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1. RESUMEN

La brucelosis canina producida por Brucella canis, es una enfermedad infecciosa
causante de aborto en perras e infertilidad en machos. Tiene importancia no solamente
en criaderos, sino tambien en la clinica diaria debido a las perdidas ecan6micas que
oeasiona; no debiendo olvidar su earacteristica zoon6tica. En nuestro pais, el metoda
de diagnostico serologico empleado rutinariamente, es la inmunodifusi6n en gel de agar
(IOGA) utilizando antfgeno de Brucella ovis. EI objetivo del presente trabajo es
comparar esta tecnica can la prueba de aglutinacion rapida en placa (RSAT) empleando
antigeno de Brucella canis M-, y can la RSAT previa adicion de 2-mercaptoetanol (2ME
RSAT). Nuestros resultados muestran que existe una buena concordancia entre IOGA y
2ME-RSAT pero debil eon la RSAT. Creemos que la RSAT puede ser utilizada como
tecnica de tamiz para seleccionar los animales negativos, ya que tiene una alta
sensibilidad. Dada la buena concordancia que existe con la IOGA, la 2ME-RSAT se
presenta como una alternativa debido a su sencillez y porque requiere s610 de unos
minutos para su realizacion. Cualquiera sea la tecnica empleada. se deben confirmar
los resultados positivos por media de pruebas mas especificas como ELISA indirecto 0

aislamiento bacteriano.



2. SUMMARY

Canine brucellosis produced by Brucella canis, is an infectius disease that causes
abortion in bitches and infertility in males. Is important not only for breeders but also in
the daily clinic, due to the economic losses and taking into account its zoonosis
condition. In our country, the serologic diagnosis method used is the gel agar
inmunodiffusion test (IOGA) using Brucella ovis antigen. The objetive of the present
work is to compare this technique with the rapid slide agglutination test (RSAT) using
Brucella canis M- antigen and with the RSAT with the addition of 2 mercaptoethanol
(2ME-RSAT). Our results shows that exist a good concordance between tOGA and
2ME-RSAT, but a low one with RSAT. We think that the RSAT can be used like a
screening test to select negative animals because of its high sensibility. Due to the good
concordance that exist with the IOGA, the 2ME-RSAT is a good alternative methodology
because it is quite simple and takes only a few minutes. Anyway, whatever the
methodology used for the serological diagnostic, it is recomended to confirm the positive
results with more specific techniques like indirect ELISA or bacteriological isolation.
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3. INTRODUCCI6N

Las infecciones bacterianas que afectan el tracto reproductivo pueden implicar
diversos grados de alteraciones en la fertilidad de los animales. Dentro de las etiologias
microbianas en los problemas de indole reproductivo en los perras, las bacterias del
genero Mycoplasma, Ureaplasma, E. Coli, Staphylococcus y Streptococcus spp, se han
asociado a infertilidad; sin embargo, la unica bacteria que causa este cuadro en forma
especifica e irreversible as Brucella canis. (4,31) Esta es el agente causal de la
brucelosis canina aun cuando Brucella abortus", Brucella suis y Brucella melitensis
pueden enfermar esporadicamente al animal, causandole un ctJadro autolimitado. (4,5)

Es una enfermedad infectocontagiosa de curso· subagudo ° cr6nico,
caracterizada por una bacteriemia de larga duraci6n, con presentaci6n clinica 0

subclinica, que afecta principalmente el aparato reproductivo.

Es responsable de aborto en las hembras, muerte perinatal de los cachorros y
de epididimitis e infertilidad en los machos, pudiendo lIegar a causar grandes perdidas
econ6micas en criaderos. Ademas es de interes para la salud publica al ser una
zoonosis; por 10 que representa un riesga sanitaria tanto para los criadores como para
los propietarios de animales de campania. (6)

En humanos, la entidad sa origina par contacta directo con caninos infectados,
accidentes biol6gicos 0 exposici6n accidental, produciendose una entidad de caracter
subito y sintomatologia inespeclfica que hace dificil su diagn6stico. Aproximadamente,
40 casoS de infecciones humanas han sido reportados en varios paises, sin embargo, al
numero actual se desconoce debido a que los casos son raramente diagnosticados 0

reportados. (7,15,22)

Brucella canis fue diagnosticada en el ano 1966, cuando Carmichael confirma
problemas de infertilidad y aborto en criaderos de raza Beagle de Estados Unidos. (10)
En Uruguay la primera evidencia serol6gica de B. canis fue reportada por el Dr. Martino
y col. en el ana 1981.(28) Posteriormente, en 1993, los Ores. Bermudez y Carreto
realizan el primer aislamiento y tipificaci6n de esta bacteria a partir de una perra con
antecedentes de aborto. (Comunicaci6n personal). Hasta el momento no hay estudios
epidemiol6gicos que muestren cual es su prevalencia en nuestro pais.

Es especialmente cornun en America Central y America del Sur, en los estados
surenos de E.E.U.U. y ha sido diagnosticada en muchos otros paises, incluyendo
Chin"a, Jap6n y esporadicamente en Europa. Dentro de America, Mexico y Chile
presentan las prevalencias mas elevadas, 28% y 30.50/0 respectivamente. (26) Estas
cifras deben sar interpretadas can prudencia porque corresponden a seroprevalencias (
y no a evidencia de bacterias) y la determinacion de estas esta fuertemente influenciada
par el tipo de test utilizado y por su interpretacion

En los ultimos anos se ha notado en el ambito mundial un aumento considerable
de casos debido a la falta de control en criaderos y reproductores, y a la popularizacion
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del paseo colectivo de perros, donde las hembras en celo estan en estrecho contacto
can otros ejemplares durante varias haras par dia. (34)

Par sar la brucelosis canina una enfermedad insidiosa, los signos clinicos no son
10 suficientemente especificas como para establecer un diagn6stico definitivo, sobre
todo en· animales prepuberes y no gestantes, dependiendo mas de las pruebas
serol6gicas y del aislamiento del agente causal.

OBJETIVOS:

• Diagn6stico serol6gico de B. canis par la prueba de aglutinaci6n rapida en
placa (RSAT) utilizando como antigeno una variante M- de B. canis.

• Diagn6stico serol6gico de B. canis por Inmunodifusi6n en gel de agar
(IOGA) utilizando un antigeno de B. ovis.

• Adici6n de 2 mercaptoetanol a los sueros que resulten ser positivos a la
RSAT (2ME-RSAT).

• Comparaci6n entre IOGA y RSAT e IOGA y 2ME-RSAT.

• Creaci6n de un banco de sueros positivos a B. canis para posteriores
estudios.
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4. REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1. ETIOLOGfA

4 ~.

4.1.1. Problemas de taxonomia

Desde el descubrimiento de esta bacteria en 1966, como causa de problemas
reproductivos en al perro, ha habido algunas dificultades para identificarla de manera
categorica por las tecnicas clasicas. En 1968, el trabajo de Hoyer y su equipo sabre el
ADN de este microorganismo contribuy6 a clasificarlo en al genera Brucella.

Pero algunos investigadores como Meyer se oponen a esta denominacion. En
efecto se apayan sobre los resultados de numerosos tests definidos par el comite
internacional de nomenclatura de bacterias, per el comite mixto FADI OMS de expertos
en Brucelosis y par la subcomision de taxonomia del genera Brucella. Meyer rechaza
que una nueva especie de Brucella fuera creada y recomienda que asta bacteria fuera
clasificada como B. suis biotipo 5. Finalmente el nombre de B. canis fue adoptado y
reconocido en 1980. Pero despues de 1985, una sola especie Brucella melitensis es
reconocida en el sene del genera Brucella.

Las Brucellas clasificadas de especies en las antiguas nomenclaturas, son ahara
clasificadas de biovares. Asi, aplicando las nuevas reglas de taxonomia, B. canis se
clasifica como B. melitensis, biovar, canis. Pero el subcomite de taxonomia del genero
Brucella acepta que se utilizen las deneminaciones antiguas en las publicaciones que
no tratan de taxonomia. Es por eso que en nuestra tesis nosotros lIamaremos a la
bacteria responsable de la brucelosis canina Brucella canis. (26)

4.1.2. Descripcion de Brucella canis, cepa salvaje

Carmichael et Bruner publican desde el ano 1968 los resultados de un estudio
bacteriol6gico muy completo sobre esta nueva especie de Brucella.

La cepa de referencia fue designada por la sigla RM 6/66, ella fue aislada
originalmente de fluidos alantoideos y de diferentes organos ( rinon, pulm6n e higado)
de aborto de caninos de raza Beagle. Los cultivos fueron realizados sobre los medios
comunes de cultivo de Brucella 0 sea, sobre gelosa 0 caldo triptosa 0 medio Albimi
(agar tripticasa soja enriquecida con extracto de levadura). (26)
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4.1.2.1. Caracteristicas culturales

EI crecimiento en agar triptosa en medio aer6bico es 6ptimo a 37°C. Pequenas
colonias redondas se reconocen a simple vista luego de 36 horas de incubaci6n. Estas
son de color blanco grisaceas y ligeramente traslucidas.

Brucella canis es una especie de Brucella espontaneamente en fase rugosa.
Luego de una semana de cultivo las colonias son muy mucoides y dificiles de levantar
de su medio de cultivo. Esta fuerte viscosidad es en parte debida a las propiedades de
algunos antigenos de superficie de B. canis.

Estas bacterias pueden igualmente crecer en medias liquidos como en caldo
triptosa; luego de 48 horas de incubacion, aparece una ligera turbidez y luego un
sedimento viscoso se deposita despues de algunos dias de crecimiento. (26)

4.1.2.2. Caracteristicas morfol6gicas

Microsc6picamente B. canis es una bacteria inmovil, acapsulada, no esporulada,
de un largo de 0.5 a 2 micrometros y de un ancho de 0.3 micr6metros.

En los aislamientos frescos tiene forma de coco pera luego de numerosas
transferencias en medios artificiales se vuelve bacilar. Par 10 tanto podemos calificar a
esta microorganismo como cocobacilo. Este es gram negativo, pero en las
preparaciones obtenidas a partir de cultivos muy jovenes, tiende a retener parcialmente
-Ia coloracion de Gram. (26)

4.1.2.3. Caracteristicas bioquimicas y metab6licas

B.canis es una bacteria aer6bica estricta. Desde el punta de vista bioquimico
tiene un metabolismo respiratorio oxidativo, pero ella no fermenta los hidratos de
carbono. Es catalasa positivo, oxidasa positivo, ureasa positivo, indol negativo, no
utiliza el citrato, no produce sulfuro de dihidr6geno y no crece en el medic de Mac
Conkey.

4.1.2.4. Caracteristicas antigenicas

Se distinguen dos tipos de antigenos:

A) de superficie
B) Internos 0 citoplasmaticos
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A) Antigenos de superficie

Dentro del genero Brucella existen dos categorias de antigenos de superficie: los
lipopolisacaridos de tipo S (B. abortus, B. melitensis, B. suis y B. neotomae) y los
lipopolisacaridos de tipo R (B. ovis y B canis).

La diferencia entre las especies lisas (5) y las especies rugosas (R), se basa en
la composicion del lipopolisacarido (LPS) de la pared celular, especificamente de la
cadena polisacarida O. En el LPS de las cepas R, la cadena 0 esta ausente 0 bien,
presenta pocos residuos de formamido-deoximanosa. La importancia de la cadena 0
radica en que es el componente antigenico de superficie mas expuesto de la pared
celular y constituye par ello un antigeno inmunodominante en la respuesta humoral de
los animales infectados, de hecho, es el mayor determinante antigenico involucrado en
las reacciones serologicas de las pruebas de diagnostico. La diferencia estructural entre
las cadenas 0, explica la reactividad serologica cruzada que ocurre s610 entre las
especies rugosas, B. ovis y B. canis. (4) Los antigenos somaticos de B. canis son
comunes con ciertos serotipos de Pasteurella multocida, Actinobacillus equlii, Bordetella
bronchiseptica y cepas mucoides de Pseudomona aureginosa. (4,7)

B) Antigenos internos

Los antfgenos citoplasmaticos son protefnas especificas, mas de 30 proteinas
diferentes han side identificadas. La mayoria de estos antigenos internos son comunes
a todas las Brucellas R y S, perc no tienen ningun parecido con los de otras bacterias
gram negativas. (26)

Las propiedades de estos tipos de antigenos tienen consecuencias sobre el
serodiagn6stico.
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Figura 1: Diferencias en la estructura de la pared celular entre las especies R y S
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4.1.2.5. Sobrevida y resistencia

B. canis puede sobrevivir en el ambiente por un corto periodo de tiempo aun en
condiciones apropiadas y as rapidamente inactivada por los desinfectantes habituales
(fenol, formal, claro y derivados del amenia cuatemario). Resiste la congelaeion y
descongelaei6n. (4)

4.1.3. Propiedades biologicas de una variante M- de B. canis

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

Esta variante es mucha menos mucoide que la cepa salvaje de B. canis. Ella es
designada por la sigla 8M por suave mucoide 0 M-. (26)

4.1.3.1. Caracteres culturales

Sobre medias solidos la B. canis M- crece mas lentamente que la B. canis M+.

Las colonias son menos granulosas y no tienen tendencia a adherirse a la
superficie del agar luego de varios dias de crecimiento.

En medio Hquido no hay dep6sito de sedimento viscoso antes de 2 0 3 semanas
de cultivo.

In vitro luego de numerosas transferencias en caldos, la variante M- puede dar
colonias de tipo M- y M+, pera in vivo esta variante es geneticamente estable. (26)

4.1.3.2. Caracteres estructurales y antigenicos

Las dos variantes de B. canis poseen los mismos antigenos proteicos internos.

Un estudio comparativo de antigenos de la pared de los dos tipos M+ y M- de B.
canis muestran que, desde un punto de vista serol6gico, elias estan muy pr6ximos. Sin
embargo, existen diferencias fisicas importantes a nival de los polimeros complejos que
son parte integral de la pared pero que no intervienen en los determinantes antigenicos.
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Asi, los antigenos de superficie de B. canis M- tienen una talla y una carga
negativa superiores a la variante M+ perc son menos hidr6fobos. Tener en cuenta la
caracteristica hidr6foba de la pared es importante porque ha sido demostrado que en
otras bacterias, al aumanto de este caracter puede ponerse en paralelo con un aumento
de la adherencia de la bacteria a las mucosas del huesped y a un aumento de su
virulencia.

Esto es interesante a considerar cuando se sabe que la variante M+ es mas
virulenta que la M-. (26)

4.1.3.3. Poder pat6geno

B. canis M- es muy poco pat6gena en relaci6n can la cepa salvaje. La dosis
infectanta minima es 5 veces superior. Esta variante no provoca aborto, los cachorros
nacidos de madres infectadas son sanos y no produce epididimitis en el macho.

Una ligera adenomegalia esta presente asi como una bacteriemia que dura
menos tiempo (un maximo de 9 meses) en comparaci6n con la infecci6n de la variante
M+(6 a 64 meses).

Las propiedades de esta variante seran relevantes al momento de elaborar una
vacuna. (26)

4.2. ESPECIES SENSIBLES

AI contrario que las brucellas en fase lisa que pueden infectar varias especies de
animales diferentes, B. canis tiene un margen de huespedes reducido, afectando s610 a
perros y canidos salvajes (zorros, coyotes) en condiciones naturales. Mediante
inoculaci6n experimental se ha provocado una infecci6n leve y transitoria en bovinos,
ovinos, cerdos, gatos, cobayos, conejos y ratones. (4,7)

No tiene predilecci6n de raza, sexo ni edad afectando a cualquier animal.

La infecci6n varia de acuerdo a la edad del animal, condiciones de alojamiento y
localizaci6n geografica. Las mascotas caninas en ambientes suburbanos tienen menor
predominancia en comparaci6n con los perros callejeros en areas pobres, que reflejan
alta densidad demografica y cruzamientos no controlados. (7)
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4.3. FUENTES DE INFECCI6N

Los perros infectados enfermos 0 sin sintomas son excretores de germenes.

En la perra la fuente de infecci6n son los fetos abortados, tejidos placentarios
eliminados durante el aborto, secreciones vaginales post aborto (hasta la sexta
semana) y durante el estro.

La leche de las hembras infectadas tambien contiene bacterias pero en menor
numero, siendo una fuente de infecci6n para los cachorros, aunque generalmente estos
ya han sido afectados en el utero. (7)

En el macho el esperma es la principal fuente de infeccion, entre la tercera y la
undecima semana post infeccion se aisla la mayor cantidad de bacteria en el eyaculado
de los perros infectados. Se nota eliminacion intermitente en poca cantidad hasta 60
semanas post infecci6n y puede continuar par lapsos cercanos a los 2 anos. (7,22)

La orina es igualmente un material virulento. La excreci6n urinaria comienza
pocas semanas despues de la bacteriemia persistiendo por al menos 3 meses en
concentraciones que varian de 103 a 106 microorganismos/ml. (5,7) Los datos parecen
sugerir que los microorganismos en orina podrian ser derivados de los 6rganes
reproductores (pr6stata, epididimo, testfculo) mas que de la vejiga, al menes en el caso
de los machos. (12) Esta diferencia sa puede explicar por el trayecto de la uretra a
traves de la pr6stata (6rgano. que alberga un gran numero de bacterias) y par la
existencia de un flujo retr6grado de Hquido prostatico hacia la vejiga.

Otras fuentes de infecci6n como las heces, las secreciones salivales y nasates
no pueden estar campletamente excluidas, pera ningun estudio ha mastrado su ral en
la transmisi6n de la enfermedad.
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4.4. FORMAS DE TRANSMISION

La infeccion ocurre a traves de la mucosa bucal, nasal, conjuntival y genital,
siendo la via oralia mas comun. La dosi~nima infecciosa oral para perros es cercana
a 106 ufc/ml y de 104 a 105 ufclml por via conjuntival. (4,5,7)

La transmision puede ser directa por contacto estrecho durante un periodo
prolongado, asi como por via ~nerea, siendo mas frecuente cuando un macho
infectado monta a una hembra sana que a la inversa.

EI mayor riesgo de contaminaci6n no sexual se da en el momento del aborto
donde las secreciones, que pueden contener hasta 1010 microorganismos/mL, entran en
contacto con las mucosas del animal sano.

La via congenita 0 intrauterina adquiere importancia en la diseminaci6n de la
brucelosis a cachorros.

La transfusion sanguinea, inseminacion artificial, utilizacion de vaginoscopios y
jeringas tambien son medios de transmision de la enfermedad. (7)

4.5. PATOGENIA

A diferencia de la mayoria de las bacterias pat6genas, Brucella carece de los
clasicos factores de virulencia asociados al dano tisular tales como capsula, pili,
flagelos, exotoxirws, exoenzimas, esporas, plasmidios y fagos Iisoglmicos. Se asume
entonces que la virulencia estaria basada fundamentalmente en su capacidad de
infectar celulas fagociticas y no fagociticas. Se piensa que esta capacidad estaria dada
a su vez por la capacidad de homeostasis y propiedades de su membrana externa que
Ie permitirian a la bacteria invadir, sobrevivir y replicarse en el interior de la celula
hospedadora. (4)

Ella es marcadamente resistente a sustancias bactericidas presentes en los
lisosomas y fluidos corporales y, a la acci6n bactericida de cationes que rompen la
pared celular de la mayoria de las bacterias gram negativas y positivas. En las celulas
fagociticas, polimorfonucleares y mononucleares, usa mecanismos que evitan 0

suprimen la respuesta bactericida. (4)

Dicha capacidad de resistencia a la muerte intracelular que demuestra Brucella,
explica la cronicidad de la infecci6n y su persistencia en el huesped. (4)

Una vez que ingresa la bacteria en el perro, es rapidamente fagocitada por
macr6fagos donde es capaz de sobrevivir y multiplicarse gracias a su capacidad de
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inhibir la formacion del complejo fagolisosoma, impidiendo asi la accion litica de
enzimas lisosomales. En la endocitosis realizada par neutrofilos, eosinofilos, monocitos
y macrofagos, se produce la activaci6n de la degranulaci6n y de otras celulas del
sistema inmune a traves de la liberacion de citoquinas. B. canis resistiria la accion del
peroxido de hidr6geno y radicales hidroxilos formados a traves de las enzimas
super6xido dismutasa y catalasa que eliminan completamente estos radicales.
Posteriormente, por via linfatica, la bacteria invade los ganglios regionales, los que se
yen aumentados de volumen a expensas de una hiperpla8ie linfoide y de macr6fagos.
(4,5)

Si B. canis logra veneer la barrera inmunitaria, se propaga via linfatica 0

hemat6gena, provocando una bacteriemia 1 a 4 semanas posterior a la infecci6n, la que
puede persistir por largos periodos (6 a 64 meses). (4,5,7,22)

Los sitios preferenciales para la bacteria son:

• los tejidos ricas en celulas reticulo-endoteliales: n6dulos Iinfaticos, higado,
bazo; donde con la participaci6n del sistema monocito-macrofago induce,
nuevamente, hiperplasia linforeticular.

• los tejidos bajo la influencia de esteroides gonadales: prostata, epididimo,
testiculos, utero y placenta, donde produce una fuerte infiltraeion de
celulas inflamatorias. Es importante resaltar que el utero no gravida y en el
periodo de diestro no as en general un sitio privilegiado para este
microorganismo. (7)

Una vez colonizado el utero, la bacteria invade el epitelio trofoblastico que
envuelve el embrion produciendo una placentitis. Existe replicaci6n bacteriana a nivel
intracelular de los trofoblastos y de alii pasan al epitelio corioalantoideo; tras destruir los
trofoblastos, migra a otras celulas y tejidos vecinos. (4) La lesion histologiea de base es
una necrosis de coagulacion de las vellosidades corionicas. (26)

Otros organos afectados son:

• Discos intervertebrales, donde lIega a traves de la circulacion endoarterial
provocando una discoespondilitis. (7)

• Ojo, donde provoca una inflamaeion y produccion local de antieuerpos, 10
que resulta en graves lesiones oculares (por ej. uveitis anterior)

• 6rganos que tienen propiedades de filtraci6n, pueden sufrir dafios debido
al deposito de inmunocomplejos dando lugar a glomerulonefritis,
meningoencefalitis, etc. (7)
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CUADRO I: PATOGENESIS SECUENCIAL DE u\ BRUCELOSIS CANINA

ABORTO

Orina Secreciones vaginales Via venerea

Conjuntiva y mucosa
oronasal

I
Mucosa genital

Fagocitos Macr6fagos
Neutr6filos (ataque no efectivo)

Gangltos Iintaticos regionales

Tracto genital
Ganglios regionales

BACTERIEMIA
relacionada con

~ celulas
~ (6-36 meses)

/
Hembra gestante

\
Infertilidad

aborto,
cachorros
debiles

\
Otero

Macho Adulto

I \
I ~

Pr6stata Epididimo

1

Eliminaci6n
en orina Aglutininas espermaticas

activaci6n de macr6fagos

Epldidimltis, anormalidades espermaticas
Atrofia testicular. infertilidad

1

1

Celulas MPS se
multiplican y persisten en

bazo, higado. ganglios
Iinf4ticos

Hiperplasia
reticuloendoteliaI

Hipergiobulinemia

Carmichael LEI Greene CE (1993)
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4.5.1. Aspectos de la inmunidad

Como en todas las bacterias que son intracelulares, la inmunidad celular
desempena un rol fundamental, aunque no exclusivo. En la brucelosis la proteccion
proviene de linfocitos COB y CD4. Los anticuerpos refuerzan la capacidad de los
fagocitos toda vez que son capaces de cubrir a la bacteria. De hecho, los antigenos
bacterianos son capaces de aumentar la formaci6n, atracci6n y activacion de gran
numero de macr6fagos, sin la mediacion de la inmunidad celular. Claramente, el LPS
activa la fagocitosis y ciertas proteinas de la membrana bacteriana inducen la liberacion
de interleucinas que a su vez aumenta la infiltracion de fagocitos en al bazo y la
produccion de nuevos fagocitos. La intensa respuesta inflamatoria hiperplasica, la
inmunidad mediada por celulas y por inmunoglobulinas, contribuyen a la eliminacion de
la bacteria; de no lograrse, se inicia la cronicidad caracteristica de esta enfermedad. (4)

4.6. MANIFESTACIONES CLfNICAS

EI periodo de incubacion de la enfermedad es de 1 a 2 semanas.

Las infecciones ocultas son muy frecuentes, 30-50 % de los animales infectados
no presentan sintomas. (26)

Los perras infectados rara vez presentan compromiso general; la pirexia as un
signa poco cornun debido a la escasa cantidad de endotoxina presenta en la pared de
esta bacteria.

En las hembras, 10 mas frecuente as al aborto subito al dia 45-55 de gestacion.
Un estudio de Carmichael y Kenney en 1968 muestra que el 850/0 de las perras abortan
en aste periodo (ver fig.2). Este se caracteriza por secrecion vaginal de color cafe 0 gris
verdosa que dura de una a seis semanas. Los fetos abortados pueden observarse
parcialmente autolizados sin una lesi6n caracterrstica que haga sospechar de
brucelosis. Estos presentan edemas subcutaneos y zonas congestivas 0 hemorragicas
en la region abdominal. (4,7)

En ausencia de aborto, las hembras pueden parir crias debiles que terminan par
morir dentro de las primeras 48 hs, 0 bien, parir cachorros que sobreviven y que como
unica manifestacion clinica de la infeccion presentan una linfoadenopatia periferica
generalizada, al menos hasta la pubertad. Menos frecuente que el aborto es la muerte
embrionaria que ocurre tempranamente y que sa percibe mas bien como falla en la
concepcion. Es importante recordar que la infecci6n no produce alteracion en el astro
de la perra, por 10 tanto una hembra con reabsorci6n vuelve a presentar su cela en el
proximo cicio. (4,7) .'
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Figure 2: Frequence de l~avQrtement bOlcel1igue en (ODelia" du stade de

gestation (22).

Figura 2: Porcentaje de aOOtos en funci6n del estado de gestaci6n.

Leone AC (2000)

CUADRO II: ACCIDENTES GENITALES OBSERVADOS LUEGO DE LA INFECCION POR B. CANIS

, , .' ' , . ~\ " ':::" l:'~!l.'~ ':}':'!
~

" ,-.', .f., -. ":~~~:.

Aborto seguido de un celo normal 12 10
2 abortos consecutivos 32 26
3 abortos consecutivos 6 5
Aborto seguido de esterilidad par 10 manos en dos
ciclos seguidos 12 10
2 abortos separadas por un celo normal 12 10
Esterilidad aparente al menos en 2 ciclos consecutivos 28 23
Esterilidad aparente al menos en 2 ciclos consecutivos
seguidos de un aborto 8 6
2 abortos seguidos de un calo normal 12 10

Leone AC (2000)
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En los machos produce epididimitis y orquitis no supurativa acompaiiada de
extravasacion de espermatozoides a traves de los tubulos seminiferos. EI escape de
estos explica una autosensibilizaci6n con aparici6n de anticuerpos antiespermatozoides
y reacciones de hipersensibilidad tardia contra antigenos espermaticos, situacion que
contribuye a perpetuar la epididimitis y detener la espermatogenesis (azoospermia) en
casos cronicos. Entre las alteraciones espermaticas se destacan la disminuci6n del
volumen del eyaculado con presencia de gran cantidad de celulas inflamatorias y de
hasta u~ 90% de espermatozoides anormales. Dentro de las anormalidades mas
frecuentifs se senafan celulas espermaticas inmaduras, retencion de gota
citoplasmatica proximal, presencia de colas enrolladas, desprendimiento de cabezas y
aglutinacion cabeza-cabeza. Todo esto explica la infertilidad irreversible, caracteristica
de los machos infectados. (4,5,7)

Adicionalmente, se observa dermatitis escrotaf producto no solo del estado de
hipersensibilidad sino tambien del exceso de lamido por dolor. En estados mas
cranicos, estos procesos inflamatorios tenninan con atrofia testicular uni 0 bilateral.
(4,7)

Otros signos mas generales de la enfermedad consisten en la perdida de brillo y
sequedad del pelo, linfoadenopatia generalizada, cambios de comportamiento tales
como indiferencia al medio, anorexia y depresi6n.

Otras manifestaciones clinicas menos frecuentes corresponden a osteomielitis,
esplenomegalia, poliartritis, discoespondilitis, glomerulonefritis, uveitis anterior
recurrente , edema corneal y meningoencefalitis. (4,7)

Un estudio revel6 que la discoespondilitis se produce con mayor frecuencia en
perros de talla grande, que los machos se afectan 2 veces mas que las hembras y que
los discos intervertebrales de la regi6n toracolumbar y lumbosacra son las mas
afectadas. (25)

En otro ensayo, se estudio la prevalencia de lesiones oculares en caninos
examinados par brucelosis canina en 19 hospitales veterinarios en los EEUU y Canada,
entre marzo de 1964 y marzo del 2003, encontrandose un valor del 14.2% (38/313).
(32)

Si bien se han descrito casos de recuperacion espontanea entre 1 a 5 anos
posinfecci6n, esta es poco frecuente. Estos animates presentan bajos tftulos de
anticuerpos y son inmunes a la reinfecci6n. A nivel experimental se ha demostrado que
perros infectados y recuperados mediante tratamiento con drogas especificas quadan
susceptibles a una nueva infecci6n por via oronasal. (4,7)
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4.7. BRUCELOSIS EN EL HOMBRE

Esta enfermedad es una zoonosis de baja intensidad. Los humanos son
susceptibles a B. canis, pero las infecciones no son comunes, y elias son usualmente
ligeras.

Los sintomas clinicos consisten en fiebre, cefaleas, escalofrios, perdida de peso,
linfoadenopatra, faringitis y malestar general, presantando como complicaciones raras:
endocarditis, meningitis, artritis, hepatitis y abscesos viscerales. (7,14,15)

4.8. DIAGNOSTICO

EI diagn6stico aun continua siando uno de los mayoras problemas en al control y
prevenci6n de esta enfermedad.

4.8.1. Elementos cHnico-eDidemiol6gicos

4.8.1.1. Sospecha

Los srntomas y las lesiones provocadas par la infecci6n por B.canis no son
especificos, por 10 tanto el diagn6stico cUnico as imposible, solo podemos emitir
sospechas.

En el plano clinico, la brucelosis debe ser sospechada cuando los animales
sufren de problemas reproductivos (abortos, esterilidad, epididimitis, etc.).

En el macho, las anormalidades del espermiograma permiten reforzar las
sospechas, perc estas no son especificas de B.canis.

En caso de discoespondilitis, hay que pensar en incriminar a B.canis.

Los valores hematol6gicos y bioquimicos no estsn alterados 0 son inespecificos
en la brucelosis canina. La hiperglobulinemia con hipoalbuminemia concomitante ha
side el hallazgo mas constante en easos de infeccion croniea. (7,20)

En el plano epidemiologico, esta enferrnedad debe ser sistematicamente
buscada en aquellos criaderos en los que la tasa de aborto supere el 20/0, 0 cuando mas
del 10% de las perras son servidas sin exito, estas cifras estan consideradas como de
umbral patol6gico. (26)
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4.8.1.2. Diagn6stico diferencial

En la hembra hay que distinguir el ataque de B.canis de todas las otras causas
de infertilidad, aborto y mortalidad neonatal.

Los principales agentes infecciosos, bacteriol6gicos, virales y parasitol6gicos
capaces de provocar estos sintomas se describen en al cuadro III.

Las bacterias responsables de aborto son a menudo no espacificas. Algunas
existen normalmente en estado sapr6fito en las vias genitales femeninas (como E.coli 0

estreptococos beta hemoHticos del grupo G) pera elias pueden ser al origen de la
infeccion si las defensas del organismo maternal disminuyen 0 si el numero de
germenes aumentan anormalmante (por ejemplo cuando las condiciones de higiene del
entomo son muy malas).

En el macho las orquiepididimitis pueden ser causadas par B.abortus 0 par la
multiplicacion excesiva de bacterias sapr6fitas de la piel que van a contaminar los
6rganos genitales par via ascendante.

En al caso de la discoespondilitis, el agente causal mas comunmente implicado
as el Staphilococcus aureus.

Por todo esto, la confirmaci6n por media del laboratario se hace imprescindible
para el diagn6stico de B.canis. (26)

CUADRO III: AGENTES INFECCIOSOS RESPONSABLES DE ABORlO YMORTALIDAD
NEONATAL EN PERRAS.

Leone AC (2000)
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4.8.2. Diagn6stico de laboratorio

4.8.2.1. Diagn6stico directo: Bacteriologia

EI aislamiento bacteriano es el metodo ideal, sin embargo esta bacteria es de
dificil cultivo y lanto desarrollo. B.canis tiene un tiempo de multiplicaci6n mas tento que
la mayorfa de las bacterias comensales contaminantes, es necesario par ella utilizar
medios selectivos como agar Albimi 0 agar Brucella para su cultiva. A diferencia de
otras especies del genera, B. canis no necesita la adici6n de C02 para crecer. Su
desarrollo in vitro as lento, pudiendo aparecer a los 2 a 3 dras de incubaci6n a 37°C las
primeras colanias, pequeiias y de apariencia translucida. (4)

Para el aislamiento, las muestras de sangre son validas a partir de la primera
semana post infecci6n, sin embargo, dado que la bacteriemia es interrnitente y su
presencia no se puede predecir clinicamente (ausencia de pirexia), su interpretacion
debe ser cautelosa, as decir, un cultivo negativo no descarta totalmente la infeccion. (4)

En algunos perros, en especial los machos, el urocultivo resulta positivo, cuando
los hemocultivos son negativos; sin ert:lbargo, a menas que se realice cistocentesis, el
aislamiento de B. canis en orina es difrcil, par la abundancia de contaminantes. La
recolecci6n de semen por eyaculaci6n es util para al cultivQ durante los primeros 3
meses de la infecci6n, cuanda es mayor la concentracion de micraorganismos. (7)

B. canis puede aislarse de tejidos obtenidos en la necropsia. Las fuentes mas
frecuentes son: ganglios linfaticos, bazo, higado, medula 6sea y 6rganos reproductores
de los machos. En las hembras, los tejidos mas usuales para el aislamiento son: utero
gravida a en estro, placenta y Hquidos vaginales a uterinos. (7,22)

CUADRO IV: CONFIRMACION DE LA INFECCION POR B. CANIS

Exudado
posaborto
Placenta
Material
abortado
Semen

Sangre

Cuando se presenta

Cuando se presenta

Cuando se presenta

3-11 semanas despues de la infecci6n

12-60 semanas despues de la infecci6n

> 60 semanas despues de la infecci6n

5-30 semanas despues de la infecci6n
6-12 meses despues de la infecci6n
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Positivos

Positivos

Pueden ser negativos

Positivos
Positivos perc sa eliminan pacos

microorganismos
Negativos

100 % Positives
>80% positives



28-48 meses despues de la infecci6n 50-80% positivos
48-58 meses despues de la infecci6n 25-50% positivos
> 58 meses despues de la infecci6n < 25% de la infeccion

Epididimo 35-60 semanas despues de la infecci6n 50-100ok positivos
> 100 semanas despues de la infecci6n Negativos

Orina 8-30 semanas despues de la infeccion Por 10 general positivos; los machos
eliminan mas microorganismos

Pr6stata Hasta 64 semanas despues de la Por 10 general positivosinfecci6n
Ganglios

Iinfaticos,bazo
Cuando el animal es bacteremico Por 10 general positivosy medula

6sea
Cuando el animal no es bacteremico Positivos 0 negatives

Ojo Cuando hay uveitis Per 10 general positivos
Disco Cuando hay discoespondilitis Positivos 0 negativosintervertebral

Leone AC (2000)

Medios de cultivo utilizados

Los medios de cultivo de gelosa s6lidos utilizados para el cultivo de otras
especies de Brucella, son satisfactorios para aislar B. canis, como ser agar dextrosa
con suero, agar triptosa con suero y agar tripticasa soja. EI medio selectivo
recomendado par Kuzdas y Morse (1953) puede prepararse agregando al medio basico
cicloheximida, bacitracina y polimixina B, principalmente para el cultivo de material que
pueda estar contaminado (muestras que no sean sangre) 0 si realizamos un repique a
partir de un caldo. (2,26) Para los hemocultivos se recurre eseencialmente al caldo
tripticasa soja enriquecido con extractos de levadura. (26)

Los medios de cultivos Ifquidos son menos utilizados.

4.8.2.2. Diagn6stico indirecto: Serologia

Franta a las desventajas del aislamiento como metodo tradicional de diagn6stico,
las teenicas serol6gieas que determinan la presencia y titulo de anticuerpos anti B.
canis constituyen hoy el metoda mas utilizado, ya que se realizan en un eorto tiempo y
son faeiles de lIevar a cabo. Tienen como contrapartida el hecho de que sa pueden
cometer errores en la interpretacion debido a la reactividad cruzada con otros
mieroorganismo~. Ademas, los resultados suelen sar negativos cuando al animal ha
estado infectado por menos de 4 semanas, euando tiene una infeccion cr6niea 0 ha
recibido antibioticoterapia; ya que los titulos de antieuerpo permanecen altos en tanto
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persista la bacteriemia y cuando esta ultima se toma intermitente 0 remite (como
sucede en la infecci6n cr6nica) declinan los titulos y pueden tornarse equivocos 0

negativos por falta de estimulaei6n antigenica. (23)

Pruebas serol6gicas mas utilizadas:

• La prueba rapida de aglutinaci6n en placa (RSAT) es economica, rapida,
sensible (99 0/0), Y detecta anticuerpos en forma temprana con resultados
positivos 3-4 semanas posinfecci6n (PI); tiene como desventaja que. no es
especifica, dando falsos positivos. Su baja especificidad «50%) puede
mejorarse con la adici6n a los sueros de 2-mercaptoetanol (ME- RSAT),
ya que este destruye los puentes disulfuros de las IgM que son las
responsables de dar reacciones inespecificas. Una modificacion de la
RSAT, que utiliza la variante M- de B. canis reduce aun mas el promedio
de resultados positivos falsos obteniendose una especificidad cercana al
90% sin alterar la sensibilidad.

• La prueba de aglutinaci6n en tubo (TAT) as una tecnica semicuantitativa,
de sensibilidad similar a la RSAT, obteniendose resultados a las 3-6
semanas PI. Lamentablemente sa obtienen los mismos resultados
inespecificos y no esta bien estandarizada entre los laboratorios. EI
agregado de 2- Mercaptoetanol tambh~n incrementa la especificidad (ME
TAT).

• La inmunodifusi6n en gel agar (IOGA) tambien es muy utilizada.
Empleando antigeno lipopolisacarido de la pared celular, es mas
especifica que los metodos de aglutinaci6n y detecta anticuerpos entre las
5 a 10 semanas PI. Empleando antigenos internos (proteinas
citoplasmaticas) es mas sensible en la datecci6n de casos cr6nicos (hasta
12 meses despues del case de la bacteriemia) cuando otros analisis son
ambiguos 0 negativos, detectando anticuerpos a las 8 a 12 semanas PI.
(22) Estos antigenos internos s610 son compartidos por otras brucelas.

Otras tecnicas:

• La reacci6n de fijaci6n de complemento (Fe) es ampliamente utilizada
para el diagn6stico de infecci6n por B. ovis y B. abortus, presentando
sensibilidad y especificidad elavadas. Esta detecta la IgG que es mas
especifica que la IgM, disminuyendo al numero de talsos positivos. Sin
embargo, as poco utilizada en la rutina para el diagn6stico de infecci6n de
caninos por B. canis. (14)
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• La contrainmunoelectroforesis es utilizada ocasionalmente para el
serodiagn6stico de la brucelosis canina. Es una tecnica valida pero su
utilizacion no se ha desarrollado porque no ofrece mas avance que los
reportados con la IOGA.

• La inmunofluorescencia indirecta (IFA) es empleada por pocos
laboratorios debido a la poca sensibilidad y especificidad. Los resultados
del Laboratorio de Oiagn6stico de Cornell indican una alta proporci6n de
falsos positivos con esta prueba. (8)

• La tecnica de ELISA es una de las ultimas que han sido descritas, la
ventaja recae en su capacidad de detectar tempranamente la infecci6n
cuando las tecnicas de aglutinaci6n tradicionales han side negativas.
Puede emplear como antigeno extractos de la pared celular de B. canis M
siendo mas especifica pera menos sensible que los metodos
convencionales (de aglutinaci6n e IOGA). Cuando utiliza como antigeno
proteinas citoplasmaticas, tiene una alta sensibilidad y aspecificidad para
el diagn6stico de la brucelosis canina. (33)

Hasta la facha, ninguna de las pruebas serol6gieas disponibles sa considera de
mayor eficieneia en al diagn6stico de la brucelosis canina, debiendo en 10 posible
corroborar un resultado positivo ya sea mediante otra prueba serologiea mas especifica
(ELISA) 0 bien por intentos de aislamiento. (4)
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Figura 3: Sensibilidad de los diferentes test serol6gicos en funci6n del tiempo sobre
perras infectados experimentalmente (Carmichael, Zaha, Flores-Castro, 1983).
Leone AC (2000)

4.9. TRATAMIENTO

EI tratamiento es care y es dificil alcanzar la cura, especialmente en machos
cr6nicamente infectados. Se requieren cultivos de sangre repetidos y monitoreo
serol6gico por al menos 3 meses despues del tratamiento. Es cornun que la
enfermedad reaparezca despues del tratamiento con antibi6ticos. Aun si el organismo
es exitosamente eliminado, los machos frecuentemente quadan esteriles par al dana
irreversible de los testiculos y epididimos. (8)

Se cree que la castraci6n del macho 0 de la hembra elimina en gran medida el
riesgo de transmisi6n par el perro infectado, aunque los organismos no son eliminados
del cuerpo. lodos los perros castrados deben recibir una serie de tratamiento
antibi6tico.(8)
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Los resultados mas exitosos y practicos han sido obtenidos can una combinaci6n
de tetraciclina y estreptomicina administradas durante los primeros 3 meses de la
infecci6n. Se ha alcanzado un promedio de curaci6n de mas del 80% en criaderos
infectados, donde los perros inicialmente diagnosticados como infectados fueron
sacrificados, y los casos adicionales (en la primera parte de la infecci6n) fueron
tratados. La dihidroestreptomicina ( 10 mg/kg 1M, 2 veces al dia) as administrada por 7
dias con la tetraciclina ( 25 mg/kg via oral, 3 veces al dia) por 4 semanas. Durante los
ultimos 7 dias del tratamiento con tetraciclina, otra vez sa administra la estreptomicina.
En algunas instancias en que al primer tratamiento falla, una segunda serie ha sido
exitosa. (8)

Existen diversos protocolos para el tratamiento de la brucelosis canina que se
describen en el cuadro V.

Es importante resaltar que la respuesta a la terapia antibi6tica as mas exitosa en
infecciones tempranas y a medida que va aumentando la cronicidad el pron6stico as
mas desfavorable. (8)

EI fracaso terapeutico es atribuido a la localizaci6n intracelular de la bacteria y a
la colonizaci6n de tejidos donde la perfusi6n de ciertas drogas as escaS8. (4,26)

EI tratamiento no es recomendado para perros en reproduccion. (8) Debido al
costa del tratamiento, costa de mantener animales subfertiles e infertiles, reducci6n
global de la eficiencia reproductiva de la colonia, disminuci6n del numero de cachorros
que sobreviven al destete y persistencia de la infeccion en la colonia, finalmente es mas
economico analizar y excluir que intentar el tratamiento. (22)

A diferencia del perro, los humanos infectados usualmente responden
rapidamente a los antibi6ticos (tetraciclinas 0 tetraciclinas yestreptomicina).

CUADRO V: RESULTADOS DE ESTUDIOS SOBRE LOS TRATAMIENTOS MEDICOS DE LA
BRUCELOSIS CANINA (Segun Nicoletti yChase).

Tetraciclina
Tetraciclina
mas sulfadimetoxina
Minociclina +

Estre tomicina
Minociclina
Oxitetraciclina +
Estre tomicina
Tetraciclina des (jas
Estre tomicina

in ect.
en 2 veces
en 3 veces
en 2 veces

25

Oral, 14 dias
Oral. 14 dias
Oral, 14 dias
Oral, 14 dias 15/18
11M, 7 dias
Oral. 14 dias 3/11
11M, 4 in ecciones or 3 semanas 19/24
11M, los 7 rimeros dfas
Oral, 14 dias 0/6
11M, 14 dfas



despues

Trimetroprinsulfa 30 mg/kg en 2 veces Oral, 14 dias
Ampicilina despues 750 mg en 3 veces Oral, 21 dias 3/4
Tetraciclina mas 750 mg en 3 veces Oral, 21 dias
Estreptomicina 500 mg en 2 veces Oral, 21 dias
Tetraciclina despues 750 mg an 3 veces Oral, 21 dias 4/4
Tetraciclina mas 750 mg en 3 veces Oral, 21 dias
Estreptomicina 500 mg en 2 veces 11M, 21 dias
Tetraciclina 750 mg en 3 veces Oral, 21 dias 0/4
Ampicilina 750 mg en 3 veces Oral, 21 dias 0/4
Tetraciclina mas 30 mg/kg en 3 veces Oral 30 dias 15/20 y 17/20

11M dia 18 a dia 7, despues dia 24 , despues del
Estreptomicina 3,4 mg/kg despues dia 30 2° tratamiento
Tetraciclina mas 60 mg/kg en 2 vaces Oral, 28 dias 81/86
Estreptomicina 20 mg/kg. 11M, 14 dias

Leone AC (2000)

4.10. CONTROL Y PREVENCION

No han sido exitosos los intentos de desarrollo de una vacuna adecuada que
induzca inmunidad, y que no provoque una respuesta serol6gica que interfiera can el
diagn6stico. Debido a la imposibilidad de un tratamiento medico que garantice la
curaci6n bacteriologies y en ausencia de una vacuna, la prevenci6n de la infecci6n
debe sar la principal estrategia de control. (8)

La prevenci6n requiere de pruebas anuales de todos los perras reproductores y
el analisis de todos a ser introdueidos en un kennel. 5610 los perros probados no
infeetados deben ser utilizados. (8)

La RSAT se recomienda como prueba de sereeening, pero los resultados
positivos "siempre deben ser evaluados con otros metodos mas especlficos.

Deben ser requeridos dos resultados negativos hechos con un intervalo de 4 a 6
semanas, para los perros a ser introducidos en la colonia reproductora. Las dos
pruebas deteetaran a los perras que puedan estar ineubando la enfermedad. Si la
hembra aborta, asumir la infeccion hasta que sa pruebe 10 contrario. La hembra debe
ser tenida en aislamiento, y al local desinfectado. Si un perro maeho pierde interes en
servir, 0 desarrolla anormalidades testiculares y pobre fertilidad, deberla sar examinado
por brucelosis. (8)

Es una enfermedad muy insidiosa, en conseeuencia, en el momenta en que se
reconoce al caso Indice (primer animal del grupo en que se reeonoce la enfermedad), al
eUnico debe suponer que muchos miembros de la colonia han tenido la posibilidad de
exponerse y se encuentran en diversas etapas de ineubaeion. Aunque quizas no sea
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factible detectar a estos animates recien infectados mediante las pruebas serol6gicas e
incluso por hemocultivo, ellos son capaces de transmitir la infecci6n a otros. (23)

EI manejo de criaderos infectados lIeva tiempo y es caro. Tan pronto se
diagnostica la brucelosis canina en un criadero, deben ser implementadas vigorosas
medidas hasta que la enfermedad haya sido erradicada. Los criaderos infectados deben
estar cuarentenados, aunque en la mayoria de los estados 0 paises no hay
regulaciones formales. La falta de tales medidas ha conducido a una diseminaci6n
amplia, aun intemacional, de las infecciones por B. canis. (8)

EI analisis y eliminaci6n de los perros infectados as el unico metoda probado de
erradicaci6n de B. canis de un kennel infectado. Debe hacerse un intento para
identificar la fuente de la infecci6n, desafortunadamente, esto as dificil de alcanzar ya
que los duenos de los criaderos no son proclives a admitir la culpabilidad. (8)

Los clientes siempre deben estar informados de los peligros potenciales para la
salud al mantener mascotas infectadas par B. canis. Ha de tenerse cuidado en el
laboratorio, cuando se manejan 0 pipetean muestras remitidas para pruebas
diagn6sticas y los veterinarios realizaran una buena higiene cuando examinen perros
sospechosos, en especial perras que abortaron. (7)

5. MATERIALES Y METODOS

La poblaci6n canina estudiada esta compuesta por animales de diferente raZ8,
sexo, y edades comprendidas entre 1 y 12 anos con y sin sintomatologia sospechosa
de la enfermedad.

De un total de 100 muestras, 39 provinieron del Hospital de la Facultad de
Veterinaria del Uruguay, 22 de cHnicas veterinarias particulares, 21 de un refugio
ubicado en el barrio La Blanqueada y 18 de otro refugio en el barrio Casavalle.

En el momenta de la extracci6n, sa Ilene una ficha clinica individual, conteniendo
datos del propietario y del animal.

Sa extraj0 sangre por puncion con jeringa hipodennica de la vena radial (5 cc),
en forma aseptica e individual, sin anticoagulante, y se proces6 en el Laboratorio del
Departamento de Ciencias Microbiol6gicas de la Facultad de Veterinaria del Uruguay.

En el laboratorio sa obtuvo el suero par centrifugacion a 2000 rpm par 5 minutos
y fue mantenido a -20 °C hasta el momenta de ser procesado.
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5.1. TECNICA DE RSAT (RAPID SLIDE AGGLUTINATION TEST)

EI antigeno utilizado en este trabajo fue B. canis (M-) cedido por el Dr. Bermudez
del Area de Bacteriologia, Departamento de Ciencias Microbiol6gicas de la Facultad de
Veterinaria del Uruguay. En la elaboraci6n del mismo se utiliz6 la cepa de referencia
RM-6/66 de B. canis cedida por el Dr. Casas Olascoaga, y la tecnica empleada fue la
descripta por Carmichael y Joubert (1987).

La tecnica consiste en los siguientes pasos:

- Homogenizar a temperatura ambiente el antigeno

- En un portaobjeto, mezclar 10 ul de suero con 10 ul de antigeno

- Rotar suavemente el portaobjeto con la mezcla durante 2 minutos

- Leer rapidamente al microscopic (10 x)

Interpretaci6n de resultados

NEGATIVO: Se observa elliquido rosado homogeneo.

POSITIVO: Se observan grumos rosados sobre al fonda translucido. (21)

Es importante resaltar que los sueros a examinar deben estar libres de gl6bulos rojos.

5.2. TECNICA DE 2ME-RSAT (2 MERCAPTOETANOL RSAT)

- Mezclar 25 ul del suaro con 25 ul de 2-Mercaptoetanol O.2M en un portaobjetos

- Esperar 1 minuto

- Agregar 50 ul del antigeno agitando suavemente el portaobjetos durante 2

minutos

- Leer rapidamente al microscopio (1 Ox)
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5.3. TECNICA DE IDGA (INMUNODIFUSI6N EN GEL DE AGAR)

EI antigeno utilizado en esta tecnica fue la cepa Reo 198, cedido por el Sr. Pablo
Llerena de la Division Laboratories Veterinaries Miguel C. Rubino, del Ministerio de
Ganaderia, Agricultura y Pesca del Uruguay.

Es un extracto salino de B. ovis que contiene Iipopolisac8rido rugoso, especifico
en precipitaci6n en gel para brucellas rugosas, y algunas proteinas de membrana que
son compartidas con cepas lisas y rugosas de brucellas.

Preparacion del gel:

- Buffer borato 30 mM, ~8.3
Disolver 0.19 9 de scido b6rico (H3B03) + 0.72 9 de KCI+ 95 ml de agua

destilada.

Ajustar el .1La 8.3 con Na (OH) 0.2 N. L1evar el volumen a 100 ml y conservar a
4 °c. ~r

- Gel agarosa- borato

Disolver 0.8 9 de agarosa + 5 ml de solucion borato + 95 ml de suero
hipersalino

(NaCI al 11 0/0). Agitar a bane Maria hasta que la soluci6n se haga homogenea
y transparente. Aiiadir 0.1 % de azida de Na para prevenir la contaminacion.

Preparacion de las placas con el gel:

Con una pipeta colocar 20 ml del agar fundido en una placa de petri. La tecnica
mas apropiada es comenzar a descargar el gel por los bordes de la placa y luego sa
corre lentamente la pipeta al centro con la finalidad de cubrir uniformemente toda la·
superficie.

Se deja solidificar unas horas a temperatura ambiente y luego se lIeva a una
refrigeradora a 4 °C por 48 hs para terminar de facilitar la solidificacion de la capa de
agar.

Pasado este tiempo, perforar el agar con un perforador con disposici6n en
rosetas de 6 con un pocillo central. EI tamaiio de los hoyos y la distancia entre un
pocillo y el otro deben sar de 3 mm.

29



Llenado de los pocillos

Inmediatamente despues de preparada la placa de agar se procedera a montar
los sueros y el antigeno para evitar que la deshidratacion provoque una absorcion muy
rapida de los reactivQs.

Los sueros problemas se depositan en los hoyos perisfericos reservando uno de
los mismos para el suero control positivo de un camero infectado. Se lIenan los pocillos
con 0.03 ml de los sueros, utilizando pipeta automatica 0 en su defecto pipeta Pasteur.
En el caso de que se examinen manos de 5 sueros, los hayos restantes deben lIenarse
con solucion salina.

Colocar 0.03 ml del antigeno en el pacillo central.

Una vez que se hayan depositado el antigeno y los sueros, se debe manipular la
placa con cuidado para evitar la salida de los reactivos de los hoyos.

Par ultimo, las placas se incuban durante 24-48 hs a temperatura ambiente (20
25°C) en camara humeda.

Lectura e interpretacion de los resultados:

La lectura debe realizarse bajo un haz suave de luz indirecta y sobre fondo
oscuro, siendo aconsejable utilizar una lupa.

Los sueros que presenten bandas tipicas de precipitacion se clasifican como
positivos y en los que no se observan dichas bandas se clasifican como negativos.

Cuando no se esta segura de la lectura una vez transcurridas las 48 hs de
incubacion, inundar los porta con abundante cantidad de citrato de Na al 15 ok en agua
durante 15 min; las bandas inespecificas desaparecen normalmente en este tiempo.
(30)

Principia de la tecnica:

Las macromoleculas pueden difundir libremente a traves de geles, estando dicha
difusion limitada por la concentracion del gel.

Utilizando como base el agar disuelto en electrolitos, se puede hacer migrar
antfgenos y anticuerpos, de modo que interaccionen al encontrarse, formando
precipitados que se visualizan como nftidas bandas de precipitaci6n. (30)
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Factores a tener en cuenta para que se produzca la reacci6n:

• Antigenos y anticuerpos deben estar en soluci6n.

• Disposicion adecuada de los sueros y del antigeno; se deben colocar en
hoyos opuestos ya que la difusi6n se produce en forma radial.

• La distancia entre el antigeno y el suero, y el peso molecular influyen en el
tiempo requerido para que ocurra la precipitaci6n (PM mayores de 1).

• La temperatura optima es de 20 a 25°C ( por ejemplo, si es mas elevada
se acelera la reaccion perc con perdida de definici6n).

• EI tamaiio de los hoyos deben estar estandarizados ( 3mm) para que la
proporci6n de los reactivos sea la adecuada.

• Las concentraciones de antigeno y anticuerpo deben ser ajustadas para
que la reaccion de precipitaci6n se produzca en la zona de equivalencia (
distancia media entre ambos reservorios), para 10 cual es importante la
titulacion de cada lote de antigeno con un suero control conocido, a efecto
de lograr la equidistancia en la reaccion y una mayor nitidez de las
bandas. En general, para sueros no diluidos, el antigeno debe estar en
una concentracion aproximada de 1 mg/ml. (30)
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6. RESULTADOS

De los 100 sueros analizados, 6 resultaron positivos a IOGA y 22 a RSAT. Los
sueros positivos a esta ultima fueron nuevamente testeados, con la adicion de 2 -ME
0.2 M, para aumentar la especificidad; el resultado fue de 7 positivos.

Los resultados obtenidos se muestran en el cuadro VI. Se puede observar que 5
fueron positivos a las 3 tecnicas, 1 a IOGA, 15 a RSAT, 2 a RSAT y 2ME-RSAT Y 77
negativos a IOGA y RSAT.

CUADRO VI: RESULTADOS DE LAS TECNICAS

5 + + +

1 +

15 +

2

77
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CUADRO VII: DATOS DE LOS 5CANINOS QUE RESULTARON SER POSITIVOS ALAS 3
TECNICAS.

f't': :;:~,s~}.~{ ,-'~, >" ' ,. , ' ""'".- ':.'.::'~ .~:' ::' '::r;')g~~~~I~:i~~\

}., ~~' " -:"', :" .' ,- '., ~ , .' .

' ;>: . ",},/~..

'. ':" :' " .'.~, \./;ift:::::,::::.:1

3G H Pekines 12 anos No presenta Blanqueada

15 G H Cruza 8 anos No presenta Blanqueada

0040106 H Cruza 3 arios No presenta Uni6n

8J M Dv. aleman 5 anos No presenta Casavalle

18 J H Rottweiler 9 anos Aborto, lumbalgia Casavalle

Para la comparaci6n entre las pruebas se utiliz6 el test de kappa como medida
de concordancia, con un nivel de confianza del 95%.

Para IDGA Y RSAT el indice kappa fue de 0.29 y para IDGA y 2ME-RSAT de
0.77, correspondiendose a una debil y buena concordancia respectivamente.
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7. DISCUSI6N

EI diagn6stico de la brucelosis canina se realiza generalmente a traves de
pruebas serol6gicas, siendo las mas usadas las de aglutinaci6n y precipitaci6n.

En nuestro trabajo, el 22% de los sueros resultaron ser positivos a RSAT, y con
la adici6n del 2-2-ME el porcentaje de positivos se redujo al 70/0. Esto se puede atribuir
a la accion que tiene el ME sobre las IgM que aumenta la especificidad de la tecnica,
verificandose 10 citado en la bibliografia consultada.

De los 6 positivos a IOGA, 5 tambien 10 fueron para RSAT y 2ME-RSAT.

Hubieron 2 sueros que fueron positivos a ambas tecnicas de aglutinacion pem
negativas en la IOGA, este resultado puede deberse a una infecci6n temprana, ya que
las primeras detectan los titulos de anticuerpos unas semanas antes.Tambien, junto
can el suero que resulto ser positivQ unicamente a la IOGA, podria deberse a errores
preanaliticos, analiticos 0 de interpretacion de los resultados.

Con respecto a los cinco caninos positivos a las tres tecnicas, podriamos
presumir que no existe predilecci6n de raza, sexo ni edad, siendo el tipo de manejo el
unico factor incidente; coincidiendo con el trabajo de De Azevedo y col. (15) Cabe
destacar que si bien cuatro eran hembras, el 680/0 del total de los sueros analizados
correspond ian a este sexo.

En cuanto a las caracteristicas de las tecnicas empleadas, la RSAT tiene como
ventaja que es sencilla, rapida (Ia lectura del resultado se hace al cabo de 2 minutos) y
econ6mica, perc tiene el inconveniente de que hasta un 60% de los resultados son
talsos positivQS y que requiere experiencia del operador a la hora de interpretar los
resultados.

Creemos que es necesario realizar la 2 ME-RSAT (M-), ya que permite obtener
una mayor especificidad sin disminuir la sensibilidad.

En contrapartida, la IOGA as mas laboriosa y se requieren de 48 hs para leer los
resultados, pero a nuestro entender su lectura es mas sencilla.
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8. CONCLUSI6N

Por sar la brucelosis canina una enfermedad insidiosa y con signos clinicos poco
sugestivos de la enfarmedad, se hace necesario racurrir allaboratorio para lIegar a un
diagn6stico definitivo. Si bien el aislamiento bacteriano es al metoda ideal, es un
procedimiento que demanda tiempo. Tambien resulta impractico para la evaluacion
rutinaria de los animales asintomaticos y dado que la bacteriemia es intermitente, su
interpretacion debe ser cautelosa ya que un cultivo negativo no descarta totalmente la
infeccion. Por esta razon, el analisis serol6gico sueIe utilizarse como procedimiento
diagn6stico selectivo para la brucelosis canina.

En base a nuestros resultados podemos concluir:

• La RSAT as una tecnica muy sensible, pudiendo ser utilizada para la
evaluacion rutinaria de los animales asintomaticos, es decir, como tecnica
de screening. Si transcurre el tiempo suficiente para la produccion de
anticuerpos, si el animal no tiena infecci6n cronica para que declinen los
titulos y si no se administraron antibi6ticos, los caninos libres de brucelosis
deberian identificarse con este analisis.

• Exista una buena concordancia entre IOGA y 2ME-RSAT (M-). La primera
es la tecnica de eleccion para al diagn6stico de la brucelosis canina en
nuestro pais, por 10 tanto creemos que la ME-RSAT podria comenzar a
irnplementarse en nuestros laboratorios al ser mas rapida, economica y
sencilla.

• Los test de aglutinaci6n son muy sensibles, un resultado negativo no es
necesario a priori que sea confirmado. Por al contrario, todo resultado
positivo 0 dudoso, debe ser confirmado por otro test mas especifico tal
como ELISA indirecto, IOGA utilizando antiganos citoplasmaticos a por
aislamiento bacteriano.

Par todo 10 expuesto, sugerimos que en los lugares donde sa concentran canes
(criaderos, pensionados, exposicionas,etc.), sa exija certificado "libre de brucelosis
canina".

Tambien queremos alertar a los veterinarios sabre la existencia de esta
enfermedad pocas veces considerada, y que puede resultar muy grave dado su
cronicidad, falta de una terapia realmente efectiva asi como tambien la falta de
vacunas.

35



9. BIBLIOGRAFfA

1. Almeida AC, Santorelli A, Bruzadelli RMZ, Oliveira MMNF. (2004).
Soroepidemialagia da brucelose canina causada par Brucella canis e Brucella
abortus na cidade de Alfenas, MG. Arq Bras Med Vet Zoatec; 56:275-276.

2. Alton GG, Jones LM, Pietz DE. (1976). Las tecnicas de laboratorios en la
brucelosis.28 ed., Ginebra, OMS, 169 p.

3. Bermudez J, Piquet M, Cattaneo M. (2005). Preparaci6n del antigeno M- Brucella
canis para la prueba de RSAT. Montevideo, Facultad de Veterinaria,
Departamento Ciencias Microbiol6gicas, Area Bacteriologia, 5 p.

4. Borie C. (2004). Infertilidad canina par Brucella canis. En: Gobello C. Temas de
reproducci6n de caninos y felinos par autores latinoamericanos. Bs As, Ed.
Grafica Latina, pp 43-54.

5. Borie C, Cepeda R, Villarroel M, De los Reyes M. (2002). Descripci6n de
caracterfsticas reproductivas en tres perras seropositivos a Brucella canis. Arch
Mad Vet; 34:111-116.

6. Briseno Gonzalez H, Paramo Ramirez RM, Flores Castro R, Suarez Guemes F.
(2004). Problemas reproductivos en perras machos infectados can Brucella
canis. Vet Mex; 35:121-128.

7. Carmichael LE, Greene CE. (1993). Brucelosis canina. En: Greene CE.
Enfermedades infecciosas: perros y gatos. Mexico, Ed.lnteramericana, pp.604
616.

8. Carmichael LE. (1990). Brucelosis canina causada par B. canis: enfermedad
clinica; problemas en inmunodiagn6stica. Rev Med Vet (Bs As); 80:102-106.

36



9. Carmichael LE, Joubert JC. (1987). A rapid slide agglutination test for the
serodiagnosis of Brucella canis infection that employs a variant (M-) organism as
antigen. Cornell Vet; 77:3-12.

10.Carmichel LE. (1966). Abortions in 200 Beagles. JAVMA; 149: 1126.

11. Centro Panamericano de zoonosis. (1976). Brucelosis. Tecnica de difusi6n en gel
de agar para el diagn6stico de la epididimitis de los carneros. Nota Tecnica N°
20. Bs As, OPS, 15 p.

12.Cicuta ME, Miranda AO (1990). Primer aislamiento de Brucella canis en la ciudad
de Corrientes, Argentina. Vet Arg; 7:463-465.

13. De Aguiar OM, Cavalcante GT, Vasconcellos SA, Megid J, Salgado VR, Cruz TF,
Labruna MS, Pinter A, Ramos da Silva JC, Moraes ZM, Camargo LMA, Gennari
SM. (2005). Ocorrencia de anticorpos anti-Brucella abortus e anti-Brucella canis
em caes rurais e urbanos do Municipio de Monte Negro, Rondonia, Brasil.
Ciancia Rural; 35:1216-1219.

14. De Azevedo SS, Vasconcellos SA, Keid LB, Grasso LMPS, Pinheiro SR, Mascolli
R, Alves CJ. (2004). Compara~ao de tras testes sorol6gicos aplicados ao
diagn6stico da infecctao de caninos por Brucella canis. Braz J Vet Res Anim Sci;
41 :106-112.

15. De Azevedo SS, Vasconcellos SA, Alves CJ, Keid LB, Grasso LMPS, Mascolli R,
Pinheiro SR. (2003). Inquerito sorol6gico e fatores de risco para a brucelose por
Brucella canis em caes do municipio de Santana de Parnaiba, Estado de Sao
Paulo. Pesq Vet Bras; 23:156-160.

16.Del Arno A, Venturini MC, Di Lorenzo C, Mortola E, Ruager J. (1994). Brucelosis
en un canino macho. Vet Arg; 11 :28-30.

37



17. Dunne J, Sehgal K, McMillan A, Perret L. (2002). Canine brucellosis in a dog
imported into the UK. Vet Rae; 151 :247.

18. Flores-Castro R, Carmichael LE. (1978). Canine brucelosis. Current status of
methods for diagnosis. Cornell Vet; 7:76-88.

19.Gous TA, Janse van Rensburg WJ, Gray M, Perrett LL, Brew SO, Young EJ,
Whatmore AM, Gers 5, Picard J. (2005). Brucella canis in South Africa. Vet Rae;
157:668.

20.Greene CE. (1997). Enfermedades bacterianas. En: Ettinger SJ, Feldman EC.
Tratado de Medicina intema veterinaria: Enfermedades del perro y el gato. 48 ed.,
Bs As, Ed.lnter-Medica, pp.449-460.

21. Iribarren F, Braglia J, Castillo M, Escobar V, Hoffman F. (1999). Comparaei6n de
las pruebas de Inmunodifusi6n del gel de agar con antigeno de Brucella ovis y de
aglutinaci6n en placa con Brucella canis M (-) para el diagn6stico de la brueelosis
canina. Vet Arg; 16:146-150.

22.Johnson CA. (2000). Infeeciones genitales y tumor venereo transmisible. En:
Nelson RW, Couto CG. Medicina interna de animales pequeiios. 28 ed., Bs As,
Ed.lnter-Medica, pp.988-995.

23.Johnson CA. (1997). Tratamiento de brotes de Brucella canis en perreras de
reproducci6n. En: Kirk RW, Bonagura JO. Terapeutica veterinaria de pequenos
animales.128 ed., Mexico, Ed. McGraw-Hilllnteramericana, pp.1177-1181.

24.Jones RL, Emerson JK. (1984). Canine brucellosis in a commercial breeding
kennel. JAVMA; 184:834-835.

25. Kerwin SC, Lewis DO, Hribemik TN, Partington B, Hosgood G, Eilts BE. (1992).
Diskospondylitis associated with Brucella canis in dogs: 14 cases (1980-1991).
JAVMA; 201:1253-1257.

38



26. Leone AC. .(2000). La Brucellose canine it Brucella canis: une maladie
proteiforme. These Ec Nat Vet Toulouse, N° 4067, 128p.

21. Lucero NE, Escobar GI, Ayala SM, Lopez G. (2002). Sensitivity and specificity of
an indirect enzime-linked immunoassay for the diagnosis of Brucella canis
infection in dogs. J Med Microbial; 51 :656-660.

28. Martino P, Carballo J, Malet A, Taroco J. (1983). Brucelosis canina: Estudio
serol6gico de una poblaci6n. Jomadas Tecnicas de la Facultad de Veterinaria
(1 8

). Montevideo, Uruguay, pags 38-39.

29. Robles CA. (1998). Evaluaci6n de una tecnica de doble difusi6n en gel de agar
para el diagn6stico de la infecci6n par Brucella ovis en carneros. Vet Arg; 15:119
124.

30. Uruguay. Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pescs. Direcci6n Laboratorios
Veterinarios "Me Rubino". (1995). Doble difusi6n en gel agar para el diagn6stico
de Brucella avis. DILAVE, 10p.

31. Van Duijkeren E. (1992). Significance of the vaginal bacterial flora in the bitch: a
review. Vet Ree; 131 :367-369.

32. Vinayak A, Greene eE, Moore PA, Powell-Johnson G. (2004). Clinical resolution
of Brucella canis- induced ocular inflammation in a dog. JAVMA; 224:1804-1807.

33. Wanke MM, Delpino MV, Baldi PC. (2002). Comparative performance of tests
using cytosolic or outer membrane antigens of Brucella for the serodiagnosis of
canine brucellosis. Vet Microbiol; 88:367-375.

34. Wanke MM, Monachesi NE, Loza ME, Rutter B, Baldi PC, Fossati CA. (2000).
Determinaci6n de anticuerpos contra proteinas citoplasmaticas de Brucella por
Elisa para la detecci6n de casos cr6nicos de brucelosis canina. Selec Vet; 8:308
311.

39


	059_0002966
	059_0002967
	059_0002968
	059_0002969
	059_0002970
	059_0002971
	059_0002972
	059_0002973
	059_0002974
	059_0002975
	059_0002976
	059_0002977
	059_0002978
	059_0002979
	059_0002980
	059_0002981
	059_0002982
	059_0002983
	059_0002984
	059_0002985
	059_0002986
	059_0002987
	059_0002988
	059_0002989
	059_0002990
	059_0002991
	059_0002992
	059_0002993
	059_0002994
	059_0002995
	059_0002996
	059_0002997
	059_0002998
	059_0002999
	059_0003000
	059_0003001
	059_0003002
	059_0003003
	059_0003004
	059_0003005
	059_0003006
	059_0003007
	059_0003008
	059_0003009

