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1. INTRODUCCION

La Brucella canis, perteneciente al género Brucella, es la principal
responsable de la brucelosis canina (23). La B. canis junto con cinco
especies mas, conforman el grupo de las denominadas Brucellas “clasicas”
(21). Estas bacterias generalmente tienen restricciones en cuanto a su
huésped, y esta caracteristica 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)
Ademas de la B. canis, la causa mas comun de brucelosis canina y la de
mayor relevancia epidemiolégica 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 linfonddulos regionales, como
bacterias libres o dentro de células fagociticas, y comienzan a multiplicarse
(15). A partir de alli arriban a sangre, para dirigirse principalmente al tracto
genital, ojo, discos intervertebrales y riflones. Una vez alcanzados estos
tejidos, producen signos clinicos como abortos, infertilidad, epididimitis,

orquitis, prostatitis, discoespondilitis, uveitis, linfoadenopatias, entre otros.

(8)

Llevar a cabo el diagnéstico de esta enfermedad es un desafio, ya que
posee un amplio espectro de signos clinicos y por las limitaciones de las

pruebas diagnodsticas disponibles. (8)
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La brucelosis canina esta ampliamente distribuida en el mundo y, dadas las
limitaciones al diagnosticarla con precision, su potencial zoondtico
convierte a la brucelosis humana asociada a Brucella canis en una

enfermedad significativamente desatendida. (21)

2. PROBLEMA DE INVESTIGACION

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 cria y venta de cachorros,
ocasionalmente perros jovenes y adultos, hasta ofrecer servicios de monta e
inseminacion artificial, permitiendo asi la salida de individuos o material
biolégico 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 cria.

El objetivo del presente trabajo es conocer el estado serologico de Brucella
canis mediante la prueba seroldgica ELISA en dos criaderos caninos, los cuales
a partir de ahora llamaremos criadero 1 y 2, y abordar las siguientes preguntas

de investigacion:

Preguntas de Investigacion

1. ¢Existen perros seropositivos a Brucella canis en estos dos criaderos de
la Ciudad de San Luis?
2. ¢Cual es el numero de seropositivos a Brucella canis en perros del

Criadero 1?7
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3. ¢Cual es el numero de seropositivos a Brucella canis en perros del
Criadero 27?
4. ;Existen diferencias en el numero de seropositivos a Brucella canis entre

el Criadero 1y el Criadero 2?

3. HIPOTESIS

[J 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:

J Implementar la prueba serolégica de ELISA para la deteccion de
anticuerpos de B. canis.

[J Comparar la prevalencia de Brucella canis entre los dos criaderos.

[J Dar a conocer a los propietarios de los criaderos medidas de erradicacién y

prevencion, segun los resultados obtenidos en el muestreo.

[J Dar a conocer a los propietarios de los criaderos la amenaza zoonética de

esta enfermedad.
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5. MARCO TEORICO

La brucelosis canina es una enfermedad infecciosa, contagiosa, de curso
subagudo o cronico (1). Es producida principalmente por la bacteria Brucella
canis. Esta bacteria fue aislada y descrita por primera vez por Leland
Carmichael en el afo 1966 en Estados Unidos, al investigar una oleada de
abortos en perros de raza Beagle (5).

Actualmente esta enfermedad esta distribuida por todo el mundo, y
considerando su potencial zoondtico, cobra gran importancia al haber una

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

Caracteristicas de Brucella canis

La Brucella canis es una bacteria gram-negativa, pequefia (1-1,5 ym de largo
por 0,5 a 0,7 ym de ancho), de forma cocobacilar, inmévil, no encapsulada,
intracelular facultativa y no formadora de esporas (23, 8).

Su metabolismo es aerdbico y son catalasa y oxidasa positivas (4). Crece en
medios de cultivo comunes, como el agar sangre, tripticasa soya o el agar
triptéfano, y no requiere CO2 para su cultivo (27). Al producirse su crecimiento,
forma colonias rugosas, esto sumado a en sus reacciones bioquimicas y
antigénicas, hacen que se diferencie de sus demas comparferas de género
(exceptuando a la B. ovis) (23, 27).

Las especies lisas poseen ese aspecto en el cultivo debido al lipopolisacarido
(LPS) de su membrana externa, mientras que las cepas rugosas (B. canis y B.
ovis) se caracterizan por carecer la cadena lateral mucoide de polisacarido “O”
del LPS (1, 4). Esta es la razén por la que las pruebas seroldgicas para cepas

lisas no son utiles para detectar anticuerpos de B. canis. (4)
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0O-PS
(~90 residues)

Smooth Brucella spp. Rough Brucella spp. (B. canis,
B. ovis)

Estructura esquematica del lipopolisacarido (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
pequefas y traslucidas (incubacién de 72 horas), aisladas de orina de un perro aparentemente

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

El género Brucella spp estda compuesto por 12 especies clasicas, las cuales
estan basadas en una preferencia por el huésped, por caracteristicas genéticas
y fenotipicas: Brucella abortus (bovino), Brucella canis (caninos), Brucella ovis
(ovinos), Brucella melitensis (caprinos, ovinos), Brucella suis (porcinos, bovinos
y ungulados salvajes), Brucella pinnipedialis (pinnipedos), Brucella ceti
(cetaceos), Brucella neotomae y microti (roedores y pequenos roedores),
Brucella inopinata (huésped desconocido), Brucella papionis (primates
babuinos), Brucella vulpis (zorros). (23).

Se desconoce aun la causa por la que exista dicha preferencia de huésped, a
pesar de su gran similitud gendmica. (23).

Como mencionamos previamente, la brucelosis canina es producida
principalmente por la Brucella canis, pero los caninos son susceptibles también
a la infeccidén 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 diseminacion y
mantenimiento en la poblacién. (10, 23).

Se ha descrito que la B. canis causa infeccion de forma natural
predominantemente en perros y canidos salvajes. (23, 8) En estudios
seroldgicos se ha demostrado la formacién 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 indicd que los gatos son moderadamente sensibles
luego de una exposicién oral, llegando a desarrollar bacteriemia y leve
formacion de anticuerpos. Los seres humanos han mostrado ser capaces de
contraer infeccidon por Brucella canis luego del contacto directo con perros

infectados, llegando a desarrollar una enfermedad clinica. (10)
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Epidemiologia

La brucelosis canina ha sido detectada en muchas partes del mundo, ya sea
aislandola o sospechando su presencia debido a pruebas seroldgicas positivas
(10). Es endémica en América, Asia y Africa, mientras que se considera a
Nueva Zelanda y Australia como libres de brucelosis canina. (13, 23).

Mucha bibliografia apoya la idea de que la brucelosis canina es de distribucion
mundial, pero lo cierto es que no existen estudios concluyentes que informen la
prevalencia real de esta enfermedad en el mundo (21).

En los ultimos 30 afos se han publicado diversos estudios seroldgicos, que han
mostrado un rango de prevalencias muy variadas, incluso dentro de una misma
region (13). Un estudio realizado por Hansel (Hensel et al. 2018), recopil6 la
informacion disponible sobre los diferentes estudios serolégicos que se han
realizado alrededor del mundo, arrojando una gama de prevalencias que van
desde el 1 al 28%. La lista completa de seroprevalencias esta adjunta en el

anexo 1.

seroprevalence, % &
06 -4
B.l-20 ™

& ), -3

Cartografia de los estudios seroldgicos publicados sobre B. canis. Cada punto es un estudio

publicado, y los colores indican que seroprevalencia tuvo cada uno. (Hensel et al. 2018) (13).

10
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El rango de seroprevalencia previamente mencionado depende de multiples
factores, entre ellos estan: qué tipo de prueba seroldgica se usa, como se la
interpreta y de otras variables como las determinantes antigénicas, ya que la B.
canis comparte antigeno 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 segun la
edad, condicion de alojamiento y distribucién geografica del animal; siendo que
se han encontrado prevalencias mayores en zonas de menores recursos
economicos, posiblemente relacionado a una poblaciéon y reproduccién no
controlada de perros (23). Se ha demostrado mayores frecuencias de
seropositivos en perros callejeros frente a los que tienen duefo, 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
diseminacion de esta enfermedad. Esto es asi debido a que su funcionamiento
implica un contacto cercano entre perros, ademas 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, asi como también los que nunca tuvieron actividad sexual
pero han sido expuestos a fuentes de infeccidn (15). Los cachorros pueden
contraer la infeccidn 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 seran portadores permanentes (21). Los perros infectados
gue no hayan alcanzado la madurez sexual, no seran fuentes de infeccion hasta

que lleguen a ella (10).

11
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En Argentina se han realizado varios estudios diagnodsticos de brucelosis
canina. Myers y Varela (1980) realizaron una deteccion serologica y
bacteriologica en el partido de Moreno, Provincia de Buenos Aires donde
encontraron que de 131 perros muestreados, el 30,5% demostrd presencia de
anticuerpos para B. canis, y se aisld la bacteria en un 6,2% de estos perros.
Baruta y col (2001), utilizando el método serolégico Inmunodifusiéon 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 aislo6 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 demostro la presencia de anticuerpos para B.
canis, aislando la bacteria en un 1,37%. Un estudio realizado por Lépez y col
(2009) en Lomas de Zamora, Buenos Aires, demostré que de 224 perros
muestreados, el 14,7% resulté positivo a la de Test rapido de aglutinacién 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 Bahia Blanca, Buenos Aires
Argentina, encontraron que de 437 perros que acudieron a consulta entre los
anos 2013 a 2016, el 17% resulto positivo a la prueba de RSAT. Monca (2022)
realizd6 un estudio en 500 perros en Esquel, provincia de Chubut Argentina,
donde un 4% resulté positivo a la prueba de RSAT y el 2,4 % positivo a la
[-ELISA.

Transmisién
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).

12
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La Brucella canis puede causar infeccion 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 concentracion
suficiente para causar infeccidn (23). Es aqui donde cobra importancia el
concepto de dosis infectante, es decir, la concentracién minima de B. canis que
contiene una fuente para causar infeccion. La dosis infectante minima para la
infeccion mediante la mucosa oral es de 10° unidades formadoras de colonias,
(UFC), mientras que la conjuntival es de 10*°UFC, y la dosis infectante minima
para la membrana mucosa genital aun no esta determinada, pero se cree que
€s un poco menor a las previamente mencionadas para las otras rutas (23, 10).
Las principales fuentes de contaminacion son las descargas vaginales, fetos
abortados y placentas, semen y orina; siendo las mas 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
10"° bacterias por mililitro, al igual que las descargas vaginales, que pueden

continuar eliminandose asi por mas 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 numero
de UFC inferior, y parece ser una causa secundaria para que los cachorros que
logran nacer a pesar de la infeccién sean portadores de la enfermedad, ya que
principalmente la infeccion de éstos se da de forma transplacental (23, 21).
Pero algunos autores consideran que, si bien la causa principal en la
transmision de B. canis a cachorros no es la lactacion, la leche si representa un

riesgo en la diseminacion de esta bacteria al ambiente (6, 23).

13



Veterinaria

UCCuyo

o)
L g
8l
)
4
I
2
s

ARGE NTINA
S &

La orina y el liquido seminal han demostrado ser fuentes importantes de
transmision por parte de los machos infectados, ya que la B. canis se aloja en la
prostata y en el epididimo. La concentracion de la misma en el semen es alta
durante las primeras 6 a 8 semanas post infeccion, liberandose B. canis de
forma intermitente hasta 2 afios post infeccion (23, 10).

En el caso de la orina, se han llegado a encontrar concentraciones de 10° a 10°
UFC/ml en el caso de los machos, un numero significativamente mayor que en
el de las hembras, empezando a excretarse en ella entre la semana 4 a 8 desde
la aparicion de la bacteriemia y durando hasta al menos 3 meses post infeccién
(23, 10). Esto cobra sentido si consideramos lo previamente mencionado sobre
la ubicacion de la B.canis en el epididimo y en la prostata, érganos que se
encuentran intimamente asociados. Por esto ultimo, la castracion es una
medida de gran ayuda para disminuir la eliminacion 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 infeccion, como sucede a través de la transfusion sanguinea, restos
de procedimientos de vaginoscopia, uso de jeringas reutilizadas, materia fecal,
secreciones nasales y oculares. En cuanto a la transmisién artificial, debemos
considerar que el uso de semen para realizar inseminacion artificial también
representa una fuente posible de infeccion (23). La transmisién por medio de
garrapatas y pulgas no ha sido confirmada, aunque si se ha aislado a la B.canis
en estos parasitos (21).

Con respecto a la sobrevida que tiene la B. canis fuera de sus hospedadores,
posee una vida corta y se inactiva facilmente con desinfectantes comunes,
como lo son el etanol al 70%, soluciones de yodo/alcohol, hipoclorito de sodio al

1%, compuestos de amonio cuaternario y peroxido de hidrogeno acelerado (23).

14
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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 macréfagos y demas células fagociticas, pero estas bacterias intracelulares
tienen la capacidad de inhibir la formacion del complejo fagolisosoma,
impidiendo asi que actiuen las enzimas lisosomales (1). Esto les permite
sobrevivir facultativamente dentro de las células, asi como también reproducirse
dentro de su reticulo endoplasmatico (23, 24). Esta capacidad de supervivencia
se explica porque inhiben el sistema bactericida de la
mieloperoxidasa-perdxido-haluro al liberar 5'-guanosina y adenina (24).

Son transportadas dentro de estas células (algunas como bacterias libres)
hacia los ganglios linfaticos regionales, se replican ahi produciendo una
hiperplasia en ellos (23, 21). También llegan a érganos como el higado, bazo y
posiblemente la médula 6sea (8).

Luego de 7 a 30 dias post infeccién, 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 crénico de la enfermedad (10).

Durante este periodo, va a colonizar diferentes érganos, provocando en ellos
infiltracidon 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 6rganos como el utero, testiculos y epididimos,

prostata y placenta.

Aunque generalmente los encontramos dentro de las células fagociticas, las
brucelas pueden invadir otras células, como es el caso de las células del

epitelio placentario (23). Podemos encontrarlas en el reticulo endoplasmatico de

15
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células gigantes trofoblasticas de la placenta de un utero gravido, llevando a
una placentitis necrotizante severa, necrosis de las vellosidades coridnicas y
arteritis necrotizante que termina en muerte del feto. El utero de las hembras no
prefadas 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 areas del tracto reproductivo en
donde se produce la sintesis, maduracion, transporte y almacenamiento de los
espermatozoides (23). Produce una vasculitis necrotizante e inflamacion
granulomatosa que inicia afectando a los epididimos, y luego se extiende hacia
los testiculos (24). Este dafo producido en ambos, es el que permite que se
liberan espermatozoides y se expongan al sistema inmunoldgico del perro,
quien se encargara 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 testiculo y
epididimo se vea exacerbado, alterando asi la espermatogénesis correcta vy,
concluyendo al final, con una atrofia testicular (24).

A medida que la bacteriemia permite la distribucidn de las Brucellas y de
complejos antigeno-anticuerpo, diferentes 6rganos no reproductivos como los
discos intervertebrales, ojo, rifidn y meninges comienzan a verse afectados (8,
23).

La seroconversion inicia de la semana 2 a 4, y puede llegar a durar hasta la
semana 8 a 12 post infeccidon. 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 infeccion en
2 a 3 afnos en promedio; por otro lado la respuesta humoral no la elimina lo que
da como resultado perros infectados persistentemente (8).

Esta recuperacion puede producirse pero dado al comportamiento de la

enfermedad, es muy dificil determinar una eliminacién total de la B. canis (23,

16
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24). Las hembras que han sido tratadas con antibioticoterapia es posible que

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

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

antibidticos, es posible que el dafio que produjo el proceso inflamatorio haya

causado dafos irreversibles en la sintesis de espermatozoides (23, 24).

Secreciones urinarias o vaginales, productos del aborto, semen, leche

Y Y Y
Membranas mucosas genitales Membranas mucosas oronasales Membranas mucosas conjuntivales
l Y Y

Fagocitosis y transferencia a los nédulos linfpaticos

Y

Bacteremia

l

Y

Organos reproductores

l

Y

Perro semental
- Testiculos
(orquitis, atrofia)
-Epididimos
(epididimitis)
-Prostata
(prostatitis)

Perra

-Utero

-Placenta (placentitis):
-Muerte embrionaria
-Abortos
-Mortinatos
-Cachorros
bacteriémicos

Y

Organos no reproductores

- Ojo (uveitis/ endoftalmitis)

-Discos intervertebrales (discoespondilitis)|
-Rifiones (glomerulonefritis)

-Noédulos linfaticos (linfoadenopatia)

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

La brucelosis canina posee una alta morbilidad pero baja mortalidad. (23, 24) Si
bien esta enfermedad esta relacionada con anormalidades reproductivas, puede
darse el caso que un animal no muestre ningun signo clinico y curse la
enfermedad de forma asintomatica, o puede manifestar signos clinicos
inespecificos como letargia, pérdida de peso, intolerancia al ejercicio y
linfadenopatia (especialmente de los submandibulares, retrofaringeos e
inguinales) (8, 15). Es raro encontrar pacientes con fiebre (27).

En hembras prefiadas, el signo principal es el aborto tardio, entre el dia 45 a 59
de gestacion (10, 24). Los fetos abortados suelen estar parcialmente
autolizados, y poseen caracteristicas tipicas de un aborto de origen bacteriano:
edema subcutaneo, congestion y hemorragia en el abdomen subcutaneo,
lesiones degenerativas en rifiones, bazo e intestino (27, 15). Luego del aborto,
se produce una descarga vaginal marron-grisacea que persiste hasta 6
semanas post aborto (10). La muerte y reabsorcién embrionaria, comunmente
diagnosticadas como fallos en la concepcién, ocurren si la perra se expone a B.
canis hasta 20 dias después de la transmision (8, 10).

Pueden ocurrir abortos consecutivos en aquellas hembras portadoras, asi 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 dias de vida, mientras que aquellos que sobreviven tienen un
aspecto aparentemente sano aunque sean portadores de esta enfermedad que
mas adelante en su vida van a manifestar (10,8). La infeccion por Brucella
canis no genera una alteracion del ciclo estral de las perras (10).

En el caso de los machos, los signos clinicos son principalmente testiculares,
pudiéndose observar epididimitis, prostatitis y, con menor frecuencia, orquitis
(23, 15, 8). Es comun que el primer signo detectado sea una dermatitis escrotal
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secundaria al lamido (15). En la fase aguda, el epididimo aumenta de tamano y
puede manifestarse dolor en el paciente. La B. canis genera una alteracion de
la barrera hematotesticular, dando lugar a la formacion de anticuerpos
aglutinantes anti-espermatozoides, llevando asi a una respuesta de
hipersensibilidad retardada que conduce a un detenimiento de Ia
espermatogénesis y causando infertilidad (8). En un curso crénico de la
enfermedad, el epididimo disminuye su tamafo y se endurece, y los testiculos

suelen mostrar atrofia (27).

Al verse afectado el testiculo, se produce una alteracion en la produccion de
espermatozoides , dando lugar a una disminucion en la calidad y fertilidad del
semen, asi como también presencia de globulos rojos y blancos (23, 24, 1). Se
ha descrito presencia de aglutinacion espermatica, presencia de colas dobladas
y dobles, gotas protoplasma retenidas y deformacion del acrosoma, y en cursos
avanzados llegar a tener azoospermia (15, 1). Estos cambios pueden empezar
a partir de las 2 semanas post infeccién, llevando a una afectacién del 90% de
los espermatozoides observados alcanzadas las 20 semanas (15). Se han
descrito machos que no han tenido una disminucién de la fertilidad y anomalias
en los espermatozoides, aunque aun son capaces de transmitir la enfermedad

al liberar la bacteria en el semen (8).

A medida que la infeccidn va progresando, ambos sexos pueden desarrollar
esplenomegalia, alteraciones oculares como coriorretinitis y uveitis, asi como
también problemas ortopédicos como cojeras, debilidad muscular, dolor en la
espalda baja o cuello y disfunciones neurolégicas (Ej. paralisis de miembros

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

Los signos clinicos ortopédicos estan relacionados con la osteomielitis vertebral

y la discoespondilitis (10). Estas se manifiestan mas comunmente en machos,
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ya que la préstata puede actuar como reservorio de la B. canis, permitiendo asi

una bacteriemia intermitente (15).

Diagnéstico

La prueba diagndstica 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 diagnéstico definitivo (27). Es por esto que para
lograr su diagnostico, es necesario combinar los datos clinicos con pruebas de
laboratorio para aumentar las probabilidades de realizar un diagndstico certero
(24).

Anomalias de Laboratorio

Es frecuente que las pruebas de rutina, como lo son el hemograma, bioquimica
sanguinea y el uriandlisis se encuentren dentro de los valores normales en
perros infectados (24). En ocasiones podemos encontrarnos con hallazgos
inespecificos como neutrofilia,monocitosis y/o linfopenia, hipoalbuminemia e
hiperglobulinemia (23, 24). El analisis de orina generalmente suele estar

normal, inclusive cuando hay eliminacién de B. canis en ella (24).
Diagnéstico Serolégico:

Como mencionamos previamente, los anticuerpos en general empiezan a
producirse de la semana 2 a 4 post infeccion (27). Estos anticuerpos se
generan contra antigenos de la pared y también del citoplasma de la Brucella
canis (27). Los producidos a partir de antigenos de pared suelen aparecer
antes, pero una vez terminada la bacteriemia, desaparecen al poco tiempo
(aprox 4-6 meses); mientras que los anticuerpos contra antigenos
citoplasmaticos tienen durar de 6 meses a 1 afio post infeccion y son muy utiles

en casos cronicos (27, 6). El titulo de anticuerpos puede fluctuar, por mas 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

clinica (15).

Aunque las pruebas seroldgicas 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 seroldgicos negativos no son confiables antes de las 12 semanas
post infeccidn, debido al riesgo de que ese paciente dé un falso negativo al
encontrarse en seroconversion (8, 15). También debemos considerar lo que
ocurre con los falsos negativos de los pacientes crénicos, donde los titulos 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 dias
después la prueba, para asi asegurarnos que ese falso positivo es producto de
una reaccion cruzada y no de una infeccion temprana, donde todavia no habia
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 continuacién desarrollaremos las pruebas
serologicas mas utilizadas en la actualidad.

La aglutinacion rapida (RSAT) es una prueba rapida (2 minutos aprox.),
econdmica y facil 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 numero de falsos positivos, se modificé la prueba al anadir el
2-mercaptoetanol (ME-RSAT), este produce una inactivacion de los anticuerpos
IgM, que son menos especificos y los causantes de que se produzca
reacciones cruzadas con otras especies de bacterias previamente mencionadas
(10, 24). EI RSAT utilizaba Brucella ovis tefiido con rosa de bengala como
antigeno en un inicio, siendo luego reemplazado por un antigeno derivado de B.
canis en fase mucoide, que ha demostrado disminuir los falsos positivos en un
10%. Comparando ambas, un estudio mostré que la sensibilidad del ME-RSAT
fue solo del 32% comparado con el 71% del RSAT. Esto indicaria que el RSAT
puede ser preferible para el screening, mientras que el ME-RSAT serviria para
confirmacion (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 mas pruebas para confirmar la infeccion por B. canis (15).

La prueba de aglutinacion en tubo (TAT), es una prueba que consiste en la
adicién de una dosis fija de antigeno de Brucella canis (inactivada por calor) a
distintas  diluciones del suero a probar (10). Provee resultados
semicuantitativos, es capaz de detectar el titulo de anticuerpos que posee el
animal (15). Se considera que valores superiores a 1:200 son evidencias de
infeccion activa, y este resultado tiene una buena correlacion con los cultivos
sanguineos positivos, pero en el caso de los titulos mas bajos a 1: 200, estos
son mas dificiles de interpretar (24, 10,15). Las muestras de suero se
consideran negativas cuando el titulo de aglutinacién 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 version 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
paises como Estados Unidos, ya no se realiza el 2ME-TAT en laboratorios, ya
que se prefiere usar el 2ME-RSAT que posee la misma precision diagndstica.
Solo se utiliza en algunos criaderos que tienen casos de brucelosis y que
desean evaluar la respuesta al tratamiento, aunque esta practica aun no ha sido
validada (10).

Otro método serolégico disponible es el ensayo de inmunodifusion en gel de
agar (AGID). A dia de hoy existen dos tipos disponibles de ensayos AGID: uno
que usa antigenos de la pared celular como sustrato (AGIDcwa) y otro que
utiliza antigenos citoplasmaticos de Brucella como sustrato (AGIDcpa) (24). El
ensayo AGID citoplasmatico es altamente especifico para anticuerpos contra
Brucella, convirtiéndo en una prueba confirmatoria util para aquellos que
resultaron positivos en otras pruebas serolégicos rapidas como el RSAT o
ME-RSAT (24,27). Los resultados positivos se observan de la semana 8 a 12y
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 mas util en casos crénicos (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 antigenos 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 infeccion, permaneciendo positivos de 3 a 4 afios
(10). Para poder realizar un ensayo AGID es necesario contar con
equipamiento especifico 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 demas pruebas seroldgicas, habiendo arrojado en multiples 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 seroldgicas

tradicionales para brucelosis canina.

Test Antigeno Sensibilidad Especificidad Cémo usarlo
Moderada a alta Baja a moderada
RSAT B. ovis, B. canis (M-) Estudios antiguos sugieren alta Estudios antiguos sugieren 40-50% Screening
nuevos sugieren un 70,58% nuevos sugieren un 83,34%

2-ME-RSAT B. canis (M-) Mas bajo que RSAT (31.76% vs 70.58%) Mas alta que la RSAT (100% vs 83.34%)  Confirmatoria
TAT B.canis Alta Baja Screening
IFA Inmuneglebulina IgG Desconocida Desconocida Screening
AGIDcwa  Antigeno lipopolisacarido Screening

de pared Alta Menor que la AGIDcpa
Proteinas citoplasmaticas Baja
AGIDcpa  libres de LPS extraidas de 52.94% de sensibilidad Alta - 100% Confirmatoria
B. canis o B. abortus 47.06% de falsos negativos

Tabla 1. Comparacion de las pruebas seroldgicas utilizadas para el diagnéstico
de B. canis. Cosford 2018 (8)

Actualmente se estan desarrollando nuevos métodos diagnosticos para Brucella
canis, y el foco esta puesto principalmente sobre ensayos de ELISA y PCR. (8).
La especificidad y sensibilidad de las pruebas de ELISA dependen del antigeno
usado. Existen pruebas de ELISA que se han desarrollado usando antigenos de
pared de la B. canis (cepas M- y RM66/6) asi como también antigenos
citoplasmaticos de B. abortus, antigenos extraidos con solucion salina caliente,
entre otros mas que se resumen en la tabla 2 (8, 21). Los que son realizados
con antigenos de B. abortus tienen la peculiaridad de no ser reactivos con
antigenos de otra especie que no sea del género Brucella, pero si hay

reactividad cruzada entre las especies del género (27, 10).
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Antigeno Sensibilidad | Especificidad
Proteinas citoplasmaticas de B. abortus libres 92% 96.7%
de lipopolisacaridos

Extracto salino caliente de B. canis que contiene 92% 94.3%
antigenos de membrana externa

Luminaze sintasa de Brucella sp. 81% 96.7%
Proteina citoplasmatica 18 kDa de B. canis 87% 98%
Extracto de células enteras de B. canis usado 95% 91%
como antigeno en fase solida

Extracto bacteriano soluble en calor aislado de 91.18% 100%
B. canis

Antigeno de la cepa M- de B. canis 100% 98.8%
Antigeno de la cepa n.” 11 de B. ovis 100% 98.8%
Antigeno de la cepa RB51 de B. abortus 100% 98.8%

Tabla 2. Ensayos ELISA para el diagnéstico de B. canis. Cosford 2018 (8)

CATOLICA |

N A |
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=

Las técnicas de PCR que se han disefhado permiten la deteccion del ADN de

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

este método ha demostrado ser mas sensible y especifico que las pruebas

serologicas 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 dificil de acceder (8, 15).

Primers dirigidos a: Deteccidn: género o Muestra Sensibilidad Especificidad
especie

Regidn interespacial del ADNr Género Brucella Sangre entera 100% 100%

165-235

Regidn interespacial del ADNr Género Brucella Hisopado vaginal No disponible No disponible
165-235

Regidn interespacial del ADNr Género Brucella Semen No disponible No disponible
165-235

Secuencia de ARNr 165 Género Brucella Sangre entera 100% 100%

Regidn interespacial del ARNr Género Brucella Linfonddulo inguinal 100% 100%

cromosoma 2 de Brucella canis

165-235
Regidn interespacial del ARNr Género Brucella Sangre entera, suero Sangre entera: Sangre entera: 100%
165-235 97,14% Suero: 100%
Suero:25,7%

Fragmento del espaciador Género Brucella Machos: hispoado prepucial, | No disponible No disponible
intergénico 15711 orina o semen.

Hembras: hisopado vaginal
Fragmento de gen en el Especie Brucella canis | Machos: hispoado prepucial, | No disponible Mo disponible
cromosoma 1 orina o semen.

hisopado vaginal

PCR cuantitativa de ADN de la Especie Brucella canis | Hisopado vaginal, sangre Hisopad £ I pad £
proteina 25 de la membrana entera 92,31% 51,9%
externa de B. canis Sangre 16,6% | Sangre entera: 100%
Regidn BCAN_BO0548-0549 en el Especie Brucella canis | Sangre entera Mo disponible Mo disponible

Tabla 3. Ensayos PCR para detectar B.canis (Cosford 2018) (8)
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Al momento de plantearnos cuando 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 clinicos que asi 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 cria planificada o antes de incorporar una al
criadero, usamos una prueba serologica 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 mas especificas como lo son el ensayo AGID
citoplasmatico, ELISA, cultivo sanguineo (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 unica forma de confirmar que
el animal esta 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; asi como también de muestras
tomadas en necropsias; como aspirados de disco intervertebral, muestras de

bazo, prostata, utero, linfonddulos y médula ésea (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 infeccién, y tiene una duracién
que va desde la semana 6 a 64, pero a medida que se vuelve un proceso
cronico, la misma se torna intermitente (21). Este es el mejor método para
diagnosticar la bacteria en estadios agudos de la enfermedad, pudiéndose
aislar con cierta facilidad en los perros bacterémicos (que no han recibido
tratamiento antibiotico) en los 2 primeros meses post infeccion (24, 27, 10).
Pasados los 2 primeros meses de infeccion, 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 infeccion, debido a que la sensibilidad del aislamiento depende de
muchos factores, como la concentracion de la bacteria en la muestra
seleccionada (la bacteria puede no encontrarse de forma temporal en ella), que
se haya instaurado un tratamiento antibidtico 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 estandar 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, estan resumidos en la tabla 4 (Feldman 2015) (25).
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TABLE 26-2 CONFIRMATION OF BRUCELLA

CANIS INFECTION

Material To Culture

Time To Culture

Likely Results

Postabortion
discharge
Placenta
Abortus
Semen

Blood

Epididymis

Urine

Prostate

Lymph node, spleen,
marrow

Eye

Intervertebral disc

Whenever present

Whenever present
Whenever present
3-11 wk PI

12-60 wk PI

>60 wk PI

5-30 wk PL

After 30 wk

6-12 mn PI

28-48 mn PI
48-58 mn P1

>58 mn PI

35-60 wk PT

>100 wk PT

8-30 + wk PI

Up to 64 wk
When bacteremic:

When abacteremic:

With uveitis
Discospondylitis

++4+

++

May be negative

+++

Lower numbers

“100%" +

Intermittent

>80% +

50-80% +

25-50% +

<25% +

50-100% +

More organisms
shed by male
than female

Usually +

Usually +

+/-

+++

+/-

From Johnson CA, et al: Diagnosis and control of Brucella canis in kennel
situations. Proceedings of the Society for Theriogenology, 1991, p 236. Used

with permission.

PI, Postinfection; wk, weeks; mn, months; +, positive; -, negative.

Tabla 4. Posibles resultados del cultivo de B. canis en relacidon al momento en

que se realiza y al material en examen (Feldman 2015) (25)

Tratamiento

Ninguna terapia con antibiéticos ha demostrado ser efectiva en eliminar de

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

bacteria intracelular, lo que dificulta la llegada de los antibidticos, y ademas

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

10). Existen estudios que indican que la terapia con antibiéticos disminuiria los

titulos de anticuerpos,pero sin eliminar la infeccioén, incluso dando lugar a

recaidas (24).

recomendada (15).

Esto hace que la terapia unica con antibidticos no esté
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Existen posturas estrictas que recomiendan la eutanasia de aquellos perros
positivos, al ser una efermedad zoondtica de dificil eliminacion y tener una cura
muy dificultosa de determinar (8, 24). Esta decision en muchos casos no es una
opcion aceptable para los propietarios de mascotas o duefios de criaderos
pequenios, por lo que en esos casos se opta por realizar tratamientos
antibidticos sumado a otras medidas (24, 8, 27). La castracion disminuye la
eliminacion 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 infeccidén para perros y

humanos susceptibles (10, 24, 27).

Estudios han demostrado que el tratamiento combinado de antibiéticos 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
gue no sea exitoso, suele ser algo desalentador para los propietarios (10, 8).
No existe un protocolo universal acerca de la duracion del tratamiento ni de qué

antibioticos elegir (8).

La combinacion de tetraciclinas (como la doxiciclina y minociclina) durante al
menos 1 a 2 meses, junto con aminoglucosidos (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 periodos de tratamiento con aminoglucésidos, de 1
semana de duracion espaciados entre si por un mes, o también un tratamiento
usando estreptomicina cada dos semanas durante un periodo de 8 semanas
(24).

Un estudio que combind doxiciclina, enrofloxacina y estreptomicina demostré

ser exitoso para el tratamiento de perros con uveitis (8, 24).
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En una investigacion se describid que, si bien el uso de enrofloxacina a dosis de
5 mg/kg cada 12 horas durante 4 semanas no erradico la infeccién de un grupo
de perros y perras que siguieron siendo positivos al hemocultivo, basté para

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

Droga Dosis (mg/kg) Ruta Intervalo/duracion
Doxiciclina o 5-10 PO Cada 12 horas
minociclina durante 4 semanas
Estreptomicina 5 IM o SC Cada 24 horas en la
semana ly 4
Gentamicina 5 PO Cada 12 horas
durante 4 semanas
Enrofloxacina 10 PO Cada 24 horas
durante 4 semanas
Rifampicina 5 PO Cada 24 horas

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

uso combinado de uno mas 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 recaidas vy
duracion de un tratamiento (24). Si obtenemos 2 resultados negativos
consecutivos, es sugestivo de una terapia adecuada. Este monitoreo deberia
ser indefinido, y en caso de darse una probable recaida, se debe realizar

tratamiento (8).
Diagnésticos diferenciales

Dentro de los principales diagndsticos diferenciales encontramos infecciones
por: herpesvirus, bartonellosis, mycobacteriosis, enfermedades que cursan con
esplenomegalia (ehrlichiosis, babesiosis), enfermedades causantes de dolor,
paresia y paralisis de miembros posteriores como enfermedades discales y
discoespondilitis. Enfermedades que cursen con alteraciones oftalmicas como

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

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

la prevencién de la misma (27).

Como mencionamos previamente, los anticuerpos generados no protegen
contra la infeccién en perros, sino que la principal respuesta que tiene el
organismo es la inmunidad celular (23). A dia de hoy, no existen vacunas
comerciales efectivas para B. canis (21, 24). Ademas, estudios revelaron que
aquellos perros vacunados experimentalmente generan anticuerpos que

interfieren con el diagndstico seroldgico de la enfermedad (24).

Dentro de las medidas preventivas, los criadores deberian realizar pruebas
screening una o dos veces al afilo 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 diagndsticas separadas entre si 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 exposicion a

brucelosis canina (27).

En caso de tener positivos, luego de realizar una prueba de confirmacién, lo
ideal es la eliminacibn 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 infeccion (24).
Zoonosis

En el mundo, la brucelosis canina ha sido descrita como una amenaza para la
salud publica (26). El conocimiento limitado que tenemos sobre la prevalencia

actual de esta enfermedad, lo obtenemos de un pufiado de informacién
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proveniente de reportes de casos (13). Normalmente los humanos son
resistentes a la infeccion por Brucella canis, aunque se han descrito casos de

infeccidn y se desconoce el numero total de ellas (23).

En Argentina, la brucelosis canina es una enfermedad de notificacién
obligatoria. Aun asi, los numeros reportados parecen no reflejar la realidad y se
cree que la verdadera incidencia podria ser 10 a 25 veces mas alta de lo
notificado (14).

Algo que puede suceder, es que al sospechar de brucelosis en humanos, se
utilicen métodos seroldgicos que no son capaces de detectar los anticuerpos de

B. canis, aumentando asi el numero de casos no diagnosticados (24).

La brucelosis canina es considerada una enfermedad zoonética ocupacional,
por lo que es mas frecuente la infeccion de trabajadores de tiendas de
mascotas, criadores, laboratoristas, veterinarios y entrenadores de perros (20).
Personas inmunocomprometidas, embarazadas y nifios son los mas

susceptibles a desarrollar la enfermedad (23).

Establecer como obligatorias las pruebas diagndsticas a aquellos reproductores
o crias provenientes de criaderos antes de que realicen un viaje interestatal o

internacionales, disminuirian el riesgo de transmision y potencial zoonosis (13).

Por otro lado, aquellos establecimientos como perreras o refugios de animales
no tienen como protocolo realizar pruebas diagnosticas antes de dar en
adopcidn perros, y esto representa un riesgo de transmision zoonética 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 Organizacion Mundial de la Salud como la Organizacién Mundial de Sanidad

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

6. MATERIALES Y METODOS

El presente estudio es de tipo descriptivo transversal. El tipo de muestreo que
utilizamos es de tipo no probabilistico por conveniencia. Hemos elegido obtener
muestras de caninos hembras y machos sexualmente activos en dos criaderos
de la ciudad de San Luis, teniendo en consideracion la disponibilidad de

recursos y la accesibilidad de los especimenes a estudiar.

Seleccion de Criaderos y poblacion de estudio

En esta investigacion obtuvimos muestras de dos criaderos de perros ubicados
en la Ciudad de San Luis, Argentina. Como se senal6 anteriormente, a estos los

llamamos Criadero 1 y Criadero 2.

El muestreo se llevo a cabo solo en aquellos perros que eran usados para la
reproducciéon, 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 existian sospechas
actuales debido a la ausencia de sintomatologia o fallas reproductivas

especificas.
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Obtencion, procesamiento y analisis de muestras

Se tomaron muestras de sangre mediante puncidn de la vena cefalica,
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 Catdlica de Cuyo.

Todas las muestras fueron recolectadas bajo protocolos de bioseguridad
adecuados para prevenir la contaminacion y garantizar la integridad de las
mismas. Ademas, se realizd6 un examen fisico de todos los perros que

participaron de este estudio.

Posterior a la recoleccion y almacenamiento, los tubos colectores de sangre
fueron llevados a la centrifuga, donde fueron centrifugados a 1800 RPM durante
10 minutos. Luego, usando una pipeta automatica, se transfirié el suero a tubos
Eppendorf y se almacenaron a -20 °C hasta el momento de realizar la prueba
ELISA.

Ademas de las muestras de sangre, se registro la informacion relevante de

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

anexo 2y 3.
Prueba Serolégica (ELISA)

Las muestras de suero fueron analizadas utilizando kits comerciales de ELISA
especificos 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:

e Microplacas de 96 pocillos (12 strips x 8 pocillos con marco) recubiertas
con antigeno.

e Conjugado 10X IgG concentrado (anticuerpos anti-lgG canina
conjugados con peroxidasa de rabano).

e Solucién sustrato-cromogeno [3,3’,5,5-Tetrametilbencidina en solucién
de sustrato con peroxido de hidrogeno (H202)].

e Solucién de frenado (lista para usar).

e Solucidn de lavado concentrado 10X.

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

e Controles positivo y negativo (sueros que contienen Timerosal 0,01%).
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Elementos disponibles en el kit VETLIS® Brucella iIELISA Caninos.
Materiales necesarios que no se suministran en el kit

e Pipeta multicanal y micropipetas (10,100,1000 pL).

e Contenedores para pipeta multicanal.

e Puntas de pipeta descartables.

e Lector de microplacas (para medir absorbancia a 450 nm).
e Agitador orbital.

e Tubos para dilucién de los controles y muestra.

e Agua destilada.

e Papel aluminio o film adhesivo para cubrir las placas.

A continuacién desarrollaremos la descripcidn del procedimiento que indica el

fabricante:
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Procedimiento

1. Preparacién de reactivos:

0]

Preparar la solucion de lavado 1X: para obtener 400 ml de
solucién de lavado 1X, debemos agregar 40 ml de solucién de
lavado 10X a 360 ml de agua destilada.

Preparar del conjugado: diluir 1/10 usando la solucién de lavado
1X.

2. Preparacion de los controles:

o

0]

Control positivo y negativo: Agregar en tubos de 1,5 ml, 5uL de
cada control a 495 pL de diluyente de muestra (1/100) y mezclar
bien. Agregar 25 uL de la dilucién anterior a 75 pL de diluyente de
muestra previamente cargados en los pocillos correspondientes y
mezclar bien.

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

muestra que esta constituido por diluyente de muestra.

3. Preparaciéon de muestras:

(0]

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 yL de
suero en 495 uL de diluyente de muestra. Luego agregar 25 pL de
la dilucion anterior a 75 pL de diluyente de muestra previamente
cargados en los pocillos correspondientes.

Las muestras de suero fueron recolectadas de los perros y
almacenadas a -20°C hasta el momento del andlisis.

Descongelar las muestras a temperatura ambiente vy

homogeneizarlas antes de su uso.
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4. Ensayo ELISA:

0]

Paso 1: Dejar que los reactivos alcancen la temperatura
ambiente.

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

Paso 3: Procesar las muestras de suero

Paso 4: Cubrir la placa e incubar a temperatura ambiente con
agitacion orbital durante una hora.

Paso 5: Lavar 5 veces con 200 a 300 ul de solucion de lavado 1X
por pocillo, asegurandose de retirar completamente el liquido
después de cada lavado.

Paso 6:Agregar 100 pl de conjugado preparado a cada pocillo.
Cubrir la placa e incubar a temperatura ambiente (20-25°C) con
agitacion orbital suave durante 1 hora.

Paso 7: Repetir el paso 5.

Paso 8: Agregar 100 ul de solucion sustrato-cromogeno en cada
pocillo e incubar con agitacion orbital suave durante 10 minutos
(x1 minuto) a temperatura ambiente y en oscuridad (cubrir la placa

con papel aluminio).

Paso 9: Detener la reaccion agregando 100 pl de solucién de
frenado en cada pocillo y mezclar cuidadosamente aplicando
ligeros golpes en los bordes de la placa.

Paso 10: Medir la absorbancia a 450 nm utilizando un
espectrofotometro de placas dentro de los 15 minutos posteriores

a la adicion de la solucion de frenado.
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Interpretacion de resultados

La absorbancia medida a 450 nm se utilizé 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
disefiado para la deteccién de anticuerpos del isotipo IgG dirigidos contra el
lipopolisacarido rugoso (LPSr) de Brucella canis. En esta prueba, las muestras
de suero a estudiar se exponen a pocillos que estan recubiertos con el antigeno
(LPSr) de Brucella canis. Sila muestra contiene anticuerpos anti-LPSr, estos se
van a unir al antigeno que esta inmovilizado en el pocillo. Luego, al afadir el
conjugado de peroxidasa de rabano, se forma un complejo con los anticuerpos
anti-LPSr que estan unidos al pocillo. EI material no unido se elimina mediante
lavados.. En las muestras que resultan positivas, al agregar sustrato-cromoégeno
se producira una reaccion con el conjugado, dando lugar a una coloracion azul.
La intensidad de este color es directamente proporcional a la cantidad de
anticuerpos presentes en la muestra que reaccionan con el antigeno.
Entonces, cuanto mas anticuerpos haya en la muestra, mas intenso sera el
desarrollo del color en los pocillos de ensayo. La reaccion se detiene mediante
la adicién de la solucién de frenado, lo que provoca un cambio de color a
amarillo. La lectura de los resultados se realiza en un espectrofotdmetro de

microplacas midiendo la absorbancia a 450 nm.

Expresion 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:

o Abs450 Muestras
PRMuestra = ( Bromedio Abstso cp) < 100

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

e Negativo: PR < 32%
e Indeterminado: 32% < PR <51%
e Positivo: PR >51%

En caso de obtener un resultado indeterminado, la prueba se debe repetir. Si el
resultado es todavia indeterminado, se recomienda ensayar una segunda
muestra del animal obtenida después de un periodo de, por lo menos, 3
semanas. Si con la nueva muestra se obtiene nuevamente un resultado
indeterminado, deberia contemplarse la situacion epidemiolédgica 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 analisis de los mismos. Anexo 4
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7. RESULTADOS

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

placas, se obtuvieron los siguientes resultados.

v 7~ Fecha: 23/8/2024 Analista:
= M Lote: T(°C) / HR (%):
CHEMTEST"™" ;
Caninos Test: VETLIS® Brucella iELISA Caninos Versién: 15V104_v22092022

Esquema de Siembra (91 muestras)

0,15 0,22 0,76 0,21 0,23
0,20 0,40 0,36 0,12 0,10
1,15 0,99 0,48 0,22 0,21
0,96 0,53 0,79 0,20
0,08 0,11 0,17 0,23
0,34 0,23 0,35 0,40
1,22 0,23 0,56 0,18
0,25 0,25 0,28 0,21
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Posicion Protocola N° Tubo Abs450  %PR Interpretacion

1 0,34
M2 1,22
M3 0,25
N4 0,22
M5 0,40
MeE 0,99
M7 0,53
M 0,11
N9 0,23
M10 0,23
M1l 0,25
Mi12 0,76
M13 0,36
M14 0,48
M15 0,79
MI16 0,17
M1z 0,35
M18 0,56
M19 0,28
M20 0,21
M21 0,12
M22 0,22
MZ23 0,20
M24 0,23
M25 0,40
MZ26 0,18
M27 0,21
MZ28 0,23
M29 0,10
M30 0,21

32,6
115,7
23,4
20,8
38,0
94,2
50,6
10,2
22,0
21,7
23,4
72,3
33,8
45,8
74,6
15,9
33,1
52,8
26,9
20,3
11,0
20,4
19,3
21,6
37,5
17,2
19,6
22,0
9,6
19,6

MDETERMINADO
POSITIVO
NEGATIVO
NEGATIVO

MDETERMINADO
POSITIVO

MDETERMINADO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
POSITIVO

MDETERMINADO

MDETERMINADO
POSITIVO
NEGATIVO

MDETERMINADO
POSITIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO

MDETERMINADO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO
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De las 30 muestras obtenidas, 5 resultaron positivas, 18 negativas y 7 con

resultado indeterminado.

Resultados Numero
Positivos 3
Negativos 18
Indeterminado 7
Total 30
Positivos

Indeterminados

Negativos

Grafico 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

Criadero 1 Criadero 2

Indeterminados

Positivo
Ind EtEranaCi”ﬂ S

Positivos

Negativos

MNegativos

Grafico de torta sobre la comparacion 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  Positivos Negativos Indeterminados
perros
Criadero 1-2afios 16 3 11 3
1
=23 anos 9 2 4 4
Criadero 1-2afios 2 0 2 0
2
=3 afnos 3 0 3 0

Resultados por Edad
Positivos
Megativos
Indeterminados

16

14+

12

=
[=]

Nimero de Perros

D1 2 afios (C1) 3-4 afios (C1) 1-2 afios (C2) 3-4 afos (C2)

Distribucién de resultados seroldgicos segun edad.
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Los resultados teniendo en cuenta el sexo de los perros muestreados:

Criadero  Sexo Total de  Positivos Negativos Indeterminados
perros
Criadero = Machos 9 3 4 2
1
Hembras | 16 2 9
Criadero Hembras 5 0 5
2
Machos 0 0 0 0

Resultados por Sexo

Positivos
B Negativos
Indeterminadas

161

14f

121

10F

Numero de Ferros

o

-

0 Machc;s (C1) Hembr:':ls (C1) Hembras (C2)

Distribucién de resultados seroldgicos segun el sexo.
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8. CONCLUSIONES

Luego de realizar el serodiagnéstico con ELISA, se demostré la presencia de

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

Comparando ambos criaderos, se observd 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 afios 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

diagndstica de confirmacion.

Aquellos perros seropositivos, deben ser eliminados del criadero. Las medidas
que se tomaran luego con ellos dependeran de la decision 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, deberian

ser testeados ante una potencial infeccion por Brucella canis.

Considerando su potencial zoonético y el desconocimiento epidemiolégico que
tenemos sobre ella, la brucelosis canina representa un riesgo para la salud

publica. A pesar de haber constantes avances en el desarrollo de métodos
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diagndsticos, tratamientos y vacunas, es imperioso centrarnos en la difusiéon
sobre los métodos preventivos de esta enfermedad. Combinar vigilancia
epidemioldgica, divulgacion y creacion de nuevas medidas de control, son el

norte al que debemos apuntar.
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Anexo 2. Fichas utilizadas para la recoleccion de datos de los individuos a

muestrear.

NOMBRE DEL CRIADERO

Numero de muestra  Nombre Edad (afios) Sexo Observaciones

55



CATOLICA

Veterinaria

UCCuyo

Anexo 3. Fichas utilizadas para la recoleccion de datos de los establecimientos.

Formulario para PREVALENCIA DE BRUCELLA CANIS
Fecha de muestreo: N° de visita:
Informacién General sobre el Criadero

= Tamaho del criadero (ndmero de perros):
o ¢Cudntas perras estan actualmente prefiadas?
o ¢Ha habido casos de abortos espontaneos en las dltimas semanas?

¢Cudntos?
o ¢Que perra ha experimentado aborto?
o ¢Ha habido casos de abortos? (desde que existe el criadero) ¢En cuantas
ocasiones?
o ¢Ha experimentado fallas en reproduccidn? Ej: infertilidad éCudndo?
¢ Cudntas veces?
= ¢Ha habido casos de cachorros que nacen y mueren a los pocos dias?
¢Cudndo? éCuantas veces?

Informacién sobre la Historia de Salud de los Perros

o ¢5e han realizado pruebas de brucelosis anteriormente en el criadero?

¢ Qé resultados dio esa prueba? £Cuando?

o ¢Las pruebas para brucella son programadas cada cierto tiempo? En ese caso icada
cuanto?

o ¢Ha habido casos de brucelosis canina confirmados en el pasado? (Si es asi, proporcionar
detalles):

< Ha notado alguno de estos signos?

Alteraciones oculares o en la vision, dolor en la espalda o cojera, alteraciones en la miccion,
masas, perdida de peso, fatiga o apatia, alteraciones en el pelaje, cambios en
comportamiento.

Informacién sobre las Vias de Transmisidn y Fuentes de Contagio:

o ¢5e permite el acceso de perros de otros criaderos? (Si es asi, describir las medidas de
bioseguridad): iExiste la posibilidad que el criadero tenga un contacto con el
exterior? (una cerca entre dos casas), £van a la veterinaria o viene el vet?

= ¢Se realizan apareamientos con perros externos al criadero? (Si es asi, describir las
medidas de bioseguridad):

© Realizan Inseminacion artificial? ___ En ese caso, como obtienen el semen?

o ¢Cudl es el protocolo de control de vectores (por ejemplo, garrapatas, pulgas) en el

criadero?

o ¢Cudl es el protocolo de desinfeccion de las instalaciones y equipos? (productos y
frecuencia)

= Describa como es el procedimiento al momento del parto: (que
hacen)
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Anexo 4. Fichas proporcionadas por el laboratorio Chemtest para volcar los

resultados obtenidos.

27/8/2024 Analista:

T("C) f HR (%):
Test: VETLIS® Brucella iELISA Caninos Vid e 15V104_v2 00T

=

CHEMTEST

Pegar agui los datos de Abs450nm

MZ0D
MZ1
MZZ
M2Z3
MZd
MZ5
M1E MZE

M12 MZT

PR Interpretacion
CPr=>1.0 DIVl =32% Megativo
CH«<0.15 wiDv ol » 32 2 51% Indeterminado
EM <0.10 wion ol =>531% Pasitivo
CPF/CN =& Dol
variacion CP < 20% i DIvol | P wiona! |
Posicidn Protocola N*® Tubo Absas0 HPR Interpretacidn
M1 0,00 miDnfo! DIV
N2 0,00 wionsfo! BjDivfol
M3 0,00 miDnfo! BiDivf!
4 0,00 miDnfo! DIV
M5 0,00 mionsfo! DIV
Ma 0,00 miDnfo! DIV
M7 0,00 miDn ol DIV
ME 0,00 miDnsfo! BjDv
it 0,00 miDnfo! DIV
MI10 0,00 wionsfo! BjDivfol
M11 0,00 miDnfo! DIV
M12 0,00 miDn ol DIV
M13 0,00 miDnsfo! BjDv
M14 0,00 miDnfo! DIV
MI15 0,00 wionsfo! BjDivfol
MI16 0,00 miDnfo! BiDivf!
M7 0,00 miDnfo! DIV
M18 0,00 mionsfo! DIV
M19 0,00 miDnfo! DIV
M20 0,00 miDn ol DIV
M1 0,00 miDnfo! BiDivf!
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Anexo 5 Materiales del Kit VETLIS® Brucella iELISA caninos.

VETLIS *
Brucella iELISA Caninos \‘___'.f I
Kk D B OO O B et A ca I Canine o CHEMTEST .I

¥

| —

u 5 p—1
= [ — E > ;
2 CHEMTEST" e : CHEMTEST - l
= |
= -:= B ’
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