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RESUMEN

EVALUACION TERAPEUTICA DE LA OXITETRACICLINA MICRONIZADA
INSOLUBLE, EN PERROS INFECTADOS ARTIFICIALMENTE CON

BRUCELLA CANIS

Ramirez Pfeiffer, Carlos.

Asesores:

MVZ. Horst Richter Plate
MVYZ, Abel Ciprian Carrasco
MVZ. Francisco Sudrez Giiemes

Este trabajo se desariollé en el Departamento de Bacteriologia del Instityto ~
Nacional de Investigaciones Pecuarias; para lo cual se utilizaron 19 perros -
raza Beagle infectados artificialmente con Brucello canis; mismos que se di—
vidieron en dos grupos. El primer grupo consté de 13 perros con una infec-
cibén no bacterémica, los que se separaron en tres lotes (A, By C). A co-
da uno de los cinco perros que constitufan el lote A, se les administd oxi~
tetraciclina micronizada inseluble {OMI) a una dosis de 50 mg/semana por 6
semanas por via subcutdnea (5.C.). El lote B constoba de 5 perras a los que
se les administr6 OMI (100 mg/semana por 6 semanas via S.C.). El lote C
con 3 perros permanecié como contrel. El segundo grupe con una infeccién
bacterémica constd de & perros divididos en dos lotes (D y E). El lote D con
4 perros, o dos de los cuales se les administrd OMI o dosis de 5 mg/kg ca-
da 24 horas, 7 aplicaciones via S.C. y estreptomicina 5 mg/kg cada 24 ho-
ras, 7 aplicaciones parenterales; a los dos perros restantes se les oplicd Oml
en la misma dosis y vio que a los anteriores. El lote E constd de 2 perros =
que permanecieron como controles de este grupo. Se realizaron estudios bac-
terioldgicos y serolégicos de los perros durante todo el experimento. Los re~-
sultados bacteriolégicos finales de los grupos A y B fueron negativos, en los
seroldgicos sélo en dos animales permanecieron con altos ttulos. De los pe-
rros del grupo D solo uno fué negativo a las pruebas realizades ol finalizar
el experimento. De los controles solo en uno del lote C no se aislé I B, ~
canis pero este tenfa ttulos serolégicos elevados. Se concluye que los Tesul
tados obtenidos en este estudio, si bien no son definitivos, si demuestran el
valor potencial terapéutico de OMI y se sugiere un uso en dosis semanales -
de 100 mg cada semana durante 6 semaonas.

Febrero 1978,
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I, INTRODUCCION

1.~ ANTECEDENTES

Desde hace 50 afios se han presentado informes en los cuales se mencio~

nan perros infectados con las especies cldsicas de Brucella (Brucella abor

tus, Brucella melitensis y Brycella suyis}), mismas que mencionan que los -

caninos son relativamente resistentes a ellas (13).

En 1964 se presentaron cuadros clinicos de abortos e infertilidad en cria-

deros de perros Beagles de los Estados Unidos (3), lo que se consideraba
era un problema viral. M&s tarde en 1966 el Dr. Carmichael, virdloge -
de la Universidad de Cornell, falls en el intento de aislar el supyesto -
virus, sin embargo, osilé una bacteria a partir de los tejidos fetalesy -

placentales, el que se identificd como lu causa de los problemas (4).

Dicha bacteria era un cocobacilo gram negative, la cual debido a sus ca

racterfsticas bioquimicas (6) y otros estudios como: homologia del 4cido -

desoxirribonucleico (25), electroforesis en el gel de poliacrilamida (36), -
metabolismo oxidativo, Iisis par bruceléfagos (32), microscopia electréni-
ca, caracteristicas de crecimienio, desarrollo en presencia de eritritol, -
Iisis por lisozima, pruecbos de toxicidad en ratones (27), asi como sy re—
lacién antigénica con otras brucelas lisas o rugosas (6,14,15,32,49,51, -
52), la clasificaron dentro del Género Brucella, como una especie dife=-
rente a las yo conocidas. Varios de estos trabajos (14,27) apoyan ia de-

nominacibn propuesta por Carmichael y Bruner para llamarla Brucella ca-
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nis (6). Por sus caracterfsticas bioquimicas y metabdlicas es similar a la -

Brucella suis biotipos 3 y 4, por lo que otro auter propuso el nombre de

Brucello suis biotipo 5 (32).

Debido a esto se han considerado factores genéticos incluyendo la especi
ficidad de huésped para denominar la especie y asi en 1970 el Subcomité
de Taxonomia del Género Brucella acepté provisionalmente el nombre de
Brucella canis y como cepa de referencia la RM 666, como se encuen-
tra publicado en el Manuol de Bacteriolgio Determinativa de Bergey, en

la 8a. edicién (2).

Actualmente se ha visto que esta enfermedad se encuentra ampliamente -

difundida en los Estados Unidos y se ha encontrade en otros paises como -
Japén (53), PerG (16,31), Alemania (50}, Brasii (22). En México, Flores

la observd por primera vez en 1975 (17), posteriormente en estudios sero-
I6gicos se vié que 28.8% de perros callejeros de la ciudad de México te
nian titulos significativos (18,45) y mds tarde otio estudio encontrd 11.8%
de perros bacterioldgicamente positivos, que es la mayor prevalencia cita

da en el mundo (19).

La brycelosis canina es una zoonosis y en los Estados Unidos se presentu=
ron de 1967 a 1974, 16 casos de brucelosis humana, causada por Brucella
canis, (11,24,37,48), en México un estudio seroldgico sobre la presencia
de anticuerpos contra Brycella canis en humanos, reveld 13.3% de sueros

con titulos elevados, empleando las pruebas de aglutinacién en placa y -
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tubo (18,19). A pesar de la alte prevalencia de perros infectados con -

Brucella canis y el alto nimero de sueros de humanos con titulos que -

sugieren infeccién, no se ha logrado el aislamiento de esta bacteria a -
‘ partir de humanos.

N
1

ETIOLOGIA

Morfologia: La Brycella canis es una bacteria cocobacilar de 0.5 x 0.5
a 2 p, gram negativa, en la observacidn microscdpica se presenta gene-
ralmente aislada y ocasionalmente en pares o cadenas cortas,. su cultivo
es aerobio y su temperatura &ptima de crecimiento son 37 C. A las 36-
48 horas de crecimiento en medio Albimi agar se observan pequefias co-
lonias visibles de 1 a 1.5 mm. que tienden a adherirse al agar, siendo
mds pequefias en sy primer aislamiento, en caldo hay moderada turbidez
en 48 hrs. de incubacién formando sedimento varios dias después (5,6, -
33) que al agitarse forma un "cordén" caracteristico. En los cuadros 1y

2 se presentan las caracteristicas bioquimicas y de crecimiento del gér-
g

men en presencia de colorantes (6).

Caracteristicas antigénicas:

i
3
3
§

El gérmen no posee los antigenos lisos A y

M de la Brycella abortys y melitensis respectivamente, no contiene en-

dotoxina lipopolisacérida asociada a especies lisas de brucelas (10), cru

za antigénicamente con brucelas rugosas como Brucella ovis y Brucella

abortus cepa 45/20 (9,27), y posiblemente con otros géneros gram ne-

gativos como Bordetella spp, Pasteurella spp. y Haemphilus spp. (9,14,
27).
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CUADRO No. 1

i e .

PRUEBAS BIOQUIMICAS DE BRUCELLA CANIS

PRUEBAS BIOQUIMICAS: REACCION
; Produccidn de Ureasa + 4+ +
r Produccidn de Catalosa otk
Oxidasa +
‘ , Produccidn de Acide Sulfhidrico + {1 semana)

Reduccion de Nitratos

f+

Rojo de Metilo - Voges Proskawer
Indol

Licvefaccién de Gelatina
Crecimienfo en Mac Conkey
Utilizacidn de Citrato

Fermentacién de Carbohidratos

CUADRONO 2

CRECIM!ENTO EN PRESENCIA DE COLORANTES

FUCSINA BASICA o rionina
1:50000 1:100000 S 150000 1:10000
++ 4 v + o+ +

Tomados de Comell Vet. (1968}, 58, 4:579-592.
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3.- ESPECIES AFECTADAS
Los perros son los principales huéspedes naturales de la Brucella canis, -
en un principio se creyd que ofectoba sélo o la raza Beogle, (5,46} pero
actualmente sc conoce que afecta a todas las razas, a cuclquier edad y a
ambos sexos (9).
£! hombre también es susceptible, adquiriéndola principalmente a portir de
perros infectados y por infecciones en el laboratorio, en &l las mismas vias

de infeccién guo va el peno (2,11,48).

Experimentalmente se ha visto que los cerdos, ovinos y bovinos, son alta-
mente recstentes o o infeccidn por Biucella canis y que los gates son --

sysceptibles o la infeccidn, aunque en menor grado que los perros (38,39).

4.~ PATOGENIA

La Brucella canis se elimina principalmente durante el aborto, habiendo -
gran cantided de microorgonismos en el feto abortado y en las descargos -
vaginales que le suceden; asimismo, se eliming a través de la orina y se-
men de machos infectados, las principales vias de entrada al organismo -~
wn a través de mucosos o'ro|~far|'ngeu, tracto genital y conjuntiva. En el

esquema No. |, se cbserva lo patogenia de la enfermedad en perros (8).

5.- SIGNOS CLINICOS

Los signos clinicos hon sido citados por diversos autores (3,7,8,29,34,35,

46,49) y son genbralmente:
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ESQUEMA 1

Patogénesis de Br. canis, en machos
sexualmente maduras.

Puerta de entrada: {membranas mucosas del tracto genital, conjuntiva, oral).

Fagoc!%osis por leucocitos: (neutrffilos, macréfagos 7).

Y I . .
NGdulos linfiticos regionales: (multiplicacidn bacteriena, trata de locali-
zarse). nodulos retrofaringeos (via oral o conjuntiva);

inguinales e iliacos {entrada genital).

Bacteremia: {asociada a leucocitos de 6 - 18 meses de duracién).

4
Multiplicacifn bacteriana de otros teiidos:

1.- Cels. reticuloendoteliales de bazo, nidulos 1infd-
ticos, higado.

~ hiperplasia de cels. reticulares.
~ hiperplasia de centros germinales.
— formacion de granulomas.

™
1

Tracto genital:

placenta, hembras prefiadas.
epididimitis y pristata en machos.

i

Respuesta inmune: a- anticuerpos {tipos de inmunoglobulinas, secuencia
de produccién, 7).
b- macréfagos inmunes {inmunidad celular ?}.
c- formacién de compiejos inmunes 7.
d- hipersensibilidad 7.

Lesiones inmunopatoldgicas (?): arteritis
Jinfadenitis, esplenitis.

Eliminacién de organismos:
a- orina, semen.

b- descargas uterinas, tejidos fetales abortados.
¢c- otros. {leche, heces. saliva! 7.

Inmunidad: Modo de resistencia.
Duracidn 2.

J.AV.MAL Vol. 1560 1726-1734, 1970.
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A) En ambos sexos.
Los perros infectados artificialmente por via oral tienen aumentados los -
ganglios retrofaringeos y las hembras infectadas por via vaginal, los gan-
glios inguinal superficial e iliaco externo. En ambos casos los ganglios -
son fdciles de palpar aproximadamente dos semanas después de la inocula
cién, posteriormente hay un grado variable de aumento e induracién de -
la mayoria de los ganglios, asimismo es notoria la ausencia de fiebre a -
pesar de la prolongada bacteremia (bacterias circulando en sangre) de has
ta dos afios de duracién que puede ser intermitente o cesar definitivamen
te al localizarse el gérmen en tejidos, la falta de respuesta febril se po-
.

dria explicar por la poca cantidad o ausencia de endotoxina lipopolisacd

rida de la Brucella canis.

B) En hembras.

a) No gestantes: hiperplasia generalizada de ganglios linfaticos.

b) Gestantes: el principal signo es el aborto entre los dias 40-50 de ~

gestacién, seguido de descargas vaginales prolongadas de 1 a 6 sema-

nas de duracidn, de color serosanguinolento o verde grisdceo; o bien -
nacen cachorros débiles que mueren en 24-48 horas. Se observan tam-

bién muertes embrionarias tempranas indetectables, pero no se ha obser
vado esterilidad. Una heplbra infectada, normalmente aborta una vez y
posteriormente tiene periodos normales de gestacién, sin embargo, en -

algunos casos pueden abortar dos & tres veces.

C) En el macho: hay hiperplasia generalizada de ganglios linfaticos, epi-




didimitis, prostatitis, orquitis, afrofia testicular, dermatitis escrotal que -
es causada principalmente por estafilocacos no hemeliticos que invaden el
o escrofo probablemente debido a la isritacidn que produce por lamerse fre-
i cuentemente a consecuencia del dolor que les causa la epididimitis, hay

.

pérdida del libido.

6.~ LESIONES

Los lesiones macro y microscdpicas han sido ampliamente descritas por di-

ferentes autores (8,9,34,35): A la necropsia se observa lo siguiente:
Linfadenitis generalizada, esplenomegdlia, epididimitis y dermatitis escro-
e tal .
En el estudio histopatolégico se observa mds frecuentemente lo siguiente:
: ’ A} En ganglios linfaticos: hiperplasia de nddulos linfoides con linfocitosis
difusa e infiltracidn de linfocitos en las estructuras perinodulares y es-
E pacio subcapsular, presencia de macrdfagos y células plasmdticas, los -

macrdfagos tienen bacterias fagocitadas.

B} En bazo: las lesiones son similares, pero se observa mds frecuentemen-

te hiperplasia de fibras reticulares y proliferacién de células plasmdti-

cas, también presencia de células gigontes multinucleadas y de histioci

L tos con colonias de bacterias en sy interior.

C) Higado: casi siempre normal, aunque en ocasiones tiene pequedios focos
de acumulacion de células mononucleares, linfocitos, plasmocitos y ney

tréfilos rodeando las venas centrales.




D} Aparato reproductor:

a) En machos: infiltracidn linfocitaria generalizada en préstata, con -
: destruccién del parenquima glandular adyacente, presencia de fibroblas
tos, degeneracidn de tibulos seminiferos con espermatogonias y células
de Sertoli en su limen. En casos mds avanzados hay pérdida total de -
los tibulos seminiferos y reemplazo de estos por tefido fibroso. En pe--
rros que desarrollan atrofia testicular bilateral se encuentra azoospermia
y presencin de célylas inflamatorios (nicamente en el eyaculado.
b) En las hembras que acaban de abortar se observa marcada hipertrofia
del tejido glandulor det Gtero con infiltracidn local de la léming pro--
pia por linfocitos y pequefios granulomas infiltrados de neutréfilos. En -
el lGmen uterino restos de placenta con necrosis focal coagulativa de -

las vellocidades corinicas como lesidn principal.

E) En los fetos aboriados: se encuentra hiperemia y hemorragia en el tejido
subcutdneo del abdomen, los cachorros que nacen vivos y mueren poco des
pués (24-42 horas) presentan comunmente bronconeumonia, miocarditis, lin-
fadenitis, hepatitis, hemorragia renal generalizada con infiltracién del in-

tersticio glandular y perivascylar de células reticulares.
7.- HALLAZGOS OCASIONALES

Reike y Col. (41) informan haber realizado el aislamiento de Brucella ca-
nis en cultivo puro a partir del humor acuoso de un ojo atrofiado de un -

perro Pastor Alemén; Henderson y Col. (23) aislaron Brucella canis de un -




perro con signos de mialgia, debilided y dolores espinales a partir de -
espacios intervertebrales con lesiones de discopondilitis, aunque la rela~
cién de Brycella canis y tejido bseo no estd bien establecida (9). Otra
lesién citada en perros infectados artificialmente con Brucella canis, es
vna meningitis crénica y encefalitis focgl no sypurativa {10}, causa pro-
bable de cambios de conducta de los perros, los que se pueden volver -

agresivos {Carmichael, comunicacién personal 1977).
LA ENFERMEDAD EN EL HOMBRE

Los signos clinicos son simifares a los observados en otras brucelosis: fie-
bre intermitente, cefalea, escalofrios, debilidad, mialgias, sudoracién y

pérdida de peso, en ocasiones los pacientes son asintomdticos (%,11,48).

L.os pacientes estudiados por Carmichael (9) han tenido titulos altos de -
1:200 & mayores en aglutinacidn en tubo, en el mismo trabajo, mencio-
na el caso de una trabajodora gestante que se infectd y abortd, aunque
no se logré aislar la Brucella canis, a partir de tejidos placentules y de

exudados vaginales.
ASPECTOS INMUNOLOGICOS

Estudios realizados por Carmichael y Col. (8) revelaron que perros infec-
tados y mantenidos por dos ados en unidades de aislamiento fueton inmy-
nes a yna reinoculacidn cuando sus titulos bajaron a 1:50 § menos y. ha~
bic cesado la bacteremia. La reinoculacién se hizo por via oral con yna

dosis de 1 x 107 a1 x108 organismos viables y ninguno de los perros -

N



presentd becteremia ni un aumento en sus niveles de aglutininas,

La infeccidn intracelular de la brucela se caracteriza por desarrollar es-
tados de hipersensibilidad en el animal enfermo, sin embargo, no se ha
podido desarrollar un alérgeno para realizar yna prueba de hipersensibili
dad cutdnea en perros (8). Pora humanos existe un alérgenc o base de -
una cepa rugosa de Brucella melitensis (cepa 8 115), o de una cepa de

Brucella suis (1).

Spink {46) realizé estudios sobre la naturaleza de las inmunoglobulinas en
perros infectados con Brycella canis y encontré anticyerpos aglutinantes -
19S en forma purc y tres formas de anticuerpos aglutinantes 75. Asimismo
ha hecho estudios sobie el mecanismo de defensa celular y humoral en pe
rros infectados naturalmente y ha viste que tienen una minima actividad -
bactericida, aunque el efecto de los leycocitos polimorfonucleares ne es ~
solo fagocitico sino también bactericida. Estudios realizados por Carmicha-
el y Col. (9,10) mencionan que cn el plasme seminal de perros infectados
por un periodo de dos meses & mayor, se hon encontiade inmunoglobulinas
que hon sido carocterizadas, una como IgA que es capaz de aglutinar a -
- .2

espermatozoides vivos de perros normales, odemds ha encontrado también -
una inmunaglobulina citofilica (lgG), la que ol ponerse en contacto con -
esperma normal {sensibilizado) y con macréfagos produce un oumento en la
citoadherencia, reaccidn que aumento la fagocitosis, lo que sugiere que la
infertilidad en el mache, puede ser debids en parte o reacciones isoinmunes

resul tantes de la elevada octividad fagocitice de célulos inflomatorias que -
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Eveten i s

10.-

«10-

atacan los sitios de crecimiento de la brucela en el epididimo.
DIAGNOSTICO

A) Clinico

La Brucella canis debe ser incluida en el diagnéstico diferencial de enfer
medades en las que haya historia de abories, infertilidad, alteraciones en
testiculos ¢ hiperplasia de nédulos linfoides. Una caracteristica importante
es la ausencia de fiebre. Se requieren pruebas de loboratorio para confir-
mar la enfermedad, utilizdndose para ésto métodos seroldgicos y bacterio-

14gicos.

B) Serolédgico
Este tipo de diagndstico como en lus otras infecciones por brycelas es so~
lo una porte del esfuerzo pare establecer lu presencia o ausencia de esta

enfermedad (9).

Se han elaborado varios métodos de diagndstico, sin embargo, hasta la fe
cha no existen procedimientos estondarizades, ni se cuenta con syeros de

referenciao (10).

Hasta hace poco el diagndstico se basaba en pruebas de tubo, pero tiene
el incoveniente de que la Brycella canis outoaglutina bajo cierfas condi-
ciones de pH y concentracién de sales. Posteriormente se vié que la tem-
peratura que requeria era de 50-52 C, a veces la aglutinacién es incom-

pleta, otros incovenientes es que requiere 48 hoias, que la sangre de pe-
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rro hemoliza rdpidamente y que lo prueba requiere de muyestras de suero
no hemolizadas, ya que hay precipitacion del entigeno con hemoglobing
desnaturalizada por calor. Sin embargo, esta prueba es una ayuda en el

diagnéstico (7,10).

Se hon desarrollado actualmente varias técnicas, como es la modificacion
de la prucba de mercapioetanol empleando 3.5% NaCl y 2-Mercaptoeta-
nol con antigeno formalizado 0.6% (1,7), a pesar de que este método -
parece satisfactorio, no hay reportes de sy exactitud (10). Otras técnicas
son: fijocidn del complemento, difusion en gel y prueba rapida en placa
(21), las que tienen diferentes grados de confiabilidad en sus resultados -

).

Se considera que con la prueba de aglutinocidn en tubo ttulos de 1:100
& mayores son positivos debido o que los animales con esos Htulos resul-
tan frecuentemente positivos al aislamiento de Brucella canis en hemocul -
tivos, mientias que con la prucba en tubo de 2-Mercaptoetanol (M.E.) -

1:200 es el iftulo considerado positive (9).

Lo prueba rdpida de aglutinacién en placa (PRP) (21) ha demostrado ser -
muy Util y rdpida, sin emborgo, tiene el problema de dar "falsos positi—

vos, en contraste no hay informes describiendo "falsos negativos" (6).

Generalmente la bacteremia persiste por varios meses {hasta dos afies) pu~

diendo sc - .icrmitente, mienras tanto los titulos serolégicos son elevados
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hasta 1:400 en aglutinacién en tubo y en placa pero bajan rdpidamente
al cesar la bacteremia, pudiendo persistir a niveles de 1:25 6 1:50 con
aglutinacién parcial yo que la Brucella canis puede localizarse en cier-

tos tejidos, como epididimo por largos periodos (9,20).
C) Bacterioldgico

Lo Gnica manera de confirmar lo enfermedad es por medios bacteriolégi-
cos aislands el organismo a partir de hemocultivos o biopsias de ganglios
linfaticos y médula ésea, siendo estos dos Gltimos en cierta medida difi-
ciles de realizar, Cammichael (7) en un estudio realizado sobre la fre~~
cuencia de aislamienlo de Brucella canis a partir de tejidos encontrd los

resultados que muestia el Cuadro No. 3.

Para hemocyltivos es recomendable utilizar el medio de Kuzdas y Mor-
se {1). El hemocyltivo se hace en tybos con 4 ml de medio liquido, 2
ml de sangre total, se incuba a 37 C x 4 ¢ 7 dias y se resiembra lye~

go de éstos a medio slido en plocas incubandose por 7 dias.

£l medio Thayer Martin* utilizado originalmente para Neisseria gonorrho

eae es efectivo pora primoaislamiento de Brucella canis ya que aparte -
de tener inhibidores de contaminantes es un medio enriguecido, lo que
favorece sy crecimiento. Este medio ha sido empleado tombién satisfacto

riamente en el aislamiento de Brucella ovis {1,19).

* {ab. Gibco USA.



CUADRO Neo. 3

Aislomients de Brycella conis a partir de Srgonos
5 - {Carmichael, comynicacidn personal 1977)

ORGANO CRECIMIENTO

~ Ganglios linfaticos

Retrofaringeos 4+ F 4
i
; Inguinales v RS
Mesentéricos CLi N 4
- Médula Gzea ' ' P
= Bazo - 4+
- Higade + 4+
- Prastata , £+ 4+
- Testiculos ' ' +
- Epididimo ¥+

En tejidos fetales y maternales abortados

- Piccenta o

~ Liquido alanteideo PR,
- Higado PRI

~ Nédylo linfoide (mesentérico) - + ok

- Higado + +

= Pulmones + +
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11.~ PREVENCION Y CONTROL

En lo actualidad no se ho encontrado una forma de prevencidn. El uso -
de bacterinas no ha tenido éxito a menos que se emplee un adyuyvante -
del tipo de Freund, perc tiene el incoveniente de que produce dreas de
inflamacidn intensa, abscesos estériles y tejido cutdneo necrdtico en el -
sitio de inoculacién, de esta formo se ha logrado una inmunidad hasta —
seis meses. El uso de la variante lisa~-mucosa (S-R) de Brycella canis vi
va de baja antigenicidad y patogenicidad protege a los perros hasta por -
14 meses, aunque produce una bacteremia prolongade e hiperplasia de te-

jido linfatico, pero sin revertir al tipo patégeno rugoso (R}, (8).

El control es muy variable respecto en efectividad, Lewis (29) sugiere el
siguienfe método de control, en caso de sospechar infeccidn de Brucella -

canis en un criadero,

1.~ Aislamiento inmediato de hembras que hayan cbortado o tengan descar
gos vaginales anormales, machos con epididimos vumentados de tamafio

y/o testiculos aumentades de tamafio, y cualquier animal con gonglios

linfdticos aumentados de tamafio.

2.~ Coleccion de sangre de todos los perros de la colonia, incluyendo a-
quellos en”aislamiento, para serologia y coltivo.
~3.~ Poner - todos. 165 perros: nuevos en: perreras no ‘infectadas- hasta que la co -

- lonia se declare libre de Brucella canis, Esos perros nuevos se deben -
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sangrar pare serologio v hemocultivos.

Eliminar todos los perios bacterémicos o que tengan titulos de 1:100
6 superiores a Brucella canis en la prueba de tubo. Los perros con
un titulo menor o 1:100 o que no tengan titulos deben ser probados
mensupalmente haste que cada perro tenga dos resultados negativos -~

conseouylivos,

Cuclquier perre que se le hoyo aislado Brucella conis de sangre o -

tejidos se dabe eliminar.

Los locales de deben lavar y desinfectar diariamente, de preferencia

con un compueste que contenga yodo,

Se deben tener ropa y batas por separads para coda seccidn de fg -
colonia, particularmente enlre perros aislados sospechosos, nuevas od

quisiciones y los perros libres de la enfermedad.,

Se debe tfener cuidad en lo limpieza de jaulas contaminadas y mane
jo de perros infectados, se debe hacer con guantes desechables y -

mascaras quirirgicas.

No permitir que perros previamente infectadoes, con bajos titulos o ~
que hayo tenido uno "cura esponténea® mientras estaba en aislomien

to entre a la colonia.

Pickerill (40} llevé a cabo un método similar y obtuvo come resultado un
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criadero libre de brucelosis el cual producia un promedio de 6.24 cacho

i
§
3
i

rros-hembra-afio que se habia reducido a 1.5 cachorros~hembra-afo du-

rante la infeccidn.

Actualmente en los criaderos de los Estados Unidos es practica comGn -~

mantener a los perros con niveles bajos de antibidticos y otros agentes -

terapéuticos, por ejemplo tetraciclina, dados en agua o comidas, précti-
ca que no ha sido evaluada, sin embargo, es posible que este método ~-
adn cvando hembras infectadas no aborten, no tenga ningdn efecto cura-
tivo y enmascare la enfermedad y ademds llegue a crear resistencia del -

gérmen a este antibidtico (8,28).

Una medida de control para perros infectados es la orquiectomia, lo que

es posiblemente impida que el animal siga diseminando la enfermedad (9).
12. - TRATAMIENTO

Una caracteristica del género Brucella es de ser microorganismos intrace-
lulares, lo que le permite mantenerse fuera del alcance de antibidticos,

a los que son susceptibles in vitro (20,43).

A partir del aislamiento de Brycella canis (3), se ha intentado el trata-
miento con tetraciclina, cloramfenicol ,dihidroestreptomicina, asi’ como sul
fonamidas, las que son efectivas.in vitro, pero que al ser administiadas -
adn en grandes cantidades y largos periodos o perros infectados han teni-

do efecto sobre la bacteremia Unicamente, persistiendo la infeccidn intra-
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celylar. Manifesténdose de nuevo la bacteremia, tiempo después de termi

nade el tratomiento. Resultados similares se han obtenido al hacer mezclas

de dos de ellos {(5,26,30).

Un informe sobre e! walor terapéutico de la tetraciclina y la ampicilina -

en perros infectados con Brucella canis indica que se comportan solo co—

mo bacteriostdticos en el organismo y que después de cesar el tratamiento

aparece la bacteremia (30).

: Otros autores (26} emplearon un régimen ferapéutico en dos etapas, prime~
ro administraron ampicilina o tetracicling por tres semanas y después de -
L un corto periddo administraron fetraciclina con estreptomicina por tres se-

manas, obteniendo resultados parcialmente positivos,

El uso de férmacos para el tratamiento de brucelosis en pacientes diferen-
tes a la especiz humana no es recomendable, dado que existen pocos de -

ellos que tengan yn efecto curativo eficaz, ain administrando en grandes

dosis y por largos periédos, sin embargo, el canino es una excepcidn ya
que muchas veces forma parte literalmente de lo fomilic que lo posee, ~-

por lo que es necesario tener un tratamiento a la mano para sy curacién,
13.~ OBJETIVOS

3 Es necesario debido a la importancia que ha venido cobrando esta enfer-
medad, tonto a nivel de Medicina Veterinaria como de Salud Poblica, -
obtener un tratamiento eficaz para lo terapia de perros infectados con -

Brucella canis.
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Esta tesis tiene como objetivo evaluar la accién terapéutica de la oxite-
traciclina micronizada insoluble (OMI)* en perros infectados artificialmen
te con Brycella canis, medicamente que ha sido empleado con resultados
satisfactorios en brycelosis hymana, causada por diferentes brucelas {42, -

43,44),

* OX! MICRON F. tab. RAFERSA, México.
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If. MATERIAL Y METODOS

DISENO EXPERIMENTAL

Con el objeto de evaluar lo efectividad de la oxitetracicling microniza~
da insoluble (OMI* para el tratamiento de la brucelosis canina caysada
por Brucella canis, se trataron con esta droga animales previamente ino-
culados con una cepa de Brucella canis aislada por Flores (17) a partir

de hemocultivos de perros colectados en el Centro Amirrébic;o del Distri
to Federal. El Cuadro No. 4 contiene en forma resymida el disefo ex~

perimental empleado.
ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Inicialmente se emplearon 13 perros de raza Beagle susceptibles a Bruce-
_l_[g canis los cuales se dividieron en fres grupos (A, By C) que se man
tuvieron separados entre si, pero sometidos a condiciones similares de ma
nejo y alimentacién. Los perros de los tres lotes (A, B y C), los que se
inocularon con Brucella canis con una dosis de 5 x 106 ynidades forma-
doras de colonias, los machos por via oral y las hembras por via oral y

vaginal simulténeamente.

Lote A. iIncluyd cinco perros que se infectaron nueve meses ontes de em

pezar el tratamiento, se numeraron del No. 1 al No. 5.

Lote B. Contaba con cinco perros, tres de ellos tenfan nueve meses de -



TRATAMIENTO DE LA BRUCELOSIS CANINA (NO BACTEREMICA) EMPLEANDO OXITETRACI

CUADRO No.4

DISENO EXPERIMENTAL

CLINA MICRONIZADA INSOLUBLE

Tiempo de la infec~

Dosis del farmaco

No. de cién al tratamiento empleado. via de Duracién del
Lote perros (meses) (mg/semana) administracién tratamiento
(semanas)
1 9 50 sc 6
2 9 50 sC 6
A 3 9 50 s 6
4 9 50 sc 6
5 9 50 sc 6
6 9 100 s¢ 6
7 9 100 sc 6
B 8 9 100 sc 6
9 18 100 sc 6
10 18 100 s¢ 6
11 18 - - -
C 12 18 - - -
13 18 - - -

i
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infectados y los otros dos 18 meses antes de empezar el tratamiento, se

les numerd del No. 6 al 10.

Lote C. Contaba con tres perros con una infeccién de 18 meses y se ny

meraron del No. 11 al No. 13.

Los animales fueron sangrados cada semana desde el momenfo en que se
inicié el tratamiento, hasta que fueron sacrificados. La sangre y suero -
fueron empleados para estudios seroldgicos y bacteriolégicos, ya que de

esta forma es posible seguir el curso de la infeccién.

Un experimento adicional se realizéd en cambinacién con personal del --
Jamis A. Baker Institute for Animal Health, Cornell University (JABIAH).
Seis perros de la raza Beagle libres de patégenos especificos (SPF), fue-~
ron inoculados por via oral con una suspensidn conteniendo aproximada-
mente 1 x 10° organismos vivos de la cepa de referencia (RM 6-66) de
Brucella canis. Se colectaron muestras de sangre de los seis animales --
con intervalos de dos semanas, durante seis meses con el objeto de de-
terminar la presencia de brucelas en sangie y establecer los niveles de
anticuerpos antes, durante y después del ‘ratamiento. Cuatro de estos -
animales fueron tratados y dos mds se emplearon como controles sin tra-
tamiento. E! tratamiento se inicié tres meses desputs de la inoculacidn
experimental y cuando los seis animales se encontiabon baterémicos y -~
presentaban titulos elevador de anticuerpos detectados mediante pruebas

de aglutinacién en placa, tubo y mercaptoetanol e inmynodifysién en -
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gel. El grupo tratado y el grupo con los dos controles fueron identifica~
dos como lote D y E respectivamente. El disefio experimental de esta par
te se encuentra en el Cuadro No. 5. Se aplicd un andlisis estadistico -
por medio de X2 (forma de Pearson) y "La prueba exacta de Fisher", pa
ra ohservar que porciento de animales tratados se curan con respecto a ~
los del grupo control. Para precisar la eficiencia del medicamente, se -
formo uyn “intervolo de confianza™ para el porcentaje de animales que se

curarion con el tratamiento* (47).
3.~ TRATAMIENTOS

El tratamiento se realizé con dos diferentes concentraciones.
a) Para el lote A se emplearon 50 mg de oxitetracicling microniza~
da a la semana.
b) Para el lote B se emplearon 100 mg de oxitetraciclina microniza
da a la semana.
¢) Para el lote Control no se aplicé tratamiento.
Se dieron seis aplicaciones acada lote tratado. Al término del tratamien
to se mantyvieron a los perros durante tres semanas antes de empezar a
sacrificarlos, con el fin de observar si habia efecto residual del medica-
mento, asi como para esperar que las concentraciones del mismo disminy-
yeran y no impidieran el crecimiento posible de la Brucella canis a par-

tir de tejidos.

El sscrificio se realizd con sobredosis de pentobarbital sédico*. De la se-

*(anestesal - Lab. Norden)
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CUADRO No. 5
DISENO EXPERIMENTAL

TRATAMIENTO DE LA BRUCELOSIS CANINA (BACTEREMICA) EMPLEANDO OXITETRACICLINA
MICRONIZADA INSOLUBLE Y ESTREPTOMICINA

Tiempo de la infec- Farmaco
Lote Ident, cién al tratamiento empleado Via Posologia
- dy 3 meses OMI Subcuténea 7 de 50 mg,una cado 48 hrs,
i Estreptomicina ~ Parenteral 7 de 5 mg/kg,una coda 24 hrs.
» dy 3 meses OMli Subcutanea 7 de 50 mg,una cada 48 hrs,
» D Estreptomicing Parenteral 7 de 5 mg/kg,una cada 24 hrs.
dg 3 meses OM! Subcutdnea 7 de 50 mg,una cada 48 hrs.
64 3 meses OMi Subcuytdnea 7 de 50 mg,una cada 48 hrs.
) 3 meses - - -
E
ey 3 meses - - -
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- mana 47 a la 51 se sacrificaron un perro del lote A y uno del B cada
semana y en las semanas 47, 49 y 51 se sacrificé yn perro del lote -~

control.

Se practicaron necropsias y se tomaron muestras de sangre, ganglios re-
trofaringeos, mesentéricos, preescapulares, asi como de higado, bazo, -

testicylos y epididime, de las que se intentd el aislamiento del gérmen.

d) Los cuatro perros tratados durante el estudio adicional, recibie-
ron en total siete aplicaciones de OMI, por via subcurénec. Cade
inyeccidn contenfa 50 mg de droga y fueron administradas con 2 -
dias entre tratamiento. Los perros de este grupo identificado como

di, d2, d3, y d4, se subdividieron en dos fracciones. En la prime
ra fraccién los perros dy y dg recibieron ademds de OMI, 5 mg de
estreptomicina/kg cada 24 horas durante 7 dias por via parenteral.

En la segunda fraccién los perros de dg y d; sélo recibieron OMI.

e) El grupo E confeniendo los controles del estudio adicional se --

mantuvo sin tratamiento, estos animales se identificaron el y eZ,

Todos los perros de los grupos D y E fueron sacrificados mediante san-
gria total cuando se encontraban bajo anestesia a nivel quirirgico. Los
animales dy y dg fueron sacrificados dos meses después de suspender el
tratamiento. Los animales restantes en este grupo (dg y d4) al igual de
tos controles el y e2 se sacrificaron 5 meses después de culminar el -

tratamiente, al momento del sacrificio se colectaron muestras de sangre



-22~

para determinar titulos de anticuerpos y posible bacteremia.

Durante la necropsia se colectaron, asépticamente, secciones de bazo, -
ganglios linfdticos (retrofaringeos, preescapular, inguinal interno y mesen
térico), médula dsea y en el case de los machos se incluyeron secciones

de préstata, epididimo y testiculo.
EXAMENES SERQLOGICOS

Se practié la prueba rdpida de aglutinacién en placa para lo cual se em
pled un antigeno heterdlogo rugoso de Brucella ovis cepa REQ 1182, te~
fida con rosa de bengala o un volumen celular final de 6% (proporciona

da por L.E. Carmichael, James A. Baker Institute for Animal Health. --

‘Cornell University, USA)

Lc’v" prueba se realizé con suero sanguineo el cual se colocd en una pla-
ca de cristal 0,04, 0.02 y 0.01 m! ademds de 0.05 ml de antigeno. El
syero y ¢! antigeno se mezclaron con asa de metal guedando una dilu~~
cién final de 1/50, 1/100 y 1/200 respectivamente. La placa se movié
constantemente hasta realizar la lectura a los 5 minutos en un Aglutinos

copio.

Lo inferpfetacién de la prueba se hizo considerando sdlo dos grados de

(

oglutindgién ~ t’;é‘rﬁpléwq“e"iﬁéqmp]eta) de la siguiente forma (Cuadro No.

de los animales incluidos en los grupos D y E, los niveles -



CUADRO No. 6

INTERPRETACION DE LA PRUEBA RAPIDA EN

PLACA
Svero
{ml.) Dilucidn Aglutinacién Interpretacidn
0.04 1/50 negativa negativo
0.04 1/50 incompleta negativo
0.04 1/50 total sospechoso
0.02 1/100 incompleta sospechoso
0.02 1/100 total positivo
0.01 1/200 incomplefa positivo
0.01 1/200 total positiva
0.005 1/400 incompleta positivo
0.005 1/400 incompleto positivo
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de anticuverpos se determinaron empleando ademds la prueba de aglutina
cibn en tubo, aglutinacidn en tubo con 2-mercaptoetanol y la pryeba -

de inmunodifysién en gel.

Para el método de oglutinacidn en tubo se empled cntigeno producide ~
en el JABAIAH, usando lo cepa de referencia RM 6-66 de g:;u_cg-l_lg -
nis, inactivada dyrante 2 horas a 56 C y con la incorporacién de mer-~
thiolate (1:10000). La concentracién del antigenc fue estandarizada en ~
base a la densidad éptica DO=0.185 en una longitud de onda de 420 g.

La téenica fue realizado de acuerdo con lo descrito por Carmichael (5).

Para la prueba de aglutinacidén en tubo, en presencic de 2-mercaptoeta-
nol, se siguié la técnica descrita por Altlon y Col. (1) y para el efecto
se usd antigeno prodycido por el Veterinary Services Laboratory (USDA,
Ames, lowa.) Este anfigeno estd preparado también con Brucella canis -

pero inactivada con formatina.

En odicién al antigeno, se emplea una solucién 0.1 M de 2-mercaptoe-
tanol, con el propdsito de inoctivar anticuerpos IgM, por lo que con es
ta prueba se supone que lo reaccidn observada ocurre principalmente -~

con anticuerpos de la close 1gG.

La inmunedifusién en gel se lleve a cabo empleando lo téenica descrita
por Flores y Col. (19). En esta prueba se usa antigeno soluble extraido
de la cepa RM 6-66 de Brucella canis medionte el uso de desoxicolato -

sédico al 1% en solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.2, Se emplea-
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ron laminillas de pléstico conteniendo 0.8% agarosa en una solucién a--
mortiguadorgde dcido bérico con pH 7.2 en presencia del antigeno solu~
ble ios syeros positivos originan 2 - 3 lineas de precipitacién que se fy~
sionan completamente con las producidas por sueros positivos usados como

controles, ver fotografia (1},
EXAMENES BACTERIOLOGICOS

1. Medios de cultivo

A) Generales
a) Agar y caldo t’ripticaso soya*
b) Agar y caldo triptosa*®

B) Selectivos con inhibidores de contaminantes
a) Agar de Thayer Martin**

b} Kuyzdas y Morse (1,8}

Las muestras de sangre semanales, asi como los érganos obtenidos o la -
necropsia se sembraron en medio caldo de Kyzdas-Morse y resembraron ~
en el mismo medio en placa cada tres dias durante siete dias. Asimismo
de los drganos obtenidos a la necropsia ofra parte se sembraron directa
mente a medio agor de Thayer Martin y se incubaron durante siete das,

déndose negativos si no habfa crecimiento en este tiempo,
Las pruebas de fermentacion de carbohidratos, produccidn de dcido sul-

fhidrico, hidrdlisis de urea, activided de la catalosa y de la oxidasa y

*  Difco Laboratories USA
**  Gibco USA



Inmunodifusién en gel.

A.- Anti B. canis suero control positivo
B.- Suero de animal en experimentacién
. C.= Sueros controles negativos

D.- Antigeno soluble de B. canis (RM 6-66)
extraido con 1% desoxicolato.
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B

la reduccidn de nitratos se hicieron de acyerdo a los procedimientos des

critos por Cowan y Steel (12} y por Alton Jones y Pietz (1). {Ver Cya~

dro No. 1),
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I, RESWLTADOS

Los resultados de los estudios practicados en los lotes A,B y C se encuen
tran resymidos en el Cuadro No. 7, los Cuadros8,9,10 y 11 contienen -

los resultodos del estudio adicional con los lotes D y E.

A) Resuitodos de los estudios serolégicos de los lotes A,B y C.
1.~ En el lote A, los perros mostraron altos titulos serolbgicos desde
la segunda o tercera semana de inoculacidn, excepto el perro nimero
5, el cual nunca mostré altos titules serolégicos, dudo que esta ani-
mal fué resistente o la infeccién experimental, fué eliminado del es-
tudio. Al empezar el hatamiento (semana 38), en los perros persis—
tfan los altos titulos serolégicos, aunque el perro No. 4 los habia -
bajado a un nivel considerado como “sospechoso} durante el tratamien
to los perros empezaron a declinar sus titulos paulatinamente y este -
descenso se hizo mds marcado a medida que aumentaba el nimero de
aplicaciones de la oxitetraciclina, {legando a un nivel considerado -
como “sospechoso” a la tercera aplicacién y "negative” a la quinta -

aplicacién,

El perro nimero 3, mantuvo sus titulos con variantes dentro de los ni

veles considerados como "positivos", durante el periddo de terapia.

En la grafica No. 1, se puede observar el promedic de la concentra
cién de anticuerpos, en el cual no se incluyd al perro nimero 3, de

bide a que su comportamiento fué en forma independiente al resto del



CUADRO No. 7

-RESULTADOS DE ESTUDIOS SEROLOGICOS Y BACTERIOLOGICOS PRACTICADOS A LOS PERROS DE LOS LOTES
A, By C, CON UNA INFECCION CRONICA (NO BACTEREMICA), TRATADOS CON OXITETRACICLINA
MICRONIZADA INSOLUBLE (OMI)

Lote No. de perros Infeccién confirmadu o la 3a. infeccibn conflmada al final del
inoculados semana de inoculacién experimento
Thulos serolégicos Aislamiento de Trtulos serolégicos
bacteremia significativos B.canis de te- significativos
jidos

1 + + - -

2 + + - -

A 3 + + - +

{50 mg/semana) 4 + + - -
5% - - - -

3 ¥ T - -

] 7 + + - -

(100 mg/semana) 8 + + - -
9 + + -

10 + + - +

11 ¥ F ¥ ¥

C 12 + + + +

{sin tratamiento) 13 + + - +

* No se le administrd tratamiento por no confirmarse la infeccién.

5
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CUADRO Neo. 8

RESLLTADOS DE LOS ESTUDIOS SEROLOGICOS Y BACTERIOLOGICOS PRACTICADOS A LOS PERROS DEL
LOTE "D", CON UNA INFECCION ACTIVA (BACTEREMICA), QUE RECIBIERON TRATAMIENTO CON OMI-

ESTREPTOMICINA.
dy dp
Tiempo transcurrido
después de la inocy Aglutinacién ldg* Aglutinacién Idg
lacién Placa Tubo ME  (lineas) HC** Placa  Tubo ME  (lineas) HC
inoculacién - - - - -
3 semunas 200 400 400 2 + 400 400 400 2 +
5 semanas 400 400 400 2 + 400 400 400 2 +
12 semanas 400 400 400 2 + 400 400 400 2 +
12 - 14 semanas TRATAMIENTO TRATAMIENTO
4 meses 400 400 400 2 - 400 400 400 2 -
5 meses 200 200 200 i - 100 100 200 2 -
5 1/2 meses 200 100 100 1 - 50 50 100 - -
6 meses 100 100 100 2 - Neg. Neg. MNeg. -~ -
difusas
6 1/2 meses 100 100 100 2 - Neg., Neg. Neg. -~ -
difusas

Evtanaosia

Evtanasia

¥ ldg Inmunodifusidn en gel
** HC Hemocultiva




Sark R g R ek oty £

N A 3 s gt A

CUADRO No. ?
RESULTADOS DE LOS ESTUDIOS SEROLOGICOS Y BACTERIOLOGICOS PRACTICADOS A LOS PERROS DEL

LOTE "D" CON UNA INFECCION ACTIVA {BACTEREMICA) QUE RECIBIERON TRATAMIENTO CON OMI

d3 d4

Tiempo transcurrido Pruebas realizadas Pruebas realizadas

después de la inocy ldg* ldg

lacidn, Placa  Tubke ME {{ineas) HC** Placa Tubo ME  (lineas) HC

Inoculacién - - - - - - - - - -
3 semanas 400 400 400 2 + 400 400 400 2 +
5 semanas 400 400 400 2 + 400 400 400 2 +
12 semanas 400 400 400 2 + 400 400 400 2 +
12-14 semanas TRATAMIENTO TRATAMIENTO
4 meses 400 400 400 2 - 400 400 400 2 -
5 meses 400 400 400 2 - 400 400 400 2 -

Evtanasia Eutanasia

* idg Inmunodifusién en gel
** HC  Hemocultivo



CUADRO No. 10

RESULTADOS DE LOS ESTUDIOS REALIZADOS A LOS PERROS DEL LOTE “E", CON UNA INFECCION
ACTIVA (BACTEREMICA) QUE PERMANECIERON COMO CONTROLES

el el
g;i?ﬁgstggn§guggggg Pruebas realizadas Pruebas realizadas
lacién. Placa Tubo ME ldg HC Placa Tubo ME 1dg HC
Inoculacibn - - - - - - - - - -
3 semanas 400 400 400 2 + 400 400 400 2 +
5 semanas 400 400 400 2 + 400 400 400 2 +
12 semanas 400 400 400 2 + 400 400 400 2 +
12 - 14 semanas MEOONE M M M LT T R TG
4 meses A 400 400 400 2 + 400 £00 400 2 +
5 meses 400 400 400 2 + 400 400 400 2 +
6 meses 400 400 400 2 + 400 400 400 2 +
6 1/2 meses 400 400 400 2 + 400 400 400 2 +

Idg Inmunodifusidn en gel, No. Lineas.
HC  Hemocultivo
NH  No hecho

NOTA: Los perros no se sacrificaron puesto que la bacteremia confirmé la existencia de la infeccibn,



CUADRO No. 11

AISLAMIENTO DE BRUCELLA CANIS A PARTIR DE TEJIDOS OBTENIDOS A LA NECROPSIA DE LOS

PERRO 4 & dy 4y ¢ )
Sangre - - - -
Bazo +(60 colonias) - +(16 colonias) +2 colonias)

Ganglios linfaticos:
retrofaringeos
preescapular
inguinal
testiculo

[
préstata

médyla dsea

+(80 colonias)
+(6O colonias)
+{12 colonias)
+( 5 colenias)
+( 2 colonias)

Neg .

+{60 colonias)
+{12 colonias)

+(30 colonias)

+9 colonios)
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grupo.

P 2.- En el lote B, tanto los perros que se inocularon 38 semanas an
tes de empezar el tratamiento, asi como los que tenfon 18 meses -
de haber sido inoculados, mantenifan altos ttulos seroldgicos, los -
que empezaron a descender en forma paulating al iniciarse el tra-
tamiento, hasto la semana 39 en que subieron, pero desde la sema
na 41 descendieron rapidamente, como se puede apreciar en la grd
fica No. 2 que muestra el promedio de le concentracidn de anti-
cuerpos del lote B. En este grupo el perro No. 10 montuve siem—
pre altos titulos serolégicos y por eso se le colocs fuera del prome

dio de la concentracién de anticuerpos del lote B,

3.- Los perros del lote Control (C), siempre mantuvieron altos ti-

tulos serolégicos, aunque el No. 13 los bajé hasta el nivel 1Tmite

£

considerado como “positive" como se puede opreciar en la gréfico

No. 3.

B) Resultados de los estudios bacteriolégicos de los lotes A, By C.
1.~ Lote A; los perros de este lote se mostraron bactéremicos des~
de la tercera semana de inoculacién pere al empezar el tratamien

to 38 semanas después de inoculados la bacteremia habio cesado, -

manteniéndose asi hasta el sacrificio, en ninguno de los animales

de este lote se logré aislar la Brucella canis o partir de muestras

obtenidas a lo necropsia (Cuadro 12).



AISLAMIENTO DE BRUCELLA CANIS A PARTIR DE TEJIDOS

CUADRO No. 12

OBTENIDOS
A LA NECROPSIA DE LOS LOTES A, By C.

Semana de Sacrificio 47 48 49 50 51

Lote B AB ABC AB ABC
Ganglio retrofaringeo - e
Ganglio mesentérico -+ - e e 4+ e e o
Bazo -+ - e = e e e e e -
Higado - e e e e e e e e e -
Ganglio prescapular -+ - = = = = = = -9
Hemocultivo - - - 0 =~ = = = e e
Testiculo ° -
Epidfdimo o -
o No hecho
+ Positivo

- Negativo

B e N SO L




Titulo
serolégico

400

200

50 -

GRAFICA 1

RESPUESTA SEROLOGICA PROMEDIO DEL LOTE A*

H

e m Q n

—————— promedio perros Nos. 1,2 y 4

- . —

*

perro No. 3

semana 38-43 tratamiento, 50 mg/semana

a

H

;""""\ e
\
A ! v -
’ \ \
I’ \ \\_____’
’
,I
]
A~ W
\r
\
38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51

e e —— ey



GRAFICA 2

RESPUESTA SEROLOGICA PROMEDIO DEL LOTE B*

Triulo
seroldgico 400 L Jo-mmm e e e

100 .

M

3639 A0 A1 42 43 44 45 46 47 48 49 50 5l
s e

m a n a s
promedio perros Nos. 6,7,8 y 9

perro No. 10

* semana 38-43 tratamiento, 100 mg/semana




GRAFICA 3 ‘
TITULOS SEROLOGICOS DEL LOTE CONTROL *
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3.- Lote C; en estos perros también se confirmé la infeccién por me
dios bacterioldgicos después de inocularlos, sin embargo a los anima
les a pesar de tener titulos elevados de anticyerpos, no presentaban
bacteremia al momento de iniciar el tratamiento en los lote A y B.
Al final del estudio, dos de ellos resultaron positivos al aislamiento

Brucella canis como se puede observar en el Cuadro No. 12.

C) Resultados de la aplicacidén de la droga de los lotes A, By C.
En el lugar de aplicacién se observé una zona de inflamacién de dos
a fres centimetros de didmetro, que a la palpacién era dura, no ad-
herente y edematosa, misma que persistia aproximadamente de 7 a 15

dias.

No se observaron signos de intoxicacién ni ofra reaccidn en los pe--

rros tratados.

D) Lesiones observadas a la necropsia en los lotes A, By C.
A le necropsia, los perros 1,2,4,6,7,8 y 9 no mostraron cambios de

los érganos .

El perro No. 3 mostraba aumento de tamafio de los ganglios linfdticos

prescapulares.

El perro No. 10 mostraba linfadenitis, con edema de los ganglios me

sentéricos.

El perro No. 11, linfadenitis generalizada y esplenitis marcada.
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El perro No. 12 mostrabu ligero aumento de ganglios linfaticos, =~
los mesentéricos y prescapulares se encontroban edematosos y hemo

redigicos, ligera esplenitis,
El perro No. 13 mostraba ligero aumento de ganglios linféticos.

E) Resultados serolbgicos y bacterioldgicos de los grupos D y E.

Los cuadro 8,7,10 yl1 presentan en forma breve los resultados ob-

tenidos en los animales dy, dp, dy, y dy, asi como el y e2. En -
todos ellos se determing la presencia de Brucella conis en la sangre
desde la tercera semana siguiente o la inoculacién experimental. En
este tiempo los titulos de anticuerpos séricas fueron por encima de -
1:400 en las pruebas de aglutinacién y todos los syeros presentaron -
reacciones positivas mediante la prueba de inmunodifusién, producien
do dos lineas de precipitacién que fueron de Identidad con syero con
trol positivo. Al iniciarse el tratamiento todos los animales presenta-
ron bacteremia, lo cual desaparecié durante el trotamiento en todos

los perros, con excepcién de los controles, en los cuales persistié -~

hasta el final del estudio.

Los animales d3 y d4 en los que se aplicd Onicamente OMI, la bac-
teremio cesd a consecuencia del tratamiento, pero los niveles de an-

ticuerpos no sufrieron combios.

Ambos fueron sacrificados 5 1/2 meses después de la inoculacidn ex-
perimental (2 meses después de superado el tratamiento). El aislamien

to de Brucella canis se logrd a partis de bozo y ganglios linfaticos -
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de los dos perros, pero el nimero de colonias fue bajo.

En los perros d] y d2 que recibieron simulténeamente OMI y extrep=
tomicina los titulos de anticuerpos disminuyeron como consecuencia -

del fratamiento. En uno de ellos {dy) los niveles mds bajos chbservados

fueron 1:100 en las pruebas de aglutinacién. Los estudios de inmunodi
fusién en este perro mostraron después de la administracién de antibid
ticos solamente una linea muy difusa de precipitacién. En el otro ani
i mal de este grupo {d2) los titulos de anticyerpos se redujeron répida-
; mente después de la medicacién llegando a presentar reacciones abso
lutamente negativas. Lo eutanasiu se practicd en ambos animales 6 1/2
meses después de haber sido infectados experimentalmente (3 meses des

pués de syspender el tratamiento),

El aistamiento de Brucella canis fue posible a parti- de muestras de
petre d}, mientras que todos los cultivos practicados con tejidos del -

perro dg resultaren negativos al aislamiento del gérmen.

ta bacteremia persistic en los dos controles usados en este experimen=

to {e! y e2). Los titulos en estos perros fyeron siempre superiores a -

1:400 en las pruebas de aglutinacidén y ademds presentaron dos ifneas

é de precipitacién cuondo se examinaron mediante la prueba de inmuno

difusién en gel.

F} Resultados del andlisis estadistico,

El exdmen estadistico comparando los resultados del lote A y B contra
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los obtenidos en el lote control (C), revelaron diferencia signifi-
cativa (p < 0.05),

£l “intervalo de confianza" para estos animales es,con 95% de -~
confianza curarian de 40 a 100 % de los animales tratados y con

99% de confianza curarian 33 a 100% de los animales .

El exdmen estadistico comparande los perros tratados nimeros dy, =
d, d3 y d4 contra los perros controles nimeros dg-y dg, no reve

lo diferencias significativas (p < 0.05).
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V. DISCUSION

Resultados de publicaciones previes demuestran que la OMI es notable~
mente efectiva para el tratamiento de brycelosis en humanos debido bd
sicamente g sus caracteristicas de insolubilidad (41,42,43). Por esta ra
z6n se intentd evaluar la accién de esta droga en el tratamiento de -

fa brycelosis canina.

Este antibidtico es una oxitetracicling precipitada en pH neutro y trity~
rada hasta obtener particylas de 1 a 5 u, por lo que al ser administra~

da por vin parenteral estimula su fagocitosis por polimorfonucleares y -

monocitos, permaneciendo en el citoplasma de estas células por mds de

24 horas. En este lapso es transportada a ganglios linfaticos y centro del
sistema reticylo endotelial, donde se destruyen los leucocitos y se libera
la droga; proporcionando una concentracién elevada en sitios donde la -
brucela se encuyentra en mayor cantidad, posiblemente en estas dreas es
nuevamente fugocir’cda por las célylas infectadas, actuando asi en dos -
formas posibles, una intracelular y otra extracelular sobre brycelas libe-

radas .

Ruiz Castaneda y Col. (40,41,42) recomiendan el uyso de este antibidti-
co no solo en diferentes formas de brucelosis humana, sino también en -
otras infecciones en las que la inmunidad celular juega un papel impor-
tante como es el caso de la osteomielitis. Uno de los problemas mds im

portantes en el tratamiento de la brucelosis en general es lo cronicidad
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de la infeccién durante el cual el agente causal se localiza en ciertos
tejidos relativamente protejidos de la accién directs de agentes bacte-
rianos. Por esta razdn, con el objeto de evaluar la OMI en condicio-
nes similares a las que se producen en casos clinicos, se emplearon pa
ra este estydio animales experimentalmente infectados, sufriendo el cur

so crénico (no bacterémico) de la enfermedad al momento de la terapia.

Ademds se investigd la actividad del antibidtico en un nimero reducide

de animales con una infeccidn activa (bacterémica).

Los perros Nos. 1,2,3,4,6,7 v 8 que se inocularon junto con el No.5
mostraron a diferencia de éste, bacteremia y altos titulos seroldgicos a
la tercera semana de inoculacidn y podria indicar que hay perros que -
son "naturalmente inmunes", la que aln frente @ una infeccién intensa
como lo de laboratoric, wlo desarrollan un bajo titulo serolégico por -
corto tiempo que después se convierte en negativo. A este perro no se
le administré el tratamiento ya que no se le demostré la infeccidn, pe
ro se mantuvo con los perros de sy lote para observar si por el contac

to con ellos llegaba a infectarse, cosa que no ocurrid.

»

El perro Mo. 4 pudiera considerarse como "moderadamente susceptible",
en el que lo bacteremia permanecid menor tiempo que en los demds, -
sus titulos serolbgicos tendian o disminuir y con la aplicacién de la -

OMI bajaron répidamente.

El resto de los perros (Nos. 9,10,17,12 y 13) se inocularon desde nue
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ve meses antes de empezar el tratomiento y formam junto con los otros -
perros MNos. 1,2,3,6,7 y 8 otro grupo que se podria Hamar “ordinaria~
mente susceptibles”, siendo sus carocteristicas, altos fitulos serolégicos

y bacteremia, la que puede ser intermitente o dejar de presentarse (co-
mo sucedié con los perros de este trabajo). Y en un largo tiempo llegar
a recyperarse, siendo este el caso del perro No. 13, el cual se encon-
trabo posiblemente en un proceso de localizacién de la bacteria e|:\ cier
tos tejidos y debido a eswo los titulos serolégicos que tenfa  eran varia-

bles pero con tendencia o desoparecer lentamente.

En las grdficas 1 y 2 se puede observar el promedio de lo concentracién
de anticuerpos del lote A y del lotz B, respectivomente y al comparar-
las se puede aprecior que el lote A mantuve una disminucién fronca de
los titulos seroldgicos, que el lote B lordS was tiempo en disminvirlos, -
pero lo hizo en forma rdpida a partir de la semana 41 y en la semana 43
llegd incluso o niveles mds bajos que en ol lote A. Esto puede atribuirse
a que en el lote B habia dos perros que fenion nueve meses mds de infec
tados que los demds perros (salve 11,12 y 13}, por lo que posiblemente -
tenfan una infeccién localizada en sitios mds inaccesibles para el antibid
tico, por lo que toduvia a lu cuarta semana de tratamiento {semana 41) -
lo droga no alcanzaba el gérmen manteniendo el perro No. 9, altos tity
los seroldgicos que hacfan mds elevado el promedic. Pero de la semana
41 a la 43 los titulos de este perro descienden, posiblemente como conse

cuencia de la accidn del medicamento sobre la Brucella canis.
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En las gréficas 1 y 2 no se promediaron los perros nimeros 3 y 10 res-
pectivamente, porque no respondieron o la terapia. El perro No. 3 ~--
que tenfa nueve meses menos de infectado que el perro No. 10, sin -
embargo, mantuvo variables sys titulos serolGgicos, mientras que el No.
10 los mantuvo consistentes durante el periédo de terapia, cosa que po
dria apoyar lo dicho anteriormente que la Brucella canis se localiza -
en sitios casl. inaccesibles por las drogas y requiere posiblemente mayor
tiempo y concentracién que los empleados en este trabajo, para sy efec

to sobre los gérmenes.

Los resultados seroldgicos del lote control (grafica 3), mantuvieron siem
pre a niveles considerados "positivos", el perro No. 13 sin embargo , -
disminuyd sus titulos a los niveles minimos que se consideraron como -~

"positivos” en este trabajo.

Los titulos serolégicos bajos en los perros nGmeros 1,2,4,6,7 y 8 indi-
can que la infeccidn cesa después del tratamiento lo que se comprobd
mediante el exdmen bacterioldgico de las muestras obtenidas a la necrop
sia, cuyos resultados fueron negativos. No se logré aislar Brucella canis
de fres perros a pesar que tenian titulos serolégicos significativos que -
sugieren su persistencia (Nos. 3,10 y 13). Esto puede ser explicado en
el perro No. 13 puesto que tenfa 22 meses de haber sido infectado y -
posiblemente el gérmen se encontraba en proceso de localizacién en --
ciertos tejidos estando en pequefias cantidades en el organismo (no lo--
grandose por ello el aislamiento). Esto explica también el porque sus -

titulos seroldgicos estaban descendiendo gradualmente, lo mismo pudo -
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haber ocurrido en fos perros Nos. 3 y 10, los gque mantuvieron a pesar
del tratamiento, elevados titylos serolégicos. Se puede decir que no -~
siempre es posible el aislamiento debide a que no se toma la porcién -
del tejido de un érgano en el cual esté localizade la infeccién. Eviden
temente en estos animales (Nos. 3 y 10} la antibiéfico-terapia produjo

una considerable reduccién en el nimero de brucelas.

De los perros controles Nos. 11 y 12, si se logré el aislamiento del gér
men y ambos tenfan fityles elevados, lo que concuerda con resultudos -
obtenidos por otros autores en los que se observa que a mayor titulo se~-

roldgico es mayor la frecuencia de los aislamientos, (7,19).

En contraste con los resultados obtenidos en los grupos A y B, el uso -
de la OMI en perros sufriendo una infeccién activa (bacterémica) pro-
dujo la completa eliminacién de la infeccién en uno de los cuatro ani’

males tratados (dg), el que habia recibido ademds estreptomicina.

En los otros animales tratados con OMI se produjo una notable disminy
cién del nimero de organismos y la bacteremia cesd inmediatamente des

pués de iniciarse el tratamiento.

Es importante mencionar que la estreptomicina empleada como Gnica -
droga en el tratamiento de brycelosis canina produce efectos practica-~
mente nulos, mientras que aplicada en combinacién con otres antibidti

cos, tales como Minocicling (lederle), muestra cierto sinergismo (20).




En un estudio reciente, Flores y Carmichael (20) compararon la efectivi~
dad de varios antibi6ticos en diferentes combinaciones asi como algunas -
sulfas, para el tratamiento de la infeccién experimental por Brucella ca--
nis. Los resultados demostraron que dosis elevadas de clorhidrato de tetra-
ciclina (50 mg q.i.d./kg) administradas diariamente durante 15 dias resul
taron ineficaces para el tratamiento de la enfermedad, ain cvando se apli
caron simultdneamente con otras drogas antibacterianas. Dichos autores ob
servaron que dosis elevadas de Minociclina (50 mg b.i.d./kg), combina-
das con 10 mg de estreptomicina, durante 15 dias, fueron efectivas en la
completa eliminacidén de la infeccidn en 15 de los 18 perros tratados. En
contraste dosis reducidas de este antibidtico produjeron resultados poco sa-

tisfactorios.

Lo anterior demuestra claramente el valor potencial de la OMI para el -
tratamiento de brycelosis canina, puesto que en el grupo D en el que un
animal se recupero completamente, la cantidad de la droga administrada

a cada perro durante el periédo de tratamiento fué de 350 mg, equivalen

te a una sola dosis de clorhidroto de tetracicling 6 minociclina, emplea~

da en el estudio antes citado.

El andlisis estadistico revela el potencial terapéutico del medicamento em

pleado.




V. CONCLUSIONES Y SUGERENCIAS

Se concluye que:

a) la oxitetracicling micronizado insoluble es eficaz para la terapic de

perros infectados artificialmente con Brucella canis.

Se sugiere:

a) en base a los resultados obtenidos en los lotes A, B y C, el uso de

100 mg de OMI por perro cada semana durante 6 semanas.

b} continuar investigando el yso de la droga no solo para el tratamien-
to de brucelosis canina sino que como agente terapéutico en otras infec
ciones, principalmente aquellos que involucran agentes intracelulares ya

que la accién de la OMI es devida posiblemente o sy baja solubilided.

¢) que los tratamientos sean acompaiiados de pruebas serolégicas semana-
les durante el tratamiento y una cada 30 dias durante 3 meses para esta

blecer si en realidad la infeccién fué eliminada.
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