compartidos solo por especies de brucelas y no

reaccionaran con anticuerpos de otros géneros de bacterias como se observa en las pruebas
de aglutinacidn, pero presentan reaccion cruzada con B. suis, B. abortus y B. ovis. Por otra
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parte, los antigenos que contienen lipopolisacérido rugoso (IDGA-LPS) no dan reacciones
cruzadas con especies de brucelas lisas, pero presentan los mismos problemas de reacciones
cruzadas que las pruebas de aglutinacién, aunque es posible distinguir sueros positivos de
sueros falsos positivos por una banda de precipitina a B. canis (Ramirez Lopez, 2005;
Greene y Carmichael, 2012; Queiroz de Oliveira, 2008).

a)-IDGA-LPS: puede detectar anticuerpos entre 8 y 12 semanas PI. Infecciones
cronicas pueden no ser detectadas, ya que a partir de los 4 meses después de finalizar la
bacteriemia disminuyen los Ac circulantes. En algunos perros pueden ocurrir resultados
falsos negativos, se presume que con infecciones en etapas tempranas. Los sueros de estos
animales son positivos a RSAT y negativos a IDGA (Greene y Carmichael, 2012).

b)-IDGA-PC: Debe utilizarse como prueba confirmatoria después de otros métodos
serologicos. Puede detectar especificamente precipitinas en sueros de perros después de que
otras pruebas arrojaron resultados ambiguos o incluso negativos. Una desventaja es el mayor
periodo entre infeccion y presencia de precipitinas detectables (Greene y Carmichael, 2012).
Es muy util en la deteccidn de infeccidn cronica, siendo capaz de detectar anticuerpos de 12
semanas a 36 meses después de finalizada la bacteriemia (Queiroz de Oliveira, 2008). Una o
mas lineas de precipitinas pueden persistir incluso 12 meses después de que cesé la
bacteriemia (Greene y Carmichael, 2012).

Una alta proporcion de los sueros enviados a laboratorios de referencia para realizar

pruebas IDGA-PC que son positivos o sospechosos en la prueba comercial 2ME-RSAT o
2ME-PAT resultan ser reacciones falsas positivas (Greene y Carmichael, 2012).

2.7.3.4 Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas

El kit comercial Brucella iELISA, es un kit de iELISA indirecto para la deteccién de
anticuerpos especificos contra el lipopolisacarido rugo (LPSr) de B. canis en muestra de
suero. Es un enzimoinmunoensayo indirecto en fase solida basado en la deteccion de
anticuerpos del isotipo igG dirigidos contra el lipopolisarido de B. canis. Es una técnica
altamente sensible y especifica. Lucero (2002) reportd una especificidad de 96,7 a 100% y
sensibilidad 100%. Debido a esto se recomienda su uso como prueba confirmatoria en casos
de perros que hayan salido positivos en otras pruebas diagnosticas (Ramirez Ldpez, 2005).

Presenta como ventaja que emplea muy pequefia cantidad de suero y da muy buenos

resultados aun en presencia de hemolisis (Castro et al., 2005). Detecta IgG e IgA, utiles para
evaluar el estado clinico del perro (Ramirez Lopez, 2005).
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Dada su conveniencia, los métodos de ELISA podrian ser evaluados, adicionalmente
como pruebas de control y para cuantificar las respuestas seroldgicas en perros infectados en
forma natural y experimental (Greene y Carmichael, 2012).

2.7.3.5 Aislamiento bacteriano

El hemocultivo es el método de eleccion y el mas recomendado para aislar B.canis y el
procedimiento diagnostico definitivo, para declarar al animal infectado. No deberia ser el
Unico criterio para identificar infeccion porque la bacteriemia puede no estar presente o ser
intermitente en animales infectados de manera cronica (Greene y Carmichael, 2012; Queiroz
de Oliveira, 2008), por lo tanto, un cultivo negativo no puede usarse como criterio para
excluir una infeccion por B. canis mientras que el positivo confirma el diagnéstico (Lucero
et al., 2002; Ebani et al, 2003; Miranda y Baez, 2005)

El hemocultivo permite diagnosticar infecciones tempranas, teniendo en cuenta que en
las primeras 4 semanas PI, las pruebas serologicas y los cultivos de semen y orina son aun
negativos (Del Aguila Padilla, 2007). La administracion de antibi6ticos puede interferir con
el aislamiento del organismo (Greene y Carmichael, 2012)

La sangre es la mejor fuente para aislar el microorganismo, utilizandose
anticoagulantes como heparina o citrato (Fig 6) y no con EDTA ya que inhibe el crecimiento
de B.canis. Debe tomarse sangre entera para realizar el cultivo, porque los organismos estan
asociados con la fraccion leucocitica (Greene y Carmichael, 2012). En caso de hemocultivo
negativo, la bacteria puede ser recuperada en aspirados de medula 6sea (Queiroz de Oliveira,
2008), ya que afecta al sistema reticuloendotelial (Ramirez Lopez, 2005).

Figura 5: Caldo de cultivo con citrato para aislamiento bacteriano
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En machos B. canis puede ser aislada en cultivo de semen, epididimo y prdstata.
Recoger semen eyaculado resulta valioso para realizar cultivo durante los 3 primeros meses
Pi, cuando la concentracion de organismos es mayor. Los cultivos de epididimo suelen ser
negativos después de las 100 semanas y 64 semanas Pi se puede aislar de prostata. La
eliminacién intermitente puede dificultar el aislamiento (Greene y Carmichael, 2012;
Queiroz de Oliveira, 2008, Ramirez Lopez, 2005).

En hembras, el Utero gravido o estrual, placenta y liquidos vaginales o uterinos son los
tejidos mas consistentes para realizar el aislamiento (Greene y Carmichael, 2012; Queiroz de
Oliveira, 2008). La Unica bacteria aislada de la vagina que debe ser considerada patdgena
estricta es B.canis.

Salvo por cistocentesis, aislar B. canis de orina puede ser dificultoso debido al
crecimiento excesivo de contaminantes uretrales, no obstante, la orina recogida via uretral
puede contener mayores niveles de semen, que es una fuente predominante de organismos
de B.canis (Greene y Carmichael, 2012). De 8 a 30 semanas PI, puede eliminar a través de
orina de 10* a 10° UFC/mI (Queiroz de Oliveira, 2008).

Mediante la necropsia, se puede aislar B. canis de varios tejidos de perros positivos en
hemocultivo, como ganglios linfaticos, bazo, higado y médula dsea. Puede realizarse cultivo
del disco intervertebral o hueso extraidos en cirugia, o de material recogido mediante
aspiracion con aguja en el espacio del disco. En caso de uveitis, se puede aislar del humor
acuoso (Greene y Carmichael, 2012; Queiroz de Oliveira, 2008).

En fetos, poseen alta concentracion del microorganismo tejidos tales como pulmon,
bazo, higado, nédulos linfaticos, sangre y principalmente estdmago e intestinos, sugiriendo
que la infeccion fetal puede ocurrir por la ingesta de fluido amniético (Del Aguila Padilla,
2007)

2.7.3.6 Cultivo en Laboratorio

Generalmente se observan colonias de bacterias con caracteristicas rugosas Yy
granulares. Segun el pH del medio, varia el desarrollo de las cepas, si es un pH 7,2 creceran
con mayor facilidad cepas de tipo mucoide la cual se denomina (M+) pero, si el pH es de 6,5
el cultivo favorecera el desarrollo de cepas no mucoides o (M-) (Greene y Carmichael,
2012)

Suelen agregarse antibioticos como bacitracina, polimixina a los medios antes del

cultivo, para evitar la contaminacion secundaria, ya que puede haber sobrecrecimiento de
bacterias que crecen mas rapidamente Se utilizan como medios de cultivo Albimi, Tripticasa
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soja 0 caldo triptosa, en los cuales se coloca muestras de liquidos o sangre del animal
durante 4 a 5 dias a 37°C, y luego se agrega citrato como anticoagulante en ambiente
aerobio. Después de 4 a 7 dias de crecimiento, se esparcen los cultivos en un medio sélido,
como agar Brucella, agar triptosa, agar sangre, (Figura 7) agar tripticasa soja 0 medios de
Thayer-Martin (Del Aguila Padilla, 2007; Greene y Carmichael, 2012).

Figura 6: Cultivo en agar sangre y desarrollo de colonias de Brucella canis

Otra procedimiento es colocar las muestras mencionadas anteriormente, directamente
en medios sdlidos e incubarlas en forma aerébica a 37°C (Greene y Carmichael, 2012).

El tiempo de espera para poder observar algun tipo de crecimiento es como minimo
48hs. Al principio las colonias se ven pequefias y translicidas y se tornan mucoides después
de 5 a 7 dias de incubacion (Del Aguila Padilla, 2007; Greene y Carmichael, 2012).

La utilizacion del caldo debe reservarse para la obtencion de grandes cantidades de
cultivo, para el aislamiento primario a partir de muestras contaminadas por bacterias de
crecimiento rapido y para cuando se prevea la presencia de un escaso nimero de brucelas
(Ramirez Lopez, 2005).

Producen catalasa, ureasa, oxidasa, no fermenta los azucares y son inactivas desde el
punto de vista metabdlico. Las especies de Brucella son identificadas en base a:
requerimientos de dioxido de carbono para su crecimiento, pruebas bioquimicas, crecimiento
en presencia de tionina y tinte fucsina béasica y aglutinacion en antisuero.

Sistemas de cultivo automatizado resultaron dtiles para producir tiempos de

aislamiento consistentes, entre 48 y 72 horas desde el momento de entrega de la muestra de
sangre entera (Ramirez Lopez, 2005).
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2.7.3.7 Observacion Microscopica

Otro método utilizado es la observacion de las brucelas por microscopia de improntas
de material sospechoso. Aunque las brucelas no poseen una verdadera acidoresistencia
tintorial, resisten la decoloracion en una solucion acuosa de acido acético al 0.05% (Ramirez
Lopez, 2005).

La observacion microscopica de pequefios bacilos o cocobacilos tefiidos de rojo es un
indicativo de la presencia de Brucella spp. La bacterioscopia es una técnica facil, rapida y
economica, pero siempre debe confirmarse mediante el cultivo del microorganismo. Las
muestras a analizar, tanto para la bacterioscopia como para el cultivo posterior, deben ser de
tejidos o secreciones presumiblemente infectadas, como secreciones vaginales post aborto,
placenta, tejidos fetales, semen, bazo, nodulos linfaticos, higado, Utero o epididimo
(Ramirez Lopez, 2005).

2.7.3.8 Deteccion genética

Como método genético de andlisis, se utiliza la reaccion en cadena de polimerasa
(PCR) para detectar especies de Brucella tanto en suero, leche, sangre como también en
semen. Este es un método in vitro que presenta como ventajas ser rapido, sensible y
especifico, ya que sintetiza secuencias especificas de ADN bacteriano (Del Aguila Padilla,
2007; Greene y Carmichael, 2012).

En efecto la sangre es ideal para detectar infeccion debido a la prolongada bacteriemia
caracteristica de B. canis (Del Aguila Padilla, 2007; Greene y Carmichael, 2012). Algunos
trabajos mencionan sensibilidad 100% y especificidad 98.5% debido a la interferencia de
algunos elementos hemaéticos considerados un factor limitante de su especificidad (Del
Aguila Padilla, 2007).

En humanos se identificaron, por lo menos, dos biovares de B. canis. La descripcion
molecular de los aislamientos resultd util para diferenciar las distintas brucelas en el
laboratorio clinico (Greene y Carmichael, 2012). Por lo tanto, la PCR resulté mas sensible
que los cultivos y la serologia para detectar infeccion en pacientes humanos (Greene y
Carmichael, 2012).

El hecho de que las secuencias de 16S ARNTr conservadas de especies de Brucella de

animales domeésticos posean mas del 98% de similitud indica que estos organismos estan
estrechamente relacionados con Bartonella y Agrobacterium. La region interespacial de este
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gen es Unica para Brucella y resulta util para diferenciar de otras bacterias aisladas (Greene
y Carmichael, 2012).

2.8 Hallazgos Patoldgicos

Los animales que sobreviven presentan linfadenomegalia y esplenomegalia. En
bacteriemia crénica, los sinusoides de los ganglios linfaticos y el bazo estan llenos de células
plasmaticas y macréfagos que contienen bacterias fagocitadas (Greene y Carmichael, 2012).
Microscopicamente se puede encontrar infiltrado mononuclear en cualquier 6rgano donde el
microorganismo haya colonizado (Del Aguila Padilla, 2007).

Algunos drganos como prdstata, escroto, prepucio o vulva generalmente presentan
vasculitis necrotizante (Del Aguila Padilla, 2007). En 6rganos genitourinarios ocurre
infiltracion linfocitica submucosa difusa, lo que provoca la necrosis del parénquima
prostatico y de los tdbulos seminiferos (Greene y Carmichael, 2012). Se describe presencia
de globulos rojos en lumen y hemosiderdfagos en tabulos seminiferos sugiriendo alteracién
de la barrera hematotesticular (Ramirez Lopez, 2005; Ardoino, 2006).

En perros azoospermicos, la espermatogénesis solo avanza hasta espermatocito
primario, sin presencia de espermatidas ni espermatozoides. Baja concentracion y motilidad
de espermatozoides, retencion de gota citoplasmatica, colas enrolladas y aglutinaciones, son
algunas de las anormalidades que se pueden presentar en el semen de los animales afectados
(Ardoino, 2006; Queiroz de Oliveira, 2008; Ardoino, 2006; Greene y Carmichael, 2012).

En Gtero se observa la presencia de hiperplasia glandular y nddulos de células
reticulares, tanto en endometritis aguda como crénica (Greene y Carmichael, 2012). Fetos
abortados estan autolizados parcialmente, presentan edema subcutaneo, congestion y
hemorragia de region subcutanea abdominal, efusiones peritoneales serosanguinolentas y
lesiones degenerativas en higado, bazo e intestinos (Banegas, 2003; Queiroz de Oliveira,
2008).

Iridociclitis granulomatosa y retinitis provocada por infiltracion difusa de linfocitos,
neutréfilos y plasmocitos pueden estar presentes, ademas de leucocitos en la camara anterior
(Greene y Carmichael, 2012).

Algunos perros presentan anormalidades renales como engrosamiento hialino en
membrana basal glomerular. Se ha observado nefritis intersticial leve (Greene y Carmichael,
2012), necrosis hepatica focal, miocarditis, bronconeumonia y meningoencefalitis (Banegas,
2003; Greene y Carmichael, 2012).
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2.9 Tratamiento

Durante 2 a 4 semanas Pl existe bacteriemia, si no se trata, persiste durante periodos
largos (1 a 2 afios 0 mas). El nimero de bacterias en sangre excede 102 UFC/mI después de 4
a 5 semanas PI, y permanece alto durante muchos meses (Greene y Carmichael, 2012)

El resultado del tratamiento antibidtico es incierto, ya que ademas de ser un organismo
intracelular, B. canis es sensible a varios antibidticos in vitro, pero la ineficacia del
tratamiento in vivo conduce a fallas o recaidas (Hollet, 2006; Del Aguila Padilla, 2007;
Greene y Carmichael, 2012; Queiroz de Oliveira, 2008).

Nunca tratar con un Unico antibiotico, debe utilizarse combinacién de estos y uno debe
tener un grado de penetracion celular adecuado. Ningun protocolo terapéutico es 100%
exitoso (Hollet, 2006; Del Aguila Padilla, 2007; Greene y Carmichael, 2012; Cote, 2010).

Los tratamientos ensayados y que fueron exitosos incluyeron el uso de vancomicina,
gentamicina, ciprofloxacina, ceftriaxona, combinaciones de doxiciclina con estreptomicina o
rifampicina (Ying et al, 1999; Soloaga et al, 2004), cotrimoxazole y estreptomicina
(Schoenemann et al, 1986).

El tratamiento mas satisfactorio ha sido una combinacion de una tetraciclina con
dihidroestreptomicina (Shin y Carmichael, 1999; Ramirez Lépez, 2005; Hollet, 2006; Tilley
y Smith, 2008).

Tratamiento con doxiciclina o minociclina oral en dosis altas, combinado con
estreptomicina intramuscular experimentalmente arrojé la mayor proporcion de éxito.
Gentamicina en reemplazo de dihidroestreptomicina resulto con menor eficacia (Ramirez
Lopez, 2005; Greene y Carmichael, 2012).

Mediante la concentracion inhibitoria media, se demostro la sensibilidad in vitro a
tetraciclina, cloranfenicol, aminoglucoésidos, sulfonamidas, espectinomicina, rifampicina,
cefalosporinas de tercera generacion y fluoroquinolonas. Se observo sensibilidad parcial in
vitro con eritromicina, penicilina, novobicina y lincomicina (Greene y Carmichael, 2012),
encontrandose resistencia a macrolidos (Ardoino, 2006).

Se observo sinergia in vitro entre tetraciclinas y fluoroquinolonas y entre
aminoglucosidos y sulfonamidas (Ardoino 2006; Greene y Carmichael, 2012).
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Se mostrd que ciprofloxacina, norfloxacina y enrofloxacina son eficaces in vitro contra
especies de Brucellas, pero estudios limitados in vivo mostraron que no lo son (Greene y
Carmichael, 2012). Las tetraciclinas provocan una disminucion del titulo de anticuerpos que
puede regresar después de discontinuar el tratamiento, ya que las tetratraciclinas no son
bactericidas.

El tratamiento médico debe ir acompafiado del tratamiento quirurgico (ovariectomia y
orquiectomia) (Greene y Carmichael, 2012), asi como infecciones oculares graves pueden
requerir enucleacion del ojo afectado (Greene y Carmichael, 2012).

La bacteria debe ser completamente eliminada del cuerpo para que un tratamiento sea
considerado efectivo y exitoso, siendo esto una dificultad reconocida en el caso de todas las
infecciones por Brucella spp (Ramirez Lopez, 2005). Los informes de recuperaciones
exitosas deben tomarse con precaucion, a menos que los cultivos y las serologias posteriores
se hayan realizado durante por lo menos 6 meses (Greene y Carmichael, 2012). Si el animal
vuelve al estado seronegativo y hay ausencia de bacteriemia al menos por tres meses, el
tratamiento fue efectivo (Ramirez Lopez, 2005; Tilley y Smith, 2008).

Frecuentemente la bacteriemia vuelve dias a meses después de discontinuar el
tratamiento, siendo el examen de seguimiento esencial, porque los animales pueden alojar
todavia la infeccion en ciertos tejidos (Greene y Carmichael, 2012). Se recomienda
monitorear durante y después del tratamiento a los animales tratados (Ardoino, 2006).

Se logran mejores resultados en hembras infectadas, debido posiblemente a la
dificultad de eliminar los focos de infeccion del tracto genital del macho, en especial de la
prostata (Ramirez Lopez, 2005; Del Aguila Padilla, 2007).

Debe considerarse entre propietario y veterinario, la posibilidad de eutanasia frente al
fracaso del tratamiento posterior a la castracion (Queiroz de Oliveira, 2008; Tilley y Smith,

2008; Cote, 2010).

2.9.1 Animales reproductores

No se recomienda el tratamiento, sino aislar perros sospechosos y eliminarlos de
programas de reproduccién cuando se confirme el diagnéstico y evaluar todo el resto de
perros del plantel (Ramirez Lopez, 2005; Greene y Carmichael, 2012; Tilley y Smith, 2008;
Cote, 2010).
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Pese al tratamiento, machos enteros con frecuencia desarrollan esterilidad irreversible.
Ademas, estudios sugieren incapacidad para eliminar infeccion de prostata en mayoria de los
casos (Shin y Carmichael, 1999; Greene y Carmichael, 2012).

Las pruebas diagnosticas y la eliminacion de los perros infectados son los Unicos
métodos probados de erradicacion de la B. canis en un criadero infectado (Shin y

Carmichael, 1999).

2.9.2 Animales de compaiia

El tratamiento consiste en la esterilizacion quirtrgica y antibioticoterapia para
disminuir la probabilidad de infectar a los propietarios a través de secreciones (Greene y
Carmichael, 2012; Tilley y Smith, 2008).

Titulos cuantitativos de ME-PAT es la mejor manera de evaluar la eliminacion exitosa
del microorganismo. Se deben evaluar a intervalos de 6 a 9 meses después del régimen de
tratamiento. Los valores de los titulos deben disminuir si la terapia es eficaz (Greene y
Carmichael, 2012). Deben alcanzarse titulos inferiores a 1:100 o se indicardn cursos de
tratamiento adicionales. Persistencia de titulos aumentados (méas de 1:100) debe suscitar
sospecha que la infeccién aln estd presente. Los resultados correspondientes de IDAG
también deben ser negativos (Greene y Carmichael, 2012).

La decision de tratar o sacrificar al animal dependera del tipo de lesiones que tenga,
cuidados de propietarios para disminuir riesgos de contaminacion, seguimiento que se le

pueda llevar y la cronicidad de la enfermedad (Ramirez Lopez, 2005).

2.9.3 Infeccidn ocular

Excesivamente dificil tratar infecciones uveales con B. canis. Es dificil penetrar en los
tejidos oculares, en especial con aminoglucosidos. Pueden necesitarse tratamientos topicos o
subconjuntivales con glucorticoides, para controlar la inflamacion intraocular y para
prevenir la panoftalmitis irreversible se pueden realizar con flurbiprofeno o ciclosporina y
gentamicina (Greene y Carmichael, 2012).

En ocasiones se requiere enucleacion del globo ocular en caso de dafio grave, porque
la vision nunca retornara y el ojo actia como nido persistente para el organismo (Greene y

Carmichael, 2012).

2.9.4 Meningoencefalitis
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El tratamiento con antimicrobianos debe ubicarse en niveles méaximos para obtener
concentraciones razonables en el sitio de infeccion. A medida que la barrera
hematoencefélica cura, es mas dificil lograr las concentraciones para la eliminacion de las
infecciones del SNC (Greene y Carmichael, 2012).

2.9.5 Disco espondilitis

Luego de realizada la castracion se recomienda administrar dos 0 mas cursos de 4
semanas como minimo secuenciales o intermitentes de tratamiento antimicrobiano.

El uso de doxiciclina y aminoglucoésidos para este tratamiento, es adecuado. En pocas
ocasiones se necesita intervencion quirurgica, a menos que el trabajo diagnostico requiera
obtencion de tejidos intervertebrales para realizar cultivo. (Greene y Carmichael, 2012). Se
utilizan los titulos de anticuerpos a intervalos de 3 a 6 meses y radiografia secuencial para
controlar el progreso (Greene y Carmichael, 2012).

2.10 Prevencion

Una de las principales medidas de prevencidn es no aceptar en criaderos, el ingreso de
animales que tuvieron problemas de reproduccion, a menos que los resultados de las pruebas
sean negativos. Se deben realizar pruebas anuales y 3 0 4 semanas antes de cada
apareamiento para que haya tiempo suficiente para informar los resultados de estos estudios.
Si los perros salen del criadero realizar pruebas antes de volver a admitirlos (Shin y
Carmichael, 1999; Ardoino, 2006; Greene y Carmichael, 2012; Cote, 2010).

También es necesario realizar cuarentena de un mes a todo animal nuevo hasta que
resultados de dos pruebas seroldgicas en intervalos de 1 mes sean negativos (Hollet, 2006;
Tilley y Smith, 2008).

Mantener la vigilancia mediante pruebas seroldgicas a los animales que ingresan a
areas libres con regulaciones de importacion (Greene y Carmichael, 2012).

Deben controlarse todos los donantes sanguineos en busca de brucelosis (Greene y
Carmichael, 2012).

No se dispone de vacunas, y resultados de estudios experimentales han sido
insatisfactorios. Se requeriria una vacuna que proporcione inmunidad duradera y que no
interfiriera con el diagndstico seroldgico (Shin y Carmichael, 1999; Greene y Carmichael,
2012).
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2.11 Consideraciones de Salud Publica

Las caracteristicas bioldgicas del género Brucella como habilidad para persistir largos
periodos de tiempo en medio ambiente, en condiciones propicias de humedad y temperatura,
dosis infectante baja, y la forma de penetracion en el organismo a través de las mucosas oral,
nasal, conjuntivas, o piel explican su facil transmisibilidad al humano (Lucero, 2012).

En contraposicion a lo dicho anteriormente, otros autores afirman que los seres
humanos son relativamente resistentes a B.canis y la enfermedad es relativamente leve
comparada con infecciones por otras Brucelas. La tasa general de infeccidn en relacion con
la exposicion es baja (Greene y Carmichael, 2012).

La importancia de esta enfermedad podria estar subestimada teniendo en cuenta que la
sintomatologia es variable y la clinica es confusa (Lucero, 2012).

La enfermedad en el hombre solo es posible si existe una fuente animal con infeccién,
0 portacién del microorganismo, por ello, la erradicacién de la brucelosis humana presupone
un adecuado control de la infeccion en los animales. (Lavaroni et al, 2011).

El contacto con perras que abortaron fue la fuente principal de infeccion para la
mayoria de los duefios de mascotas infectadas, mientras que perros machos y fuentes no
determinadas se reportaron en otros casos (Greene y Carmichael, 2012).

Los veterinarios también pueden infectarse mediante inoculacion accidental o
absorcion ocular de las vacunas vivas atenuadas de B. abortus o B. melitensis. (Greene y
Carmichael, 2012; Lavaroni et al., 2011)

La brucelosis es la infeccion contraida en laboratorio informada con mayor frecuencia,
es decir es considerada como una enfermedad ocupacional. La manipulacion de cepas de
Brucella debe realizarse teniendo en cuenta que se trata de un microorganismo clasificado en
el nivel de riesgo Ill y pertenece al grupo B de gérmenes que pueden ser usados como
potenciales armas biologicas (BEP, 2010)

Existen algunos motivos para que la enfermedad pueda estar subdiagnosticada y por
ende subnotificada en laboratorios hospitalarios. Los aislamientos suelen presentar
dificultades, los ensayos de identificacion dificultosos y las pruebas serologicas limitadas a
brucelas fase lisa (Lucero, 2012)

42



Aspectos clinicos y subclinicos de la Brucelosis Canina en San Juan
Esp. Med.Vet. Maria Virginia Carrillo

Ademas, se desconoce la cantidad real de casos debido a que con frecuencia las

infecciones humanas se diagnostican mal (Greene y Carmichael, 2012).

CAPITULO 3: HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 HIPOTESIS

En el Departamento de Santa Lucia, provincia de San Juan, los propietarios de

mascotas que llevan sus canes al quir6fano municipal de castracion, cuentan con limitados
recursos econdémicos y por ende, escasos controles veterinarios. A pesar de tener duefios,
muchos caninos tienen habitos de vagabundeo peri-domiciliario y contacto frecuente con
animales sin sanidad. Estas situaciones de descontrol sanitario, sumado al desconocimiento
de los propietarios sobre zoonosis que impactan en la Salud Publica, podrian favorecer la
presencia y transmision de Brucelosis canina y su potencial zoondtico.

3.2 OBJETIVOS

321

3.2.2

Objetivos Generales

Describir los antecedentes de presentacién y caracteristicas clinicas y sub-clinicas
compatibles con brucelosis en pacientes caninos atendidos en clinicas privadas de
San Juan

Determinar la frecuencia de presentacion de Brucella canis, en una poblacién canina
que asiste al quir6fano municipal del departamento Santa Lucia de la Provincia de
San Juan, en el periodo comprendido entre los meses de Noviembre y Diciembre del
afio 2017.

Obijetivos Especificos

Describir la frecuencia de exposion a variables fisioldgicas relacionadas a la
presentacion de la enfermedad.

Realizar a los animales positivos serologicamente, el aislamiento bacterioldgico a
través del hemocultivo para identificar la presencia de Brucella canis y confirmar el
diagnostico.

Describir la frecuencia de presentacion de signos clinicos y subclinicos en animales
serolégicamente positivos a brucelosis canina.

43



Aspectos clinicos y subclinicos de la Brucelosis Canina en San Juan
Esp. Med.Vet. Maria Virginia Carrillo

CAPITULO 4: MATERIALES Y METODOS

4.1 Tipo de estudio

Se realizé un estudio descriptivo, observacional. Con un muestreo no probabilistico.

4.2 Area de estudio

El estudio se realizd en el Departamento de Santa Lucia de la Provincia de San Juan,
entre los meses de julio del 2017 a julio del afio 2018. Se contd con la participacion conjunta
de los Medicos Veterinarios a cargo del Unico quiréfano municipal de castracion y el
personal a cargo del municipio. Ademas, se trabajo con siete clinicas privadas y el
Laboratorio Veterinario de la Provincia de San Juan.

4.3 Poblaciones bajo estudio

Poblacion 1

Se evaluaron 27 caninos derivados de 7 clinicas privadas de San Juan, con sintomas
compatibles de la enfermedad (casos sospechosos o probables), como también aquellos
animales que viven con ellos. A estos animales se les realizo un examen clinico completo,
cuyos datos se volcaron en una ficha clinica general, identificada numéricamente y ademas
se les realizo hemograma completo.

Paoblacion 2

Segun el Ministerio de Salud de la Nacién (2007), en la Argentina, existe un perro
cada cuatro habitantes y debido a gue, tanto la Municipalidad de Santa Lucia, como Salud
Publica de la Provincia de San Juan no cuentan con un censo que precise la poblacion
canina, se utilizé esta estimacion.

La cantidad de habitantes en el Departamento de Santa Lucia es 62.000, por lo tanto,
se calculan 15.500 animales, en dicho Departamento. Se muestrearon 100 animales en el
periodo de noviembre y diciembre del afio 2017.

El muestreo se hizo al azar, de los perros que asistian al quir6fano municipal para ser
sometidos a la técnica quirdrgica de ovario-histerectomia y orquiectomia, provenientes de
viviendas particulares y callejeros llevados por la “Fundacion Patitas sin Hogar”. Se les
realizo la misma ficha clinica general, la cual también esté identificada numéricamente, con
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los datos de filiacion del paciente, anamnesis y se determinaron las variables fisioldgicas,
para clasificarlos (ANEXO)

4.4 Encuesta Epidemiolégica:

Previo al procedimiento de extraccion de la muestra, a los propietarios de cada canino
muestreado, se les realizo una encuesta organizada con preguntas cerradas. La terminologia
usada en la misma es sencilla, breve, precisa, objetiva y con lenguaje cotidiano para facilitar
la rapidez de la respuesta. A través de esta encuesta se evaluaron aspectos importantes
relacionados con la enfermedad (diferentes variables demogréficas, ambientales,
alimentarias y sanitarias), las cuales son consideradas de importancia en la aparicion y
permanencia de la Brucelosis, y que nos permitirdn determinar el conocimiento sobre la
patologia por parte del propietario de la mascota, la existencia o no de sospecha del Médico
Veterinario tratante y, antecedentes reproductivos relacionados.

4.5 Muestras de suero:

Se realizd extraccion de sangre, por venopuncion de vena yugular o cefélica,
dependiendo del tamafio del animal tanto de animales con sintomas clinicos, como caninos
asintomaticos en el momento de su esterilizacion y en el laboratorio. Luego se coloco en
tubos de hemdlisis. Se centrifugo a 1500 r.p.m por 15 minutos para separar suero de
elementos formes, se colocd el suero obtenido de cada muestra en un tubo ependorf
identificado de forma indeleble y se conservo en freezer -20 °C, hasta la realizacion de las
técnicas seroldgicas (Fig 8). También se extrajo sangre que se introdujo en forma estéril en
tubos que contenian citrato de sodio como anticoagulante, para la realizacion de los
Hemocultivos.

4.6 Técnicas seroldgicas:

Se realizaron las pruebas de antigeno tamponado en placa (BPA), aglutinacion rapida
en porta objeto (RSAT) con y sin agregado de 2-ME, inmunodifusion en gel de agar
(IDGA), ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA Indirecto) y Hemocultivo del
microorganismo.

El diagnostico seroldgico de Brucella Canis, se realizd en el laboratorio del
Departamento de Patologia Animal, de la Facultad de Agronomia y Veterinaria de la
Universidad Nacional de Rio Cuarto, como asi también en el laboratorio de Brucelosis del
SENASA Martinez de Bs As.
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- RSAT: Sobre un portaobjeto se mezclaron 10 pl de suero con 10 pl de antigeno,
luego se realizaron movimientos de rotacion durante 2 minutos y se procedio a la lectura en
un microscopio éptico a 10X.

- 2ME-RSAT: Para realizar la prueba de aglutinacion rapida en placa, con la cepa M
(-), adicionando 2-pB-Mercaptoetanol, se mezclé6 25 pl del suero, 25 upl de 2-B-
Mercaptoetanol, 0,2 M, y luego de un minuto se agregaron 50 ul de antigeno RSAT; luego
se esperan hasta dos minutos observando las muestras en un microscopio y, se determinan
como positivas aquellas que presentan aglutinacion fina, similar al control positivo (Giraldo
et al., 2009; Reisz, 2006).

- BPA: El ensayo fue realizado siguiendo el método descripto en el Manual de
estandares para pruebas diagndsticas y vacunas (OIE, 2009). Se mezcl6 80 ul de suero y 30
ul de Ag en un aglutinoscopio (Fig 9) 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.

|
=

Fig 7: Antigeno de BPA y Aglutinoscopio

- IDGA: El extracto salino en caliente (HS) de B. ovis Reo 198 fue elaborado como ha
sido descrito por Myers et at (1972).

El agar es fraccionado en placas de Petri a razon de 15 ml y luego de solidificado se
perforé con un sacabocado (fig 10) en forma de roseta con orificios de 3 mm de diametro y
una distancia de 3 mm entre ellos dispuestos en forma hexagonal. Los sueros problemas y el
suero control positivo fueron colocados en los orificios periféricos y el antigeno en el
orificio central a razon de 25 pl aproximadamente. Las placas fueron llevadas a una cdmara
himeda y se procedio a la lectura entre las 48 y 72 horas.
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Fig 8: Agar fraccionado en placas de Petri, solidificado y perforado con un sacabocado
en forma de roseta

4.7 Estudios Bacterioldgicos. Hemocultivo

Se analizaron 14 muestras de sangre de los caninos seroldgicamente positivos.

Las muestras fueron sembradas en caldo tripticasa soya - citrato y cultivadas en estufa
a 37° C en aerobiosis durante 48 hs. Posteriormente fueron repicadas en agar sangre de
carnero al 5% en idénticas condiciones de temperatura durante 48 hs mas.

4.8 Analisis estadistico:

Se describio la frecuencia de exposicion a diferentes variables fisioldgicas
relacionadas a la presentacion de la enfermedad.

Se describi6 la frecuencia de presentacion de signos clinicos y subclinicos en animales
seroldégicamente positivos a brucelosis canina.

Los datos obtenidos se procesaran en un Software Infostat (Di Rienzo y col. 2016)

4.9 Evaluacion y sequimiento clinico

Posteriormente, a los animales muestreados, que resultaron positivos a las técnicas
anteriormente mencionadas, se les realizo el hemocultivo y se les hizo un seguimiento
clinico y subclinico, examinando con detalle fundamentalmente, los sistemas o aparatos mas
afectados por esta enfermedad: Reproductor, Locomotor, Visual.
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Los datos y signos clinicos se recabaron en una ficha clinica particular (solo de
estudios o sintomas clinicos de esos tres sistemas. ANEXO

CAPITULO 5: RESULTADOS

Se analizaron 100 muestras de suero provenientes de caninos que asistian al quiréfano
municipal del Dpto. Santa Lucia de la Provincia de San Juan y 27 provenientes de las
clinicas privadas. Las muestras fueron obtenidas en los meses de noviembre y diciembre de

2017.

5.1 Variables fisiol6gicas

En primer lugar, se describe la frecuencia de exposicidn de las variables fisiologicas
vinculadas a la presentacion de la enfermedad (Tabla 2)

Con respecto al sexo, 37 perros (29 %) correspondieron a machos y 90 (71 %) a
hembras (Grafico 1)

El promedio de edad fue 4.5 afios (rango de 6 meses a 14 afos), siendo el grupo etario
mas grande entre 0 y 4 afos (Grafico 2)

El 34 % fueron de raza pura, siendo la raza indefinida (mestizo) la mas frecuente en
ambos sexos (66%) (Grafico 3)

De muchos animales se desconoce si tenian o no propietario ya que eran llavados por
personal de la fundacion Patitas sin Hogar, y muchos de ellos eran perros callejeros (Grafico
4).

De los animales con duefio (ya sean los de Santa Lucia o los provenientes de las
clinicas) mas de la mitad, salian a la calle y por lo tanto tenian contacto con perros
callejeros, es decir tienen habitos de vagabundeo y son muy pocos los que no tienen acceso a
la calle (Grafico 5)

Al momento de la toma de la muestra de sangre para la realizacion de las pruebas
seroldgicas 116 animales (91%) estaban clinicamente sanos, mientras que 8 animales (7 %)
presentaban algun tipo de sintoma clinico, y a los otros tres animales no se les realizo el
examen clinico. (Grafico 6)

Los signos clinicos que presentaban los 8 animales se distribuian de la siguiente
mnera. Oculares (20%), Locomotores (30%), Reproductivos (40%) e Inespecificos (10%),
considerando el 7 % como el 100 % (Grafico 7)
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La totalidad de los animales que asistian al quir6fano municipal, eran enteros y fueron
castrados en el momento de la toma de muestra. Los provenientes de las clinicas privadas, 7
eran castrados, 9 enteros y de 11 animales se desconoce esta situacion (Grafico 8)

Tabla N° 2: Variables fisiologicas vinculadas a la presentacion de la enfermedad

Variable fisioldgica Categoria N° %
Sexo Macho 37 29
Hembra 90 71

Edad 0-4 afos 84 66
4-8 afios 34 27

Mayor 8 afios 9 7

Raza Mestizo 84 66
Pura 43 34

Signos clinicos No presenta 116 | 91
Inespecificos (subclinicos) 1 10

Locomotores 3 30

Reproductivos 4 40

Oculares 2 20

No se sabe 3 2

Salen a la calle Si 63 50
No 31 24

No se sabe 33 26

Propietario Si 95 75
No 6 5

No se sabe 26 20

Castrado Si 107 | 84
No 9 7

No se sabe 11 9

Variables fisiologicas de los animales muestreados derivados de clinicas veterinarias y
del quiréfano municipal
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Grafico 4: Distribucion de los canes
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Grafico 5;: Antecedentes de acceso a
la calle de los animales bajo estudio

Frecuencia de presentacion de signos clinicos
compatibles con Brucelosis

sintomas
No se sabe
2%

Presencia de
sintomas

7%

Graéfico 6:
Presentacion de
sintomas
compatibles con
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momento del
relevamiento
seroldgico de los
animales bajo
estudio.
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Manifestaciones clinicas presentes

inespecificos
10%

oculares
20%

locomotores
30%

reproducti-/
vos 40%

Grafico 7: Manifestaciones clinicas presentes en los 8 animales muestreados con
sintomas compatibles con Brucelosis.

Castrados-Enteros

castrados no
se sabe
9%

castrados si - \
84%

castrados no
7%

Grafico 8: Estado reproductivo de los animales muestreados

5.2. Pruebas serologicas y bacteriologicas

En segundo lugar, se muestran los resultados en cuanto a niveles serolégicos de
positividad a B. canis obtenidos con diferentes técnicas diagnosticas (Tabla N° 3)
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Tablas de frecuencias

Variable Clase Categorias FA
Columna2 2 confirmado 9
Columna2 5 sano 114
Columna2 6 sospechoso 4
Variable Clase Categorias FA

RSAT 1 Dudoso 4
RSAT 2 Negativo 110
RSAT 3 Positivo 13
Variable Clase Categorias FA
RSAT-2ME 2 Negativo 29
RSAT-2ME 3 No se hizo 89
RSAT-2ME 4 Positivo 9
Variable Clase Categorias FA

BPA 1 Negativo 111
BPA 2 No se hizo 15
BPA 3 Positivo 1
Variable Clase Categorias FA

IDGA 1 Negativo 101
IDGA 2 No se hizo 20
IDGA 3 Positivo 6
Variable Clase Categorias FA
HEMOC 1 Negativo 14
Variable Clase Categorias FA
SEGUNDO

RSAT 1 Negativo 13
SEGUNDO

RSAT 3 no se hizo 111
SEGUNDO

RSAT 4 positivo 3

Tabla N °3: Resultados de seropositividad a Brucella Canis obtenidos con diferentes
técnicas diagnosticas.

Sobre un total de 127 caninos muestreados, se establecen tres categorias de animales

de acuerdo a diferentes criterios de interpretacion: Confirmados, Sospechosos y Sanos
(Grafico 9)
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e Confirmados: Cuando RSAT dio positivo y 2 ME confirma que era 1gG,
donde no se realizo Elisa. Tambien son confirmados cuando fueron RSAT
positivos y Elisay 2 ME positivos.

e Sospechosos: Cuando dio positivos al RSAT, pero como no se pudo confirmar
con Elisa, 2 ME ni tampoco se pudo aislar la brucela a partir del hemocultivo,
guedan como casos sospechosos o probables.

e Sanos: Los animales que dieron negativos a todas las técnicas serologicas.

Tres categorias de animales
muestreados

B CONFIRMADO SANO ®SOSPECHOSO

3%

90%

Grafico 9: Tres categorias de animales muestreados

CONFIRMADO 9
SANO 114

SOSPECHOSO 4
127

Los resultados seroldgicos de las muestras caninas procesadas mediante la técnica de
RSAT se presentan en el grafico N° 10, mostrando un 8.5 % (10/127) de animales
seropositivos. Cabe aclarar que el 3,4% de los sueros resultd sospechoso frente al antigeno
del RSAT, aunque ninguno pudo ser confirmado posteriormente por aislamiento en el
hemocultivo.
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RSAT

4:3%

= Dudoso u Negativo Positivo

Grafico 10: Resultados seroldgicos de los 127 caninos procesados con la técnica de
RSAT

Cuatro animales resultaron positivos al RSAT-ME. Dudoso 1, Negativos 9. No se hicieron
111 (Grafico 11).

RSAT-2ME

9; 7%

m Negativo = No se hizo Positivo

Grafico 11: Resultados del ME-RSAT

En la poblacion estudiada, solo 1 suero (1 %) resulto reaccionante a la prueba BPA.
Negativos 109, dudoso ningun animal y no se hicieron 15 (Grafico 12)
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BPA

1;1%

\

® Negativo  ® No se hizo Positivo

Grafico 12: Resultados seroldgicos procesados con la técnica de BPA
Con respecto a la técnica IDGA, los resultados fueron los siguientes: De los 107
sueros procesados 6 resultaron positivos
Aislamiento bacterioldgico: Del total de las muestras serolégicamente positivos, en
ninguna de las 14 muestras sembradas segun la metodologia del hemocultivo, se logré aislar

brucelas.

Los resultados del segundo RSAT fueron los siguientes: 3 sueros positivos, 13
negativos, ningin dudoso y 111 no se hicieron

5.3 Aspectos clinicos y subclinicos

Y por ultimo, se presentan tablas y graficos con los animales que tenian signos
clinicos al momento de la toma de la muestra y el tipo de signo, como asi también la
frecuencia de presentacion de los signos clinicos y subclinicos de los animales
pertenecientes a las diferentes categorias anteriormente mencionadas.

Tabla N° 4: Tabla que combina animales con signos clinicos al momento de la toma de
muestra para serologia, con el tipo de signos clinicos.

(33)

Nin | Shorton | Milo | Snoopy | Apache | Zimba(SB) | Ayla | Carpo

Sin Signos
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Uveitis

Dermtitis
escrotal

Neurologicos

Falla en la
concepcion

Orquitis

Abortos

Discoespondili
tis

Inespecificos

5.3.1 Aspectos clinicos vy subclinicos de los animales seroldgicamente positivos

Tabla N° 5: Tabla que combina animales confirmados, con el tipo de signos clinicos.

Coca(2)

Kiara(52)

Simba(
53)

Nina(87)

NN(99

Uro

Milo

No
se
sabe
54

No
se
sab
e’

Sin Signos

X

Uveitis

Dermatitis
escrotal

Neurologic
0s

Falla en la
concepcion

Orquitis

Abortos

Discoespon
dilitis

Inespecific
0S

No se sabe

Tabla N° 6: Tabla que combina animales sospechosos, con el tipo de signos clinicos.
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Snoopy Apache Ayla Carpo
Sin signos X X
Uveitis
Dermatitis
escrotal
Neurologicos
Falla en Ia
concepcion
Orquitis
Abortos
Discoespondilitis X
Inespecificos
No se sabe X

En el examen clinico de los perros con serologia positiva se observo, que la gran
mayoria de ellos (38%) no manifestaban signos clinicos, solo tres tuvieron orquitis,
discoespondilitis y signos inespecificos (5%) (Grafico 13y 14)

De 10 animales 47 (%), no se sabe si presentaron 0 no signos ya que no se pudieron
encontrar debido a que son animales callejeros y también a que no se pudo ubicar al duefio.

Distribucion de los signos clinicos de las
diferentes categorias

sinsignos clinicos
no sesabe 38%

47%

uveitis
0%

dermatitis
escrotal

0%
neurologicos
fallaenla 0%

inespecificos _— orquitis concepcion
5% discoespondilitis abortos 5% 0%

5% 0%
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Grafico 13 y 14: Distribucion de signos clinicos de las diferentes categorias de animales
con serologia positiva y numero de animales

5.3.2 Presentacion del caso clinico

Nombre: APACHE

Resefia: canino macho de 4 afios de edad, raza Dogo Argentino.

Se transcribe a continuacion la historia clinica, los sintomas encontrados por el colega y los
estudios complementarios solicitados.

Abril 2014: vacuna DA2P -CV vy total full comprimidos.

Mayo 2014: DA2P — Leptospira.

Junio 2014: Parvovirus con Coronavirus.

Vive actualmente en un taller automotor, y tiene acceso continuo a la calle.

29/05/2017: Se presenta a la consulta por dolor agudo con sintomatologia sugestiva de
hernia de disco cervical. Temperatura 39,6 °C. A la exploracion no se determina punto
algido. Se solicita orina y bioquimica general. Tratamiento desafiante con Triamcinolona
0,5 ml, hasta esoerar los resultados..

12/06/2017: dolor en miembro posterior izquierdo. Se sugiere Rx de cadera, lumbosacra y
cervicales.

14/06/2017: ruptura de ligamento cruzado izquierdo, con articulacion coxofemoral normal.
Discoespondilitis grave en C6-C7, sospechosa de Brucelosis por lo que solicita RSAT el
cual da positivo.
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Instaura el tratamiento con doxiciclina 5 mg/kg/12Hs durante dos semanas, también indica
la estreptomicina pero no se la dan porque no la consiguen.
Se realiza la castracion

El suero de Apache fue procesado en la Universidad Nacional de Rio Cuarto (U.N.R.C.)
sospechoso de brucelosis; a su vez al manifestar un dolor difuso a nivel lumbar, se sospecha
de una nefritis intersticial y se solicita también la MAT, resultando positivo para los
serovares Canicola, Icterohaemorrhagiae y Pyrogenes.

Se le comunica al colega sobre el resultado positivo a esos serovares, y el colega indica
antibioticoterapia.

Apache fue visitado en varias oportunidades, para seguir sus sintomas clinicos, y segln su
propietario no manifestd ninguna sintomatologia compatible con Brucelosis.

16/05/2018: Se extrae sangre para Hemocultivo el cual resulto negativo, y este mismo suero
el 03/07/2018: se le realizdé nuevamente RSAT en el Laboratorio de la UNRC, y volvié a
dar positivo

El caso clinico queda como sospechoso ya que se necesitaria otro hemocultivo o lelisa para
confirmarlo.

CAPITULO 6: DESCRIPCION DE LA EXPERIENCIA DE LA TECNICA
SEROLOGICA, iELISA REALIZADA EN SENASA MARTINEZ BUENOS AIRES.

En este ensayo se utilizo el kit VETLIS Brucella iELISA Caninos, el cual es un Kit de
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) indirecto para la deteccién de anticuerpos
especificos contra el lipopolisacarido rugoso (LPSr) de Brucella canis en muestras de suero.
Es un enzimoinmunoensayo indirecto en fase solida basado en la deteccion de anticuerpos
del isotipo igG dirigidos contra el lipopolisarido de Brucella canis.

Este estudio se constituye en el segundo trabajo de este tipo efectuado a nivel
nacional.

Lucero (2002) reportd una especificidad de 96,7 a 100% Yy sensibilidad 100%. Debido
a esto se recomienda su uso como prueba confirmatoria en casos de perros que hayan salido
positivos en otras pruebas diagndsticas. (Ramirez Lopez, 2005).

Dada su conveniencia, los métodos de ELISA podrian ser evaluados, adicionalmente

como pruebas de control y para cuantificar las respuestas seroldgicas en perros infectados en
forma natural y experimental. (Greene y Carmichael, 2012).
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El kit consta de los siguientes componentes: Microplaca de analisis, solucién de
lavado, conjugado, solucion de sustrato cromoégeno, solucion de frenado, diluyente de
muestra, control positivo y control negativo (Fig 10)

Figura 9: Componentes del kit iIELISA para Brucella canis

- IELISA: Las muestras de suero son de 45 perros, 10 que tenian signos compatibles
con Brucelosis, y a aquellos que habian dado positivo y dudoso al RSAT. Y el resto se elije
al azar hasta completar 45 animales, que son la cantidad de posillos que traen la microplaca.

Se colocaron en los pocillos recubiertos con el antigeno (LPSr) de Brucella canis. Si la
muestra contiene anticuerpos anti (LPSr), estos se unen al antigeno inmovilizado en el
pocillo. Al afiadir el conjugado de peroxidasa de rabano (HRP), se forma un complejo con
los anticuerpos unidos al pocillo. Luego se lavo para eliminar el material libre y se agrego la
solucion del sustrato cromogeno, el color azul que aparece en el producto de la reaccion del
sustrato cromogeno con el conjugado representa a muestras positivas. La intensidad del
color depende de la cantidad de anticuerpos. La reaccion se detiene mediante el agregado de
la solucion de frenado y se observo un cambio de color al amarillo. La lectura de los
resutados se realizo en un espectrofotdmetro de microplacas midiendo la absorbancia (Abs)
a 45 nm (Fig 11).
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Fig 10: Agregado de los constituyentes del kit y espectrofotometro para la lectura de
los resultados.

Los resultados se expresaron como porcentaje de radiactividad (PR) con respecto al
suero control positivo incluido en cada ensayo. PR mayor a 51 %: positivo; menor o igual a
32% negativo y PR menor o igual a 51% dudoso. Los resultados obtenidos fueron los
siguientes (Tabla 7) Negativo 33, Positivos 9, sospechosos 3 (Grafico 15)

sospechoso 3

H negativos
B ELISA positivos

sospechoso

Grafico 15: Resultados seroldgicos de 45 caninos procesados mediante lelisa
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Tabla N° 7: Resultados del la técnica IELISA

Brucella canis (Vetlis) Lote N° 15-VLO3/1711-1

Placa N° 2 Limites
FECHA 08/2/18 VALIDACION inferior | superior
OPERADORS. E Densidad Optica C++ valido
Densidad control negativo vélido
Densidad blanco de muestra vélido
Control positivo / Control Negativo valido
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
ifen]
C| C-
D| C-
E
F
G
H
DO
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A| 1,416 | 0,005 | 0,077 | 0,019 |[0,003| 0,089 0,011 | 1,441 | 0,255 | 0,043 | 0,005 | 1,998
B| 1,41 | 0,004 | 0,091 | 0,021 |0,006| 0,089 0,012 | 1,474 | 0,261 | 0,042 | 0,007 | 2,028
C| 0,015 | 0,011 | 0,004 | 0,079 |0,008| 0,03 1,674 | 0,058 | 0,017 | 1,134 | 0,012 | 0,01
D| 0,036 | 0,014 | 0,005 | 0,07 |0,007| 0,028 1,633 | 0,05 | 0,017 | 1,145 | 0,009 | 0,008
E| 0,004 | 1,2 | 0,639 | 0,258 [ 0,19 | 0,015 1,637 | 0,017 | 0,018 | 0,076 | 0,163 | 0,081
F| 0,005 [ 0,996 | 0,641 | 0,275 (0,152 0,016 1,722 | 0,017 | 0,018 [ 0,08 | 0,191 | 0,041
G| 0,718 | 0,344 | 0,005 | 0,003 | 0,009 0,073 0,938 | 0,732 | 0,471 | 0,09 | 1,346 | 0,178
H| 0,654 | 0,36 | 0,006 | 0,004 (0,012 0,088 1,047 | 0,781 | 0,473 | 0,093 | 1,345 | 0,024
Rojo: diferencia entre repeticiones mayor al 20%
PROMEDIOS
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
g 1,413 |0,0045( 0,084 | 0,02 | 0,0045 [ 0,089 | 0,0115 |1,4575]| 0,258 |0,0425| 0,006 | 2,013
(D: 0,0255(0,0125|0,0045|0,0745( 0,0075 | 0,029 | 1,6535 | 0,054 | 0,017 |1,1395(0,0105| 0,009
E0,0045 1,098 | 0,64 (0,2665| 0,171 [0,0155( 1,6795 | 0,017 | 0,018 | 0,078 | 0,177 | 0,061
G| 0,686 | 0,352 |0,0055|0,0035( 0,0105 |0,0805| 0,9925 |0,7565| 0,472 |0,0915(1,3455| 0,101
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5 I I I [ I I |

% de Positividad x duplicado

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A
B 1,413 [0,3185(5,9448 | 1,4154 | 0,3185 |6,2987 | 0,81387
C
D 0,025510,8846 | 0,3185 | 5,2725 | 0,5308 |2,0524 3,8217 (11,2031 0,7431| 0,6369
EI-45,294 18,861 | 12,102 | 1,097 1,2031 11,2739 12,527 | 4,3171
G
H 48,549 124,912 10,3892 ( 0,2477 | 0,7431 |5,6971

Verde: Menor a 32: NEGATIVO

Amarillo: entre 32 y 51:

Rojo: Mayor a 51: Positivo

CAPITULO 7: DISCUSION

En esta investigacion, la cantidad de machos y hembras analizados fueron diferentes a
los estudiados por Molina y col (2014), ya que se observo un mayor porcentaje de hembras
que de machos, con resultados de positividad seroldgica, teniendo en cuenta solo los
animales confirmados, si bien consideramos que ambos sexos son igualmente importantes
en la transmision de la enfermedad.

Segun Boeri y col (2008) el rol de la hembra es muy importante como posible
transmisora de la enfermedad debido a que representaron el 84% de las muestras de su
estudio, encontrando un 4.9 % de serologia positiva, muy similar al presente estudio donde
se analizaron 90 hembras de un total de 127 muestras (71%), con 5,5 % de serologia
positiva,

Con respecto a los machos, fueron solo 2 de los 10 confirmados a diferencia del
estudio de Molina y col (2014), en el cual la cantidad de machos y hembras fue similar,
considerando importante el dato debido a la posible transmision a través de la orina y semen
ya que los organismos se alojan en préstatas y epididimos. Es conocida la importancia de
hembras y machos caninos como posibles dispersores de brucelas en el medio ambiente a
través de secreciones biologicas (Greene, 2008)
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Considerando lo dicho por Green, (2008) sobre la importancia de las condiciones de
alojamiento en la prevalencia de la infeccion, y comparando con el estudio de Molina y col
(2014), estos autores, encontraron un porcentaje de positivos a RSAT del 10%, igual
porcentaje de positivos encontrados con esta investigacion, coincidiendo en la positividad a
esta prueba seroldgica y sobre un total muy similar de perros muestreados (109 vs 127),
aunque con la diferencia que el estudio de Molina se realiz6 con propietarios de unidades
habitacionales con condiciones normales de higiene y en esta investigacion el mayor
porcentaje son animales con propietarios con precarias condiciones de alojamiento y escasos
recursos, motivo por el cual asisten a la castracion gratuita del quiréfano municipal del Dpto
de Santa Lucia.

A diferencia con Boeri y col (2008), quien no encuentra una correlacion entre
seropositividad y necesidades bésicas insatisfechas, destacando en su investigacion la falta
de higiene ambiental en la mayoria de los predios, en este estudio, si bien no se encontraron
asociaciones estadisticas entre seropositividad y el escaso recurso de los propietarios o la
falta de higiene de las viviendas, se evidencia la enorme cantidad de perros que viven en
condiciones de alojamiento sin higiene y ademas con habitos de vagabundeo, situacion que
se pone en evidencia al ser llevados por la Fundacion Patitas sin Hogar y luego de la
castracion ser dejados nuevamente en la calle.

En el presente estudio el 50 % de los animales muestreados tienen contacto con perros
callejeros, un porcentaje menor al que encontré Molina y col. que fue del 64.2 %, aunque en
este estudio un 26 % se desconoce esta situacion, lo cual podria aumentar ese porcentaje y
alcanzar valores similares a los encontrados por Molina y col (2014)

Con estos porcentajes se pone en evidencia el habito peridomiciliario de los animales,
importante en la transmision de la enfermedad, siendo la transmisidn social ocasional una
via de contagio frecuente ya que el olfateo y lamido de los genitales representan una forma
de comunicacién canina. Si bien la transmision venérea es una de las formas de contagio
entre perros sexualmente maduros, en los prepuberes la transmision extrauterina se realiza
fundamentalmente por via oronasal (Di Lorenzo, 2012).

Al respecto Lopez y col (2009) publicaron que el 96 % de perros positivos a RSAT
tenian contacto con perros vagabundos, evidenciando la importancia epidemioldgica de este
habito en la presencia de brucelosis, coincidiendo con Gardner y Reichel (1997) quienes
sefialan que la prevalencia parece ser més alta en perros callejeros y salvajes que en perros
domeésticos.
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En cuanto a la edad, se observo que la seropositividad era mayor en aquellos animales
que se encontraban en el rango entre 4 y 8 afios, este resultado coincide con el estudio
realizado por Molina y col (2014) en donde demuestra el rango de 2 a 8 afios como el de
mayor seropositividad. Otros estudios demuestran que Wanke y col (2008), hallaron que el
rango de edad de 1 a 3 afos fue el que mas perros positivos presento, y que los animales mas
viejos resultaban negativos, sosteniendo que la incidencia de brucelosis decrece con la edad.
Para Kienner y col (2013) la edad de mayor frecuencia de presentacion en ambos sexos fue 1
a 5 afios, coincidiendo con los estudios anteriores.

En el presente estudio, el porcentaje de sueros de perros mestizos analizados fue del
66%, demostrando que este, por ser un estudio realizado en un centro de castracion
municipal, mas de la mitad de los animales eran mestizos, aunque se observo un 34 % de
animales de raza pura, a diferencia de Lopez y col. en 2009 quienes publicaron que el 96%
de los perros positivos a RSAT eran mestizos.

Los signos clinicos y subclinicos de la brucelosis en caninos causada por B. canis son
variables y muchas veces confusos (Carmichael and Kenney, 1970; Flores Castro, 1981)

El presente estudio presenté un 91% de perros sin signos clinicos al momento de la
toma de muestra, dato muy similar al que encontré Molina y col (2014) que fue del 96.3%
coincidiendo también con Zarate y col (2014) que encontraron solo 3% de perros con signos
clinicos compatibles con brucelosis al momento de la toma de muestra, en el presente
estudio solo un 7% de perros presentaban algin tipo de sintoma clinico al momento de la
toma de la muestra.

En el estudio realizado por Elena y col (2012) se encontr6 un 100% de animales
reaccionantes a pruebas seroldgicas sin signos compatibles con brucelosis al momento de la
toma de muestra coincidiendo con L6pez (2009) quien publicé 90%.

En este estudio el 38% de los perros reaccionantes a diferentes técnicas seroldgicas, y
de acuerdo al resultado de estas, clasificados en tres categorias, no presentaban signos
clinicos. La discoespondilitis, la orquitis y los signos inespecificos fueron los hallados con
mayor frecuencia (5%). Estos datos coinciden con Hollet (2006) quien sostiene que algunos
perros infectados no muestran sintomas o tienen sintomas inespecificos.

Del 47 (%) de los animales, no se pudo conocer la sintomatologia, ya que al ser

animales de la calle no se encontraron para hacer el examen clinico detallado, como
tampoco fue posible en algunos casos encontrar a sus duefos.
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En concordancia con lo que expresa Elena y col (2012), no se observd abortos en
ningun perro con suero reaccionante a pruebas seroldgicas, resultados disimiles a los
hallados por Lopez (2009) que encontr6 abortos en 2 de 3 hembras positivas (66%) y a los
de Zarate (2014) que encontro6 abortos en 1 de 3 hembras positivas (33%).

Si bien para el diagnostico de brucelosis se utilizan pruebas serolégicas que detectan
anticuerpos (Lavaroni y col. 2011) es necesaria una confirmacion por otras pruebas.

En un estudio en la zona sur de la ciudad de Buenos Aires, Isturiz y col (2012)
informan un 7.3% de caninos positivos a RSAT, mientras que en el presente trabajo se
detecté un 8,5 % de sueros reaccionantes a cepas rugosas del género Brucella. Este
porcentaje fue menor al hallado en un estudio realizado en la ciudad de Chamical.

En otro estudio realizado en la ciudad de Buenos Aires no se detectaron sueros
reaccionantes a cepas lisas (Boeri y col (2008), al igual que ocurrio en el presente trabajo
donde ningun animal resulto ser positivo a la prueba de BPA. A diferencia de Eiras y col
(2014) que publican un 2.7% de reaccionantes en el conurbano sur de Buenos Aires, valores
similares al 2.23% detectados por Lopez (2009).

Esta negatividad a la prueba del BPA (100%), posiblemente sea debido a que los
animales no estuvieron en contacto con animales enfermos con cepas lisas, ya que no son
perros de campo.

En esta investigacion, los sueros que resultaron positivos a las técnicas de RSAT,
IDGA o IELISA ninguno pudo ser confirmado por hemocultivo, siendo todos los resultados
negativos, a diferencia del estudio de Boeri (2008), en el cual encontr6 7.3% seropositivos y
aislo el agente en 3 caninos, siendo su estudio realizado sobre 219 perros de barrios y
asentamientos con bajas condiciones de higiene y gran porcentaje de animales con habitos
de vagabundeo, similar a la poblacién bajo estudio.

Isturiz y col (2012) pese a informar un menor porcentaje de seropositivos a RSAT
(5%), lograron aislar brucelas sin encontrar asociacion entre seropositividad a brucelosis
caninay el tipo de héabitos.

En el afio 2008 se realizo un relevamiento en distintos barrios y asentamientos de la
ciudad de Buenos Aires arrojando un 7,3 % de animales con serologia positiva por ELISA
indirecto sobre 219 perros estudiados (Boeri y col., 2008). Otro estudio realizado en ese
periodo en el partido de Lomas de Zamora (Pcia. Buenos Aires) informé una prevalencia de
10,7% de animales positivos a ELISA indirecto (Lopez et al., 2009). En este trabajo
resultaron 9 animales positivos, 3 sospechos y 33 negativos.
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Los cinco sueros que resultaron negativos al RSAT y posteriormente, fueron positivas
0 sospechosos al ELISA, podria indicar en estos casos que los perros se encontraban en una
etapa temprana de la infeccidn, casos muy agudos de infeccion, (periodo de ventana),
sabiendo que los anticuerpos detectables por RSAT aparecen a la cuarta semana post
infeccion. Situacion similar a lo que encontré Elena y col (2012) con estudios de PCR e
IDGA, en donde las lineas de precipitacion aparecen dentro de las 12 semanas pi (Wanke,
2004, Hollett, 2006) y la deteccion de Brucella por el hemocultivo resultd negativa, quizas
debido a su baja sensibilidad o0 a que no se encontraban bacterias en sangre en ese momento

CAPITULO 8: CONCLUSIONES

El presente trabajo, demuestra que la deteccion de anticuerpos contra cepas rugosas de
Brucella canis, mediante las pruebas RSAT, ME RSAT, IDGA y IELISA, permitieron
detectar muchos animales sin manifestaciones clinicas ni subclinicas.

A pesar que el hemocultivo es considerado la “técnica de oro”, para la confirmacion
indiscutible de la enfermedad, en todos los perros que resultaron serolégicamente positivos a
cuatro técnicas diferentes, el aislamiento fue negativo, posiblemente debido a la cronicidad
de la enfermedad donde la bacteriemia es intermitente (Johnson and Walker, 1982;
Carmichael and Greene, 2006)

La técnica de IELISA por ser una técnica mas sensible, permitié detectar un mayor
porcentaje de perros infectados, esta técnica tiene muchas ventajas, aunque también
desventajas, fundamentalmente para la implementacion en un Laboratorio que no sea de
derivacion ni de referencia como es el de la provincia de San Juan, estas deventajas son
entre otras, el costo y la casi imposibilidad de contar con todas las muestras juntas en el
mismo momento, para poder enviarlas al SENASA.

La variable epidemioldgica méas importante es la gran cantidad de animales callejeros,
y el vagabundeo incluso en aquellos animales con propietario. En este trabajo tuvo mucha
relevancia esta situacion, no solo porque permite la presentacion y el mantenimiento de
dicha enfermedad, si no porque es sumamente dificil y en algunos casos resulto imposible,
volver a encontrar a estos animales para realizarles alguna otra prueba serologica,
tratamiento y seguimiento.

Deberiamos como profesionales de la salud, educar a los propietarios sobre
enfermedades zoonoticas, con el doble propdsito de prevenir enfermedades en animales y
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humanos. Tarea que compete, no solo a Médicos Veterinarios privados, sino principalmente
a los organismos publicos oficiales vinculados con la Salud Publica.

En ninguno de los casos confirmados los perros manifestaron sintomatologia
compatible con Brucelosis, aun siendo positivos a mas de una tcnica seroldgica. Esta
situacion de perros asintomaticos o de estado subclinico de enfermedad, podria estar
enmascarando el rol de enfermos crénicos o asintomaticos en los pacientes, impidiendo la
deteccion de casos infectados por parte de los colegas del medio y posterior diagnostico de
la enfermedad.

Seria importante continuar con el muestreo para detectar posibles nuevos casos con
anticuerpos o lograr el aislamiento del microorganismo como confirmacion y realizar mas
diagndsticos serologicos en animales que presenten sintomas compatibles.

Este estudio fue util para generar datos sobre el estado actual de brucelosis en San
juan, debido a que no se encontraron estudios previos en la provincia, y también para
generar conciencia en los colegas de la importancia de la enfermedad en la Salud Publica
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INDV interpre NOMBF F DE EX PROPIESEXO EDAD RAZA
1sano nina  #i#H mercachembra 3 afios mestiza
_###### mercathembra 6 afios mestiza
3sano lola  #t## no se shembra 51/2 aflos  mestiza
4 sano  no se s: #HHHH# no se smacho 41/2 afios  fox terrier
5sano pila  ###### avelin hembra 3 afios caniche
6 sano  no se s: i nufiez hembra 51/2 afio mestiza

_ Hittt#Ht leiva d hembra 7 afios mestiza

8 sano  blanca #it##H leiva d hembra 61/2 afio tipo siberiano

9 sano  no se s: ##H#H#H## leiva d hembra 4 afos boxer
10 sano  no se s #itH#H nufiez hembra 5 afios mestiza
11 sano odin  ###### mufioz macho 2 afios tipo vpi
12 sano  Negra ###### nora gihembra 3 afios mestiza
13 sano  luli #iHHHH nora gihembra 5 afios tipo dalmata
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