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1.- RESUMEN:
JIMENEZ FLORES FERMIN, Comparacion de 3 antigenos utilizados para ¢l diagnostico scrotogice de la
brucelosis canina por la prueba de aglutinacién en placa con y sin 2B-Mercaptoetanol”. (bajo la Asesoria de

Francisco Sudrez Gilemes y Jesus Vizquez Navarrete).

Con ¢l {in de determinar difevencias serologicas se utilizaren 3 antgenos los cuales fieron clasificados como A, B v C
elaborados con cepas y metodologias diferentes. Los antigenos fueren evaluados por medio de una prueba de aglutinacion
en placa utilizada para el diagnéstico serolégice de la brucelosis camina causada por Brucella canis. Se obtuvieron
muestras de sangre con anticoagulante y suero a partir de 182 perros. £l muestreo sc efectud  al azar vy los animales
provinieron: de varias partes del sur de la Ciudad de Méxice, se consideraron  variables come: raza, edad, sexo y
{ratamiento previo. Se realizaron hemocultivos en todas las muestras. Los aislamientos sugestivos a Brucella canis fucron
idenuzficados mediante las siguientes pruchas: tincion de Gram para observar mortologia, tincidn de Zihel Neelsen
modificada para Brucella para determinar atmidad tintorial, produccidn de ureasa, produccidn de 1,8, triple azicar hierro
v movilidad por medio de una preparacion humeda. Tos tres antigenos fueron elaborados siguiendo metodologias
diferentes, I.as prucbas de aglutinacién se realizaron para cada suero probéndelo con cada antigeno con v sin 2 B
Mercaptoetanol (2 B Mi:). A los sueros que aglulinaron en uaa prucha dirccta (50 1l de suero v 50 pl de antigeno) sc les
realizaron diluciones, miciando en  1:25 hasta 1:800 para determinar titulos de anticuerpos. Las condiciones evaluadas
para cada antigeno fueron: sensibilidad, especificidad, valor predictivo pesifive (VP4) v valor predictivo negativo (VP-)
con ¥ sin 2 B ME. En cste estudio se considerd la dilucion 1:200 como punto de partida para considerar bacteremia. La
scnsibilidad fue disminuyende conforme aumentaren las dilucienes tante con 2 f ME como sin 2 f M. El antigeno €
tire ¢l que mostrd mavor sensibifidad en la duucion 1:200 v 1:400 con respecte a [os antigencs A v 13 que mostraron un
compo faniento stnalar eptre elles a las misisas diluciones. La especificidad aumento en general conforme awmentaton
ias difuciones siendo el antigeno C el que mosré menor espectiicidad comparado con ios antigenos A v B que moswaron
un comportamienito similar entre eflos. La especificidad fuc mayor cuando los sueros s¢ trataron con 2 ) ME EL VP {+)
fue incrementandese desde la dilucion 1.23 hasta la dilucién 1:100 y en las 2 siguientes diluciones hube un descenso del
mismo. En general, ¢l VP (+) con 2 p ME fue mavor que sin 2 f ME, siendo el antigeno C menor que Jos antigenos Ay
B. El VP- se comporto de manera similar con 2 B ME entre diluciones v antigenos, siendo mavor el antigeno C en las
diluciones mas allas con respecte al antigeno A ¥ B. Sin 2 B ME el VP (-) disminuyé en las diluciones 1:200 y 1:400

sienda ¢l antigeno C ¢l que menos disminuyd con relacion a los oiros 2 antigenos.



2.- INTRODUCCION.

2.1-Generalidades La atencién de las mascotas ha ido en anmento durante los ultimos afios, los perros
cumplen varias funciones para con ¢l ser humano, entre ellas y de vital importancia en apoyo 2 minusvalidos,
guardia v proteccion, deteecién de drogas v estupefacientes, compafiia, rescate y otras de no menor
importancia como caceria, carreras y exposiciones. La indusiria que gira alrededor de fos perros s¢ ha
diversificado y aumentade sus venlas anuales, asi como ha generado miltiples fuentes de trabajo por citar
algunos: fabricacion de alimentos, collares, vacunas, escuelas de adiestramiento, medicamentos de todo tipo.
fabricacion de jaulas y casas. La salud de las mascotas es de importancia tanto para que cumpla su funcién
zoolécnica como para evitar la transmisién de enfermedades al hombre. El diagndstico oportuno y veraz de
las enfermedades es de suma importancia para establecer un {raamiento adecuado y la pronta recuperacion.
en algunos casos como en la brucelosis canina causada por Brucella canis, el diagndstico veras. evita cl
contagio v diseminacion ya que es una enfermedad que usualmente termina con la vida reproductiva de un
ejemplar que en ciertos casos es valioso por las caracteristicas heredables que lleva cn su genoma, aunado a su
importancia como zoonosis. Los métodos diagnosticos deben ser por lo tanio evaluados mctédicamente para

que los resultados que de ellos sc obtengan scan confables ¥ ripidos (1).

Et pénero Brucella sc clasifica cn <l subgrupo o 2 de la clase Proteobacteria. se comporta come patogenc
intracelylar facultativo (2). Este comportamiento guarda una relacién con L estructura v fisiologia de la

bacteria. cuyos componentes, inducen una respresta inmune con cfectores de tipo humoral y celular (2).

Brucella canis es un cocobacilo pequefio de 0.5 p de ancho por 0.5 a 2 yu de largo, gencralmente sc observan
solas, en cadenas cortas o en grupos pequeiios. En cl aislamiento primario tienen forma cocoide v despuds de
varios pases en medios artificiales de cultivo tienden a formas mis bacilares (3.4)

Son microorganismos inméviles ¥ retienen la tincién de Gram en un mayor grado que las enierobacterias
Gram negativas, siendo esta wna caracteristica del genero Brucelfa. Con las tinciones convencionales para

capsula no se piede demostrar su presencia. Al utilizar el procedimiento mencionado por Huddleson (1941)



se observa un halo delgado alrededor de la bacteria como cierto material capsular (3) sin embargo, sc
considera no capsulada.

Es unz bacteria aerobia ¥ un 10% de €O, inhibe su crecimiento. En agar triptosa a 37 C las colonias s¢ hacen
aparentes 2 las 48 horas de incubacitn v después de 3 a 4 dias de incubacion alcanzan un dizmetro que va de
0.3 a 2 mm. Las colonias son blanco grisiceas, parcialmente translicidas. El crecimiento se hace mucoide
dentro de la primer semana de incubacion lo que hace dificil ¢l poder retirar 1a colenia de la superficie de

agar. No produce hemoélisis en agar sangre ni en caldo sangre (3,5)

Bioquimicamente tiene similitud con Brucella suis (3.5). Es una bacteria que produce ia enzima catalasa, es
indol negativo y produce HaS después de varios dias de incubacién (3). Sin embargo Moore (6) menciona que
no produce H,S. No fermenta los carbohidratos. En leche tornasolada sélo produce alcalinidad después de 7
dias de incubacién. Es oxidasa negativo cuando se impregna el papel filtro con ¢l reactivo de diclorhidrato de
tetyametil p-fenil-ciamina a concentracidn normal, Meore (7) menciona que ¢s oxidasa positivo. Es citrato
negativo pero hidroliza rapidamente la urea y reduce los nitratos a pitritos, No licta la gelating, Ia prucha de
aceloina es negativa y no crece cn agar MacConkey (3,6). Algunas ccpas utifizan mas cficicntemente el
eritritol que otras (8).

No es lisada por cl fago TB, Fi, 5708 Wb y BK2. Sdlo ¢l fage R/C en dosis de prucha de rutina (RTD ) ¥

RTL» 10" si lisan a Brucella canis (8).

Brucella canis poseé en comin con las otras especies del géncro numerosos antigenos ciloplasmiticos los
cuales muedsn demestraree fcilmente mediante estudios de inmunodifusion en gel, con antigenos solubles
extraidos por sonicado. sin embargo, la naturaleza rugosa conficre a la pared cclular de Brucella canis
propicdades antigénicas diferentes a las cepas lisas de Bruceila, de esla forma las prucbas diagndsticas
seroldgicas para otras brucelas no deben usarse para el diagndstico de infecciones cansadas por Brucella
canis. Se han observado reacciones cruzadas con cepas rugosas de Brucelfa como por gjemplo Brucella ovis ¥
Brucellu abortus cepa 45/20, ¥ tambidén con otras bacterias Gram negativas como Pseudomonas aeruginesa,
Rordelella bronchiseptica ¥ Staphylococcus atreus (3}, 1.a precipitacion acida de antigenos de superficic de

la pared celular extraidos con deoxicolate de sodio sugiere que estos complejos antigénicos pueden ser



responsables de la agregacion bacteriana en medios de cultivo liguidos con pl acido y de la alta viscosidad
colonial en medios de cultivo con agar a pH de 6.3 ().

El hecho de que los antigenos rugosos (R) de Brucella canis pueden compartir determinantes antigénicos con
otras bacterias (tambicn presentes en forma rugosa) y ocasionar reacciones inespecificas acarrea dificultades
en la interpretacion de los resultados en varias pruchas seroldgicas. Por cromalografia de gases s¢ ha
demostrado que comparte Acidos grasos celulares con otras especies de Brucella (10).

La bacteria aglutina con antisuéros antibrucetz R pero no con antisueros anti A o anti M (8). En lo que se
refiere a las proteinas de membrana externa ilamadas porinas, por medio de la prueba de electroforesis se
observan lincas con peso molecular similares entre Brucella abortus (ugosa), Brucella ovis ¥ Brucella canis
(11). Con respecto a las proteinas citoplasmiticas s nhecesario mencionar que los pertos positivos 2 la
enfermedad tiencn anticuerpos contra cllas no asi los perros negativos demostrado por eleciroforesis ¥ por
Western Blott. Durante el primer mes de infeccién las proteinas intracitoplasmiticas de 18, 223142y 54 kba
fueron reconocidas por los sucros de los perros positivos. La proteina de 20 kDa fue reconocida a la 8-10
semanas pos infeccién pero después de 6 meses su deteccitn fue inconsistere. Otros poli péptidos detectados
de Tos 2 alos 12 meses pos infeccién fueron de 22, 66-68 y menos regularmente de 42, 60, 82, 100y mayores
de 200 kDa. Los polipéptidos mas consistentemente reconocidos, por los sueros de prirros positivos fueron los

de 18,22 y 68 kDa {12).

Las manifestaciones clinicas son variables, por lo que el diagnostico clinico no es confiable. S¢ ha reportado
peérdida del vigor y baja tolerancia al ejercicio y se caracieriza principalmente ¢n hembras por aborios y falla
de 1a concepeidn; on maches se presenta orguitis uni ¢ bilaterat con degeneracién testicular después de 30 a
35 semanas postinfeccion, hay una epididimitis principalmente con inflamacion de la cola del epididimo,
dermatitis escrotal ¢ mfertilidad En 4mbos sexos se observa un aumento de tamafio de los nddulos linfdticos
uni o bilateral. La enfermedad se presenta en criadcros, en perros de la calle ¥ en mascolas. No presentan
signologia de fiebre a pesar de haber bacteremia (3,4,5,6,7,8,13,14).

Una perra infoctada pucde abortar 2 a 3 veces seguidas o ne abortar y dar cachorros débiles o muertos ¢n una
misma camada, la infeccién no interfiere con el ciclo estral de la perma, algunas veces el nico signo s que se

liega la fecha de parto v éste no ocurre ya que abortd poco antes y se comit a la camada (13). No existe



diferencia en la susceptibilidad relacionada con la edad pues sc han observade aborios en hembras desde 1
hasta 10 afios con ¢l mismo cuadro, aunquc se ohservan mis abortos en permas de 2 a 4 afios debido a la
distribucion normal de esta edad en los criaderos (4).

El exudado vaginal postetior al aborto tiene un olor desagradable y el color es amarillo hasta café-grisiceo,
es visceso v pegajoso, y se presenta desde 1 hasta 6 semanas posterior al aborto. la cantidad de bacteria por
mi de secrecién puede ser de 10° UFC (unidades formadoras de colonia) por ml ¥ no se observa retencién
placentaria (4,13).

Los perros son la tnica especic animal en la que Ia enfermedad se presenta de manera natural (6,7,15). sin
embargp existen reportes de infecciones experimentales o accidentales en congjos, primates no humanos.
gatos. covotes, 2lgunas especies de zorras, mapaches, zorrillos y tejones (16,17,18,19).

Los cerdos, ovejas y ganado son resistentes a da infeccion por Brucella canis. La signologia cn otros animales
es variable, por ejemplo de 14 gatos inoculados por via oral slo 3 fucron hacterémicos y ninguna de las 4

galas gestantes inoculadas abortaron ¥ al parto sus gatitos nacieron sin sighos ni bacteremia (20).

La bacteria s¢ transmite en el momento del aborto a través de las descargas vaginales que conticnen de 10%
hasta 10'° UFC por mililiro v en la fase de celo por sccreciones vaginales por ¢l hédbile de los perros de
lamerse. si consideramos que la dosis infectante por via oral para un perro es de 2 x 10® UFC, éste se puede
infectar facilmente (21). Otra forma de infeccién es duranie la copula (5.13.21). La forma conjuntival
{ambién es una via de contagio pero poco frecuente {6). Al permanccer la bacteria en el tracle reproductor
4sta sc pucde climinar por arrastre de la orima la cual es potencialmente infectante para otros perros
(13,21.22,24). La leche es otra via de transnusion de iz madre a los cachorros que pudieran no haberse
infeciado /n utere (21), La infeccion a través de fomiles es posible inmediatamente después de la
contaminacion de este va que hay baja sobrevivencia de la bacleria ¢n el medio ambientc. Por toda esta
amplia gama de formas de transmision es necesario implementar programas preventivos ¥ de moniterco cn los
perros.

La lesién principal en los nédulos linfiticos es hiperplasia de oélulas linfoides v reticulares en forma difusa
asi como csplecnomegalia v en casos crénicos discocspondilitis (4,13). También puede presesarse

meningoencefalitis, engrosamiento hialino en Ja membrana basal asi como una ligera nefritis miersticial,



iridociclitis v retinitis exudativa (4) Puede haber necrosis focal hepatica y miocarditis. En machos hay
inflamacién dc la cola det epididimo, donde se realiza la maduracion testicular, con la consecuente infertilidad
debido a wna reaccion autoinmune hacia los espermalozoides, finalmente se desarrolla una atrofia testicular
umi o bilateral con grado variable. La inflamacion escrotal generalmente es causada por 1a acurnulacion de
fluidos dentro de las tunicas lo que ocasiona dolor y la dermatitis es debida a las constantes lamidas del perro
¢ infecciones bacterianas secundarias. En las hembras gestantes no hay lesiones adicionales a menos que
havan recientemente abortado y los cambios en el ditero corresponden a la etapa de gestacion pero es comin
obscrvar una endometritis con hiperplasia glandular y nddulos con células reticularcs (4). Los fetos abortados
estan parcialmente autolizados con edema subcutdneo y hemorragias subcutineas en la parte abdominal, esta
apariencia sugicre muerte fetal intrauterina antes de ser abortados, no se observan fetos en descomposicién

porque generalmente la madre se los come (4).

Se debe sospechar de la enfermedad cuando haya un aborto espontanee ¥ mas si este ocurre en ¢l dltimo
tercio de gestacion, cuando hava repeticiones de celo después de una monta exitosa. cuando haya cambios
fisicos en et epididimo, orguitis uni o bilateral, poliartritis, discoespondilitis y piogranulomas en piel
(4.7.24.2526). También es nccesario considerar a esta enfermedad cuando hava fallas reproductivas.
cachorros débiles o muertos v cuando hava muerte de cachorros en fa primer semana de nacides. Ninguno de
los signos anteriores son patognoménicos de 1a enfermedad ya que se ha demostrado que hay otros agentes
etiologicos como Streptococcus spp. P hemoliticos, Escherichia coli, Herpesvirus de los perros v desordenes
zndédcrines gue ocasionan tambidn loc signog anteriaree (7).

Desde la descripcion de la enfermedad en la década de 1960 a 1970 varios awores han considerado la
quimicterapia como una alternativa a la eutanasia de animales infectados. El éxito del tratamiento es variado,
en términos generales los investigadores coinciden que no hay cura definitiva. Otra medida necesaria es la
castracion de los machos para evilar que sigan discminando a la bacteria ¢ infecten animales susceptibles
(27,28). La falla de un tratamiento sc l¢ atribuyc a la fase intracchular cn cl sistema reticuloendotelial de la
bacteria v la poca capacidad de la mavoria de los antibitticos para atravesar la membrana celular (28) Existen
varios criterios para considerar exitoso utl tratamiento, sin embargo, ¢l més confiable es el de Flores Castro ¥

Carmichael (28) en el que después de 6 a 28 semanas del tratamiento no se aislaron bacterias de sangre y



varios Organos y por supuesto los titulos eran negativos con varias pruebas; esto da cierta seguridad que la
bacteria ha sido erradicada (28). E1 mejor régimen citado es el siguiente: 10 mg/kg de hidrocloruro de
monocicling durante 14 dias y 4.5 mp/kg de estreptomicina 2 veces al dia durante 7 dias, con esto 15 de 18
petros se curaron (83%). Al aplicar inicamente minociclina, tetraciclina mis sulfonamidas o rifampicina
toddos ellos individualmente no fueron capaces de eliminar a la bacteria del perro (28).

Zoha y Walsh citados por Nicoletti 1987 (29) utilizaron inyecciones de oxitetraciclina a 20 mg/kg cada
semana por 4 semanas v 15 mgfks de estreptomocing dividido en 2 administraciones para ¢l periodo inicial de
siete dias v para los filtimos 7 dias. Ellos evaluaron cada dos meses el comportamiento serolégico v
bacteriotdgico considerando negativo si eran negativos al aislamiento, con un titelo maximo de 1:50 por AT v
negativo por ID, seis meses después 19 de 24 perros (79%) fueron serologica v bactericlogicamente negativos
(28).

Los abortos se reduccn con la antibioterapia sin embargo, el que haya hemoculttvos negativos, titulos
negativos o ausencia de abortos no son evidencia de cura. Los tratamientos tempranos son mas exilosos por lo
que la quimioterapia puede inhibir el desarrolto de la brucelosis en perros recientemente expuestos a Srucella
canis (28). Las tetraciclinas in vifro tienen L concentracion minima inhibitoria (MIC) mas baja con (.06-0.50
mg/lt los macrdhidos no inhiben a la bacteria, se observa sinergia entre enrofloxacina y aminoglucdsidos v
doxiciclina con cstreplomicina: la cstrepiomicing es ¢l antibiético que mis rdpido inhibe in vitro a Brucella

canis (27).

La infeccion experimental en primites (Mavaca arcofidesy indica un posible componamictie de la
entermedad cn ¢l humano. en cl caso dc los primates infectados experimentalmentc muestran que desde la
segunda sernana posinfeccion (P1) ya es posible aislar a la bacteria de sangre y a las 5 semanas s¢ pudo aislar
1a bacteria de varios 6rganes como higado, ritién y (tero (17). En ias primeras 2 semanas Pi no s¢ detectaron
aniicuerpos v en la Jer semana va se tenian titulos de 1:160 por AT v para la semana 3 los titulos estaban en
1:1280 para todos los animales en 1a prueba. Las lesioncs en érganos son similares a aquelfas formadas por
otras brucelas (17},

Brucella canis en humanos no se diagnostica por 1a falta de antigenos disponibles v por ne considerarse como

posibilidad diagnéstica, sin embargo Polt er af (30) v Vizquez en México han reportado pacientes infectados



por Brucella canis que presentan cuadro clinico (31). Las pruchas contra otras brucelas no son de utilidad
para el diagndstico pot diferencias antigénicas. Los sintomas son muy variados por lo tanto la antibiotcrapia
cs inmediata lo que dificulta el aislamiento y el diagnéstico. La prucba de aglutinacion en placa con 2B ME
puede ser de utilidad para la deteccion de la enfermedad en humanos (31) Una consideracidn importante s la
deteccién de una tespuesta inmune independientcmente de 1a presencia de la bacteremia (30).

En trabajos reatizados en México s¢ han encontrado mas de 3000 pacientes seropositivos con titulos que
varian de 1:50 a 1:400, comparativamente en un estudio realizado en Florida de 303 personas solo en 3 sueros
s¢ defnostraron anticuerpos (32).

La bacteria se transmite de un perro portador de manera directa o indirecta por materiales contaminados al
fumano. Los sintomas mas comunes son ficbre recurrente, dolor de cabeza. resfriados, dolor abdominad,
perdida de peso, esplegnomegalia, linfadentitis cervical, axilar y epitroclear (15.33). En pacientes crénicos
son comines problemas cervicales ¥ articulares (31).El conteo leucocitarie esta deniro de los margenes
normales, la funcién hepaiica es generalmente normal o ligeramente clevada (30).

En an estudio seroldgico utilizando una microaglatinacién sc encontrd que las mujeres tuvieron titulos mas
altos que tos hombres y la explicacion es quc cllas serconvierten mas que los hombres al infectarse con
bacterias eliminadas principalmente por orina ya que elas son las quc por lo general realizan la limpieza de la
casa. Se ercontrd lambién que cs una enfermedad principalmente ocupacional ya que los Veterinarios

vicron titulos mds altos que otros sectores de la poblacion (34).

$i bien, actualmente se trabaja inensamente en las pruebas moleculares, para ¢l diagnostico de la Brucelosis
canina ain no esta disporible una prueba de reaccion e cadena de Ia polimerasa (PCR) en Mcxico como
prucba de nutina. Esta prucba tiene veniajas por las caracteristicas moleculares y quimicas de Brucelia spp.
proveen de informacion determinante tanio para diagnéstico de la enfermedad a parlir de muestras clinicas
como para diferenciar organismos muy relacionados que dificilmente se pacde hacer por otros métodos.
Normalmente la identificacién bactetiana o deteccion de portadores se realiza primariamente por scrologia y
caracteristicas fenolipicas de fa bacleria leniendo sus desventajas, ejemplo do cllo o5 quo existcn cepas
rugosas de las diferentes especies de Brucella u otas bacterias que comparien epitopes y su diferenciacion se

dificulta atm con anticuerpos monoclonales (33), La reaccion en cadena de la polimerasa por la amplificacién



del intercspacio def RINA ribosomal 165-23S permite identificar completamente al género Brucelfa de otras
bacierias como Bartonella spp y Agrobacterium spp que estin muy relacionadas siendo de la clase
Proteobacteria. Un PCR es de utilidad para la deteccién de portadores de Brucella canis. En ¢l caso de
Brucella canis se diferencia de otras brucelas ya que no tiene el raro amino azucar quinovosamina enh su LPS

contrario a Brucella abortus, B.mellitensis y B.suis (35).

2.2- Diagnéstico bacterioldgico.

El aislamiento bacteriano mediante hemocultivo es 1a prueba contundente para diaghosticar la enfermedad
(36), sin embargo tiene varias deventajas, una de ellas es que 1a bacteremia no es constante y la duracién es
variable. es necesario en algunos casos hacer hemocultivos repetidos v afin asi_nos encontramos con ¢asos
falsos negativos. El resultado del hemocultive se Heva un minimo de 72 horas v un miximo 9 dias y para
realizarlo se requieren condiciones de segundad, equipo, medios de cultivo adecuados y persenal capacitado
para cllo. Los hemocultivos siguen una técnica ya descrita (37). De csta forma ¢s necesaria la combinacion de
este recurso con el diagndstico serolégico {1,29). Ahora bien, cl aislamientio no es comin en animales con
titutos menores a 1:200 por la pmicba de AT (Aglutinacion on wbo) ni ARP (Aghntinaciom ripida en placa)
con 2p ME (14,38.39,40.29).

El microorganismo s¢ aisla principalmente de sangre. leche, descarpas vaginales, de placemta y utero; en
fetos principalmente de liquido estomacal, higado y pulmdn. Aunque ¢l porcentaje de aislamientos a partir de
semen cs bajo, especialmente después de la sexta semana posinfeccion, se ha demostrado que es una via de
discminacion hasta por 60 semanas posterior a la infeccién. El aislamiento a partir de la prostata y epididimo
s comun hasta por 2 meses después de haber cesado 12 bacteremia (5,8,21). Es importante mencionar que de
los animales que tienen un titufo de 1:200 por ARP 2B ME o AT 28 ME en un 50 a 86% de eilos es posible
que se aiske la bacteria (24.41).

La orina es otra muestra de la cual sc puede aislar Ia bacteria aungue no es mmy coman. La oring €5 otro
vehiculo de infeccion al contaminarse por secreciones prostiticas, seminales y testiculares, la orina puede

contener hasta 10° UFC por ml (21,22,23).
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2.3- Diagadstico serolbgico.

Hoy en dia no hay una Norma Oficial que favorezca ¢l control de esta enfermedad por 1o que no hay un
control organizado y sistematizado excepto en ciertos criaderos. Actuaimente no es una enfermedad de
reporte obligatorio. Con estas particularidades la enfermedad prevalece libremente.

El scrodiagndstico de la enfermedad posee un dilema particular porque varias procbas usadas por los
{aboratorios de diagnéstico no han sido evaluadas criticamente y pueden dar resultados falsos positivos (1)
Existen una serie de estudios de Lipo seroepidemioldgico que han evaluado la respuesta inmunologica de
diferentes especies animales, especialmente perros, a la bacteria y han estudiado el comportamiento de la
enfermedad, todos ellos utilizando diferentes pruebas con resultados variables (16,18,19,42,38,43 39,
44,45.46,47,48,32.48,50,51,52,53,54 55,56,57,40,58,59).

Para la preparacion de antigenos v el desarrollo de prucbas diagnosticas especificas para Brucella canis a
diferencia de Brucella ovis, ] crecimiento de los aislamientos de campoe de Brucella canis es mucoide (M+)
sicndo ésta una propiedad que afecla adversamente la estabilidad (1,60). Existen varias pruebas
serodiagnosticas ya que son los métodos mis comunmente usados para evaluar el estado del perro anies de la
reproduccidn, pero ninguno es ideal por o que se sugiere la combinacion de varias de clias va que cl valor
pradictivo posilivo de estas pruebas varia dc 40 a 80% (}). La adicion del 28 ME er las pebas de
aglutinacion ha reducido cn un 10% las reacciones falsas positivas pero no estdn totalmente eliminadas. Las
reacciones negativas son altamente seguras (> 95% de intervalo de confianza) y dan la seguridad de que por
o menos e perro no ha sido infectado dentro de las 3 a 4 semanas previe al mucstreo. los resultados de las
pruebas de aglutinacion en placa correlacionan bien con las de aglulinacion en lubo, asi que se puede usara la
primera como monitoree rapido (1), La sangre de tedo perro sospechoso o positivo debe ser cultivada y de ser
posible realizar una prucha dc inmunoensayo enzimdtico con proteinas citoplasmiticas para rendir un

diagnéstico definitivo y evitar eliminar perros falsos positivos (1).

Se recomicnda el estudio serolégico en los siguientes casos: historia de aborto, epididimitis e infertilidad.
previo al ingreso de un nuevo perro a un cnadero, constatacidn do salud promonta, para remover perros
positivos de un criadero en etapa de erradicacion (5) y perros que se van a movilizar (30). Para la realizacion

de estas pruebas cs importante evitar la hemolisis para disminuir las reacciones falsas positivas en las pruebas



it

de aglutinacidn, se necesita como minimo 0.5 ml de suero. Después de la infeccion Jos perros desarrollan
bactcremia desde la  primer semana a la tercer semana, paralelamente bay un incremento de anticuerpos
disminuyendo éstos en periodos no bacterémicos (4,6).

Aunque se han probado Ia contrainmunoelectroforesis v fijacion de complemento (52). las més comuncs son
aglutinacion en wbo, aglutinacién en placa, inmunodifusién e inmunoensayo enzimstico. Recientemente se
han desarrollado pruebas como 1a reaccién en cadena de la polimerasa, sin embargo, para el ciiagnéstico de
Brucella canis en México atn no est4 disponible. Todas las pruebas seroldgicas usadas comercialmente hasta
la fecha para la deteccidn de anticuerpos contra Brucella canis tienen una alta sensibilidad to cual ocasiona
un margen de error (36,62,63) ya que los determinantes antigénicos saperficiales de algunas bacterias como:
Actinobacillus equuli, Bordetella bronchiseptica, Psewdomonas aeruginosa, Moraxelia, entre ofras, aghitinan

al contacto con anticuerpos contra Brucella canis (36.63).

2.3.1- Inmunodifusion .

La innumodifusion (ID) tiene baja sensibilidad v especificidad comparada con las pruebas cualitativas de
ARP v cuantitativas de 1a AT ya que sucros positives o sospechoses por la ARP o AT son negativos porla D
(64). La inmunodifusion que utiliza antigenos citoplasmaticos son sensibles entre la tercera v octava semang
despues de presentarse la bacterentia v tiene la ventaja de detectar animates infectados por mas de 12 meses
despues de que la bacteremia ha cesado, iempo cn que otras pruebas serologicas dan resultados equivocados,
la principal desventaja es su complejidad de elaboracion y dificultad de la lectura después de 72 horas de
incubacién (1,61.62,65). La prueba de ID ne discriming cntre una infeccién acliva v una infeccién cronica
(63). Lu inmunodifusién y ia ELISA con proteinas citoplasmiticas se recomicndan para confirmar el
diagnéstico por ARP 2 ME o AT 2p ME que han dado resultados positivos (1). La TD se puede realizar con

proteinas intraciioplasmaticas, proteinas de membrana externa o lipopolisacarido (1),

2.3.2- Inmuno ensayo enzimdtice (ELISA) con diferentes antigenos.
Sc han desarrollado vamas procbas inmunoencindiivas (66,67.68) que pueden ser utiizadag para ei

diagnostico de la enfermedad.
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Estas pruebas son de importancia por su alta sensibilidad, especificidad ¥ rapidez de realizacion v con ia
ventajas de que no se observa autoaglutinacién como sucede con antignenos preparados para pruebas de
aglutinacién a partir de cepas de campo, no s¢ afecta con muestras que presentan efecto antricomplementario
i por muestras hemolizadas con capacidad antoaghinante. Sin embargo en todas cllas se requiere de
personal capacitado y equipo especifico.

Utilizando una ELISA con antigeno completo sc observa una diferencia significativa de hasta 10 veces entre
las absorvancias de los animales inoculados v los negativos por lo que permite diferenciar perfectamente los
positivos de los negativos (66).

Una venigja importante de la prueba de inmunocnsayo enzimitico con respecto las prucbas de
mmunodifusion es que, en ésta (ttima a veces s¢ forman lincas inespecificas que confunden v dificultan el
diagnbstico. Aunque €l uso de antigenos citoplamdticos en inmunodifusién parecen ser de valor va que las
reacciones inespecificas disminuyen radicalmente (67).

En una pracba de ELISA (67) que utiliza un extracto salino calieate (ESC) se demostsé una sensibilidad de
93.8% y uma especificidad de 95.6%. Se menciona que hay diferencia entrc los antigenos de una cepa de
campo ( 2Ry 3R} y la variante M- (28, 3AS y 2BS) (63,67) lo que sc damuesira cn las absorvancias siendo
més altas para los extractos de la cepa de campo RM6-66 que para los extractos de I cepa M- o anterior sc
obtuve utilizando sueros negatives donde no deberia haber tal diferencia, ademas la cepa M- es mds
hidrofilica (67). Los antigenos de Brucella canis M+ extraidos por el método de solucion salina buferads
calicnte son de menor tamafio, lienen una carga nela negativa mas baja ¥ son mas hdrofobicos que los
atliyenos de Brucella canis M- extraidos por el mismo método (63} Si bien o} antigeno 28 de la M-y ¢i 2R
dv la cepa de campo son indistinguibics por LD, ditieren en sus propiedades hidrofobicas (carsa neta
difcrenie) debido a diferencias fisicas en la polimerizacién de los complejos (63).

Ei aniigeno 2R es especifico de la pared celular de Brucella canis (36). E antigeno 3R es comun para las
brucelas rugosas y ¢s responsable de las reacciones cruzadas no especificas en las prucbas de ID con antigeno
ESC (36.67). El antigeno 3R de la cepa RM6-66 comparte solo homologia parcial con el antigeno 3AS v 3BS
de 1a cepa M-, lo que sugicre que 1z cepa M- ticnc un componcite que probablementc cubre las regiones
hidrofobicas (63,67). Ef buen desempeiio de la prucba puede ser debido a que ¢l antigeno 25 especifico de

Brucella canis cs indistinguible del 2R y fa otra, es que los antigenos 3AS v 3BS de la M- tienen homologia
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parcial con ¢l antigeno 3R el cual s el responsable de las reacciones falsas positivas (67). La prueba clasifico
correctamente al 93.75% de los sueros positivos y el 95.65% de los sucros negativos, €l 92.85% de los falsos
positivos fueron clasificados como negativos (67).

En otra prucha de ELISA se utilizé un antigeno de pared celular purificado con columnas inmunoabsorventes
conteniendo 2 proieinas dec 30 y 28 kiledaltons y un polisacarido de 12 kilodaltons. Los perros inaculados
fueron positivos a la prucba de ELISA v animales SPF fueron negativos: los perros que fueron negativos por
AT también fuefon negativos por ELISA, de 78 perros que fueron sospechosos por AT, 20 fueron positivos
por ELISA | inmunodifusion v hemocultivo; solo un perro positivo a ELISA ¢ inmunodifusidn fue negativo al
aislamiento; esto indica que la prueba de ELISA es una prueba serologica especifica para la deteccion de la
brucelosis canina (68). Finalmente es necesario realizar mds pruebas para estandarizar la prucba de ELISA

con antigeno purificado citoplasmatico (1).

2.3.3- Aglutinacién en tubo con 2 ME.

Si bien esta prueba fue la mas utilizada en afios pasados como confirmatoria de la ARP no s una prucba ideal
por varias razones; ¢l antigeno de Brucella conis tiende a autoaghulinar bajo ciertas condiciones de pH ¥
goncentracién de sales, ta prueba necesita de 30-52 C o en algunos casos a 37 C para realizarse v requicre de
48 horas de incubzcion para conocer ¢l resultado, La aglatinacion en algunos casos cs incompleta (5.41). Sc
requiere de sueros no hemwolizados debido a que el anligeno puede co-precipitar con la hemoglobina
desnaturalizada con calor (5). Una desventaja de esta prucba cs que no es capaz de detectar bajos niveles de
anticucrpos en perros infectados cronicos abacterémicos cn fas primeras semanas posinfeccion. ne detecta
perros bacterémicos que producen basos miveles de anticuerpos, existe 1a desventaja del lenomeno de prozona
(41). Los resultados en AT correiacianan con los resubtados obtenidos de Jos mismos sueros con la prueba de
ARP (14.41) en un 96% con una pequefia diferencia en sensibilidad con la AT 2 B ME siendo esta no
significativa (61}, En conclusién el procedimiento de preparacion tiene desventajas técnicas que impiden su
uso generalizado v Tos resultados se obticnen después de 48 horas (41). En esta proeba un titulo de 1:200 es

indicaiivo de uma bucteremia (1).
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2.3.4- Aglutinacién rdpida cn placa (ARP) con y sin 2 ME.

La prucba se realiza de manera stmple, rapida, sin dificuliad para interpretarse y atil para detectar la
infeceion (69). Un punto importante en la brucelesis canina es que los perros infectados con Brucella canis
perimanecen infectados por periddos desde un afio hasta mas de 5 afios. virtualmente fas pruebas serologicas
varian en sensibilidad durante los primeros 2 meses de la enfermedad, después de este tiempo iodas las
pruebas detectan anticuerpos (29.61). Actalmente se utiliza el antigeno de Brucella canis M- debido a que
tienc un menor grado de error (10%) que el antigeno a base de Brucelia ovis v cuando s¢ usa ésta en perros
con reacciones dudesas hasta en un 50% (61);, No hay diferencia entrec ambos antigenos cuando se usa csta
pruchy en perros realmente positivos v negativos (61). Es necesario mencionar que 1a prucha ARP fue
desarrollada para obtener resultados inmediatos y dar un diagnéstico presuntivo inmediato (29). Algunas
catacteristicas importantes de la cepa variante M- de Brucella canis es que, aparentemicnic es menos virulenta
que [a cepa M+ v los antigenos extraidos por deoxicolato de sodio no reaccionaron con antisueros contra
Brucella ovis {60).

Sc recomienda que ¢l antigeno tenga una concentracién celular del 6%, de esta manera cuando cs positivo &
0.01 0 0.005 ml de suero hay una correlacion con la prueba de AT con titulo de 1:200 (69).

La autoaghutinacidn sc elimina cuando se usa una alta molaridad con 4cido ts-maleico dc (.2 Molar y tefiido
con unz selucién stock al 1% de rosa de Bengala vy pH de 7.0 (70) debido a que su sensibilidad es un poco
mayor que la ARP con antigeno tefiido con cristal violeta (69), por lo que se recomienda como prueba de
monitoreo para la deteccion de 1a enfermedad agregando que 1a reaccion de aglutinacion es mas evideate con
el antigeno tefiido con rosa de bengala (70). La ARP es nuy segura para detectar perros no infevtados debido
a que los resultados falsos negativos son bajos (< al 4%). esta prueba sc wtiliza para la deteccion de estados
tempranos de la infeccion por Brucella canis (41). Las reacciones no especificas en el seero de perros sanos
disminuyen tratando ef suere con 28 ME (41). Aun con ¢l tratamiento del suero con 2(} ME puede haber
falsos positivos (29). La ARP detecta anticuerpos a las 2 semanas postinfoccion en un 30% de perros ¥ con
25 ME la deteccitn de perros a las 3 semanas es similar a Ia AT 2 ME (41). El comportamiento en la primer
semana es similar a la AT 2p ME. Si el suero es positive con la ARP y negativo con la ARP 2j ME

posiblemente ¢l animal este en una fase temprana de la enfermedad o tenga aglutininas inespecificas, para
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corrobotar el diagnostico es necesanio realizarle después de 30 dias una segunda prucba, si continua positivo
con la ARP 2B ME se debe diagnosticar como brucclosis activa {(41).

En téminos generales cuando un perro es positivo con 0.001 ml de suero por la prucba de ARP también es
positivo por otras pruchas (64). Ejemplo de cllo es ia alta comelacion existente entre ARP 28 ME y AT 28
ME 2 dilucién de 1:50 para esta ultima con un 0.75 de similitud (valor Kappa). dc ARP 28 ME utilizando
antigeno de Brucella ovis v el otto de Brucella canis M- con 0.97 (valor Kappa) y finalmente una
correlacion de 0.74 (valor Kappa) entre ARP-28 ME ¢ inmunodifusion wilizando antigenos citoplasmiticos
purificados (63).

Actualmente, varios antigenos para aglutinacion en placa se realizan con la cepa variante de Brucelia canis
(M-} por varias razones: es menos hidrofobica que 1a (M+), tiene una carga negativa nela mds alia y ¢ menos
virulenta que 1z cepa de campo. Con el antigeno (M-) v tratando ¢l suero con 2} mercaptoetanol at 0.2 M sc
aumenta la especificidad sin reducir la sensibilidad (61), pero esto no climina las reacciones falsas positivas
del todo (36). Esta prucba detecta tambi¢n anticuerpos a partir de la scgunda scmana posinoculacion
utitizando como minimo 0.08 ml de suero en wn 40% de los animales v a la tercera semana en un 100% de
los perros con 0.0 mi de sucro, posterior a fa cuarta scmana se detecta una fuerte aglutinacién en ¢l 100% de
los perros hasta con (.005 il o un poco menos de suero (61).

Comparando un antigeno elaborado a base de Brwcelly canis (M-) v el de Brucella ovis el primero es
ligeramente mis sensible que el segundo aunque la diferencia no es significativa (61). La  ventaja del
antigeno (M-} cs su baja reactividad con sueros con aglutininas inespecificas que disminuven desde un 12%
por si mismao v hasta i 50% cnando Ins sueros son imtados previamente con 2 ME, sin embargo no se
climinan por completo los falsos positivos, 1a sensibilidad sc incrementa ligeramente utilizando la cepa (M-)
{1613

En 1z prucba de ARP el sacrificar sensibifidad por mas ¢specificidad no quiere decir ¢que animales que son
negativos por la ARP vayan a dar resultados positivos poer otras pruebas con sensibilidad mayor (64}.

Entre la ARP ¢ ID (con extractos citoplasmdticos), si los sueros son negativos por ARP cominmente también
son negativos por [D, también pueden ser positivos en la ARP y negativos por ID. pero dificilmente es

positive por [D v negativo por ARP (29}
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2.4- Justificacion

La brucelosis en perros cansada por Brucella canis , s una enfermedad que termina con la vida reproductiva
de un perre que pudiera ser de alto valor genético, es potencialmente transmisible al ser humano y causante de
enfermedad, por lo que, es necesario aportar informacion confiable para conocer el comporiamiento de los 3
diferentes antigenos mas usados en los laboratorios de México para el diagnéstico serologice de la
cnfermedad. La prueba de aglutinacion ripida en placa es licil de realizar v de interpretar y los resuftados se

obticnen a los pocos minutos.

Hipétesis
Las metodologias ¥ cepas wilizadas en la elaboracion de antigenos de Brucefla canis para ia prucha de

aglutinacion en placa muestran diferencias en la deteccion de aghutininas en cl suero de los perros.

Ohjetivos

1. Determinar la sensibilidad v especificidad dc los 3 diferentes antigenos (A, B. v C) por medio dc la
prueba de aglutinacion en placa con y sin 288 ME.

2. Determinar los valores predictivos de los resultados scroldgicos obtenidos.

3. Determinar la prevalencia de Brucella canis en ¢l sur del Distrito Federal en ¢l periodo de 1994 a 1998,
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3.- MATERIAL Y METODOS

3.1- Arnimales en estudio.

Se muestrearon 182 perros procedentes de diferenies zonas del Distrito Federal remitidos al Depariamento
de Reproduccion ¢ Inseminacion de la FMVZ, Hospital para Pequefias Especies de 1la FMVZ, consultorios v
clinicas particulares y a un albergue canino durante el periodo comprendido cntre 1994 a 1998. El muestreo
fue por conveniencia por lo tanio hay diferentes edades y razas, asi como el estado general del animal. Para el

analisis estadistico se consideraron la edad. sexo y tratamientos aplicados {Tabla S v Tabla 6).

3.2- Muestras sanguineas

Se colectaron las muestras de la vena radial utilizando jeringas de 10 ml.. con aguja del nimero 21, 5 ml se
sembraron inmediatamente en tubos gue comtenian 5 ml de caldo albimi adicionado con citrate de sodio al
1.5% v aniibidticos; ¥ los 5 mi restantcs se dejaron cn la jeringa en posicion inclinada con ¢l émbolo
ligeramente retraido hasta que se formd el codgule para posteriormente separar ¢l suero (aproximadamente
[.5 ml) por decantacién a tubos estériles 13x100 con tapon de rosca, los cuales fucron centrifagados a 3000
tpmf3 minutos.  se colectd of sucro ¥ se depositd cn tubos cppendorff previamente identificados v se
congelaron a —20 C hasta su utilizacién. En ¢l caso dc los consulterios particularcs, clinicas particulares,
hospilal para pequeiias especics v el Departamento de Reproduccion e Inseminacion de ia FMVZ tas muestras
fueron enviadas ya en el medio de cultivo con anticoagulante v cn tubos para sangrado sin anticuagulante o en

jeringas. v anexo la hoja de datos disefiada para recabar 12 informacion requerida.

3.3- Medios de cultivo

Para ¢l hemocultive se utilizé caido albimi’ adicionado con citrato de sodio al 1.5% . poslerior a la
esieribizacion se le agregd los siguienies antibidticos: cicloheximida 100mg/lt, bacitracina zinc 25,000 Ui/l v
polimixinta B 6,000 Ukt previamentc esterilizados por filtracién® (0.22 p), una vez hecha la mezcla se

depositaron 5 mt en tybos de vidrio do 15x150 con tapdmn de rosca.

! Lab. Difco, Detroit Michigan.
# Miltipore
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El agar brucela sin antibidticos se prepard sigmiendo las instrucciones del fabricantc’ en cajas de Petri de

plastico de 100 mm de didmetro con 15 a 20 ml pot caja.

3.4- Estudio bacteriolégico

El hemocultivo preparado con caldo albimi y citrato de sodio mas los Smi de sangre fue refrigerado a2 4 C
durante 12-18 horas y postcriormente incubado a 37 € haciendo subcultivos en agar brucelaalos 3.5 v 7
dias de incubacion en agat wripticasa soya agar (TSA). ef cual se incubd tres dias como minimo a 37 C en
acrobiosis. en caso de aislamiento de Brwcella canis en el primer subcultivo ya no se realizaron los
siguientes. El hemocultivo sc agito antes de cada subcultive con el fin de homogenizar su contenido. Las
colonias sugerentes a Brucella canis se les realizd tincidn de Gram para observar morfologia ¥ tincion de
Zichl Neelsen modificada para Brucella para determinar dcido alcohol resistencia, también se realizaron
prucbas de ureasa, produccion de H.S cn el medio triple azflicar hicrro (TSI) con tira de papel humectada con

acetato de plomo v movilidad en una preparacion hameda.

3.5- Estndio serolbgico

Todos los sucros fueron probados con los tres antigenos mediantc las pruebas de aghutinacion rapida en plica
{ARP) con 2} mercaptoctanol (ARP-28ME) y sin 2} mercaptoctanol (61). La prueba inicial fuc la ARPy s¢
realizé con una cantidad constante de 50 pd de suero y 50 pl de antigeno, v a los sucros que mostraron
reaccion de aglutinacién se les hicieron diluciones desde 1:25 hasta 1:8300 con y sin 2p ME (41). En cl
preserte cstudio no se considero grado de aglutinacién como lo reportan Flores Castro y Carmichacl (64).
Aglutinacion rapida en placa sin 2 § ME: Se colocd 40 pl de sucro en una laminilla de vidrio y se agrego la
misma cantidad de antigeno, csto s¢ repitd con los tres diferentes antigenos. Se mexzclaron con un palillo de
madera durante ! minuto v se hizo la lectura despucs de tres minutos por medio de un ricroscopio
esterecscopice de luz invertida con los objetives de 1x ¥ 45x. A los sueros positivos se les realizaron
dilyciones para determinar titulos de anticuerpos de la misma manera descrita.

Aglutinacion ripida en placa con 2 B ME: Se colocd 50 ul de suero se le agregod la misma cantidad de 2 ME

al 0.2 My s¢ mezcld con un palillo de madera por 1 miauto, usa vez pasado cste tiempo 5¢ le agregaron 30 ul

% Lab, Difco, Detroit Michigan.
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del antigeno y se continud mezclando por 3 minutos. se hizo la lectura como en ia prucha antetior. A los
sucios positivos se lcs realizaron  diluciones para determinar titulos de anticuerpos, Las diluciones s¢
realizaron de la siguiente manera: se depositan separadamente 80, 40, 20, 10y 5 pl de sucro en una placa de
vidrio cuadriculada adicionando 30 microlitros de 2 ME al 0.2 M sc mezclé con un palillo come  se
describio anteriormente, a cada cantidad se le agregd 50 pl de antigeno, el procedimiento se repitio con cada
antipeno. Las diluciones finales fueron 1:25, 1:30, 1:100, 1:200 y 1:400 respectivamenic. Para obtener 1a
dilucién de 1:800, la cantidad de sucro fue de 10 pl de vna dilucion previa de 1:4 (en | ml ) con SSF.

Con los resultados seroldgicos obtenidos vy los aislamientos se calculd la sensibitidad, cspecificidad, valor
predictivo positive (VP+) y valor predictivo negativo (VP-) para cada antigeno con y sin 2 B mercaploetanol y
por cada dilucién (38).

Tabla 1. Matriz de calculo de Sensibilidad, Especificidad v Valores Predictivos.

i Aislamiento .. Total
Serologia : &) (@] 5 o
5 : A B . A+B
() H C D i C+D~_u.
Total ! A+C : B+D :
SENSIB. ANAFC) jr VP(+)  AKA+B)
ESPECIF D/(B+D) VP (-) DiCHD)

Las definiciones de sensibilidad v cspecificidad son las sefialadas por Brown et.a/. (38},

3.6- Analisis estadistico

El andlisis estadistico s¢ realizé medianie 1 transformacion de los Litulos en logaritmo base 2 y sc les realizd
un analisis de varianza con un modelo gue inchive efcctos fijos de tratamiento (A-con, A-sin, B-con, B-sin, C-
con y C-sin), edad, apiicacion de antibidticos ¥ sexo del perro. La comparacion entre los promedios se realizé
con la prueba de Tukev. También se realizé un analisis de correlacion entre los resultados de los 3 antigenos
con 2 [} ME,

3.7- Preparacion de Antigenos

Antigeno A, Sc uiilizo ia celpa RM 6-66 (M-}’ para la elaboracién del antigeno. Se sembro una ampolieta de

la bacteria liofilizada en una caja con medio de agar sangre. se incubd acrébicamente a 37 C/48 horas.

" Donada por el Dr. Leland Carmichael
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Una vez crecidx se cosecharon las colonias por arrastre con asa bacterioldgica y s¢ mezclaron en un tubo con
10 mi de solucién amortiguada de fosfatos (SAF) 0.15 M ajustade a un pH 7.2, se inoculé posteriormente 1
ml de esta mezcla en cada wbo con medio de tripticasa soya agar inclinado (61) y haciendo movimientos
giratorios sc scmbré toda la supetficie, se incubaron acrobicamente a 37 C/48 horas. Una ver. crecidas se
cosecharon agregando 2 ml de SAF por cada tubo y con un hisopo estéril se separaron las colonias, se tomé el
liquide con pipetas Pasteur estériles y s inocularon las botellas de Roux que contenian medio solido al 2% de
agar brucela (200 ml), para extender homogeneamente el inculo en toda la superficie se agregaron perlas de
vidrio estériles de 6 mm de digmetro y con movimiento suave s¢ cxtendio et liquido por toda la superficie, las
botellas se imvinieron e incubaron aerdbicamente a 37 (/48 horas. Una ver crecida, se cosecharon
nuevamente agregando 10 ml de SAF cn cada botella. Con movimientos giratorios con las perias de vidrio
sobre el agar s¢ precedié a separar fas colonias bacterianas. La biomasa se decantd en boicllas de 250 ml para
centrifuga y parz separar las perlas y restos de agar sc paso por un embudo con 6 capas de gasa esiériles
donde las perlas v los restos de agar fueron detenidas.

i paguete celular se lavd 3 veces con SAF 4 8,000 rpm/15 minutos, sc estandarizd al 6% con un tubo capilar
v una centrifuga pars hematocrito durante 5 minutos. Se decanid el liguido sobrante ¥ se inzclivé por medio
de calor cn bafio de agua a 60 C/} hora. Sc tifid con rosa dc Bengala al 1% durame toda ls noche a 4 Cen
agitacién magnética. Se le agregd thimerosal a una concentracion de 0.01% como conservador. cl antigeno
fue atmacenado a 4 C v estandarizado a un pH de 7.0 a 7.4, Se hicieron dos lavados con SAF para quitar el
exceso de coloranie. se estandarizo nucvamente el paquete celular al 6% 3y se almaceno a 4 C hasta su
uiilizacion. Bl antigeno fuc desarrollade on ¢f Instituio James A Baker paig la sahud animal, Unrversidad do

Comell, thaca, Nucva York, 14850, (61).

Antigeno B. S¢ prepard un cultive de Brucella camis con cepa de referencia (RMO-66) en boteltas Roux,
dejandose incubar durante 48 hrs a 36 C acrdbicamente. El cultivo se cosechd en un matrdz de 2000 ml.
haciéndose pasar la saspension bacteriana a través de un filtro de gasa v algodon estériles, las bacterias se
inactivaron =n bafio de agua a 90 C/60 minutes. La suspension se centrifud a 8000 pm a 4 C durante 15
minutos. El paquete celular fue resuspendido en 500 m! de solucion salina isotémica y se Lifio con rosa de

Bengala al 1%, manteniéndose 2 horas ¢n agitacion magnética, posteriormente las células se lavaron en dos
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ocasipnes Por medic de cenunifugacion para eliminar el exceso de colorante. Por dltimo ¢l antigeno se
suspendio en una solycién amortiguadora de carbomato-bicarbonato con un pH dc 8.9, la concentracién
bacteriana se calculo al 8% en un espectofotémetro a una densidad dptica de 460 nandmetros. El anii N0 Se
titul$ con sucros positivos y negativos obtenidos de concjos inmumizados v no inmunizados a diferentes
diluciones. Posteriormente ol antigeno se estandarizd con sueros controles obienidos de pertos positivos al
aislamiento bacteriologico. El antigeno fue desarrollado en ¢l CENID-Microbiologia del INIFAP-SAGAR

ubicado en el km 15.5 de 1a carreiera México- Toluca, México.D.F. (31).

Antigeno C. La cepa bacteriana utilizada fue Sruecelle canis cepa RM6-66 (M-} siguiendo el procedimiento
desarrollade por Carmichael etal (61) pero a un pH dc 8.6 para evitar ocaionalmente la formacion de
grumgs. Este antigeno fuc claborado en el Departamento dc Microbiologia e Innmmologia de la FMV Z. de

laUN.AM. México (71).
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4.- RESULTADOS

4.1- Serologia

El analisis de varianza dc los titulos de anticuetpos transformados a logaritmo base 2 con un modelo que
inchiye efectos fijos de tratamiento (A-con, A-sin, B<con, B-sin, C-con y C-sin), cdad (0-2, 2-4, 4-6 y >8
afios), antibiotcripia y sexo del perro indica que no hay difercncia entre los antigenos con 2 ME, ni entre los
anligenos sin 2f ME sin embargo, et antigeno C-con ademas de ser estadisticamente similar 4 Bcon v A-
con. también cs estadisticamente compatible con A-sin ¥ B-sin, cs decir. no hubo diferencia por el

tratantiento del suero con o sin 2 ME frente a los anligenos A y B (Tabla 2).

Tabla 2.- Resultados del analisis de varianza de los titulos serolégicos convertidos a logaritmo base 2,

considerando que > a 0.05 no hay diferencia estadisticamente significativa con un 95% de intervalo de

confianza.
Antigencs Resultsds Artigence Remiliads
A-~con vs B-con 8098 |  A-sinvs B-sin | 0.829%
A=con vs. C<on 11.2855 A-sin vs. C-sin 0.1292
B-con vs. Ccon 0,1907 B-sin vs, C-sin 0.0833
i C<onvs A-sin | 0.159%0 | C-convs B-sin | 0.2325 ]

La comparacién entre los promedios se realizo mediante ka prueba de Tukey.

El analisis de correlacién entre dos resultados en log 2 para los antigenos con 2 f} ME muestran una alia

correlacidn, ta correlacian del antigeno A con R es Ia mavar v 12 manor entre el antigeno B con C (Tabla 3).

Tabla 3.- Porcentaje de correlacién entre los resultades de los 3 antigenos con 2 § ME.

Anti] % DE CORRELACION
A-con B-con 98,754
A-con C-con 94.558
B-con C<on 93.003

4.2- Sensibilidad entre Jos 3 antigenos.-
En términos generales 1a sensibilidad es alta (96%) hasta la difucion 1:100 para los 3 antigenos con 28 ME ¥

de 100% sin 2§ ME, disminuye a 83% en la dilucién 1:200 en los antigenos A y B unicamente con 2f ME,
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micntras que el antigeno C se mantiene en 96%, en la dilucién 1:400 con 2B ME los antigenos A ¥ B bajan
hasta un 60% de sensibilidad v el amtigeno C baja a 72% de sensibilidad. (Figura 1).

Sin 2P ME la sensibilidad es del 100% hasta 1a dilucion 1:100 para los 3 antigenos; disminuye 2 88, 92 v 96%
respectivamente en la dilucién 1:200 v en la dilucion 1:400 a un 60% para los antigenos A y B, mientras que

el antigeno C solo baja a 80% de sensibilidad (Figura 1).

Figura 1.- Seautbjlidad de cads antigena por dstuciba con ¥ sia 2 bela ME
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4.3- Especificidad entre los 3 antigenos.-

La especificidad entre los 3 antigenos tanto con 28 ME como sin 2P} ME tienc una rclacion dircctamente
proporcional al aumento de las diluciones. La tendencia de anmento €s clama en los 3 antigenos aungue el
antigeno C muestra una menor especificidad en la diferentes dilucidnes con respecto a los antigenos A y B;
en la dilucidbn 1:100 v 1.200 no hay diferencia entre los 3 antigenos con 2P ME pero si hay una difercncia
menor del antigeno C con respecto al A y al B sin 25 ME. Se observa un comportamiento mas uniforme

cuando se aplica el tratamiento con 28 ME al suero (Figura 2).

La especificidad obtenida con los sueros no tratados con 28 ME. tambi¢n muestran un comportamiento
directamente proporcicnal conforme aumentan las diluciones, sin cmbargo la especificidad del antigeno C se
mantienc por debajo de los antigenos A ¥ B. La especificidad disminuye a partir de la dilucién 1:400 en los 3

antigenos (Figura 2).
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4.4- Estudio del Valor predictivo positivo (VP) entre los 3 antigenos.-

El VP+ es relativamente bajo y tiene un comportamiento similar de aymento cn los 3 antigenos conforme el
suero es mas diluido. Se observa 1 aumento de los 3 antigenos hasta ia dilucién 1:100 v disminuye 2 panir
de 1:200 con y sin 2P ME. En este caso el antigeno C sc mantiene por debajo de los otros 2 antigenos en la
difucion 1:25, 1:50 y 1:400 con 2 ME, igualdndose cn la difucion 1:10G y aumentando ligeramenie cn la
dilucion §:200 con 23 ME (Figura 3).

En los sueros no tratados con 28 ME. cf valor del antigeno C permanece por debajo del antigeno A v B en

casi 1odas las dilucionés excepito cn la dijucion 1400 que iguala al antigeno A y supera al B {Figura 3).

Figura 3.. Valor Predictive (+) de cads antigens por dilucién ton ¥ sin 1 beta ME
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4.5- Estudio del Valor predictive (VP-) entre los 3 antigenos.-
Lavariable VP- muestra un compoitamiento muy similar enire los 3 antigenos hasta la dilucién 1:100 tanto

con el tratamiento de 2p ME como sin €L, En la dilucion 1:200 ¢l valor disminuye en los 3 antigenos aunque

—

Figura 4.- Yaler Predictive (-} de cada anﬁgeno por dilucién con y sin 2 beta
ME
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un poco menos el C, en la dilucién 1: 400 disminuye ain mas la especificidad en los 3 antigenos tanto con y

sin 23 ME, sin embargo el antigeno C disminuye menos que fos otros 2 antigenos (Figura 4).

Relativamente s¢ obscrva una disminucion en el promedio de titulos conforme auntenta la edad, cl grupo con
los titulos mas altos fud cl de los animales de 2-4 aiios. en segundo lugar esta el grupe >2 afios. en tercero ¢l
grupo de 4-6 aflos v sin diferencia marcada estan los siguientes grupos > de 8 afios v ¢l grupo de 6-§ afios

p Figarn 3.- Promedio de os tituios en Jog 2 por mrupos de edacd i
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(Figura 5).
En referencia al porcentaje de reactores en las diferentes diluciones, de todos los perros muestreados existe
una tendencia a la disminucién de dicho porcentaje conforme aumentan las diluciones, sin embargo, la

dilucién 1:400 sale de esa relacion al ocupar [a primera posicién en ¢l porceniaje de los sucros reactores

con un 9.2% seguido de la dilucién 1:50 (5%) y 1:25 con un 4.8% (Tabla 4).

Tabla 4.- Porcentajes de perros que reaccionaron por titulos:

Titnko %
0 73.7%
1:25 4.8%
1:50 51 %
1100 1.7 %
1:200 3.8%
1:400 9.2%
1:800 1.7% |
Total: 100 %

De los 182 perros muestreados 108 fueron machos (59.34%) y 74 fueron hembras (40.66%y);, del total | en 25
perros  (13.73%) se logré ef aislamiento bacterioldgico de Brucella canis. En los machos hubo 15
aislamientos (8.23%) v cn las hembras solo 10 (5.5%) (Tabla 5 ) sin embargo son proporcionales los

aislamicnios con respecto a la cantidad de hembras y machos mucstreados .

Tabla 5.- Porcentaje y cantidad de aisiamientos por se¢xo,

MACHOE | % | HEMBRAS | % | TOTAL | %
No. De peiros 108 59.34% 74 W.66%] 182 | 100%
Aislamiento % 15 8.24% 10 55% | 25 | 13.73%
Sin Aislamiento % 93 5111% 64 3516% | 157 |8627%

En tres hemocyltivos s¢ aislo Staphylococcus.spp, en escasa cantidad, por lo que ¢s probable que s¢ trate de
bacicrias contaminantes
La edad promedio de los animales que tuvieron aislamientos fue de 2 a 4 affos con 9 aistamientos y a partir de
los & afios de edad 1a cantidad de aislamientos disminuye drasticamente coincidiendo con wa mener cantidad
de mmuestras (Tabla 6). La distribucién de los perros conforme a sus edades es como signe: los grupos de

edad mds muestreados son los de 2-4 afos, 4-6 afios v menores de 2 afios (Tabla 6).
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Tabla 6.- Aislamientos por edad y porcentaje de eltos.

Edad (aftos): Aislamientos % de Sin Total de % e perres por

< 2 3 1.65% 35 38 20.88%
>=2<d 9 4.95% 49 58 31.86%
»>=4<6 6 3.30% 33 39 21.43%
>=6<8 6 3.30% 16 22 12.09%
»>=8<10 1 0.53% 14 15 8.24%
>=10<12 0 0% 7 7 3.85%
>=12< 14 0 % 2 2 1.10%
>=14< 16 0 0% 1 i 0.55%
Totales 25 13.73% 157 182 1)

Del total de los animales el 24.2% recibidé algin tratamiento antibacteriano durante Ia toma de 1a rmuestra
sangminea para el hemocultivo y la prueba seroldgica. El titulo promedio en log base 2 para los tratados fue de
4.10369621 (1:17.19) y para los no tratados fue de 4.14634689 (17.70) sicndo los no tratados los que tuvicron
un titulo ligcramente mas allo sin ser estadisticamente significativo ni tampoce con valor par considerarse
como concluyente ya que no sabemos el curso de los tratamientos..

Se encontrd una diferencia estadisticamente significativa (P< 0.05%) en cl titulo promedio entre los que no
tuvicron siskamiento con 0.51230343 (1:1.426) v los que fucron positivos al aislamiento con 7.73773967

(1:213.45).

Figera 6.- Promedios en Log 2 por aptigeno ¥ tratamiento con ¢ sin 2 beta ME
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Es claro que los promedios de los sucros que no fucron tratados con 2 ME tienen un titufo mayor quc los que
fueron iratados con 2 ME y entre los antigenos, ef antigeno C fue ¢l que mayor titulo alcanzo en promedio.

seguido del antigeno A y finalmente el antigeno B tanto en los sucros tratados con 2P} ME como los no

tratados con 2B ME (Figera 6).
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5.- DISCUSION:

En el presente trabajo se estudié el comportamiento de tres diferentes antigenos utilizados para el diagnéstico
scrologico de la brucelosis canina por medio de la prueba de aglutinacién en placa con y sin 25 ME
cominmente usados en diferentes laboratorios, con el objetive de encontrar entre ellos alguna diferencia
estadisticamente significativa de sensibilidad o especificidad ya que unc de cllos s¢ elaboré con una cepa
diferente de Brucella canis, asi como utilizd una mctodologia diferente (B) a la claboracién de los otros 2
antigenos (A v C). Por otro lado, vale la pena mencionar que los antigenos A v el C fueron preparados
utilizando La misma cepa y Ia misma metodologia, aunque €] antigeno A se elaboré conun pHde 7.0a 7.4 y
el antigeno B con un pH de 8.6. Es importante mencionar que no hay protocolos estandarizados de
elaboracion de antigenos para la ARP ni para el serodiagnéstico (1.65).

Estadisticarnente no hay diferencia entre los 3 antigenos at agregaries 2p ME con un 95% de Intervaio de
Confianza (10), lo que indica que ¢l comporiamiento de los antigenos cs estable frente a un mismo suerc y
bajo stmilarcs condiciones de mancjo ¢ interpretacion de la prueba, estos resullados son muy parecidos a fo
que cnconird Mateu de Martin entre antigenos para ARP 23 ME con up (.97 (valor Kappa) de similitud e¢n
los resultados con un 95% de intervalo de confianza (65). El antigeno C con 25 ME por su mayor scasibilidad
v meror especificidad estadisticamente es muy similar a los antigenos Ay B sin ¢l tratamicnio de 2P ME, es
decir no se observo el efecto del 2B ME en el sucro frente al antigeno C. situacion que s¢ debe considerar para
este antigeno. Fl porcentaje de concordancia entre los antigenos es muy parecido (98.9%) a lo reportade por
House and Bakadhsh (38,49). ksto s debe a que et comporeamiento de fa prucba cs muy estabie adn con
antigenos diferentes.

Enire los antigenos sin ¢l tratamiento de 2f ME no hay diferencia estadistica lo que confirma que hay un
comportamienio muy parecido y esiable frente a un mismo suero y bajo similares condiciones de manejo e
interpretacion de ta prueba. El anligeno C-sin si se diferencia con el A-con v B-con estadisticamente

demostrado.

En lo que sc refiere a la sensibilidad, ésta ¢s de 96% & bajas diluciones y disminuye conforme aumentan

éstas, por lo tanto conforme disminuyen los anucuerpos tambicn disminuye su capacidad aglutinanie de los
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anticuerpos especificos que quedan en €l suero. Una sensibilidad mayor de un antigeno se debe a que tiene
m4s epitopes intactos y disponibles con capacidad de unirse a los anticuerpos especificos bajo las mismas
condiciones que otros antigenos menos sensibles ¥ esto puede deberse 2 1a cepa utilizada y al procedimiento
para Ia elaboracion del antigeno. Awnue exisie astandarizacion de lectura ta ARP es una prucha subjetiva,
pudiendo haber union Ag-Ac sin haber fendmeno de aglutinacion. Considerando la dilucion 1:200 como
punto de corte ¢ indicador de bacteremia tanfo por la ARP 2B ME como por la AT 2p ME por su alta
correlacién entre estas 2 pruchas (1,14), la sensibilidad es mas del 85% para los 3 antigenos, siendo ésia
relativamente alta y comportandose los 3 antigenos de manera muy parecida (Figura 1). Brown e al,
encontr$ una sensibilidad de 62.5% con un antigene comercial a base de Brucella ovis (38).

Es légica la disminucién de la sensibilidad conforme va diluyendose el suero frentc a una cantidad constante
de antigeno porque ¢s posible un fenomeno de prozona, es decir hay pocos anticuerpos capaces de aghutinar al
antigeno presente, de hecho si hay wnidn Ag-Ac como se menciond anteriormerte s6lo que no cs capaz de

manifestarse visiblemente.

En referencia a la especificidad, esta es alla para esta prucba (87.90% a 98.09%) muy cerca del 99.7% que
mencionz Brown ef al (38) v en este trabajo cs directamente proporcional al incremento de las diluciones. Es
decir que conforme se diluye el sucro, ¢l antigeno detecla anicamente las reacciones cspecificas Ag-Ac y
descartz las reacciones inespecificas ya que la cantidad de anticuerpos inespecificos normalmente son bajos
que mdximo alcanzan la dilucion 1:50 y al usar una cepa de Brucefla canis con respecio al uso de otros
antipenos preparados con oiras especies de brucelas rugosas (Brucelta vvis) sc disminuye fa cantidad de
cpitopes que pudicran reaccionar con anticuerpos inespecificos y aparezcan reacciones de agiutinacion ro por
exposicion a Brucella canis, al agregar 23 ME al sucro con respecto al que no sc le agrego, la especificidad
10 mostrd una diferencia significativa por lo que se puede decir que es of antigeno mismo ¢l que genera la
especificidad y no tanto por el tratamiento det 2 ME, sin embargo a dituciones bajas si hay un incremento de
especificidad por efecto del 2P ME de aproximadamente un 6% a un 10% que es debido a 1a capacidad det 2
ME de inactivar anticuerpos inespecificos, es decir rompe enlaces disulfuro de IgM’s con capacidad
agluinante pero menos especificas contra Brucella canis (63). Nuevamente ¢l antigeno C se comporta

diferente a los antigenos A y B ya que es menor que clios (Figura 2). La menor especificidad de este
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antigeno se podria deber a que ¢l antigeno expone wna pran cantidad de epitopes, éstos son capaces de
reaccionar ficitmente con los anticuerpos v por 1o tanio tenemos reacciones que pudieran no ser realmente

inducidas por Brucella canis. Es decir a mayor sensibilidad es menor la especificidad y viceversa.

La prueba, por si misma ticne un bajo a regular valor predictivo positivo que va desde 55.81% a 85.71% con
2 B ME y de 41.67% a 86.21% sin 2 B ME. es decir de un 100% de sueros positives un 13.79% (100%-
86.21%) a un 58.33% (100%=11.67%) son realmente negativos peto la prueba los da como positivos, Sang J.
Shin menciona de un 20 3 50% aunque puede llegar a 75% (1), Hubbert encontrd un 14.5% comparando la
AT 2 ME con ARP y Flores Casiro menciona un 60% para la ARP (64); por lo que esta es una desventaja de
1a prucha no importando €] antigeno usado ni ain agregando 2f ME, Sang J. Shin menciona que al agregar
2[5 ME en una prueba de ARP con cepa M- reduce méximo un 10% de falsos positivos (1) cn el presente
estudio se redujo casi un 15% al agregar el 2f ME hasta la dilucién 1:50, 1% en la dilucién 1:30 v hasta casi
un 20% en la dilucion 1:100 v 1:200; csto se debe tomar en cuenta para considerar el resultado que puede ser
falso positivo dehido a la presencia de anticuerpos con capacidad aghitinante pero no especificos contra
Brucella canis. El comportamiento de la prueba es de un aumento del valor predictivo positive (disminucion
de falsos positivos) conforme awmentan las diluciones hasta la dilucion 1:100 v posteriormenie hay un
decrementio de este parametro sin haber diferencia significativa entre los antigenos utilizados (Figura 3). Esto
es detectamos menos falsos positivos. El que el valor predictivo positivo sea relativamente bajo en esta prucba
en las diluciones mas bajas es que los antigenos y especificamente ciertos epitopes favorecen la unidn de
clementos capaces de aglutinar (abundantes en  diluciones bajas) por lo que s¢ originan reacciones de
aglutinzcion que no sc deben a la enfermedad. Mateu de Martin er al. atribuyen este fcnémeno a 1gM’s por su
gran tamafio molecular y capacidad aglutinante (65), Badakhsk ef af menciona siiplemente aglutimnas no
especificas (41). Ahora bien, el que disminuyan los falsos positivos conforme las diluciones aumentan se debe
al diluirse el suero también se diluyen los elementos capaces de aglutinar pero que no son especificos. por 1o
tantp, algin efeclo de aghttinacién se deberd a reacciones especificas de aghdtinacion. Sin embargo, cn raras
ocasiones algunos sueros de perres tienen tantos elerentos inespecificos de aglutinacién que ain a diluciones

altas siguen aglutinando originando falsos positives.
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En relacién al valor predictivo negativo, si la prueba da un 100% de negativos. ef porcentaje de los que
realmente son negativos es alto por lo que solo de un 0.65% a un 6.1% con 2P ME scrian realmente positivos
y de un 0% a 6.13% sin 2§ ME serian realmente positivos pero 1a prucba por si misma los esta dando como
resultados falsos negativos. Esto es debido a que al tener los antigenos y Ia prueba tanta sensibilidad es muy
dificil que 1a prueba no evidencie a sueros positivos siendo pocos sueros de perros ¢n la naturaleza lo que no
expresan aglutinacién debido a que carecen de elementos capaces de aglutinar a los antigenos, por eso de casi
todos 1os negativos un alto porcentaje son realmente negativos porque lz prucba tiene una capacidad muy
importante para detectar los sueros positivos y falsos positivos. A diluciones altas un suero aunque sea
positivo pueda ser que no aglutine el antigeno y la prueba lo detecte como falso negativo, lo cual es poco
comiin para la ARP con Brucella canis M- como antigeno. Los 3 antigenos se COmporian muy parecido pero a
mayor dilucién el antigeno C detecta menos falsos negativos que los antigenos A y B (Figura 4). Esto se debe
a que s mas sensible que los antigenos A y B, 1o que le impide dejar de detectar reacciones de aglutinacion
cuando hay anticuerpos por lo que ningin suero negativo en la prueba de ARP 23 ME da resultados positivos

por otras pruchas serologicas segiin Mateu de Martin et af (66) ¥ Nicoletti (29).

La prueba scrolégica ARP 2B ME ¢s un método para el diagndstico de 1a infeccion en perros por Brucella
canis pero es necesario ver su comportamiento como prueba diagnéstica con cepas y metedologias difercntes
de antigenos que mutinariamente se utilizan en los laboratorios de diagnéstico de México para 1a deteccion de
esta enfermedad, es usado por su facilidad de realizacién, simplicidad en la interpretacion, reproducibilidad,
rapidez ¥ porque es iai seusivlc quc a ia segunda scmana postinfeccibn os posible gue detecte Eliiluilugaisy
mientras que la AT los detecta hasta la tercer semana (41}, sin embargo. la prucha de ARP por si sola no es
100% confiable, por lo que se Liene que combinar cor uno ¢ mas métodos diagndsticos v repetir 1a prucha de
2 a 1 scmanas después de la primera cvaluacién para confirmar una estabilidad o aumento en el titulo de
anticyerpos. Sang J. Shin et of (1) ¥ Badakhsk ef ol (41) mencionan una alta comelacién entre AT 2p ME ¥
ARP 2p ME por lo que un perro negativo puede estar de menos o igual a la dilucidén 1:50, sospechoso 1:100
y positivo a partir de 1:200. Brown ef af (38), Flores Castro et al (39), Hubbert et ol (14), Thiermann (40} ¥

Creck (72) mencionan la dilucién 1:200 como indicativo de positividad a la enfermedad



Con respecto a la presentacion de la enfermedad por grupos de edades los perros de 2-4 afios son los que
tienen el titulo promedio mas alto coincidiendo con que dentro de esta edad se obtuvieron la mayor cantidad
de aistamientos con un 4.95% de total de los perros muestreados debido 2 que es la edad que mas abunda en
los criaderos (en este estudio fue la edad con mas amimales con un 31,86%) y reproductivamente es la mas

activa.

En otros resultados, 134 perros de 182 (73.63%) no se Yes detectd anticuerpos y un 26.37% fuvo anticuerpos
desde 1:25 hasta 1:800 que fue Ia dilucién hasta 1a cual se trabajé para todos los antigenos, resalta que a pesar
de ser un problema reproductive importante existe una prevalencia de sblo 14.6%, a partir de unz dilucion
1:200. Flores Castro y Segura (43) reporian una prevalncia del 28%., Gutierrez (46) reporta 11.2% v Moguel
(52) reporta [ 2%, todos ellos en México. La dilucién 1:400 es la segunda dilucion cu porcentaje con un 9.2%
de los animales (17 animales) lo que indica que cuando un perro tiene bacteremia los titulos tienden a ser
alios. Micntras que Nicoletti ef af (29) encontréd que a partir de [a dilucion 1:200 de un 50 a un 75% se les
lopra aislar la bacteria de sangre. Bakadhsh et al (41) cncontrd un 86%. en el presente estudio de Jos 23
aislamientos 24 de cllos tenian como minimo 1:200 o mas v sélo 1 cra menor a 1:200 siendo el 96% de los

positivos al aislamicnto.

Por scxo no existio diferencia significativa entre los promedios. aunque las hembras tuvicron 4.18328247
(1:18.17) ¥ 4.06676064 (1:16.76) para los machos, Es imporiante mencionar que aundue $¢ muesiearon mas
machos (108) gue hembras (74) v que los machos tuvicron 15 aislamientos contea 10 de las hembras estos
resultados son proporcionales, esto indica que la enfermedad se distribuye igual en ambos sexos afectando sin
predileccion algin sexo en parlicular, es decir. un macho puede afectar a una hembra y viceversa aunque s
mas frecuente la primera opcién porque un macho semental copuia con varias hembras, es por tanto una
enformedad de transmisién sexual.

De los anirmales muestreados el 73.8% habia recibido algan tratamiento con antibidticos durante el muestreo.
cste grapo de animales mvo ua titule promcdio cn logaritmo base 2 de 4.10369621 ( 1:117.2) v < grupo de
animales que no recibieron alghn tratamiento con antibidticos fue el 24.2% con un titulo promedio en

logaritmo base 2 de 4.14634689 (1:17.71), la diferencia no cs estadisticamente significativa y es rminos
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generales es un titwlo menor a 1:25 en promedio sin poder concluir en cste caso que la antibioterapia haya
influido en la disminucién de los titelos de anticuerpos porque €l objetivo del trabajo y la metodologia no o

permitieron.

La diferencia en promedio de los animales positivos al aisiamiento con respecto a los arimales que no se les
aislé la bacteria es significativa; para el primer grupo el promedio en logaritmo base 2 fuc de 7.73773967
(1:213.45) y para el scgundo grupo fue de 0.51230343 (1:1.42). El 13.73% de los perros tvo aislamicnto que

¢s muy similar al 11.8% enconirado por Flores Castro et af (39).

El protmedio de los titulos es mas alto para el grupo de sucros que no fueron tratados con 28 ME que para el
grupo de sueros tratados con 2P ME v es explicable ya que el 28 ME disminuye las reacciones inespecificas
cn la prucba de aglutinacién y reacciones por anticuerpos def tipo IgM. Bakadhsh er a/ menciona que los
resultados mas altos en los sueros no tratados con 2f ME podria deberse a que los animales estan ¢n una fase
temprana de la enfermedad donde abundan los anticuerpos del tipo 1gM o que estos animales puedan tener
macroglobulinas no especificas con capacidad aglutinante (41). Sin embargo entre los anligenos y sueros gue
s¢ les adiciono 28 ME cl anligeno C fue ¢l que mayor promedio obfuvo coincidiendo con que fuc cf antigeno

mas sensible v el de menor especificidad, seguido del antigeno A v finalmente del B (Figura 5).
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6.- CONCLUSIONES:

Los resuitados revelan que:

1.

6.

No hay diferencia estadisticamente significativa (P<0.05) en los resultados de sensibilidad, especificidad
y valores predictivos obtenidos entre los 3 antigenos con 2§ ME enfrentados a un mismo suero  por
medio de la prueba de aglhitinacion en placa, excepto entre el antigeno C-con que reacciond may parecido
con A-sin y B-sin. asi como con A-con y B-con debido a su alta sensibilidad.

Enire el usar y no usar et 2f3 ME si hay diferencia significativa (P<0.05) sin embargo, catre los mismos
antigenos con el mismo ratamiento sin o con 28 ME no hay diferencia estadistica significativa (P<0.05).
Es necesario enfrentar a un mismo suero con v sin 28 ME pam detectar l2 enfermtedad en fases
tempranas.

La sensibilidad cs bucna para los 3 antigenos considerando que es mavor a un 85% hasta la dilucidn
1:200 que es la dilucién indicativa de bacteremia, siendo el antigeno C el mds sensible de los 3 probados.
La especificidad de los antigenos es lambién alta siendo mds del 95% hasta la dilucién 1:200 siendo el
antigeno C el menos especifico bdsicamente a diluciones bajas.

Ei valor predictivo positivo es bajo para los 3 antigenos siendo ¢! antigeno ¢ cl que mds falsos positivos
determing, por lo que la prueba por si misnia no es confiable para vsarse como urica prucba diagnostica
para csta enfermedad.

El valor predictivo negativo de la prueba es muy alto, siendo del 98% para el antigeno A y B, v casi del
100% para ¢1 C ¢n la dilucion 1:200 por lo que en general la prueba es muy confiabie para detectar a Jos
verdaderos negativos y principakmente ci antigeno C.

La edad en la cual la presentacion de la enfermedad es mds comin es de 2-4 afios. seguida de los

menores de 2 afios afectando de mancra indistinta hembras v machos.
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