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1.- RESUMEN: 

JIMENEZ FLORES FERMIN. Comparacién de 3 antigenos utilizados para el diagnéstico serolégico de la 

brucelosis canina por la prueba de aglutinacién en placa con y sin 2-Mercaptoctanol”. (bajo la Asesoria de 

Francisco Suarez Giiemes y Jestis Vazquez Navarrete). 

Con el fin de determinar diferencias serolégicas se utilizaron 3 antigenos los cuales fueron clasificados como A, By C 

elaborados con cepas y metodologias diferentes. Los antigenos fueron evaluados por medio de una prueba de aglutinacion 

en placa utilizada para el diagnéstico serologico de la brucelosis canina causada por Brucella canis. Se obtuvieron 

mwuestras de sangre con anticoagulante y suero a partir de 182 perros. El muestreo se efectud al azar y los animales 

provinieron de varias partes del sur de la Ciudad de México, se consideraron variables como: raza, edad, sexo y 

tratamiento previo. Se realizaron hemocultivos en todas las muestras. Los aislamientos sugestivos a Brucella canis fucron 

identificados mediante las siguientes prucbas: tincién de Gram para observar morfologia, tincin de Zihel Neelsen 

modificada para Brucella para determinar afinidad tintorial, produccién de ureasa, produccién de HS, triple azicar hierro 

y movilidad por medio de una preparacién humeda. Los tres antigenos fueron elaborados siguiendo metodologias 

diferentes. I.as pruebas de aglutinacién se realivaron para cada suero probandolo con cada antigeno con y sin 2 B 

Mercaptoetanol (2  Mi:). A los sueros que aglutinaron en una prucha directa (50 1} de suero y SU pil de antigeno) se Jes 

realizaron diluciones, iniciando cn 1:25 hasta 1:800 para determinar titulos de anticuerpos. Las condiciones evaluadas 

para cada antigeno fueron: sensibilidad, especificidad, valor predictivo positive (VP+) y valor predictive negative (VP-). 

con y sin 2 B ME. En este estudio se considerd la dilucién 1:200 como punto de partida para considerar bacteremia. La 

sensibilidad fue disminuyendo conforme aumentaron las diluciones tanto con 2 f ME como sin 2 fi MF. Fl antigeno C 

tue ¢] que mostr> mayor sensibilidad en fa dilucién 1:200 y 1:400 con respecto a los antigenos A y B que mostraron un 

compertamicnte simila entre ellos a las mismas diluciones. La especificidad aumenté en general couforrne aumentaton 

las diiuciones siendo el anugeno C ej que mostro menor especiiicidad comparado con ios anngenos A y & que mostraron 

un comportamiento similar entre ellos. La especificidad fue mayor cuando los sueros sc trataron con 2 fi ME. El VP (+) 

fue incrementandose desde la dilucion 1:25 hasta la dilucién 1:100 y en las 2 siguientes diluciones hubo un descenso det 

mismo. En general, el VP (+) con 2 B ME fue mayor que sin 2 A MF, siendo el antigeno C menor que Jos antigcnos A y 

B. El VP- se comporté de manera similar con 2 B ME entre diluciones y antigenos, siendo mayor el antigeno C en las 

diluciones mas altas con respecto al antigeno A v B. Sin 2 8 ME el VP (-} disminuyé en las diluciones ]:200 y 1:400 

siendo ¢] antigeno C cl que menos disminuy6 con relaci6n a los otros 2 antigenos.



2.- INTRODUCCION. 

2.1-Generatidades La atencién de las mascotas ha ido en aumento durante los iiltimos afios, los perros 

cumplen varias funciones para con el ser humano, entre ellas y de vital importancia en apoyo a minusvalidos, 

guardia y proteccion, deteccion de drogas y estupefacientes, compafiia, rescate y otras de no menor 

importancia como caceria, carreras y exposiciones. La industria que gira alrededor de los perros se ha 

diversificado y aumentado sus ventas anuales, asi como ha generado miltiples fuentes de trabajo por citar 

algunos: fabricacion de alimentos, collares, vacunas, escuclas de adiestramiento, medicamentos de todo tipo. 

fabricacién de jaulas y casas. La salud de las mascotas es de importancia tanto para que cumpla su funcién 

zootécnica como para evitar la transmisién de enfermedades al hombre. El diagnéstico oportuno y veraz de 

las enfermedades es de suma importancia para establecer un tratamiento adecuado y la pronta recuperacién: 

en algunos casos como en Ia brucclosis canina causada por Brucella canis, el diagnéstico veraz evita el 

contagio y diseminacién 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 leva cn su genoma, aunado a su 

importancia como zoonosis. Los métodos diagnésticos deben set por lo tanto evaluados metodicamente para 

que los resultados que de ellos se obtengan sean confiables y rapidos (1). 

ES pénero Brucella se clasifica cn cl subgrupo «. 2 de ta clase Proteobacteria, se comporta como patégeno 

intracelular facultativo (2). Este comportamiento guarda una relacién con la estructura y fisiologia de la 

bacteria. cuyos componentes, inducen una respuesta inmune con efectores de tipo hurnoral y celular (2). 

Brucella canis es un cocobacilo pequefio de 0.5 p de ancho por 0.5 a 2 41 de largo, gencralmente sc observan 

solas, en cadenas cortas 0 cn grupos pequeiios. En el aislamiento primario tienen forma cocoide y después de 

varios pases en medios artificiales de cultivo tienden a formas més bacilarcs (3.4) 

Son microorganismos inméviles y retienen Ja tincién de Gram en un mayor grado que las enterobacterias 

Gram negativas, siendo esta una caracteristica del genero Bruce/!a. Con las tinciones convencionales para 

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



se observa un halo delgado alrededor de 1a bacteria como cierto material capsular (3) sin embargo, sc 

considera no capsulada. 

Es una bacteria aerobia y un 10% de CO, inhibe su crecimiento. En agar triptosa a 37 C las colonias se hacen 

aparentes a las 48 horas de incubacién y después de 3 a 4 dias de incubacién alcanzan un diametro que va de 

0.3 a 2 mm. Las colonias son blanco grisdceas, parcialmente transhicidas. El crecimiento se hace mucoide 

dentro de la primer semana de incubacién lo que hace dificil el poder retirar la colonia de Ja superficie de 

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

Bioquimicamente tiene similitud con Brucella suis (3.5). Es una bacteria que produce 1a enzima catalasa, es 

indol negativo y produce H)S después de varios dias de incubaci6n (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 cl reactivo de diclorttidrato de 

tetrametil p-fenil-diamina a concentracién normal, Moore (7) meaciona que ¢s oxidasa positivo. Es citrato 

negativo pero hidroliza rapidamente Ja urea y reduce los nitratos a nitritos. No licha la gelatina, la prueba de 

acetoina es negativa y no crece cn agar MacConkey (3,6). Algunas cepas utilizan mds cficientemente el 

eritritol que otras (8). 

No es lisada por cl fago TB, Fi, $708 Wb y BK2. Sdlo el fago R/C en dosis de prucba de rutina (RTD ) ¥ 

RTD 10" si lisan a Brucella canis (8). 

Brucella canis poseé en comin con las otras especies del género numerosos antigenos citoplasmuticos los 

cuales pueden demestrarse facilmente mediante estudios de inmunedifusién en gel, con antigenos solubles 

extraidos por sonicado. sin embargo, la naturaleza rugosa conficre a la pared celular de Brucella canis 

propiedades antigénicas diferentes a las cepas lisas de Brucella, de esia forma las prucbas diagnésticas 

serolégicas para otras brucelas no deben usarse para el diagnéstico de infecciones causadas por Brucella 

canis. Se han observado reacciones cnizadas con cepas rugosas de Brucella como por ejemplo Brucella ovis y 

Brucella abortus cepa 45/20, y también con otras bactcrias Gram negativas como Pseudomonas aeruginosa, 

Bordetella bronchiseptica y Staphylococcus aureus (3). La precipitacién Acida de antigenos de superficie de 

la pared celular extraidos con deoxicolato de sodio sugicre que estos complejos antigénicos pueden ser



responsables de la agregacién bacteriana en medios de cultivo liquidos con pH acido y de la alta viscosidad 

colonial en medios de cultivo con agar a pH de 6.8 (9). 

El hecho de que los antigenos rugosos (R) de Brucella canis pueden compartir determinantes antigénicos con 

otras bacterias (también presentes en forma rugosa) y ocasionar reacciones inespecificas acarrea dificultades 

en la imterpretacién de los resultados en varias prucbas serolégicas. Por cromatografia de gases se ha 

demostrado que comparte Acidos grasos celulares con otras especies de Brucetla (10). 

La bacteria aglutina con antisueros antibrucela R pero no con antisueros anti A o anti M (8). En lo que se 

refiere a Jas proteinas de membrana externa lamadas porinas, por medio de la prueba de electroforesis se 

observan lineas con peso molecular similares entre Brucella abortus (rugosa), Brucella ovis y Brucella canis 

(11). Con respecto a las proteinas citoplasmaticas es necesario mencionar que los perros positives a la 

enfermedad tiencn anticuerpos contra cilas no asi los perros negatives demostrado por electroforesis y por 

Western Blott. Durante el primer mes de infeccién las proteinas intracitoplasmuticas de 18, 22,3142 y 54 kDa 

fueron reconocidas por los sueros de los perros positives. La proteina de 20 kDa fue reconocida a la 8-10 

semanas pos infeccién pero después de 6 meses su deteccién fue inconsistente. Otros poli péptidos detectados 

de los 2 alos 12 meses pos infeccién fueron de 22, 66-68 y menos regularmente de 42, 60, 82, 109 y mayorcs 

de 200 kDa. Los polipéptidos mas consistentemente reconocidos, por los sueros de perros positivos fueron los 

de 18, 22 y 68 kDa (12). 

Las manifestaciones Clinicas son variables, por lo que el diagnéstico clinico no es confiablc. Sc ha reportado 

pérdida del vigor y baja tolerancia al ejercicio y se caracteriza principalmente en hembras por aborios y falla 

n machos se presenta orquitis uni o bilateral con degeneracién testicular después de 30 a & Eo
 

Ss
 i % : : 

35 semanas postinfeccién, hay una epididimitis principalmente con inflamacion de {a cola del epididimo, 

dermatitis scrotal ¢ infertilidad. En ambos sexos se observa un aumento de tamafio de los nédulos linfiticos 

uni o bilateral. La enfermedad se presenta en criaderos, en perros de la calle y en mascotas. No presentan 

signologia de fiebre a pesar de haber bacteremia (3,4,5,6,7,8,13, 14). 

Una perra infectada pucde abortar 2 a 3 veces seguidas o ne abortar y dar cachorres débiles 0 muertos cn una 

misma camada, la infeccién no interfiere con el ciclo estral de la perra, algunas veces el nico signo es que se 

liega la fecha de parto y éste no ocurre ya que aborto poco antes y se comié a 1a camada (13). No existe



diferencia en la susceptibilidad relacionada con Ja edad pues se han observado abortos en hembras desde 1 

hasta 10 afios con el mismo cuadro, aunque se observan mds abortos en perras de 2 a 4 afios debido a la 

distribucién normal de esta edad en los criaderos (4). 

El exudado vaginal posterior al aborto tiene un olor desagradable y el color es amarillo hasta café-grisdceo, 

€8 viscoso y 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 y no se observa retencién 

placentaria (4.13). 

Los perros son Ja tnica especie animal en la que a enfermedad se presenta de manera natural (6,7,15), sin 

embargo existen reportes de infecciones expetimentales 0 accidentales en conejos, primates no humanos. 

gatos, coyotes, algunas especies de zorras, mapaches, zorrillos y tejones (16,17, 18,19). 

Los cerdos, ovejas y ganado son resistentes a la infeccién por Brucella canis. La signologia cn otros animales 

es variable, por ejemplo de 14 gatos inoculados por via oral sdlo 3 fueron bacterémicos y ninguna de las 4 

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

La bacteria se transmite en el momento del aborto a través de las descargas vaginales que contienen de 10" 

hasta 10'° UFC por mililitro y en la fase de celo por secreciones vaginales por ¢l habito 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 facitmente (21). Otra forma de infeccién es durante la copula (5.13.21). La forma conjuntival 

también es una via de contagio pero poco frecuente (6). Al permanecer la bactcria en el tracio reproductor 

ésta sc puede climinar por arrastre de !a orina la cual es potencialmente infectante para otros perros 

(13,21,22,23), La leche es otra via de transmision de ia madre a ios cachorros que pudieran no haberse 

infectado in utero (21), La infeccion a través de fomites es posible inmedialamente después de la 

contaminacién de este ya que hay baja sobrevivencia de le bacteria en ef medio amibienic. Por ioda esta 

amplia gama de formas de transmisidn es necesario implementar programas preventivos y de monitoreo cn jos 

perros. 

La lesién principal en los nédulos linfaticos es biperplasia de o¢lulas linfoides y reticulares en forma difusa 

asi como esplecnomegalia y en casos crénicos discocspondilitis (4,13). También puede preseslarse 

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



iridociclitis y retinitis exudativa (4). Puede haber necrosis focal hepatica y miocarditis. En machos hay 

inflamacién de la cola del epididimo, donde se realiza la maduracién testicular, con la consecuente infertilidad 

debido a una reaccién autoinmune hacia los espermatozoides, finalmente se desarrolla una atrofia testicular 

uni o bilateral con grado variable. La inflamacién escrotal generalmente es causada por la acumulacion de 

fluidos dentro de las tunicas lo que ocasiona dolor y ta dermatitis es debida a las constantes lamidas del perro 

¢ infecciones bacterianas secundarias. En las hembras gestantes no hay lesiones adicionales a menos que 

hayan recientemente abortado y los cambios en el utero corresponden a la etapa de gestacién pero es comin 

observar una endometritis con hiperplasia glandular y nédulos con células reticulares (4). Los fetos abortados 

estin parcialmente autolizados con edema subcutineo 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 espontaneo y mas si este ocurre en el tltimo 

tercio de gestacién, cuando haya repeticiones de celo después de una monta exitosa. cuando haya cambios 

fisicos en el epididimo, orquitis uni o bilateral, poliartritis, discoespondilitis y piogranulomas en piel 

(4.7,24.25.26). También es necesario considerar a esta enfermedad cuando haya fallas reproductivas. 

cachorros débiles 0 muertos y cuando haya muerte de cachorros en Ia primer semana de nacidos. Ninguno de 

los signos anteriores son patognoménicos de la enfermedad ya que se ha demostrado que hay otros agentes 

etiolégicos como Streptococcus spp. 8 hemoliticos, Escherichia coli, Herpesvirus de los perros y desordenes 

  

Desde ‘a descripcién de la enfermedad en la década de 1960 a 1970 varios autores han considerado la 

quimioterapia como una altemnativa a la eutanasia de animales infectados. E1 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 diseminando a la bacteria e infecten animales susceptibles 

(27,28). La falla de un tratamiento sc tc atribuyc a Ja fase intracclular cn ct sistema reticulocndotelial de ta 

bacteria y la poca capacidad de la mayoria de los antibidticos para atravesar la membrana celular (28).Existen 

varios criterios para considerar exitoso un tratamiento, sin embargo, el mds confiable es el de Flores Castro y 

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). El mejor régimen citado es el siguiente: 10 mg/kg de hidrocloruro de 

monociclina durante 14 dias y 4.5 mg/kg de estreptomicina 2 veces al dia durante 7 dias. con esto 15 de 18 

perros se curaron (83%). Al aplicar umicamente minociclina, tetraciclina mas sulfonamidas o rifampicina 

todos 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 y 15 mg/kg de estreptomocina dividide en 2 administraciones para el periodo inicial de 

siete dias y para los iiltimos 7 dias. Ellos evaluaron cada dos meses el comportamiento serolégico y 

bacteriolégico considerando negativo si eran negativos al aislamiento, con un titulo maximo de 1:50 por AT y 

negutivo por ID, seis meses después 19 de 24 perros (79%) fueron serolégica v bacteriolégicamente negativos 

(28). 

Los abortos se reducen con la antibioterapia sin embargo, el que haya hemocultivos negativos, titulos 

negativos 0 ausencia de abortos no son evidencia de cura. Los tratamicntos tempranos son mas exitosos por lo 

que la quimioterapia puede inhibir el desarrollo de la brucelosis en perros recicntemente expuestos a Brucella 

canis (28). Las tetraciclinas in vitro tienen la concentracién minima inhibitoria (MIC) mas baja con 0.06-0.50 

mg/it, los macrdlidos no inhiben a la bacteria, se observa sinergia entre cnrofloxacina y aminoglucosidos y 

doxiciclina con estreplomicina: la cstreptomicina es el antibidtico que mas rapido inhibe 17 vitro a Brucella 

canis (27). 

La Infeccion experimental en primates (facaca arcotides} indica un posible comportamicnio de la 

enfermedad cn c] humano, en cl caso de los primates infectados experimentalmente muestran que desde la 

segunda semana posinfeccion (PI) ya es posible aislar a la bacteria de sangre y a las 5 semanas se pudo aislar 

la bacteria de varios rganos como higado, rifion y utero (17). En las primeras 2 semanas PI no se detectaron 

aniicuerpos y en la 3er semana ya se tenian titulos de 1:160 por AT y para la semana 5 los titulos estaban en 

1:1280 para todos los animales en la prueba. Las lesioncs en organos son similares a aquellas formadas por 

otras brucelas (17). 

Brucella canis en humans no se diagnostica por la falta de antigenos disponibles y por no considerarse como 

posibilidad diagnéstica, sin embargo Polt er a/ (30) v Vazquez en México han reportado pacientes infectados



por Bruceila canis que presentan cuadro clinico (31). Las prucbas contra otras brucelas no son de utilidad 

para el diagnéstico por diferencias antigénicas. Los sintomas son muy variados por lo tanto la antibioterapia 

es inmediata lo que dificulta el aislamiento y el diagndstico. La prueba de aglutinacién en placa con 26 ME 

puede ser de utilidad para la deteccién de la enfermedad en humanos (31) Una consideracion importante es la 

deteccién de una respuesta immune independicntcmente de la presencia de la bacteremia (30). 

En trabajos realizados en México se 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 s6lo en 3 sueros 

se demostraron anticuerpos (32). 

La bacteria se transmite de un perro portador de manera directa  indirecta por materiales contaminados at 

fumano. Los sintomas mis comunes son fiebre recurrente, dolor de cabeza, resfriados, dolor abdominal, 

perdida de peso, esplegnomegalia, linfadentitis cervical, axilar y epitroclear (15.33). En pacientes cronicos 

son comuncs problemas cervicales y articulares (31)-El conteo leucocitario esta dentro de los mérgenes 

normates, la funcién hepatica es generalmente normal o ligeramente clevada (30). 

En un estudio serolégico utilizando una microaglutinacién se encontré que las mujeres tuvieron titulos mas 

altos que los hombres y la explicacién es que cllas serconvierten mas que Jos hombres aj imfectarse con 

bacterias climinadas principalmente por orina ya que ellas son las que por lo general realizan ta Jimpieza de la 

casa. Se ercontré también que cs una enfermedad principalmente ocupacional ya que los Veterinarios 

tuvieron titulos mas altos que otros sectores de la poblacién (34). 

Si bien, actuaimente se trabaja intensamente en las pruebas moleculares, para cl diagnéstico de la Brucelosis 

canina ain no esta disponible una prueba de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en México como 

prueba de rutina, Esta prueba tiene ventajas por las caracteristicas moleculares y quimicas de Brucella spp. 

proveen de informacién determinante tanto para diagnéstico de la enfermedad a partir de muestras clinicas 

como para diferenciar organismos mmy relacionados que dificilmente se puede hacer por otros métodes. 

Normalmente 1a identificacién bacteriana o deteccién de portadores se realiza primariamente por serologia y 

caracicristicas fenotipicas de ia bacteria teniendo sus desventajas, ejemplo de cilo cs que existen copas 

rugosas de las diferentes especies de Brucelia u otras bacterias que comparten epitopes y su diferenciacién se 

dificufta atin con anticuerpos monoclonales (35). La teaccién en cadena de la polimerasa por la amplificacion



del intercspacio del RNA ribosomal 168-23S permite identificar completamente al género Brucella de otras 

bacterias como Bartonella spp y Agrobacterium spp que estan muy relacionadas siendo de la clase 

Proteobacteria. Un PCR es de utilidad para la deteocién de portadores de Brucella canis. En cl caso de 

Brucelia canis se diferencia de otras brucelas ya que no tiene el raro amino azucar quinovosamina en su LPS 

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

2.2- Diagnéstico bacteriolégico. 

El aislamiento bacteriano mediante hemocultivo es la preba contundente para diagnosticar la enfermedad 

(36), sin embargo tiene varias deventajas, una de ellas es que la bacteremia no es constante y la duracién es 

variable. es necesario en algunos casos hacer hemocultivos repetidos y atin asi_nos encontramos con casos 

falsos negativos. El resultado del hemocultive se Neva un minimo de 72 horas y un maximo 9 dias y para 

tealizarlo se requieren condiciones de seguridad, equipo, medios de cultivo adecuados y personal capacitado 

para ello. Los hemocultivos siguen una técnica ya descrita (37). De esta forma es necesaria la combinacién de 

este recurso con el diagnéstico serolégico (1,29). Ahora bien, cl aislamiento no es conmin en animales con 

titulos menores a }:200 por la pmeba de AT (Agiutinacién en tubo) m ARP (Aghutinacién rapida en placa) 

con 28 ME (14,38.39,40,29). 

£] microorganismo se aisla principalmente de sangre. leche, descargas vaginales, de placenta y utero, en 

fetos principalmente de liquido estomacal, higado y pulmon. Aunque el porcentaje de aislamientos a partir de 

semen ¢s bajo, especialmente después de Ja sexta semana posinfeccién, se ha demostrado que es una via de 

discminacién hasia por 60 semanas posterior a la infeccion. El aislamiento a partir de la prdstata y epididimo 

es comin hasta por 2 meses después de haber cesado la bacteremia (5,8,21). Es importante mencionar que de 

los animales que tienen un titulo de 1:200 por ARP 2B ME o AT 28 ME en un 50 a 86% de ellos es posible 

que se aisle la bacteria (29.41). 

La orina es otra muestra de la cual se puede aislar la bacteria aunque no es muy comin, La orina es otro 

vehiculo de infeccién al contaminarse por secreciones prostaticas, seminales y testiculares, la orina puede 

contener hasta 10° UFC por mi (21,22,23).
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2.3- Diagnéstico serolégico. 

Hoy en dia no hay una Norma Oficial que favorezca el control de esta enfermedad por lo 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 scrodiagnéstico de la enfermedad posee un dilema particular porque varias pmicbas usadas por los 

laboratorios de diagnéstico no han sido evaluadas criticamente y pueden dar resultados falsos positives (1). 

Existen una serie de estudios de tipo seroepidemiolégico que han evaluado ia respuesta inmunoldgica de 

diferentes especies animales, especialmente perros, a la bacteria y han estudiado cl comportamiento de ia 

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 preparacién de antigenos y el desarrollo de pruebas diagndsticas especificas para Brucella canis a 

diferencia de Brucella ovis, el crecimiento de los aislamientos de campo de Bruceila canis es mucoide (M+) 

siendo ésta una propiedad que afecia adversamente ia estabilidad (1,60). Existen varias pruebas 

scrodiagnosticas ya que son Jos métodos mas comunmente usados para evaluar cl estado del perro anies de la 

reproduccién, pero ninguno es ideal por lo que se sugiere la combinacién de varias de cllas ya que cl valor 

predictivo posilivo de estas pruebas varia de 40 a 80% (1). La adicién del 28 ME en las pruebas de 

aglutinacion ha reducido cn un 10% las reacciones falsas positivas pero no estan totalmente climinadas. Las 

reacciones negativas son altamente seguras (> 95% de intervalo de confianza) y dan la seguridad de que por 

Jo menos el perro no ha sido infectado dentro de las 3 a 4 semanas previo al mucstreo. los resultados de las 

pruebas de aglutinacion en placa correlacionan bien con las de aglutinacion en tubo, asi que se puede usar a la 

primera como monitoreo répido (1). La sangre de todo perro sospechoso o positive debe ser cultivada y de ser 

posible realizar una prucba de inmunoensayo enzimatico con proteinas citoplasmaticas para rendir un 

diagndstico definitive y evitar eliminar perros falsos positivos (1). 

Se recomienda el estudio serolégico en los siguientes casos: historia de aborto, epididimitis ¢ infertilidad, 

previo al ingreso de un ituevo perro a un criadero, constatacién dc salud premonta, para remover perros 

positivos de un criadero en etapa de erradicacién (5) y perros que se van a movilizar (50). Para la realizacion 

de estas pruebas es importante evitar la hemolisis para disminuir las reacciones falsas positivas en las pruebas
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de aglutinacién, se necesita como minimo 0.5 ml de suero. Después de Ia infeccion Jos perros desarrollan 

bacteremia desde la primer semana a la tercer semana, paralelamente hay un incremento de anticuerpos 

disminuyendo éstos en periédos no bacterémicos (4,6). 

Aunque se han probade Is contrainmunoelectroforesis y fijacion de complemento ($2), las mas comuncs son 

aglutinacién en tubo, aglutinacién en placa, inmunodifusién ¢ inmounoensayo enzimatico. Recientemente se 

han desarrollado pruebas como la reaccién en cadena de Ja polimerasa, sin embargo, para el diagnéstico de 

Brucella canis en México ain no esta disponible. Todas las pruebas serolégicas usadas comercialmente hasta 

Ja fecha para la deteccién de anticuerpos contra Brucella canis tienen una alta sensibilidad lo cual ocasiona 

un margen de error (36,62,63) ya que los determinantes antigénicos superficiales de algunas bacterias como: 

Actinobacillus equuli, Bordetella bronchiseptica, Pseudomonas aeruginosa, Moraxella, entre otras, agiutinan 

al contacto con anticuerpos contra Brucella canis (36,63). 

2.3.1- Inmunodifusién . 

La inmunodifusién (ID) tiene baja sensibilidad y especificidad comparada con las pruebas cualitativas de 

ARP y cuantitativas de la AT ya que sucros positivos 0 sospechosos por la ARP o AT son negativos por la JD 

(64), La inmunodifusion que utiliza antigenos citoplasmaticos son sensibles entre la tercera v octava semana 

despues de presentarse la bactcremia y tiene la ventaja de detectar animales infectados por mas de 12 meses 

despues de que la bacteremia ha cesado, tiempo en que otras pruebas serolégicas dan resultados equivocados, 

Ja principal desventaja es su complejidad de elaboracién y dificultad de la tectura después de 72 horas de 

incubacién (1,61,62,65). La prueba de ID no discrimina entre una infeccién activa y una infeccién crénica 

(65). La immunodifusién y ia ELISA con proteinas citoplasmaticas se recomicndan para confirmar et 

diagnéstico por ARP 28 ME o AT 2B ME que han dado resultados positivos (1). La ID se puede realizar con 

proteinas intracitoplasmaticas, proteinas de membrana cxtema o lipopolisacarido (1). 

2.3.2- Inmuno ensayo enzimatice (ELISA) con diferentes antigenos. 

Sc han desarrollado varias prucbas iuiunoenzinidiivas (66,67,68) que pueden ser utilizadas para ei 

diagnéstico de la enfermedad.
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Estas pruebas son de importancia por su alta sensibilidad, especificidad y rapidez de realizacién y con la 

ventajas de que no se observa autoaglutinacién como sucede con antignenos preparados para pruebas de 

aglutinacién a partir de cepas de campo, no se afecta con muestras que presentan efecto anticomplementario 

ni por muestras hemolizadas con capacidad autoaglutinante. Sin embargo en todas ellas se requicre de 

personal capacitado y equipo especifico. 

Utilizando una ELISA con antigeno completo se observa una diferencia significativa de hasta 10 veces entre 

las absorvancias de los animales inoculados y los negativos por lo que permite diferenciar perfectamente ios 

positivos de los negativos (66). 

Una ventaja importante de Ja prueba de innmmoensayo enzimdtico con respecto las pruebas de 

inmunodifusién es que, en ésta ultima a veces se forman lincas inespecificas que confunden y dificultan el 

diagnéstico, Aunque el uso de antigenos citoplamdticos en inmunodifusién parecen ser de valor ya que las 

reacciones inespecificas disminuyen radicalmente (67). 

En una prueba de ELISA (67) que utiliza un extracto salino caliente (ESC) se demostré una sensibilidad de 

93.8% y una especificidad de 95.6%. Se menciona que hay diferencia entre los antigenos de una cepa de 

campo ( 2R y 3R) y la variante M- (2S, 3AS y 2BS) (63,67) lo que sc demuestra en las absorvancias siendo 

mas altas para los extractos de la cepa de campo RM6-66 que para los extractos de la cepa M-, lo anterior sc 

obtuve utilizando sueros negativos donde no deberia haber tal diferencia, ademas la cepa M- es mas 

hidrofilica (47). Los antigenos de Brucella canis M+ extraidos por el método de solucién salina buferada 

calicnte son de menor tamafio, tienen una carga neta negativa mas baja y son mas hidrofébicos que los 

antizenos de Brucella canis M- extraidos por el mismo método (63). Si bien ct autigeno 2S de la M- y ei 2R 

dc ls cepa de campo son indistinguidies por 1), difieren en sus propiedades hidrofébicas (carga neta 

diferente) debido a diferencias fisicas en Ja polimerizacion de los complejos (63). 

El antigeno 2R es especifico de la pared cetular de #rucelia canis (36). E] antigeno 3R es comin para las 

brucelas rugosas y es responsable de las reacciones cruzadas no especificas en las pruebas de ID con antigeno 

ESC (36,67). El antigeno 3R de la cepa RMG6-66 comparte sélo homologia parcial con el antigeno 3AS y 3BS 

de la cepa M-, lo que sugicre que la cepa M- ticne un componcnie que probabiemente cubre las regiones 

hidrofébicas (63,67). E! buen desempefio de la prucba puede ser debido a que el antigeno 2S especifico de 

Brucella canis cs indistinguible del 2R y la otra, es que los antigenos 3AS_y 3BS de la M- tienen homologia
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parcial con cl antigeno 3R el cual es el responsable de las reacciones falsas positivas (67). La prueba clasificd 

correctamente al 93.75% de los sueros positivos y el 95.65% de los sucros negativos, ¢] 92.85% de los falsos 

positivos fueron clasificados como negatives (67). 

En otra prueba de ELISA se utilizé un antigeno de pared celular purificado con columnas inmunoabsorventes 

conteniendo 2 proteinas de 30 y 28 kilodaltons y un polisacarido de 12 kilodaitons. Los perros inoculados 

fucron positivos a la prueba de ELISA y animales SPF fueron negativos: los perros que fueron negatives por 

AT también fueron negativos por ELISA, de 78 perros que fueron sospechosos por AT. 20 fueron positivos 

por ELISA, inmunodifusién y hemocultivo, sélo un perro positive a ELISA e inmunodifusién fue negative al 

aislamiento; esto indica que la prueba de ELISA es una prueba serolégica especifica para la deteccién de la 

brucelosis canina (68). Finalmente es necesario realizar mas pruebas para estandarizar la prueba de ELISA 

con antigeno purificado citoplasmatico (1). 

2.3.3- Aglutinacién en tubo con 2B ME. 

Si bien esta prueba fue la mas utilizada en afios pasados como confirmatoria de la ARP no cs una prucba ideal 

por varias razones: cl antigeno de Brucella canis tiende a autoaglulinar bajo ciertas condiciones de pH y 

concentracion de sales. la prueba necesita de 50-52 C o en algunos casos a 37 C para realizarsc y requiere de 

48 horas de incubscion para conocer cl resultado. La aglutinacion en algunos casos es incompieta (5.41). Sc 

requiere de sucros no hemolizados debido a que el aniigeno puede co-precipitar cor la hemoglobina 

desnaturalizada con calor (5). Una desventaja de esta prueba es que no es capaz de detectar bajos niveles de 

anticuerpos en perros infectados crénicos abactcrémicos cn las primeras semanas posinfeccién. no detecta 

perros bacterémicos que producen bajos miveles de anticuerpos, existe 1a desventaya del tenomeno de prozona 

(41). Los resultados en AT correlacionan con los resultados obtenidos de los mismos sueros con Ja prueba de 

ARP (14,41) en un 96% con una pequefta diferencia en sensibilidad con la AT 2 6 ME siendo esta uo 

significativa (61). En conclusién el procedimiento de preparacién tiene desventajas técnicas que impiden su 

uso generalizado y los resultados se obtienen después de 48 horas (41). En esta prueba unt titulo de 1:200 es 

indicative de una bacteremia (1).
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2.3.4- Agtutinacion rapida en placa (ARP) con y sin 2B ME. 

La prueba se realiza de manera simple, rapida, sin dificultad para interpretarse y util para detectar la 

infeccién (69). Un punto importante en ia brucelosis canina es que los perros infectados con Brucella canis 

permanecen infectados por periédos desde un aio hasta mds de 5 afios, virtualmente las pruebas serolégicas 

varian en sensibilidad durante los primeros 2 meses de la enfermedad, después de este tiempo todas las 

pruebas detectan anticuerpos (29.61). Actualmente se utiliza el antigeno de Brucella canis M- debido a que 

tienc un menor grado de error (10%) que el antigeno a base de Brucella ovis y cuando se usa ésta en perros 

con reacciones dudosas hasta en un 50% (61); No hay diferencia entre ambos antigenos cuando se usa esta 

prueba en perros realmente positivos y negativos (61). Es necesario mencionar que la prueba ARP fue 

desarroliada para obtener resultados inmediatos y dar un diagndstico presuntivo inmediato (29). Algunas 

caracteristicas importantes de la cepa variante M- de Brucella canis es que, aparentemente es menos virulenta 

que Ia cepa M+ y los antigenos extraidos por deoxicolato de sodio no reaccionaron con antisueros contra 

Brucella ovis (69). 

Se recomienda que cl antigeno tenga una concentracién celular del 6%, de esta manera cuando es positive a 

0.01 0 0.005 ml de suero hay una correlacién con la prueba de AT con titulo de 1:200 (69). 

La autoaglutinaci6n se elimina cuando se usa una alta molaridad con Acido tris-maleico de (0.2 Molar y icflido 

con una solucién stock al 1% de rosa de Bengala y 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 

monitorco para la deteccion de la enfermedad agregando que la reaccidn de aglutinacion es mas evideate con 

el antigeno tefiido con rosa de bengala (70). La ARP es ny segura para detectar perros no infectados debido 

a que los resultados falsos negativos son bajos (< al 4%), esta prueba se utiliza para la deteccion de estados 

tempranos de la infeccién por Brucella canis (41). Las reacciones no especificas cn el suero de perros saiios 

disminuyen tratando el sucro con 28 ME (41). Atin con el tratamiento de! suero con 2)) ME puede haber 

falsos positivos (29). La ARP detecta anticuerpos a las 2 semanas postinfeccion en un 30% de perros y con 

2B ME la deteccion de perros a las 3 semanas es similar a la AT 26 ME (41). £1 comportamiento en la primer 

semana es similar a la AT 2B ME. Si el suero es positivo con la ARP y negativo con la ARP 26 ME 

posiblemente el animal este en una fase temprana de la enfermedad o tenga aglutininas inespecificas, para
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corroborar el diagndéstico es necesario realizarle después de 30 dias una segunda prueba, si continua positivo 

con la ARP 2B ME se debe diagnosticar como brucclosis activa (41). 

En términos generales cuando un perro es positive con 0.001 ml de suero por la prucba de ARP también cs 

positivo por otras pruebas (64). Ejemplo de ello es ia alta correlacion existente entre ARP 23 ME y AT 2B 

ME 2 dilucién de 1:50 para esta ultima con un 0.75 de similitud (valor Kappa). dc ARP 2)3 ME utilizando 

antigeno de Brucella ovis y el otro de Brucella canis M- con 0.97 (valor Kappa) y finatmente una 

correlacién de 0.74 (valor Kappa) entre ARP-28 ME e inmunodifusién utilizando antigenos citoplasmaticos 

purificados (65). 

Actualmente, varios antigenos para aglutinacién en placa se tealizan con la cepa variante de Brucella canis 

(M-) por varias razones: es menos hidrofébica que la (M+), Liene una carga negativa neta ms alta y es menos 

virulenta que la cepa de campo. Con el antigeno (M-) y tratando el suero con 2(} mercaptoetanol al 0.2 M se 

aumenta la especificidad sin reducir la sensibilidad (61), pero esto no climina las reacciones falsas positivas 

del todo (36). Esta prueba detecta también anticuerpos a partir de la segunda semana posinoculacién 

utilizando como minimo 0.08 ml de sueto en un 40% de los animales y a la tercera semana en un 100% de 

los perros con 0.04 mil de suero, posterior a la cuarta scmana se detecta una fuerte aglutinacién en cl 100% de 

los perros hasta con 0.005 mio un poco menos de suero (61). 

Comparando un antigeno elaborado a base de Brucella canis (M-) y el de Brucella avis el primero es 

ligeramente mas sensible que el segundo aunque la diferencia no es significativa (61). La ventaja del 

antigeno (M-) es su baja reactividad con sueros con aglutininas inespecificas que disminuven desde un 12% 

por si mismo y hasta an 50% cnando los sueros son tratados previamente con 2A ME, sin embargo no se 

climinan por completo los falsos positivos, ta sensibilidad sc incrementa ligeramente utilizando la cepa (M-) 

(1,61) 

En ta prucha de ARP el sacrificar sensibilidad por mas especificidad no quiere decir que animales que son 

negativos por la ARP vayan a dar resultados positivos por otras prucbas con sensibilidad mayor (64). 

Entre la ARP ¢ ID (con extractos citoplasmaticos), si los sueros son negatives por ARP coméinmente también 

son negatives por ID, también pueden ser positivos en la ARP y negativos por ID. pero dificilmente es 

positive por ID y negativo por ARP (29).
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2,4- Justificacion 

La brucelosis en perros causada por Brucella canis , es una enfermedad que termina con la vida reproductiva 

de un perro 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 comportamiento de los 3 

diferentes antigenos mds usados en los laboratorios de México para el diagndstico serologico de la 

enfermedad. La prueba de agiutinacién répida en placa es facil de realizar y de interpretar y Ios resultados se 

obtienen a los pocos minutos. 

Hipétesis 

Las metodologias y cepas utilizadas en ta elaboracién de antigenos de Brucetia canis para la prueba de 

agtutinacién en placa muestran diferencias en la deteccién de aglutininas en cl suero de los perros. 

Objetiyos 

1. Determinar la sensibilidad y especificidad de los 3 diferentes antigenos (A. B. y C) por medio de la 

prueba de aglutinacion en placa con y sin 2B ME. 

2. Determinar los valores predictivos de los resultados scrolégicos obtcnidos. 

3. Determinar la prevalencia de Brucella canis en cl sur del Distrito Federal on el periddo de 1994 a 1998.
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3.- MATERIAL Y METODOS 

3.1- Animales en estudio. 

Sc muestrearon 182 perros procedentes de diferentes zonas del Distrito Federal remitidos al Departamento 

de Reproduccién ¢ Inseminacion de la FMVZ., Hospital para Pequefias Especies de la FMVZ, consultotios y 

citnicas particulares y a un albergue canino durante el periodo comprendido entre 1994 a 1998. El muestreo 

fue por conveniencia por lo tanto hay diferentes edades y razas. asi como el estado general del animal, Para el 

andlisis estadistico se consideraron !a edad, sexo y tratamientos aplicados (Tabla 5 y Tabla 6). 

3.2- Muestras sanguineas 

Se colectaron las muestras de la vena radial _utilizando jeringas de 10 ml.. con aguja del numero 21, 5 ml se 

sembraron inmediatamente en tubos que contenian 5 ml de caldo albimi adicionado con citrato de sodio al 

1.5% y aniibidticos, y los 5 ml restantes se dejaron cn la jeringa en posicién inctinada con cl émbolo 

ligeramente retraido hasta que se formé cl codgulo para postcriormente separar el suero (aproximadamente 

1.3 ml) por decantacién a tubos estériles 13x100 con tapon de rosca, los cuales fucron centrifugados a 3000 

rpmv/5 minutos. se colecté cl suero y se deposité cn tubos cppendorff previamente identificados y se 

congelaron a -20 C hasta su utilizacién. En el caso de los consultorios particularcs, clinicas particulares, 

hospital para pequeiias especies y el Departamento de Reproduccion e Inseminacién de ia FMVZ las muestras 

fueron enviadas ya en et medio de cultivo con anticoagulante y cn tubos para sangrado sin anticuagulante o en 

jeringas. y anexo la hoja de datos disefiada para recabar la informaci6n requerida 

3.3- Medios de cultivo 

Para cl hemocultivo se utiliz6 caido aibimi’ adicionado con citrato de sodio al 1.5% ; posterior a la 

esterilizacion se le agregé los siguientes antibiotics: cicloheximida 100mg/It. bacitracina zinc 25,000 UIt y 

polimixina B 6.000 Ul/It previamentc esterilizados por filtracién’ (0.22 y); una ver. hecha la mezcla se 

depositaron 5 ml en tubos de vidrio de 154150 con iapén de rosea. 

' Lab. Difco, Detroit Michigan. 
> Millipore
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EI agar brucela sin antibidticos se preparé siguiendo las instrucciones det fabricante’ en cajas de Petri de 

plastico de 100 mm de diametro con 15 a 20 mi por caja. 

3.4- Estudio bacteriolégico 

EI hemocultivo preparado con caldo albimi y citrato de sodio mas los Smi de sangre fue refrigerado a 4 C 

durante 12-18 horas y posteriormente incubado a 37 C haciendo subcultivos en agar brucela a los 3.5 y 7 

dias de incubacién en agar tripticasa soya agar (TSA), el cual se incubé tres dias como minimo a 37 C en 

acrobiosis, en caso de aislamiento de Brucella canis en el primer subcultivo ya no se realizaron los 

siguientes. El hemocultivo sc agit antes de cada subcultivo con el fin de homogenizar su contenido. Las 

colonias sugerentes a Brucella canis se les realiz6 tincién de Gram para observar morfologia y tincién de 

Ziehl Neelsen modificada para Brucella para determinar dcido alcohol resistencia, también se realizaron 

pruebas de ureasa, produccion de H>S cn el medio triple azticar hierro (TSI) con tira de papel humectada con 

acetato de plomo y movilidad en una preparacién hameda. 

3.5- Estudio serolégico 

Todos los sucros fueron probados con los tres antigenos mediante las pruebas de aghutinacion rapida en placa 

(ARP) con 2B mercaptoctanol (ARP-2(ME) y sin 2) mercaptoetanol (61). La prueba inicial fuc la ARP y_ se 

realizé con una cantidad constante de 50 j! de suero y 50 il de antigeno, y a los sucros que mostraron 

reaccion de aglutinacién se les hicieron diluciones desde 1:25 hasta 1:800 con y sin 26 ME (41). En cl 

presente estudio no se consideré grado de aglutinacion como lo reportan Flores Castro y Carmichael (64). 

Aglutinacién rapida en placa sin 2 f} ME: Se colocé 40 yl de suero en una laminilla de vidrio y sc agrego la 

misma cantidad de antigeno, esto se repitié con los tres diferentes antigenos. Se mezclaron con un palillo de 

madera durante 1 minuto y se hizo la lectura después de tres minutos por medio de un microscopio 

estereoscopico de luz invertida con Jos objetivos de 1x y 45x. A los sueros positivos se les rcalizaron 

diluciones para determinar titulos de anticuerpes de la misma manera descrita. 

Aglutinacién ripida en placa con 2 8 ME: Se colocé 50 yl de suero se Je agregé la misrna cantidad de 2} ME 

al 0.2 My se mezclé con un palillo de madera por ] minuto, una vez pasado este tiempo se le agregaron 50 pil 

3 Lab. Difco, Detroit Michigan.
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del antigeno y se continué mezclando por 3 minutos. se hizo Ja lectura como en fa prueba anterior. A los 

sueros positivos se les realizaron diluciones pura determinar titulos de anticuerpos. Las dilucioncs se 

yealizaron de la siguiente manera: se depositan separadamente 80, 40, 20, 10,y 5 yl de suero en una placa de 

vidrio cuadticulada adicionando 50 microlitros de 28 ME al 0.2 M se mezclé con un palillo como se 

describié anteriormente, a cada cantidad se le agregé 50 1 de antigeno, el procedimiento se repitid con cada 

antigeno, Las diluciones finales fueron 1:25, 1:50, 1:100, 1:200 y 1:400 respectivamentc. Para obtener la 

dilucién de 1:800, 1a cantidad de sucro fue de 10 pl de una dilucién previa de 1:4 (en | ml ) con SSF. 

Con los resultados serolégicos obtenidos y los aislamientos se calculé Ja sensibilidad, cspecificidad, valor 

predictivo positivo (VP+) y valor predictivo negative (VP-) para cada antigeno con y sin 2 § mercaptoetanol y 

por cada dilucion (38). 

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

  

    

  

  

  

  

      

:.....Aislamiento _Fotal 
Seralogia H wW __/ 

o) : A i B | A+B 
©) : Cc : D i C4D 

Total { AtC : B+D : 
SENSIB. AMA+C) L VvP(+) ____AMA+B) 
ESPECIF DiB+tD) VP(-) DAC+D) 
  

Las definiciones de sensibilidad y cspecificidad son las sefialadas por Brown et.a/. (38). 

3.6- Analisis estadistico 

E] analisis estadistico sc realizé mediante la transformacién de los Litulos en logaritmo base 2 y se les realiz6 

un andlisis de varianza con un modelo que incluye efectos fijos de tratamiento (A-con, A-sin, B-con, B-sin, C- 

con y C-sin), edad, aplicacion de antibioticos y sexo del perro, La comparacion entre los promedios se realiz6 

con la prueba de Tukey. También se realizé un analisis de correlacién entre los resultados de los 3 antigenos 

con 2 fs ME. 

3.7- Preparacion de Antigenos 

Antigeso A. Sc utiliz6 ia celpa RM 6-66 (M-)’ para la elaboracién del antigeno. Se sembra una ampolleta de 

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

” Donada por el Dr. Leland Carmichael



20 

Una vez crecida se cosecharon jas colonias por arrastre con asa bactcriologica y sc mezclaron en un tubo con 

10 mul de solucién amortiguada de fosfatos (SAF) 0.15 M ajustado a un pH 7.2, se inoculé posteriormente 1 

mi de esta mezcla en cada tubo con medio de tripticasa soya agar inclinado (61) y haciendo movimientos 

giratorios se sembré toda la superficie, se incubaron acrébicamente a 37 C/48 horas. Una vez crecidas se 

cosecharon agregando 2 ml de SAF por cada tubo y con un hisopo estéril se separaron las colonias, se tomd el 

liquido con pipetas Pasteur estériles y se inocularon las botellas de Roux que contenian medio sdlido al 2% de 

agar brucela (200 ml), para extender homogeneamente el inéculo en toda Ja superficie se agregaron perlas de 

vidrio estériles de 6 mm de didmetro y con movimiento suave se extendid el liquido por toda la superficie, las 

botellas se invirtieron e incubaron aerébicamente a 37 C/48 horas. Una ver crecida, se cosecharon 

nucvamente agregando 10 ml de SAF en cada botella. Con movimientos giratorios con las perlas de vidrio 

sobre el agar se precedié a separar las colonias bacterianas. La biomasa se decanté en botellas de 250 ml para 

centrifuga y para separar las perlas y restos de agar se pasd por un embudo con 6 capas de gasa estériles 

donde las perlas y los restos de agar fueron detenidas. 

Bi paquete celular se lavé 3 veces con SAF a 8,000 rpm/15 minutos, sc estandariz4 al 6% con un tubo capilar 

y una centrifuga para hematocrito durante 5 minutos. Se decant6 el Jiquido sobrante y se inactivo por medio 

de calor en bafio de agua a 60 C/I hora. Sc tifia con rosa de Bengala al }% durante toda la noche a 4 € en 

agitacién magnética. Se 1c agregé thimerosal a una concentracion de 0.01% como conservador. cl antigeno 

fue almacenado a 4 C y estandarizado a un pH de 7.0 a 7.4, Se hicieron dos lavados con SAF para quitar el 

exceso de colorante, se estandarizé nucvamente el paquete celular al 6% y se almacend a 4 C hasta su 

uiilizaciOn, El antigeno fuc desairoliado cn cl Instituio James A. Baker para Ja sabad animal, Uutversidad ad 

Comell, Ithaca, Nueva York, 14850. (61). 

Antigeno B. Se preparé un cultivo de Brucella canis con cepa de referencia (RM6-66) en botellas Roux, 

dejandose incubar durante 48 hrs a 36 C aerdbicamente. El cultivo se coseché en un matriz de 2000 ml, 

haciéndose pasar 1a suspension bacteriana a través de un filtro de gasa y algodén estériles, las bacterias se 

inactivaron en bafio de agua 2 90 C/60 minutos. La suspensién se centrifué a 8000 mpm a 4 C durante 15 

minutos. El paquete celular fue resuspendido en 500 ml de solucién salina isoténica y se tid con rosa de 

Bengala al 1%, manteniéndose 2 horas on agitacion magnética, posteriormente las células se lavaron en dos
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ecasiones por medio de centrifugacién para eliminar ei exceso de colorante. Por titimo cl antigeno se 

suspendid en una solucién amortiguadora de carbonato-bicarbonato con un pH de 8.9, la concentracién 

bacteriana se calculé al 8% en un espectofotémetro a una densidad éptica de 460 nandmetros. El antigeno se 

titulé con sueros positivos y negatives obtcnidos de concjos inmunizados y no inmunizados a diferentes 

diluciones. Posteriormente ei antigeno se estandariz6 con sueros controles obtenidos de perros positivos al 

aislamiento bacteriolégico. El antigeno fue desarroilado en cl CENID-Microbiologia del INIFAP-SAGAR 

ubicado en el km 15.5 de la carretera México- Toluca, México,D.F. (31). 

Antigeno C. La cepa bacteriana utilizada fuc Brucella canis cepa RM6-66 (M-) siguiendo el procedimiento 

desarrollado por Carmichael ef.a/. (61) pero a un pH de 8.6 para evitar ocaionalmente la formacién de 

grumos. Este antigeno fuc claborado en el Departamento de Microbiologia e Inmunologia de la F.M.V.Z. de 

Ja U.N.A.M., México (71).
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4.- RESULTADOS 

4.1- Serologia 

El andlisis de varianza de los titulos de anticuerpos transformados a logaritmo base 2 con un modelo que 

incluye efectos fijos de tratamiento (A-con, A-sin, B-con, B-sin, C-con y C-sin), edad (0-2, 2-4, 4-6 y >8 

afios), antibioterdpia y sexo del perro indica que no hay diferencia entre los antigenos con 2/3 ME, ni entre los 

antigenos sin 2 ME sin embargo, el antigeno C-con ademas de ser estadisticamente similar a B-con y A- 

con. también es estadisticamente compatible con A-sin y B-sin, cs decir, no hubo diferencia por el 

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

Tabla 2.- Resultados del! andlisis de varianza de los titules serolégicos convertidos a logaritmo base 2, 

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

  

  

  

              
  

confianza. 

Antigencs Resultads Axtigencs Remultads 
A-con vs. B-con 08098 | A-sinvs B-sin | 0.8299 
A-con vs. C-con 0.2855 A-sin vs. C-sin 0.1292 
B-con vs. C-con 0.1907 B-sin vs, C-sin 0.0833 

] C-con vs. A-sin | 0.1590 L. C-onvs. B-sin__| 0.2325 ] 
  

La comparacién entre los promedios se realizé mediante ta prueba de Tukey 

El analisis de correlacién entre jos resultados en log 2 para los antigenos con 2 8 ME muestran una alta 

la correlacién del antioeno A can R es la mayar y la menor entre el antigeno R con C (Fabla 3). 

  

Tabla 3.- Porcentaje de correlacién entre {os resultados de los 3 antigenos con 2 6 ME. 

  

  

  

  

Anti % DE CORRELACION 
A-con B-con 98.754 

A-con C-con 94.558 
B-con Con 93.003           

4.2- Sensibilidad entre los 3 antigenos.- 

En términos generates 1a sensibilidad es alta (96%) hasta la dilucién 1:100 para los 3 antigenos con 28 ME y 

de 100% sin 28 ME, disminuye a 88% en la dilucién 1:200 en los antigenos A y B wnicamente con 2B 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 y B bajan 

hasta un 60% de sensibilidad y el antigeno C baja a 72% de sensibilidad (Figura 1). 

Sin 28 ME Ja sensibilidad es del 100% hasta Ja dilucion 1:100 para los 3 antigenos; disminuye a 88, 92 y 96% 

respectivamente en Ja dilucién 1:200 y en la dilucién 1:400 a un 60% para los antigenos A y B. mientras que 

el antigeno C sdéio baja a 80% de sensibilidad (Figura 1). 
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4.3- Especificidad entre los 3 antigenos.- 

La especificidad entre los 3 antigenos tanto con 2(} ME como sin 2/} ME tiene ana relacién directamente 

proporcional al aumento de las diluciones. La tendencia de aumento es clara en los 3 antigenos aunque el 

antigeno C muestra una menor especificidad en la diferentes diluciénes con respecto a los antigenos A y B; 

en la dilucién 1:100 y 1.200 no bay diferencia entre los 3 antigenos con 28 ME pero si hay una diferencia 

menor del antigeno C con respecto al A y al B sin 28 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 cor 28 ME, también muestran un comportamiento 

directamente proporcional conforme aumentan las diluciones, sin embargo la especificidad del antigeno C se 

mantienc por debajo de los antigenos A y 8. 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 predictive positive (VP+) entre los 3 antigenos.- 

El VP+ es relativamente bajo y tiene un comporiamiento similar de aumento cn jos 3 antigenos conforme el 

suero es mas diluido. Se observa un aumento de los 3 antigenos hasta ia dilucién 1:100 y disminuye a partir 

de 1:200 con y sin 28 ME. En este caso el antigeno C se mantiene por debajo de los otros 2 antigenos en la 

dilucion 1:25, 1:50 y 1:400 con 26 ME, igualandose on la dilucién 1:100 y aumentando ligcramente cn la 

dilucion [:200 con 2B ME (Figura 3). 

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

casi todas las dilucionés excepto cn la dijucion 1:400 que iguaia al antigeno A y supera al B (Figura 3) 

  

_ Figure 5. Valor Predictive (1 de ends antigens por dilactin con y sin 1 hota WE pare 

    

  

; 

z Boom 
z   

                      LE see [000 . leee inessail iow oe ag botnet   

  

  secemaeet | 945m 1 86 tte | ar em | sesame toon | se tow Tap aie | sein 
Diiuctoucs de cada antigens 
     



25 

4.5- Estudio del Valor predictive (VP-) entre los 3 antigenos.- 

La variable VP- muestra un comportamiento muy similar entre los 3 antigenos hasta Ja dilucién 1:100 tanto 

con el tratamiento de 28 ME como sin él. En la dilucion 1-200 cl valor disminuye en los 3 antigenos aunque 

Figura 4.- Valor Predictive (-} de cada antigeno por diluciéa con y sin 2 beta 
ME 
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Diluctones de cada antigena   i : 

un poco menos el C, en la dilucién 1:400 disminuye atin mas la especificidad en los 3 antigenos tanto con y 

sin 2B ME. sin embargo el antigeno C disminuye menos que Jos otros 2 antigenos (Figura 4). 

Relativamente se observa una disminucion en el promedio de titulos conforme aumenta la edad, cl grupo con 

los titulos mas altos fué cl de los animales de 2~4 alios. en segundo lugar esta el grupo >2 afios. en terccro ¢l 

grupo de 4-6 afios y sin diferencia marcada est4n Jos siguientes grupos > de 8 afios y cl grupo de 6-8 afios 

  
i 

Figura 5.- Promedio de ios tituios en jog 2 por gruspos de edad, \ 
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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 dismimucién de dicho porcentaje conforme aumentan las diluciones, sin embargo, la 

dilucién 1400 sale de esa relacién al ocupar la primera posicién en el porcentaje de los sueros 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: 

  

  

  

  

  

  

  

  

        

Titulo % 
0 73.7% 

1:25 4.8% 
1:50 5.1% 
1,100 1.7% 

1:200 3.8% 

1:400 9.2 % 
1:800 17% | 
Total: 100 % 
  

De los 182 perros muestreados 108 fueron machos (59.34%) y 74 fueron hembras (40.66%), del total , en 25 

perros (13.73%) se logro et aistamiento bacteriolégico de Brucella canis, Ea los machos hubo 15 

aislamientos (8.23%) y cn las hembras solo 10 (5.5%) (Tabla 5 ) sin embargo son proporcionales los 

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

Tabla 5.- Porcentaje y cantidad de aislamientos por sexo. 

  

  

  

    

macuos | % | HEMpRAS | % | TOTAL | % 
No. De perros 108 59.34%, 74 40.66%] 182 100% 
Kistamiento % 15 8.24% 10 5.5% 25 _ | 13.23% 

Sin Aislamiento % 93 51.11% 64 35.16% | _157__ | 86.27%               
  

En tres hemocultives se aislo Staphylococcus.spp, en escasa cantidad, por lo quc ¢s probable que se trate de 

bacicrias contaminantes 

La edad promedio de los animales que tuvieron aislamientos fue de 2 a 4 affos con 9 aislamientos y a partir de 

log 8 afios de edad la cantidad de aislamientos disminuye drasticamenie coincidiendo con ua menor cantidad 

de muestras (Tabla 6). La distribucién de los perros conforme a sus edades es como sigue: los grupos de 

edad mas muestreados son los de 2-4 afios, 4-6 afios y menores de 2 afios (Tabla 6).
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Tabla 6.- Aislamientos por edad y porcentaje de ellos. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

            

Edad (afios): Aisiamientos Kee Sin Total de % de petres por 
islam islamiento . edad 

«< 2 3 165% 35 38 20.88% 

>ps2«<4 9 4.95% 49 358 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% 

> l2<14 0 0% 2 1.10% 

>=14<16 0 0% 1 1 0.55% 

Totales 25 13.73% 157 182 100   
  

Del total de los animales el 24.2% recibié algian tratamiento antibacteriano durante la toma de la muestra 

sanguinea para el hemocultivo y la prueba serologica. El titulo promedio en log base 2 para los tratados fue de 

4.10369621 (1:17.19) y para fos no tratados fue de 4. 14634689 (17.70) sicndo los no tratados los que tuvicron 

un titulo ligeramente mas allo sin ser estadisticamente significativo ni tampoco con valor para considerarse 

como concluyente ya que no sabemos ef curso de los tratamientos.. 

Se encontré una diferencia estadisticamente significativa (P< 0.05%) en cl titulo promedio entre los que no 

tuvieron aislamiento con 051230343 (1:1.426) y los que fueron positivos al aislamiento con 7.73773967 

(1:213.45). 

Figura 6.- Promedios en Log 2 por antigeno y tratamiento con o sin 2 beta ME. 
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Por sexo la diferencia no fue estadisticamente significativa (P<0.05%) las hembras tuvieron un titulo de 

4, 18328247 (1:18.16) v los machos de 4.06676064 (1:16.75). 
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Es claro que los promedios de los suctos que no fucron tratados con 28 ME tienen un titulo mayor que Jos que 

fueron tratados con 28 ME y entre los antigenos, el antigeno C fue el que mayor titulo alcanz6 en promedio. 

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

tratados con 28 ME (Figura 6).
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§.- DISCUSION: 

En el presente trabajo se estudi6 el comportamiento de tres diferentes antigenos utilizados para el diagndstico 

serologico de la brucelosis canina por medio de la prueba de aglutinacién en placa con y sin 2B ME 

cominmente usados en diferentes laboratorios, con el objetivo de encontrar entre ellos alguna diferencia 

estadisticameme significativa de sensibilidad 0 especificidad ya que uno de cllos se claboré con una cepa 

diferente de Brucella canis, asi como utiliz6 una metodologia diferente (B) a la claboracién de los otros 2 

antigenos (A y C). Por otro lado, vale ia pena mencionar que los antigenos A y el C fueron preparados 

utilizando la misma cepa y la misma metodologia, aunque el antigeno A se elaboré con un pH de 7.04 7.4 y 

el antigeno B con un pH de 8.6. Es importante mencionar que no hay protocolos estandarizados de 

elaboracién de antigenos para la ARP ni para el serodiagnéstico (1,65). 

Estadisticamente no hay diferencia entre los 3 antigenos al agregarles 2(} ME con un 95% de Intervalo de 

Confianza (IC), lo que indica que cl comportamiento de los antigenos cs estable frente a un mismo suero y 

bajo similares condiciones de mancjo ¢ interpretacién de la prueba, estos resultados son muy parecidos a lo 

que cncontré Maieu de Martin entre antigenos para ARP 28 ME con un 0.97 (valor Kappa) de similitud cn 

los resultados con un 95% de intervalo de confianza (65). El antigeno C con 2 ME por su mayor sensibilidad 

y menor especificidad estadisticamente es muy similar a los antigenos Ay B sin cl tratamiento de 2p ME, es 

decir no se observe el efecto del 2B ME en el suero frente al antigeno C. situacion que se debe considerar para 

este antigeno. El porcentaje de concordancia entre los antigenos es muy parecido (98.9%) a lo reportado por 

House and Bakadhsh (38,49). sto se debe a que ei comporramiento de ia prueba es muy esiabie aon con 

antigenos diferentes. 

Entre los antigenos sin el tratamiento de 28 ME no hay diferencia estadistica lo que confirma que hay un 

comportamiento muy parecido y estabie frente a un mismo suero y bajo similares condiciones de manejo e 

interpretacion de la prueba. El antigeno C-sin si se diferencia con el A-con y B-con estadisticamente 

demostrado. 

En lo que se refiere a la sensibilidad, ésta cs de 96% a bajas diluciones y disminuye conforme aumentan 

éstas. por lo tanto conforme disminuyen los aniicuerpos tambicn disminuye su capacidad aghutinante de los
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anticuerpos especificos que quedan en el suero. Una sensibilidad mayor de un antigeno se debe a que tiene 

mas epitopes intactos y disponibles con capacidad de unirse a los anticuerpos especificos bajo las mismas 

condiciones que otros antigenos menos sensibles y esto puede deberse a la cepa utilizada y al procedimiento 

para la elaboracion del antigeno. Aunque existe estandarizacién de lectura la ARP es una prueba subjetiva, 

pudiendo haber unién Ag-Ac sin haber fenomeno de aglutinaci6n. Considerando la dilucién 1:200 como 

punto de corte e indicador de bacteremia tanto por la ARP 28 ME como por la AT 2B ME por su alta 

correlacién entre estas 2 pruchas (1,14), la sensibilidad es mas del 85% para jos 3 antigenos, siendo ésta 

relativamente alta y comportandose los 3 antigenos de manera muy parecida (Figura 1). Brown et ai. 

encontré una sensibilidad de 62.5% con un antigeno comercial a base de Brucella ovis (38). 

Es légica la disminucidn de la sensibilidad conforme va diluyendose el suero frente a una cantidad constante 

de antigeno porque cs posible un fendmeno de prozona, es decir hay pocos anticuerpos capaces de agtutinar al 

antigeno presente, de hecho si hay unién Ag-Ac como se menciond anteriormente sélo que no es capaz de 

manifestarse visiblemente. 

En referencia a ia especificidad, esta es alla para esta prucba (87.90% a 98.09%) muy cerca del 99.7% que 

menciona Brown ef al (38) y en este trabajo es directamente proporcional al incremento de las diluciones. Es 

decir que conforme se dituye el suero. cf antigeno detecla anicamente las reacciones especificas Ag-Ac y 

descarta las reacciones inespecificas ya que la cantidad de anticuerpos inespecificos normalmente son bajos 

que maximo alcanzan la dilucién 1:50 y al usar una cepa de Brucella canis con respecto al uso de otros 

antigenos preparados con otras especies de brucelas rugosas (Brucelia ovis) sc disminuye ia cantidad de 

epitopes que pudicran reaccionar con anticuerpos inespecificos y aparezcan reacciones de agjutinacién no por 

exposicién a Brucella canis, al agregar 2 ME al sucro con respecto al que no sc le agreg6, la especificidad 

no mostré una diferencia significativa por lo que se puede decir que es ol antigeno mismo el que genera la 

espccificidad y no tanto por el tratamiento del 2B ME, sin embargo a diluciones bajas si hay un incremento de 

especificidad por efecto del 2B ME de aproximadamente un 6% a un 10% que es debido a 1a capacidad del 2B 

ME de inactivar anticuerpos inespecificos, es decir rompe enlaces disulfuro de IgM’s con capacidad 

aglutinante pero menos especificas contra Brucella canis (65). Nuevamente el antigeno C se comporta 

diferente a los antigenos A y B ya que es menor que cllos (Figura 2). La menor especificidad de este
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antigeno se podria deber a que el antigeno expone una gran cantidad de epitopes, éstos son capaces de 

reaccionar ficilmente con los anticuerpos y por Jo tanto 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 tiene 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 8 ME, es decir de un 100% de sueros positivos un 13.79% (100%- 

86.21%) a un 58.33% (100%-41.67%) son realmente negativos pero la prueba los da como positives, Sang J. 

Shin menciona de un 20 a 50% aunque puede tlegar a 75% (1), Hubbert encontré un 14.5% comparando la 

AT 2B ME con ARP y Flores Castro menciona un 60% para la ARP (64); por lo que esta es una desventaja de 

1a prucha no importando el antigeno usado ni atin agregando 26 ME, Sang J. Shin menciona que al agregar 

2/3 ME en una prueba de ARP con cepa M- reduce méximo un 10% de falsos positivos (1} cn el presente 

estudio s¢ redujo casi un 15% al agregar el 28 ME hasta la dilucion 1:50, 1% en la dilucién 1:50 y basta casi 

un 20% en la dilucién 1:100 y 1:200; esto se debe tomar en cuenta para considerar ei resultado que puede ser 

falso positive debido a la presencia de anticuerpos con capacidad aglutinante pero no especificos contra 

Brucella canis. El comportamiento de la prueba es de un aumento del valor predictivo positive (disminucién 

de falsos positivos) conforme aumentan tas diluciones hasta ja dilucién 1:100 y posteriormente hay un 

decremento de este parimetro sin haber diferencia significativa entre jos antigenos utilizados (Figura 3). Esto 

es detectamos menos falsos positivos. El que el valor predictivo positivo sea relativamente bajo cn esta prueba 

en las diluciones mas bajas es que los antigenos y especificamente ciertos epitopes favorecen la unién de 

elementos capaces de aglutinar (abundantes en diluciones bajas) por io que se originan reacciones de 

agiutinacion que no se deben a la enfermedad. Mateu de Martin er af. atribuyen este fenémeno a IgM’s por su 

gran tamafio molecular y capacidad aglutinante (65), Badakhsk ef ai menciona simplemente agtutininas no 

especificas (41). Ahora bien, el que disminuyan tos 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 io 

tanto, algiin efecto de aglutinacion se debera a reacciones especificas de aglutinacion. Sin embargo, cn raras 

ocasiones algunos sueros de perros tienen tantos elementos inespecificos de aglutinacién que ain a diluciones 

altas siguen aglutinando originando falsos positives.
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En relacién af valor predictivo negativo, si la prueba da un 100% de negativos, el porcentaje de los que 

realmente son negativos es alto por lo que solo de un 0.65% a un 6.1% con 23 ME serian realmente positivos 

y de un 0% a 6.13% sin 28 ME serian realmente positivos pero la prucba por si misma los esta dando como 

resultados falsos negativos. Esto es debido a que al tener los antigenos y Ia prueba tanta sensibitidad es muy 

dificil que la prueba no evidencie a sueros positivos siendo pocos sueros de perros en la naturaleza lo que no 

expresan aglutinacion debido a que carecen de elementos capaces de aglutinar a los antigenos, por eso de casi 

todos los negativos un alto porcentaje son realmente negativos porque Ja prucha tiene una capacidad muy 

importante para detectar los sueros positives y falsos positives. A diluciones allas un suero aunque sea 

positivo pueda ser que no aglutine el antigeno y la prueba lo detecte como falso negativo, lo cual es poco 

comin para la ARP con Brucella canis M- como antigeno. Los 3 antigenos se comportan 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 es mis sensible que los antigenos A y B, lo que le impide dejar de detectar reacciones de aglutinacion 

cuando hay anticuerpos por lo que ningin suero negativo en la prueba de ARP 28 ME da resultados positivos 

por otras prucbas serolégicas segtin Mateu de Martin et af (66) y Nicoletti (29) 

La prueba serolégica ARP 2 ME es un método pata el diagndstico de la infeccién en perros por Brucella 

canis. pero es necesario ver su comportamiento como prueba diagnéstica con ccpas y metodologias difercnics 

de antigenos que rutinariamente se utilizan en los laboratorios de diagndstico de México para la detoccién de 

esta enfermedad, es usado por su facilidad de realizacién, simplicidad en la interpretacién, reproducibilidad, 

   Tapidez y porque cs tai sea quc a la segunda scmana postinfeccién es posible que detecte anticuerpos 

mientras que la AT los detecta hasta la tercer semana (41), sin embargo. 1a prucba de ARP por si sola no es 

100% confiabie, por lo que se tiene que combinar con uno 0 mas métodos diagnésticos y repetir Ja prueba de 

2 a3 semanas después de la primera evaluacién para confirmar una estabilidad o aumento en el titulo de 

anticuerpos. Sang J. Shin ef al (1) y Badakhsk er af. (41) mencionan una alta corelacién entre AT 2B MEy 

ARP 2 ME por Io que un perro negativo puede estar de menos 0 igual ala dilucién 1:50, sospechoso 1:100 

y positivo a partir de 1:200. Brown ef al (38), Flores Castro ef al (39), Hubbert et al (14), Thiermann (40) v 

Creck (72) mencionan Ja dilucién 1:200 como indicativo de positividad a la enfermedad.
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Con respecto a la presentacién 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 aislamientos con un 4.95% de total de los perros muestreados debido a que es Ja edad que mds abunda en 

Jos criaderos (en este estudio fue 1a edad con mas animales con un 31.86%) y reproductivamente es la mas 

activa. 

En otros resultados, 134 perros de 182 (73.63%) no se les detecté anticuerpos y un 26.37% tuvo anticuerpos 

desde 1:25 hasta 1:800 que fue la dilucién hasta la cual se trabajé para todos los antigenos, resalta que a pesar 

de ser un problema reproductivo importante existe una prevalencia de sélo 14.6%, a partir de una dilucion 

1:200. Flores Castro y Segura (43) reportan una prevalncia del 28%, Gutierrez (46) reporta 11.2% y Moguel 

(52) reporta 12%, todos ellos en México. La dilucién 1:400 es 1a segunda dilucién cn porcentaje con un 9.2% 

de los animales (17 animales) lo que indica que cuando un perro tiene bacteremia los titulos tienden a ser 

allos. Mientras que Nicoletti et af (29) encontré que a partir de la dilucién 1:200 de un 50 a un 75% se les 

fogra aislar la bacteria de sangre, Bakadhsh et al (41) encontré un 86%. en cl presente estudio de Jos 25 

aislamientos 24 de ellos tenian como minimo 1:200 0 mas v sdlo | cra menor a 1:200 siendo el 96% de los 

positives al aislamicnto. 

Por sexo no existié diferencia significativa entre los promedios, aunque las hembras tuyicron 4.18328247 

(1:18.17) y 4.06676064 (1; 16.76) para fos machos, Es importante mencionar que aunque se muestrearon mas 

machos (108) que hembras (74) y que los machos tuvieron 15 aislamientos conta 10 de las hembras estos 

resultados son proporcionales, esto indica que la enfermedad se distribuye igual en ambos scxos afectando sin 

predileccion algun sexo en particular, es decir, un macho puede afectar a una hembra y viceversa aunque cs 

més frecuente la primera opcién porque un macho semental copula con varias hembras, es por tanto una 

enfermedad de transmisidn sexual. 

De Jos animales muestreados el 75.8% habia recibido algin tratamiento con antibidticos durante cl muestreo, 

cstc grupo de animalcs tuvo un tule promedio cn logaritmo base 2 de 4.10369621 { 1:17.2) y el grupo de 

animales que no recibieron algin tratamiento con antibidticos fue cl 24.2% con un titulo promedio en 

logaritmo base 2 de 4,14634689 (1:17.71), la diferencia no es estadisticamente significativa y es ténminos
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generales es un titulo menor a 1:25 en promedio sin poder concluir en este caso que la antibioterapia haya 

influido en la disminucién de los titulos de anticuerpos porque el objetivo del trabajo y la metodologia no Io 

permitieron. 

La diferencia en promedio de los animales positivos al aislamiento con respecto a los animales que no se les 

aislé la bacteria es significativa, para el primer grupo el promedio en logaritmo base 2 fue de 7.73773967 

(1:213.45) y para el segundo grupo fue de 0.51230343 (1:1.42). El 13.73% de los perros tuvo aislamiento que 

es muy similar al 11.8% encontrado por Flores Castro et af (39). 

El promedio de los titulos es mas alto para et grupo de sucros que no fueron tratados con 28 ME que para el 

grupo de sueros tratados con 2f ME y es explicable ya que el 28 ME disminuye las reacciones inespecificas 

cn la prueba de aglutinacion y reacciones por anticuerpos del tipo 1gM. Bakadhsh er a/ menciona que los 

resultados mas altos en los sueros no tratados con 28 ME podria deberse a que los animales estdn en una fase 

temprana de la enfermedad donde abundan los anticuerpos del tipo 1g©M o que estos animales puedan tener 

macroglobulinas no especificas con capacidad aglutinante (41). Sin embargo entre los antigenos y sueros que 

se les adicioné 2{3 ME cl anligeno C fue el que mayor promedio obtuve coincidiendo con que fuc cl antigeno 

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

Los resultados 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 aglutinacion en placa, excepto entre el antigeno C-con que reaccioné muy parecido 

con A-sin y B-sin, asi como con A-con y B-con debido a su alia sensibilidad. 

Entre el usar y no usar el 2(3 ME si hay diferencia significativa (P<0.05) sin embargo, catre fos mismos 

antigenos con el mismo tratamiento sin o con 28 ME no hay diferencia estadistica significativa (P<0.05). 

Es necesario enfrentar a un mismo suero con y sin 28 ME para detectar la enfermedad en fases 

tempranas. 

La sensibilidad cs buena para los 3 antigenos considerando que es mayor a uo 85% hasta la dilucién 

1-200 que es la dilucién indicativa de bacteremia, siendo el antigeno C ci mas sensible de los 3 probados. 

La especificidad de los antigenos es también alta siendo mas del 95% hasta la dilucién 1:200 siendo el 

antigeno C el menos especifico basicamente a diluciones bajas. 

El valor predictivo positivo es bajo para los 3 antigenos siendo e] antigeno C cl que mas falsos positivos 

determina, por lo que la prueba por si misma no es confiable para usarse como unica prueba diagnéstica 

para esta enfermedad. 

El valor predictivo negativo de la prueba es muy alto, siendo det 98% para el antigeno A y B, y casi dei 

100% para el C en la dilucién 1:200 por lo que en general la prueba es muy confiable para detectar a los 

verdaderos negativos y principaimente ei antigeno CT. 

La edad en la cual Ja presentacién de la enfermedad es mas comin es de 2-4 afios. seguida de los 

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