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1. INTRODUCCIÓN

La Brucella canis, perteneciente al género Brucella, es la principal

responsable de la brucelosis canina (23). La B. canis junto con cinco

especies más, conforman el grupo de las denominadas Brucellas “clásicas”

(21). Estas bacterias generalmente tienen restricciones en cuanto a su

huésped, y esta característica ha sido utilizada como criterio para

nombrarlas: Brucella abortus (bovinos), Brucella canis (caninos), Brucella

melitensis (caprinos, ovinos), Brucella neotomae (roedores), Brucella ovis

(ovinos) y Brucella suis (cerdos, bovinos y ungulados salvajes). (23)

Además de la B. canis, la causa más común de brucelosis canina y la de

mayor relevancia epidemiológica para esta especie, el perro puede sufrir

infecciones ocasionales por B. abortus, B. suis y B. melitensis. (21, 24)

Una vez dentro del huésped, llegan a los linfonódulos regionales, como

bacterias libres o dentro de células fagocíticas, y comienzan a multiplicarse

(15). A partir de allí arriban a sangre, para dirigirse principalmente al tracto

genital, ojo, discos intervertebrales y riñones. Una vez alcanzados estos

tejidos, producen signos clínicos como abortos, infertilidad, epididimitis,

orquitis, prostatitis, discoespondilitis, uveítis, linfoadenopatías, entre otros.

(8)

Llevar a cabo el diagnóstico de esta enfermedad es un desafío, ya que

posee un amplio espectro de signos clínicos y por las limitaciones de las

pruebas diagnósticas disponibles. (8)
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La brucelosis canina está ampliamente distribuida en el mundo y, dadas las

limitaciones al diagnosticarla con precisión, su potencial zoonótico

convierte a la brucelosis humana asociada a Brucella canis en una

enfermedad significativamente desatendida. (21)

2. PROBLEMA DE INVESTIGACIÓN

Actualmente no se conocen datos acerca de la prevalencia de Brucella canis en

criaderos de perros en la ciudad de San Luis. En muchos de estos criaderos se

llevan a cabo actividades que van desde cría y venta de cachorros,

ocasionalmente perros jóvenes y adultos, hasta ofrecer servicios de monta e

inseminación artificial, permitiendo así la salida de individuos o material

biológico fuera de sus establecimientos. Bajo este contexto, desconocer la

presencia de B. canis representa un riesgo debido a su impacto en la salud

animal y humana, como también su impacto productivo en los establecimientos

de cría.

El objetivo del presente trabajo es conocer el estado serológico de Brucella

canis mediante la prueba serológica ELISA en dos criaderos caninos, los cuales

a partir de ahora llamaremos criadero 1 y 2, y abordar las siguientes preguntas

de investigación:

Preguntas de Investigación

1. ¿Existen perros seropositivos a Brucella canis en estos dos criaderos de

la Ciudad de San Luis?

2. ¿Cuál es el número de seropositivos a Brucella canis en perros del

Criadero 1?
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3. ¿Cuál es el número de seropositivos a Brucella canis en perros del

Criadero 2?

4. ¿Existen diferencias en el número de seropositivos a Brucella canis entre

el Criadero 1 y el Criadero 2?

3. HIPÓTESIS

Existen perros seropositivos a Brucella canis en criaderos de la Ciudad

de San Luis.

4. OBJETIVOS

Objetivo principal:

Diagnosticar seropositivos a Brucella canis en dos criaderos de perros en la

ciudad de San Luis.

Objetivos secundarios:

Implementar la prueba serológica de ELISA para la detección de

anticuerpos de B. canis.

Comparar la prevalencia de Brucella canis entre los dos criaderos.

Dar a conocer a los propietarios de los criaderos medidas de erradicación y

prevención, según los resultados obtenidos en el muestreo.

Dar a conocer a los propietarios de los criaderos la amenaza zoonótica de

esta enfermedad.
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5. MARCO TEÓRICO

La brucelosis canina es una enfermedad infecciosa, contagiosa, de curso

subagudo o crónico (1). Es producida principalmente por la bacteria Brucella

canis. Esta bacteria fue aislada y descrita por primera vez por Leland

Carmichael en el año 1966 en Estados Unidos, al investigar una oleada de

abortos en perros de raza Beagle (5).

Actualmente esta enfermedad está distribuida por todo el mundo, y

considerando su potencial zoonótico, cobra gran importancia al haber una

estrecha relación entre el hombre y el perro. (21)

Características de Brucella canis
La Brucella canis es una bacteria gram-negativa, pequeña (1-1,5 µm de largo

por 0,5 a 0,7 µm de ancho), de forma cocobacilar, inmóvil, no encapsulada,

intracelular facultativa y no formadora de esporas (23, 8).

Su metabolismo es aeróbico y son catalasa y oxidasa positivas (4). Crece en

medios de cultivo comunes, como el agar sangre, tripticasa soya o el agar

triptófano, y no requiere CO2 para su cultivo (27). Al producirse su crecimiento,

forma colonias rugosas, esto sumado a en sus reacciones bioquímicas y

antigénicas, hacen que se diferencie de sus demás compañeras de género

(exceptuando a la B. ovis) (23, 27).

Las especies lisas poseen ese aspecto en el cultivo debido al lipopolisacárido

(LPS) de su membrana externa, mientras que las cepas rugosas (B. canis y B.

ovis) se caracterizan por carecer la cadena lateral mucoide de polisacárido “O”

del LPS (1, 4). Esta es la razón por la que las pruebas serológicas para cepas

lisas no son útiles para detectar anticuerpos de B. canis. (4)
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Estructura esquemática del lipopolisacárido (LPS) de Brucella spp. comparando cepas lisas y rugosas.

(22)

En la imagen de la izquierda, colonias de B.canis en agar tripticasa soya. Se observan colonias

pequeñas y traslúcidas (incubación de 72 horas), aisladas de orina de un perro aparentemente

sano. En la derecha, luego de 6 días, se observan colonias de mayor tamaño y opacas. (4)
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Especies

El género Brucella spp está compuesto por 12 especies clásicas, las cuales

están basadas en una preferencia por el huésped, por características genéticas

y fenotípicas: Brucella abortus (bovino), Brucella canis (caninos), Brucella ovis

(ovinos), Brucella melitensis (caprinos, ovinos), Brucella suis (porcinos, bovinos

y ungulados salvajes), Brucella pinnipedialis (pinnípedos), Brucella ceti

(cetáceos), Brucella neotomae y microti (roedores y pequeños roedores),

Brucella inopinata (huésped desconocido), Brucella papionis (primates

babuinos), Brucella vulpis (zorros). (23).

Se desconoce aún la causa por la que exista dicha preferencia de huésped, a

pesar de su gran similitud genómica. (23).

Como mencionamos previamente, la brucelosis canina es producida

principalmente por la Brucella canis, pero los caninos son susceptibles también

a la infección por B. abortus, B. suis y B. melitensis, aunque esto es sumamente

raro. (21, 23). De igual manera, aquellos perros que llegan a ser infectados por

estas especies de Brucella, no representan un riesgo en su diseminación y

mantenimiento en la población. (10, 23).

Se ha descrito que la B. canis causa infección de forma natural

predominantemente en perros y cánidos salvajes. (23, 8) En estudios

serológicos se ha demostrado la formación de anticuerpos positivos en zorros y

en coyotes. Estudios experimentales realizados en porcinos, ganado vacuno y

ovinos, han demostrado que estos son altamente resistentes a esta bacteria.

(8).

Otro estudio experimental indicó que los gatos son moderadamente sensibles

luego de una exposición oral, llegando a desarrollar bacteriemia y leve

formación de anticuerpos. Los seres humanos han mostrado ser capaces de

contraer infección por Brucella canis luego del contacto directo con perros

infectados, llegando a desarrollar una enfermedad clínica. (10)
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Epidemiología
La brucelosis canina ha sido detectada en muchas partes del mundo, ya sea

aislándola o sospechando su presencia debido a pruebas serológicas positivas

(10). Es endémica en América, Asia y África, mientras que se considera a

Nueva Zelanda y Australia como libres de brucelosis canina. (13, 23).

Mucha bibliografía apoya la idea de que la brucelosis canina es de distribución

mundial, pero lo cierto es que no existen estudios concluyentes que informen la

prevalencia real de esta enfermedad en el mundo (21).

En los últimos 30 años se han publicado diversos estudios serológicos, que han

mostrado un rango de prevalencias muy variadas, incluso dentro de una misma

región (13). Un estudio realizado por Hansel (Hensel et al. 2018), recopiló la

información disponible sobre los diferentes estudios serológicos que se han

realizado alrededor del mundo, arrojando una gama de prevalencias que van

desde el 1 al 28%. La lista completa de seroprevalencias está adjunta en el

anexo 1.

Cartografía de los estudios serológicos publicados sobre B. canis. Cada punto es un estudio

publicado, y los colores indican que seroprevalencia tuvo cada uno. (Hensel et al. 2018) (13).
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El rango de seroprevalencia previamente mencionado depende de múltiples

factores, entre ellos están: qué tipo de prueba serológica se usa, cómo se la

interpreta y de otras variables como las determinantes antigénicas, ya que la B.

canis comparte antígeno con otros microorganismos que no son parte del

género Brucella, y que pueden entorpecer los resultados (10).

No debemos dejar de lado el hecho de que los resultados suelen variar según la

edad, condición de alojamiento y distribución geográfica del animal; siendo que

se han encontrado prevalencias mayores en zonas de menores recursos

económicos, posiblemente relacionado a una población y reproducción no

controlada de perros (23). Se ha demostrado mayores frecuencias de

seropositivos en perros callejeros frente a los que tienen dueño, algo

directamente relacionado a la falta de cuidado de estos (21).

Con frecuencia, se observa que la prevalencia de brucelosis canina es mayor

en criaderos de perros (15), lo que los convierte en una fuente potencial de

diseminación de esta enfermedad. Esto es así debido a que su funcionamiento

implica un contacto cercano entre perros, además de constantes traslados de

estos para servicios reproductivos, su compra o venta (13).

Cualquier perro es susceptible a contraer brucelosis canina, ya sea los

sexualmente activos, así como también los que nunca tuvieron actividad sexual

pero han sido expuestos a fuentes de infección (15). Los cachorros pueden

contraer la infección intrauterina, durante la lactancia o por un contacto estrecho

con material infeccioso (24, 15). Existe una alta mortalidad neonatal de aquellos

infectados, y los que logren sobrevivir representan un importante problema para

los criaderos, porque serán portadores permanentes (21). Los perros infectados

que no hayan alcanzado la madurez sexual, no serán fuentes de infección hasta

que lleguen a ella (10).
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En Argentina se han realizado varios estudios diagnósticos de brucelosis

canina. Myers y Varela (1980) realizaron una detección serológica y

bacteriológica en el partido de Moreno, Provincia de Buenos Aires donde

encontraron que de 131 perros muestreados, el 30,5% demostró presencia de

anticuerpos para B. canis, y se aisló la bacteria en un 6,2% de estos perros.

Baruta y col (2001), utilizando el método serológico Inmunodifusión en gel de

agar (AGID), encontraron que de 1.100 perros de General Pico provincia de La

Pampa, 5,3% resultaron positivos, y de ellos se aisló la bacteria en el 27,6% de

los casos. Boeri y col (2008) realizaron un estudio en barrios con alto nivel de

necesidades insatisfechas de la ciudad de Buenos Aires donde, de 219 perros

muestreados, en 7,3% de ellos se demostró la presencia de anticuerpos para B.

canis, aislando la bacteria en un 1,37%. Un estudio realizado por López y col

(2009) en Lomas de Zamora, Buenos Aires, demostró que de 224 perros

muestreados, el 14,7% resultó positivo a la de Test rápido de aglutinación en

placa (RSAT), y de ellos el 10,7% fue confirmado por Prueba de

inmunoabsorbente ligado a enzimas indirecta (I-ELISA), aislando la bacteria en

2 casos. Prochazka y col (2017) en la ciudad de Bahía Blanca, Buenos Aires

Argentina, encontraron que de 437 perros que acudieron a consulta entre los

años 2013 a 2016, el 17% resultó positivo a la prueba de RSAT. Moncá (2022)

realizó un estudio en 500 perros en Esquel, provincia de Chubut Argentina,

donde un 4% resultó positivo a la prueba de RSAT y el 2,4 % positivo a la

I-ELISA.

Transmisión
La brucelosis canina es la causa principal dentro de los trastornos reproductivos

infecciosos de los perros, produciendo alteraciones tanto en machos como en

hembras (23).
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La Brucella canis puede causar infección por diferentes rutas, pudiendo

penetrar las membranas mucosas conjuntival, oral y genital de su huésped

susceptible (23, 15).

Por estas rutas va a producirse el ingreso de esta bacteria, siempre y cuando

las fuentes contaminantes que las contengan posean una concentración

suficiente para causar infección (23). Es aquí donde cobra importancia el

concepto de dosis infectante, es decir, la concentración mínima de B. canis que

contiene una fuente para causar infección. La dosis infectante mínima para la

infección mediante la mucosa oral es de 106 unidades formadoras de colonias,

(UFC), mientras que la conjuntival es de 104-5UFC, y la dosis infectante mínima

para la membrana mucosa genital aún no está determinada, pero se cree que

es un poco menor a las previamente mencionadas para las otras rutas (23, 10).

Las principales fuentes de contaminación son las descargas vaginales, fetos

abortados y placentas, semen y orina; siendo las más probables de éstas los

restos de abortos, descargas vaginales y el semen, debido a que poseen mayor

UFC en su contenido (23). Los restos de material abortado pueden tener hasta

1010 bacterias por mililitro, al igual que las descargas vaginales, que pueden

continuar eliminándose así por más de 6 semanas post aborto (15, 10,23).

Las hembras con brucelosis pueden transmitir la bacteria durante el proestro,

estro, durante el apareamiento o después de un aborto por el contacto con

fluidos vaginales (23, 10). La leche de las perras infectadas contiene un número

de UFC inferior, y parece ser una causa secundaria para que los cachorros que

logran nacer a pesar de la infección sean portadores de la enfermedad, ya que

principalmente la infección de éstos se da de forma transplacental (23, 21).

Pero algunos autores consideran que, si bien la causa principal en la

transmisión de B. canis a cachorros no es la lactación, la leche sí representa un

riesgo en la diseminación de esta bacteria al ambiente (6, 23).
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La orina y el líquido seminal han demostrado ser fuentes importantes de

transmisión por parte de los machos infectados, ya que la B. canis se aloja en la

próstata y en el epidídimo. La concentración de la misma en el semen es alta

durante las primeras 6 a 8 semanas post infección, liberándose B. canis de

forma intermitente hasta 2 años post infección (23, 10).

En el caso de la orina, se han llegado a encontrar concentraciones de 103 a 106

UFC/ml en el caso de los machos, un número significativamente mayor que en

el de las hembras, empezando a excretarse en ella entre la semana 4 a 8 desde

la aparición de la bacteriemia y durando hasta al menos 3 meses post infección

(23, 10). Esto cobra sentido si consideramos lo previamente mencionado sobre

la ubicación de la B.canis en el epidídimo y en la próstata, órganos que se

encuentran íntimamente asociados. Por esto último, la castración es una

medida de gran ayuda para disminuir la eliminación de la bacteria en la orina,

aunque no es definitiva (24).

Debemos resaltar que, aunque son muy poco frecuentes, existen otras fuentes

y rutas de infección, como sucede a través de la transfusión sanguínea, restos

de procedimientos de vaginoscopia, uso de jeringas reutilizadas, materia fecal,

secreciones nasales y oculares. En cuanto a la transmisión artificial, debemos

considerar que el uso de semen para realizar inseminación artificial también

representa una fuente posible de infección (23). La transmisión por medio de

garrapatas y pulgas no ha sido confirmada, aunque sí se ha aislado a la B.canis

en estos parásitos (21).

Con respecto a la sobrevida que tiene la B. canis fuera de sus hospedadores,

posee una vida corta y se inactiva fácilmente con desinfectantes comunes,

como lo son el etanol al 70%, soluciones de yodo/alcohol, hipoclorito de sodio al

1%, compuestos de amonio cuaternario y peróxido de hidrógeno acelerado (23).
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Patogenia

La Brucella canis ingresa al huésped penetrando cualquiera de las membranas

susceptibles previamente mencionadas (17). Una vez dentro, son fagocitadas

por macrófagos y demás células fagocíticas, pero estas bacterias intracelulares

tienen la capacidad de inhibir la formación del complejo fagolisosoma,

impidiendo así que actúen las enzimas lisosomales (1). Esto les permite

sobrevivir facultativamente dentro de las células, así como también reproducirse

dentro de su retículo endoplasmático (23, 24). Esta capacidad de supervivencia

se explica porque inhiben el sistema bactericida de la

mieloperoxidasa-peróxido-haluro al liberar 5'-guanosina y adenina (24).

Son transportadas dentro de estas células (algunas como bacterias libres)

hacia los ganglios linfáticos regionales, se replican ahí produciendo una

hiperplasia en ellos (23, 21). También llegan a órganos como el hígado, bazo y

posiblemente la médula ósea (8).

Luego de 7 a 30 días post infección, la Brucella alcanza la sangre, dando lugar

a una bacteriemia asociada a leucocitos que puede llegar a durar desde 6 a 64

meses (23, 1). Esta bacteriemia es constante durante el proceso agudo, pero se

vuelve intermitente en el curso crónico de la enfermedad (10).

Durante este período, va a colonizar diferentes órganos, provocando en ellos

infiltración de células inflamatorias (linfocitos, plasmocitos e histiocitos) (1, 8).

La B. canis posee una preferencia por aquellos tejidos dependientes de

esteroides, como lo son los tejidos reproductivos (23). Es por esto que, luego de

alcanzar la sangre, se dirigen a órganos como el útero, testículos y epidídimos,

próstata y placenta.

Aunque generalmente los encontramos dentro de las células fagocíticas, las

brucelas pueden invadir otras células, como es el caso de las células del

epitelio placentario (23). Podemos encontrarlas en el retículo endoplasmático de
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células gigantes trofoblásticas de la placenta de un útero grávido, llevando a

una placentitis necrotizante severa, necrosis de las vellosidades coriónicas y

arteritis necrotizante que termina en muerte del feto. El útero de las hembras no

preñadas o en diestro no es un sitio que favorezca la presencia de Brucella

canis (23, 24).

En el caso de los machos, la B. canis afecta las áreas del tracto reproductivo en

donde se produce la síntesis, maduración, transporte y almacenamiento de los

espermatozoides (23). Produce una vasculitis necrotizante e inflamación

granulomatosa que inicia afectando a los epidídimos, y luego se extiende hacia

los testículos (24). Este daño producido en ambos, es el que permite que se

liberan espermatozoides y se expongan al sistema inmunológico del perro,

quien se encargará de sintetizar complejos anti-espermatozoides, y generar

reacciones de hipersensibilidad retardada contra los mismos (23). Este proceso

anteriormente descrito, contribuye a que el proceso inflamatorio en testículo y

epidídimo se vea exacerbado, alterando así la espermatogénesis correcta y,

concluyendo al final, con una atrofia testicular (24).

A medida que la bacteriemia permite la distribución de las Brucellas y de

complejos antígeno-anticuerpo, diferentes órganos no reproductivos como los

discos intervertebrales, ojo, riñón y meninges comienzan a verse afectados (8,

23).

La seroconversión inicia de la semana 2 a 4, y puede llegar a durar hasta la

semana 8 a 12 post infección. La bacteriemia luego de 3 a 4 meses disminuye,

pero la B. canis persiste en la sangre o es secuestrada en tejidos. Actualmente

se cree que la respuesta inmunitaria mediada por células elimina la infección en

2 a 3 años en promedio; por otro lado la respuesta humoral no la elimina lo que

da como resultado perros infectados persistentemente (8).

Esta recuperación puede producirse pero dado al comportamiento de la

enfermedad, es muy difícil determinar una eliminación total de la B. canis (23,
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24). Las hembras que han sido tratadas con antibioticoterapia es posible que

den a luz y no aborten, pero todavía es posible que transmitan la enfermedad a

sus cachorros. En el caso de los machos, aunque hayan sido tratados con

antibióticos, es posible que el daño que produjo el proceso inflamatorio haya

causado daños irreversibles en la síntesis de espermatozoides (23, 24).

Patogénesis de brucelosis canina. Figura adaptada de Ettinger (2017) (11)
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Signos clínicos

La brucelosis canina posee una alta morbilidad pero baja mortalidad. (23, 24) Si

bien esta enfermedad está relacionada con anormalidades reproductivas, puede

darse el caso que un animal no muestre ningún signo clínico y curse la

enfermedad de forma asintomática, o puede manifestar signos clínicos

inespecíficos como letargia, pérdida de peso, intolerancia al ejercicio y

linfadenopatía (especialmente de los submandibulares, retrofaríngeos e

inguinales) (8, 15). Es raro encontrar pacientes con fiebre (27).

En hembras preñadas, el signo principal es el aborto tardío, entre el día 45 a 59

de gestación (10, 24). Los fetos abortados suelen estar parcialmente

autolizados, y poseen características típicas de un aborto de origen bacteriano:

edema subcutáneo, congestión y hemorragia en el abdomen subcutáneo,

lesiones degenerativas en riñones, bazo e intestino (27, 15). Luego del aborto,

se produce una descarga vaginal marrón-grisácea que persiste hasta 6

semanas post aborto (10). La muerte y reabsorción embrionaria, comúnmente

diagnosticadas como fallos en la concepción, ocurren si la perra se expone a B.

canis hasta 20 días después de la transmisión (8, 10).

Pueden ocurrir abortos consecutivos en aquellas hembras portadoras, así como

tambien alternar con gestaciones con aparente normalidad, es decir, es posible

que a pesar de estar presente la enfermedad, se produzca el nacimiento del

cachorro (12). Muchos de estos cachorros nacen débiles y mueren en las

primeras horas o días de vida, mientras que aquellos que sobreviven tienen un

aspecto aparentemente sano aunque sean portadores de esta enfermedad que

más adelante en su vida van a manifestar (10,8). La infección por Brucella

canis no genera una alteración del ciclo estral de las perras (10).

En el caso de los machos, los signos clínicos son principalmente testiculares,

pudiéndose observar epididimitis, prostatitis y, con menor frecuencia, orquitis

(23, 15, 8). Es común que el primer signo detectado sea una dermatitis escrotal
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secundaria al lamido (15). En la fase aguda, el epidídimo aumenta de tamaño y

puede manifestarse dolor en el paciente. La B. canis genera una alteración de

la barrera hematotesticular, dando lugar a la formación de anticuerpos

aglutinantes anti-espermatozoides, llevando así a una respuesta de

hipersensibilidad retardada que conduce a un detenimiento de la

espermatogénesis y causando infertilidad (8). En un curso crónico de la

enfermedad, el epidídimo disminuye su tamaño y se endurece, y los testículos

suelen mostrar atrofia (27).

Al verse afectado el testículo, se produce una alteración en la producción de

espermatozoides , dando lugar a una disminución en la calidad y fertilidad del

semen, así como también presencia de glóbulos rojos y blancos (23, 24, 1). Se

ha descrito presencia de aglutinación espermática, presencia de colas dobladas

y dobles, gotas protoplasma retenidas y deformación del acrosoma, y en cursos

avanzados llegar a tener azoospermia (15, 1). Estos cambios pueden empezar

a partir de las 2 semanas post infección, llevando a una afectación del 90% de

los espermatozoides observados alcanzadas las 20 semanas (15). Se han

descrito machos que no han tenido una disminución de la fertilidad y anomalías

en los espermatozoides, aunque aún son capaces de transmitir la enfermedad

al liberar la bacteria en el semen (8).

A medida que la infección va progresando, ambos sexos pueden desarrollar

esplenomegalia, alteraciones oculares como coriorretinitis y uveítis, así como

también problemas ortopédicos como cojeras, debilidad muscular, dolor en la

espalda baja o cuello y disfunciones neurológicas (Ej. parálisis de miembros

posteriores) que pueden estar asociados con compresión espinal (15, 23, 24).

Los signos clínicos ortopédicos están relacionados con la osteomielitis vertebral

y la discoespondilitis (10). Estas se manifiestan más comúnmente en machos,
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ya que la próstata puede actuar como reservorio de la B. canis, permitiendo así

una bacteriemia intermitente (15).

Diagnóstico
La prueba diagnóstica gold standard para la brucelosis canina es el aislamiento

bacteriano. Pero no siempre es posible aislar a la B. canis, dando lugar a que

no sea posible llegar a un diagnóstico definitivo (27). Es por esto que para

lograr su diagnóstico, es necesario combinar los datos clínicos con pruebas de

laboratorio para aumentar las probabilidades de realizar un diagnóstico certero

(24).

Anomalías de Laboratorio

Es frecuente que las pruebas de rutina, como lo son el hemograma, bioquímica

sanguínea y el urianálisis se encuentren dentro de los valores normales en

perros infectados (24). En ocasiones podemos encontrarnos con hallazgos

inespecíficos como neutrofilia,monocitosis y/o linfopenia, hipoalbuminemia e

hiperglobulinemia (23, 24). El análisis de orina generalmente suele estar

normal, inclusive cuando hay eliminación de B. canis en ella (24).

Diagnóstico Serológico:

Como mencionamos previamente, los anticuerpos en general empiezan a

producirse de la semana 2 a 4 post infección (27). Estos anticuerpos se

generan contra antígenos de la pared y también del citoplasma de la Brucella

canis (27). Los producidos a partir de antígenos de pared suelen aparecer

antes, pero una vez terminada la bacteriemia, desaparecen al poco tiempo

(aprox 4-6 meses); mientras que los anticuerpos contra antígenos

citoplasmáticos tienen durar de 6 meses a 1 año post infección y son muy útiles

en casos crónicos (27, 6). El título de anticuerpos puede fluctuar, por más que
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persista la bacteriemia, y su magnitud no es indicador de la etapa en que se

encuentra la enfermedad ni de una buena respuesta a un tratamiento (10, 15).

Cabe aclarar que estos anticuerpos no protegen al perro contra la enfermedad

clínica (15).

Aunque las pruebas serológicas pueden dar un resultado positivo desde la

semana 2, en donde se empiezan a producir anticuerpos, en ocasiones puede

llegar a tardar de 8 a 12 semanas en dar ese resultado (15). Es por esto que los

resultados serológicos negativos no son confiables antes de las 12 semanas

post infección, debido al riesgo de que ese paciente dé un falso negativo al

encontrarse en seroconversión (8, 15). También debemos considerar lo que

ocurre con los falsos negativos de los pacientes crónicos, donde los títulos de

anticuerpos circulantes son bajos (8).

Los falsos positivos son producto de que las IgM reaccionan de forma cruzada

con otras bacterias, incluyendo dentro de estas a los estafilococos

estreptococos, pseudomonas aeruginosa, Bordetella bronchiseptica,

Actinobacillus equuli, Streptococcus, Staphylococcus y Moraxella (8, 27). Para

descartar que este sea el caso, se recomienda repetir al menos 15 días

después la prueba, para así asegurarnos que ese falso positivo es producto de

una reacción cruzada y no de una infección temprana, donde todavía no había

ocurrido el cambio de Ig M a Ig G (27).

Por todo lo mencionado previamente, una prueba screening debe ir seguida de

una prueba confirmatoria (8). A continuación desarrollaremos las pruebas

serológicas más utilizadas en la actualidad.

La aglutinación rápida (RSAT) es una prueba rápida (2 minutos aprox.),

económica y fácil de realizar e interpretar (15, 10). Es una prueba que tiene un

99% de sensibilidad (probabilidad de que una prueba no dé lugar a falsos

negativos), pero posee una especificidad (probabilidad de que la prueba no de

falsos positivos) baja, estando esta en un rango de 20-50% (10).
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Para reducir el número de falsos positivos, se modificó la prueba al añadir el

2-mercaptoetanol (ME-RSAT), este produce una inactivación de los anticuerpos

IgM, que son menos específicos y los causantes de que se produzca

reacciones cruzadas con otras especies de bacterias previamente mencionadas

(10, 24). El RSAT utilizaba Brucella ovis teñido con rosa de bengala como

antígeno en un inicio, siendo luego reemplazado por un antígeno derivado de B.

canis en fase mucoide, que ha demostrado disminuir los falsos positivos en un

10%. Comparando ambas, un estudio mostró que la sensibilidad del ME-RSAT

fue solo del 32% comparado con el 71% del RSAT. Esto indicaría que el RSAT

puede ser preferible para el screening, mientras que el ME-RSAT serviría para

confirmación (24). Si al testear un perro, este da como resultado negativo al

RSAT, es probable que sea negativo; mientras que si da positivo al RSAT, se

requieren más pruebas para confirmar la infección por B. canis (15).

La prueba de aglutinación en tubo (TAT), es una prueba que consiste en la

adición de una dosis fija de antígeno de Brucella canis (inactivada por calor) a

distintas diluciones del suero a probar (10). Provee resultados

semicuantitativos, es capaz de detectar el título de anticuerpos que posee el

animal (15). Se considera que valores superiores a 1:200 son evidencias de

infección activa, y este resultado tiene una buena correlación con los cultivos

sanguíneos positivos, pero en el caso de los títulos más bajos a 1: 200, estos

son más difíciles de interpretar (24, 10,15). Las muestras de suero se

consideran negativas cuando el título de aglutinación es inferior a 1:50; mientras

que si se encuentran entre 1:50 y 1:200 se consideran sospechosas, y se

recomienda repetir el estudio luego de 2 semanas (10, 27). Se trata de una

prueba de no muy alta especificidad, que da lugar a falsos positivos. Para

disminuir las reacciones cruzadas con bacterias de otras especies, algo similar

a lo que ocurre con la RSAT, existe una versión de TAT modificada que incluye
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2-mercaptoetanol (ME-TAT) que aumenta la especificidad de esta prueba (10).

No existen pruebas comerciales de TAT disponibles en el mercado (15). En

países como Estados Unidos, ya no se realiza el 2ME-TAT en laboratorios, ya

que se prefiere usar el 2ME-RSAT que posee la misma precisión diagnóstica.

Sólo se utiliza en algunos criaderos que tienen casos de brucelosis y que

desean evaluar la respuesta al tratamiento, aunque esta práctica aún no ha sido

validada (10).

Otro método serológico disponible es el ensayo de inmunodifusión en gel de

agar (AGID). A día de hoy existen dos tipos disponibles de ensayos AGID: uno

que usa antígenos de la pared celular como sustrato (AGIDcwa) y otro que

utiliza antígenos citoplasmáticos de Brucella como sustrato (AGIDcpa) (24). El

ensayo AGID citoplasmático es altamente específico para anticuerpos contra

Brucella, convirtiéndo en una prueba confirmatoria útil para aquellos que

resultaron positivos en otras pruebas serológicos rápidas como el RSAT o

ME-RSAT (24,27). Los resultados positivos se observan de la semana 8 a 12 y

permanece positivo incluso pasados 12 meses del cese de la bacteriemia; esto

puede llegar a ser una desventaja en caso de querer confirmar un cuadro agudo

y es más útil en casos crónicos (15) Por otro lado, el ensayo AGID de pared

celular tiene baja especificidad y sufre de los mismos problemas que los

métodos descritos previamente que detectan antígenos de otras especies de

bacterias (24, 10). Las pruebas se vuelven positivas a este AGID de pared a

partir de 8 a 12 semanas post infección, permaneciendo positivos de 3 a 4 años

(10). Para poder realizar un ensayo AGID es necesario contar con

equipamiento específico y un personal de laboratorio capacitado (10, 15).

La inmunofluorescencia indirecta (IFA) es una prueba que puede considerarse

una alternativa al RSAT y al TAT. Tiene una menor sensibilidad que muchas de
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las demás pruebas serológicas, habiendo arrojado en múltiples estudios una

gran cantidad de falsos positivos (24, 27, 10).

Todas estas pruebas descritas previamente, fueron resumidas por Cosford

(2018) en la tabla 1, en un estudio que compara las pruebas serológicas

tradicionales para brucelosis canina.

Tabla 1. Comparación de las pruebas serológicas utilizadas para el diagnóstico
de B. canis. Cosford 2018 (8)

Actualmente se están desarrollando nuevos métodos diagnósticos para Brucella

canis, y el foco está puesto principalmente sobre ensayos de ELISA y PCR. (8).

La especificidad y sensibilidad de las pruebas de ELISA dependen del antígeno

usado. Existen pruebas de ELISA que se han desarrollado usando antígenos de

pared de la B. canis (cepas M- y RM66/6) así como también antígenos

citoplasmáticos de B. abortus, antígenos extraídos con solución salina caliente,

entre otros más que se resumen en la tabla 2 (8, 21). Los que son realizados

con antígenos de B. abortus tienen la peculiaridad de no ser reactivos con

antígenos de otra especie que no sea del género Brucella, pero sí hay

reactividad cruzada entre las especies del género (27, 10).
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Tabla 2. Ensayos ELISA para el diagnóstico de B. canis. Cosford 2018 (8)

Las técnicas de PCR que se han diseñado permiten la detección del ADN de

Brucella canis en muestras de sangre, orina, semen y secreciones vaginales. Y

este método ha demostrado ser más sensible y específico que las pruebas

serológicas y los hemocultivos, permitiendo que se convierta en una prueba

confirmatoria para perros seropositivos. Su costo y requerimiento de equipo

pueden hacer de ésta una prueba difícil de acceder (8, 15).

Tabla 3. Ensayos PCR para detectar B.canis (Cosford 2018) (8)
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Al momento de plantearnos cuándo usar cada una de estas pruebas, debemos

de tener en mente que hay dos enfoques en los que podemos usarlas. La

primera, en forma de prueba screening en criaderos o refugios en donde

muestreamos a perros aparentemente sanos para detectar alguno que presente

la enfermedad. La segunda forma es en el caso de que nos enfrentemos a

perros en los que queremos confirmar si tienen la enfermedad porque

manifiestan signos clínicos que así lo sugieren, o porque dieron positivo a una

prueba screening (23).

Cuando queremos realizar un screening, vamos a muestrear a las perras sanas

al menos 1 mes antes de una cría planificada o antes de incorporar una al

criadero, usamos una prueba serológica de baja especificidad como el RSAT.

(24) En el caso de los machos sanos y fértiles, les debemos realizar una

prueba de screening de forma anual con el RSAT. Otras pruebas usadas como

screening son el TAT y la IFA (8).

Si el animal resulta positivo a la prueba de RSAT, se debe realizar un ensayo

confirmatorio, es decir, pruebas más específicas como lo son el ensayo AGID

citoplasmático, ELISA, cultivo sanguíneo (puede llegar a tener baja sensibilidad)

o un PCR (24).

Cultivo y aislamiento

Como mencionamos al inicio, el aislamiento bacteriano es la prueba gold

standard para diagnosticar esta enfermedad, es la única forma de confirmar que

el animal está infectado por Brucella canis (27). Se puede realizar un cultivo de

muestras frescas; como la sangre, placenta , restos de tejidos abortados,

descargas vaginales, orina, semen y leche; así como también de muestras

tomadas en necropsias; como aspirados de disco intervertebral, muestras de

bazo, próstata, útero, linfonódulos y médula ósea (10).
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Al momento de realizar un hemocultivo, debemos tener en cuenta que la

bacteriemia inicia desde la semana 1 a 4 post infección, y tiene una duración

que va desde la semana 6 a 64, pero a medida que se vuelve un proceso

crónico, la misma se torna intermitente (21). Este es el mejor método para

diagnosticar la bacteria en estadíos agudos de la enfermedad, pudiéndose

aislar con cierta facilidad en los perros bacterémicos (que no han recibido

tratamiento antibiótico) en los 2 primeros meses post infección (24, 27, 10).

Pasados los 2 primeros meses de infección, muchos perros pueden cursar con

abacteremia (24).

Es importante destacar que el cultivo tiene una sensibilidad baja, pudiendo dar

lugar a falsos negativos. (21) Entonces un resultado negativo no confirma la

ausencia de infección, debido a que la sensibilidad del aislamiento depende de

muchos factores, como la concentración de la bacteria en la muestra

seleccionada (la bacteria puede no encontrarse de forma temporal en ella), que

se haya instaurado un tratamiento antibiótico en el paciente, la calidad de las

muestras, y el manejo de laboratorio. (10, 27)

Las muestras para cultivo deben ser enviadas de forma estéril en un vial de

cultivo estándar o en un tubo de tapa verde (heparinizado), almacenado de

forma refrigerada (no congelada) y enviarse dentro de las primeras 24 horas de

haberse obtenido (8).

Los posibles resultados del cultivo, considerando el material y el momento de

toma de muestra, están resumidos en la tabla 4 (Feldman 2015) (25).
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Tabla 4. Posibles resultados del cultivo de B. canis en relación al momento en
que se realiza y al material en examen (Feldman 2015) (25)

Tratamiento

Ninguna terapia con antibióticos ha demostrado ser efectiva en eliminar de

forma definitiva la infección (15, 27). Esto debido a que la Brucella es una

bacteria intracelular, lo que dificulta la llegada de los antibióticos, y además

posee una capacidad de producir períodos intermitentes de bacteriemia (24,

10). Existen estudios que indican que la terapia con antibióticos disminuiría los

títulos de anticuerpos,pero sin eliminar la infección, incluso dando lugar a

recaídas (24). Esto hace que la terapia única con antibióticos no esté

recomendada (15).
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Existen posturas estrictas que recomiendan la eutanasia de aquellos perros

positivos, al ser una efermedad zoonótica de difícil eliminación y tener una cura

muy dificultosa de determinar (8, 24). Esta decisión en muchos casos no es una

opción aceptable para los propietarios de mascotas o dueños de criaderos

pequeños, por lo que en esos casos se opta por realizar tratamientos

antibióticos sumado a otras medidas (24, 8, 27). La castración disminuye la

eliminación de Brucella en semen y descargas vaginales, pero se ha

demostrado que ésta puede seguir siendo excretada en orina y hasta incluso

volve a producir bacteriemia, pudiendo ser una fuente de infección para perros y

humanos susceptibles (10, 24, 27).

Estudios han demostrado que el tratamiento combinado de antibióticos ha dado

mejores resultados que la monoterapia (8, 23). Los protocolos de tratamiento

suelen ser largos y de un costo elevado, que sumado a la posibilidad real de

que no sea exitoso, suele ser algo desalentador para los propietarios (10, 8).

No existe un protocolo universal acerca de la duración del tratamiento ni de qué

antibióticos elegir (8).

La combinación de tetraciclinas (como la doxiciclina y minociclina) durante al

menos 1 a 2 meses, junto con aminoglucósidos (como la estreptomicina o

gentamicina) durante la primera y segunda semana de tratamiento, se

considera la terapia con mejores resultados (10, 8, 23). Existen autores que

recomiendan el uso de dos períodos de tratamiento con aminoglucósidos, de 1

semana de duración espaciados entre sí por un mes, o también un tratamiento

usando estreptomicina cada dos semanas durante un período de 8 semanas

(24).

Un estudio que combinó doxiciclina, enrofloxacina y estreptomicina demostró

ser exitoso para el tratamiento de perros con uveítis (8, 24).
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En una investigación se describió que, si bien el uso de enrofloxacina a dosis de

5 mg/kg cada 12 horas durante 4 semanas no erradicó la infección de un grupo

de perros y perras que siguieron siendo positivos al hemocultivo, bastó para

que se mantegan fértiles y no presentaran abortos (24, 8).

Fármacos usados para el tratamiento de brucelosis canina. Se recomienda el

uso combinado de uno más de estos. Sykes (2022) (23)

Ante resultados positivos, podemos valernos de un ensayo AGID cpa cada 2 a

6 meses o PCR para poder realizar un monitoreo de posibles recaídas y

duración de un tratamiento (24). Si obtenemos 2 resultados negativos

consecutivos, es sugestivo de una terapia adecuada. Este monitoreo debería

ser indefinido, y en caso de darse una probable recaída, se debe realizar

tratamiento (8).

Diagnósticos diferenciales

Dentro de los principales diagnósticos diferenciales encontramos infecciones

por: herpesvirus, bartonellosis, mycobacteriosis, enfermedades que cursan con

esplenomegalia (ehrlichiosis, babesiosis), enfermedades causantes de dolor,

paresia y parálisis de miembros posteriores como enfermedades discales y

discoespondilitis. Enfermedades que cursen con alteraciones oftálmicas como

las infecciones rickettsiales, leptospirosis y toxoplasmosis (23).
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Prevención

En lugar del tratamiento de esta enfermedad, el foco tiene que estar puesto en

la prevención de la misma (27).

Como mencionamos previamente, los anticuerpos generados no protegen

contra la infección en perros, sino que la principal respuesta que tiene el

organismo es la inmunidad celular (23). A día de hoy, no existen vacunas

comerciales efectivas para B. canis (21, 24). Además, estudios revelaron que

aquellos perros vacunados experimentalmente generan anticuerpos que

interfieren con el diagnóstico serológico de la enfermedad (24).

Dentro de las medidas preventivas, los criadores deberían realizar pruebas

screening una o dos veces al año en sus establecimientos (21). Antes de

introducir a un nuevo individuo al criadero, este debe ser testeado, puesto en

cuarentena al menos 1 mes y ser introducido luego de haber dado 2 negativos a

pruebas diagnósticas separadas entre sí por ese mes (24, 21). Sumado a esto,

a la hora de elegir un individuo para sumar al establecimiento, los criadores

deben corroborar que no tengan antecedentes conocidos de exposición a

brucelosis canina (27).

En caso de tener positivos, luego de realizar una prueba de confirmación, lo

ideal es la eliminación de ese individuo del criadero, y muchos autores

recomiendan que sea aplicada la eutanasia. El resto debe permanecer en

cuarentena y ser estudiados ante una posible infección (24).

Zoonosis

En el mundo, la brucelosis canina ha sido descrita como una amenaza para la

salud pública (26). El conocimiento limitado que tenemos sobre la prevalencia

actual de esta enfermedad, lo obtenemos de un puñado de información
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proveniente de reportes de casos (13). Normalmente los humanos son

resistentes a la infección por Brucella canis, aunque se han descrito casos de

infección y se desconoce el número total de ellas (23).

En Argentina, la brucelosis canina es una enfermedad de notificación

obligatoria. Aún así, los números reportados parecen no reflejar la realidad y se

cree que la verdadera incidencia podría ser 10 a 25 veces más alta de lo

notificado (14).

Algo que puede suceder, es que al sospechar de brucelosis en humanos, se

utilicen métodos serológicos que no son capaces de detectar los anticuerpos de

B. canis, aumentando así el número de casos no diagnosticados (24).

La brucelosis canina es considerada una enfermedad zoonótica ocupacional,

por lo que es más frecuente la infección de trabajadores de tiendas de

mascotas, criadores, laboratoristas, veterinarios y entrenadores de perros (20).

Personas inmunocomprometidas, embarazadas y niños son los más

susceptibles a desarrollar la enfermedad (23).

Establecer como obligatorias las pruebas diagnósticas a aquellos reproductores

o crías provenientes de criaderos antes de que realicen un viaje interestatal o

internacionales, disminuirían el riesgo de transmisión y potencial zoonosis (13).

Por otro lado, aquellos establecimientos como perreras o refugios de animales

no tienen como protocolo realizar pruebas diagnósticas antes de dar en

adopción perros, y esto representa un riesgo de transmisión zoonótica para los

adoptantes (15). Esto es relevante, porque muchos de los perros que llegan a

estos establecimientos son perros callejeros, quienes tienen una prevalencia

mayor de esta enfermedad (10).
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Es probable que por la baja incidencia aparente de la brucelosis canina , tanto

la Organización Mundial de la Salud como la Organización Mundial de Sanidad

Animal no tienen políticas relacionadas a esta enfermedad (13).

6. MATERIALES Y MÉTODOS

El presente estudio es de tipo descriptivo transversal. El tipo de muestreo que

utilizamos es de tipo no probabilístico por conveniencia. Hemos elegido obtener

muestras de caninos hembras y machos sexualmente activos en dos criaderos

de la ciudad de San Luis, teniendo en consideración la disponibilidad de

recursos y la accesibilidad de los especímenes a estudiar.

Selección de Criaderos y población de estudio

En esta investigación obtuvimos muestras de dos criaderos de perros ubicados

en la Ciudad de San Luis, Argentina. Como se señaló anteriormente, a estos los

llamamos Criadero 1 y Criadero 2.

El muestreo se llevó a cabo solo en aquellos perros que eran usados para la

reproducción, independientemente de su estado sanitario, edad y sexo. Del

criadero 1 se estudiaron 25 perros, 16 hembras y 9 machos. Mientras que del

criadero 2 obtuvimos 5 muestras, todas correspondientes a hembras.

En ambos criaderos se ha descrito al menos un signo compatible con brucelosis

canina a lo largo de su funcionamiento. Sin embargo, ninguno fue diagnosticado

de forma positiva y al momento de realizar este estudio no existían sospechas

actuales debido a la ausencia de sintomatología o fallas reproductivas

específicas.
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Obtención, procesamiento y análisis de muestras

Se tomaron muestras de sangre mediante punción de la vena cefálica,

utilizando una aguja 25/8 y una jeringa de 10 ml. Las mismas fueron

almacenadas en tubos de muestra sin aditivos para posteriormente ser

centrifugadas en el laboratorio de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la

Universidad Católica de Cuyo.

Todas las muestras fueron recolectadas bajo protocolos de bioseguridad

adecuados para prevenir la contaminación y garantizar la integridad de las

mismas. Además, se realizó un examen físico de todos los perros que

participaron de este estudio.

Posterior a la recolección y almacenamiento, los tubos colectores de sangre

fueron llevados a la centrífuga, donde fueron centrifugados a 1800 RPM durante

10 minutos. Luego, usando una pipeta automática, se transfirió el suero a tubos

Eppendorf y se almacenaron a -20 °C hasta el momento de realizar la prueba

ELISA.

Además de las muestras de sangre, se registró la información relevante de

cada animal, incluyendo edad, sexo y raza; así como también información
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acerca de los criaderos en fichas de datos como las que dejamos adjuntas en el

anexo 2 y 3.

Prueba Serológica (ELISA)

Las muestras de suero fueron analizadas utilizando kits comerciales de ELISA

específicos para Brucella canis, llamado kit VETLIS® Brucella iELISA Caninos,

fabricados por Chemtest Argentina S.A.

Materiales y reactivos

El kit cuenta con lo siguientes materiales:

● Microplacas de 96 pocillos (12 strips x 8 pocillos con marco) recubiertas

con antígeno.

● Conjugado 10X IgG concentrado (anticuerpos anti-IgG canina

conjugados con peroxidasa de rábano).

● Solución sustrato-cromógeno [3,3’,5,5’-Tetrametilbencidina en solución

de sustrato con peróxido de hidrógeno (H2O2)].

● Solución de frenado (lista para usar).

● Solución de lavado concentrado 10X.

● Diluyente de muestra (contiene Timerosal 0,01%).

● Controles positivo y negativo (sueros que contienen Timerosal 0,01%).

35



Elementos disponibles en el kit VETLIS® Brucella iELISA Caninos.

Materiales necesarios que no se suministran en el kit

● Pipeta multicanal y micropipetas (10,100,1000 μL).

● Contenedores para pipeta multicanal.

● Puntas de pipeta descartables.

● Lector de microplacas (para medir absorbancia a 450 nm).

● Agitador orbital.

● Tubos para dilución de los controles y muestra.

● Agua destilada.

● Papel aluminio o film adhesivo para cubrir las placas.

A continuación desarrollaremos la descripción del procedimiento que indica el

fabricante:
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Procedimiento

1. Preparación de reactivos:
o Preparar la solución de lavado 1X: para obtener 400 ml de

solución de lavado 1X, debemos agregar 40 ml de solución de

lavado 10X a 360 ml de agua destilada.

o Preparar del conjugado: diluir 1/10 usando la solución de lavado

1X.

2. Preparación de los controles:
o Control positivo y negativo: Agregar en tubos de 1,5 ml, 5μL de

cada control a 495 μL de diluyente de muestra (1/100) y mezclar

bien. Agregar 25 μL de la dilución anterior a 75 μL de diluyente de

muestra previamente cargados en los pocillos correspondientes y

mezclar bien.

o Blanco de muestra: en cada placa debe agregar un blanco de

muestra que está constituido por diluyente de muestra.

3. Preparación de muestras:
o Las muestras de suero se deben diluir 1/400 usando el diluyente

de muestra. Para lograr eso, se agrega a tubos de 1,5 ml 5 μL de

suero en 495 μL de diluyente de muestra. Luego agregar 25 μL de

la dilución anterior a 75 μL de diluyente de muestra previamente

cargados en los pocillos correspondientes.

o Las muestras de suero fueron recolectadas de los perros y

almacenadas a -20°C hasta el momento del análisis.

o Descongelar las muestras a temperatura ambiente y

homogeneizarlas antes de su uso.
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4. Ensayo ELISA:
o Paso 1: Dejar que los reactivos alcancen la temperatura

ambiente.

o Paso 2: Procesar los controles (positivo, negativo y blanco de

muestra)

o Paso 3: Procesar las muestras de suero
o Paso 4: Cubrir la placa e incubar a temperatura ambiente con

agitación orbital durante una hora.

o Paso 5: Lavar 5 veces con 200 a 300 µl de solución de lavado 1X

por pocillo, asegurándose de retirar completamente el líquido

después de cada lavado.

o Paso 6:Agregar 100 µl de conjugado preparado a cada pocillo.

Cubrir la placa e incubar a temperatura ambiente (20-25°C) con

agitación orbital suave durante 1 hora.

o Paso 7: Repetir el paso 5.
o Paso 8: Agregar 100 µl de solución sustrato-cromógeno en cada

pocillo e incubar con agitación orbital suave durante 10 minutos

(±1 minuto) a temperatura ambiente y en oscuridad (cubrir la placa

con papel aluminio).

o Paso 9: Detener la reacción agregando 100 µl de solución de

frenado en cada pocillo y mezclar cuidadosamente aplicando

ligeros golpes en los bordes de la placa.

o Paso 10: Medir la absorbancia a 450 nm utilizando un

espectrofotómetro de placas dentro de los 15 minutos posteriores

a la adición de la solución de frenado.
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Interpretación de resultados

La absorbancia medida a 450 nm se utilizó para determinar la presencia de

anticuerpos anti-Brucella canis en las muestras de suero. Las muestras con

absorbancias superiores a las del control negativo se consideraron positivas.

Principio de la técnica

El kit VETLIS® Brucella iELISA Caninos es un enzimoinmunoensayo indirecto

diseñado para la detección de anticuerpos del isotipo IgG dirigidos contra el

lipopolisacárido rugoso (LPSr) de Brucella canis. En esta prueba, las muestras

de suero a estudiar se exponen a pocillos que están recubiertos con el antígeno

(LPSr) de Brucella canis. Si la muestra contiene anticuerpos anti-LPSr, estos se

van a unir al antígeno que está inmovilizado en el pocillo. Luego, al añadir el

conjugado de peroxidasa de rábano, se forma un complejo con los anticuerpos

anti-LPSr que están unidos al pocillo. El material no unido se elimina mediante

lavados.. En las muestras que resultan positivas, al agregar sustrato-cromógeno

se producirá una reacción con el conjugado, dando lugar a una coloración azul.

La intensidad de este color es directamente proporcional a la cantidad de

anticuerpos presentes en la muestra que reaccionan con el antígeno.

Entonces, cuanto más anticuerpos haya en la muestra, más intenso será el

desarrollo del color en los pocillos de ensayo. La reacción se detiene mediante

la adición de la solución de frenado, lo que provoca un cambio de color a

amarillo. La lectura de los resultados se realiza en un espectrofotómetro de

microplacas midiendo la absorbancia a 450 nm.

Expresión de los resultados

Los resultados se expresan como porcentaje de reactividad (PR) con respecto

al control positivo (CP) incluido en cada ensayo. Los valores de absorbancia
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medidos a 450 nm (Abs 450) de cada muestra se relacionan con el valor de Abs

450 del control positivo de la siguiente manera:

Interpretación de los resultados

Los resultados de las muestras deben interpretarse de la siguiente manera:

● Negativo: PR ≤ 32%

● Indeterminado: 32% < PR ≤ 51%

● Positivo: PR > 51%

En caso de obtener un resultado indeterminado, la prueba se debe repetir. Si el

resultado es todavía indeterminado, se recomienda ensayar una segunda

muestra del animal obtenida después de un período de, por lo menos, 3

semanas. Si con la nueva muestra se obtiene nuevamente un resultado

indeterminado, debería contemplarse la situación epidemiológica y analizar la

muestra con otra técnica si esto fuera posible.

El laboratorio proporciona una plantilla de excel donde volcar los resultados y

realizar un análisis de los mismos. Anexo 4

40



7. RESULTADOS

Tras realizar la lectura de la absorbancia a 450 nm en el espectrofotómetro de

placas, se obtuvieron los siguientes resultados.
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De las 30 muestras obtenidas, 5 resultaron positivas, 18 negativas y 7 con

resultado indeterminado.

Resultados Número

Positivos 5

Negativos 18

Indeterminado 7

Total 30

Gráfico de torta de los resultados totales.
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En cuanto a la diferencia entre criaderos, del Criadero 1 obtuvimos 5 positivos,

7 indeterminados y 13 negativos; mientras que en el Criadero 2 obtuvimos 5

negativos.

Criadero Positivos Negativos Indeterminados Total

Criadero 1 5 13 7 25

Criadero 2 0 5 0 5

Total 5 18 7 30

Gráfico de torta sobre la comparación entre criaderos.
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Con respecto a la prevalencia, en el Criadero 1 tenemos una del 20%, mientras

que en la del Criadero 2 es del 0%.

Total de muestras Positivos Prevalencia (%)

Criadero 1 25 5 20%

Criadero 2 5 0 0.0%

Total 30 5 16.7%

Comparando los resultados en cuanto a la edad de los perros muestreados:

Criadero Edad Total de
perros

Positivos Negativos Indeterminados

Criadero
1

1-2 años 16 3 11 3

≥3 años 9 2 4 4

Criadero
2

1-2 años 2 0 2 0

≥3 años 3 0 3 0

Distribución de resultados serológicos según edad.
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Los resultados teniendo en cuenta el sexo de los perros muestreados:

Criadero Sexo Total de
perros

Positivos Negativos Indeterminados

Criadero
1

Machos 9 3 4 2

Hembras 16 2 9 5

Criadero
2

Hembras 5 0 5 0

Machos 0 0 0 0

Distribución de resultados serológicos según el sexo.
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8. CONCLUSIONES

Luego de realizar el serodiagnóstico con ELISA, se demostró la presencia de

anticuerpos contra B. canis en criaderos de la ciudad de San Luis, Argentina.

Comparando ambos criaderos, se observó una seropositividad del 20% en el

criadero 1, mientras que en el criadero 2 no hubo casos seropositivos. Dentro

de los positivos, el 60% tienen 2 años o menos de edad. Y con respecto al

sexo, 40% de los positivos son hembras.

Aquellos individuos que dieron resultado indeterminado, se recomienda volver a

repetir una prueba de ELISA. Si vuelve a dar indeterminado, se recomienda

esperar al menos 3 semanas antes de volver a realizarla. En caso de volver a

obtener el mismo resultado, debemos considerar recurrir a otra prueba

diagnóstica de confirmación.

Aquellos perros seropositivos, deben ser eliminados del criadero. Las medidas

que se tomarán luego con ellos dependerán de la decisión que tomen los

criadores, luego de ser asesorados por profesionales veterinarios. Es

recomendable volver a tomar muestras de aquellos individuos que dieron

negativos de forma regular, a modo de vigilancia.

Aquellos trabajadores y personas con contacto estrecho al criadero 1, deberían

ser testeados ante una potencial infección por Brucella canis.

Considerando su potencial zoonótico y el desconocimiento epidemiológico que

tenemos sobre ella, la brucelosis canina representa un riesgo para la salud

pública. A pesar de haber constantes avances en el desarrollo de métodos
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diagnósticos, tratamientos y vacunas, es imperioso centrarnos en la difusión

sobre los métodos preventivos de esta enfermedad. Combinar vigilancia

epidemiológica, divulgación y creación de nuevas medidas de control, son el

norte al que debemos apuntar.
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10.ANEXOS

Anexo 1. Recopilación de evaluación serológica. Hensel et col 2018.

(Continúa en página 55)
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(Continúa en página 56)
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(Continúa en página 57)
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Anexo 2. Fichas utilizadas para la recolección de datos de los individuos a

muestrear.
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Anexo 3. Fichas utilizadas para la recolección de datos de los establecimientos.
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Anexo 4. Fichas proporcionadas por el laboratorio Chemtest para volcar los

resultados obtenidos.
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Anexo 5 Materiales del Kit VETLIS® Brucella iELISA caninos.
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