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RESUMEN

El género Brucella presenta dos formas antigénicas principales: especies lisas (L) y
rugosas (R). Las especies lisas pueden infectar mamiferos domésticos, salvajes y al
hombre, provocando cuantiosas pérdidas economicas. En México las condiciones
deficientes de manejo y medicina preventiva representan un alto riesgo para la
diseminacion de la enfermedad. El aborto y las estructuras que se eliminan con el
contienen una gran cantidad de bacterias, existe la posibilidad de que estas sean
trasladadas e ingeridas por el perro, convirtiéndolo en un factor de diseminacion de la
enfermedad. En el presente trabajo se analizoé la seroprevalencia en perros a antigenos
lisos y rugosos de Brucella, se tomaron muestras de sangre a perros de diferente habitat
(urbanos, semiurbanos y rurales), identificados por una ficha de registro, la cual contenia
otras variables para ser analizadas. Los sueros se sometieron a la prueba de aglutinacion
en placa con antigeno liso y rugoso, los positivos fueron sometidos adicionalmente a la
prueba de aglutinacién en placa adicionando mercaptoetanol, con el suero a diterentes
diluciones para establecer el titulo de anticuerpos. Con la prueba de Western Blot y
usando antigenos de Brucella canis y Brucella abortus se determind que proteinas fueron
reconocidas por los sueros caninos. La seroprevalencia para brucelas rugosas fue mayor
en los perros suburbanos (p< 0.000124) y para brucelas lisas tue mayor en los pcrros
rurales (p< 0.000001). Las proteinas 18 kDa y 31 kDa solo presentes en B. canis tueron
fuertemente reconocidas, la proteina 48 kDa, aunque presente en ambas brucelas, solo fue
reconocida por los perros positivos a brucelas lisas. El nicho ccologico de origen de los
perros influyé en la seroprevalencia a antigenos lisos y rugosos. El perro debe ser

considerado en la epidemiologia de la enfermedad en las especies ganaderas

Palabras clave: Brucella abortus, Brucella canis, nicho ecologico.
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ABSTRACT

The Brucella genus presents two antigenic principal forms: smooth species (S) and
rough (R). The smooth species can infect domestic, wild mammals and man, producing
many economic loses. In México the deficient management conditions and preventive
medicine represent a high risk for the disemination of the disease. The abortion and the
structures that are eliminated with it contain a great amount of bacteries, existing the
posibility that these could be translated and eaten by the dog, converting it in a factor of
disemination of the illnes. In this work it was analyzed the seroprevalence in do'gs to
smooth and rough Brucella antigens, it was taken blood samples to different dogs from

different habitat (urban, semiurban and rural), identified by a record card, wwh contams. B

other variables in order to be analysed. The serum was subject of an aglutm'mon est on- ‘

plate with smooth and rough antigen, the positives were subject again to the agl

test on plate adding mercaptoetanol, with the serum to different dilutions to fés lish the
antibody titer. With the Western Blot test and using Brucella canis and Bruc ; éb&rms
antigen it was determined that proteins were recognized by the canine 'sezrum. The
seroprevalence for rough brucelas was higer in semiurbans dogs (p< 0.000124) and for
smooth brucelas was higher in rural dogs (p< 0.000001). The 18 kDa and 31 kDa proteins
only present in B. canis were strongly recognized, the 48 kDa protein, cven though
present in both Brucella, it was only recognized by the positive dogs to smooth Brucella.
The original ecological habitat of the dogs influenced in the seroprevalence to smooth and
rough antigens. The dog must be considerated in the epidemiology ot the discase in the

live stock species.

Keyword: Brucella canis, Brucella abortus, habitat.
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INTRODUCCION

La brucelosis es una zoonosis de importancia mundial. Es una enfermedad
provocada por diversas especies de bacterias pertenecientes al género Brucella, las cuales
producen una infeccién intracelular en bovinos, ovinos, caprinos, suinos, caninos y otros
mamiferos silvestres, produciendo principalmente abortos y pérdidas econdémicas
cuantiosas, ya que afecta la reproduccion y la productividad de los animales. Es también
un problema de Salud Piblica ya que el ser humano es susceptible de adquirir la
enfermedad, sufriendo infecciones cronicas tales como endocarditis, artritis y

osteomielitis (Cheri y Walker, 1992; Enright, 1990; Orduila er al.,1994 y Stevens et al.,
1994).

El género Brucella presenta dos formas antigénicas principales: brucelas lisas (L) y
brucelas rugosas (R). De las cuales se reconocen seis especies: B. abortus, B. melitensis,
B. suis, B. canis, B. ovis y B. neotomae. Son reconocidas siete biovariedades para B.
abortus, cinco para B. suis y tres para B. melitensis (Corbel et al., 1984; Verger et al.,
1985). A las brucelas lisas pertenecen B. abortus que afecta principalmente al ganado
bovino, B. melitensis al ganado ovi-caprino, B. suis a los cerdos y finalmente B. neotomae
a la rata del desierto. A las brucelas rugosas pertenecen B. ovis que afecta al ganado

ovino y B. canis alos caninos.

El humano adquiere la brucelosis de los animales y no de otras personas. La
infeccion puede adquirirse por manipulacion de objetos contaminados, por secreciones o
bien por el manejo de tejidos, sangre, orina, descargas vaginales, tetos abortados y
placentas de animales infectados. El consumo de leche cruda y los productos derivados de

esta pueden también conducir a la infeccion (Ruiz, 1986).




La infeccién por Brucella canis en perros adultos estd caracterizada por unos
cuantos signos clinicos: lifadenopatia transitoria, rara vez fiebre, aborto entre los dias 45
y 59 de la gestacion, epididimitis, infertilidad, anormalidades en el semen o atrofia
testicular. Aunado a esto, la confirmacion del diagnéstico clinico no siempre es sencilla,
los resultados de la biometria hematica, perfil bioquimico y uriandlisis usualmente no se
encuentran alterados a pesar de existir una infeccion sistémica generalizada, por lo tanto

se tiene que recurrir a otras pruebas que ayuden a corroborar el diagnostico.

Las pruebas que mejor pueden ayudar en el diagnéstico de brucelosis en perros son
la demostracion de anticuerpos contra Brucella canis, asi como el aislamiento de la
bacteria de los animales infectados. Las pruebas seroldgicas, dado la facilidad de
conseguirlas comercialmente, son probablemente las mas cominmente usadas como
pruebas diagnosticas. Las ventajas de éstas sobre el aislamiento bacteriano son la rapidez
y facilidad con que la mayoria de ellas pueden ser efectuadas. La desventaja, es que no
son totalmente especificas para Brucella y pueden dar resultados falsos positivos. Por su
parte los cultivos bacterianos, aunque proveen un diagnostico definitivo, son tardados y

pueden llegar a dar resultados falsos negativos.

Una vez infectado el animal, la diseminacién hematdgena hacia otros organos
provoca una bacteremia que puede ser detectada entre la segunda y cuarta semana post-
infeccion y puede persistir de 6 a 64 meses. Las pruebas scrologicas son poco sensibles
durante las primeras cuatro semanas de la infeccion. Los anticuerpos del tipo IgM, una
molécula pentamérica que se encuentra en el suero. se producen como una respuesta
temprana contra los antigenos proteicos y el lipopolisacirido (LPS); y pueden ser
detectados entre las 8 y 12 semanas post-infeccion, los titulos de estos anticuerpos
generalmente permanecen altos (1:400 a 1:3200) mientras persiste la bacteremia, cuando
esta se vuelve intermitente o disminuye, los titulos de¢ anticuerpos declinan (1:50 a 1:200)

y pueden dar lugar a equivocaciones o resultados ncegutivos: sin embargo, la bacteria




persiste en tejidos infectados. En algunos animales estas fluctuaciones en los titulos
pueden darse aun en presencia o ausencia de bacteremia. Desafortunadamente los
antigenos de la pared celular de Brucella canis no son unicos para estos organismos, se
han reportado reacciones cruzadas con B. ovis, B. abortus, cepas mucoides de
Pseudomona aeuroginosa y Staphyvlococcus, Bordetella bronchiseptica, asi como
bacterias del género Salmonella, Yersiniay Proteus, generando resultados falsos-positivos
(Cheri y Walker, 1992; Cloeckaert et al.,1993; Diaz et al., 2000).

La infeccion en los perros por B. canis, ocurre a través de las membrana mucosas
oral, nasal, conjuntival y genital, la ruta oral es considerad la mas comuan. La dosis
minima infectante oral es alrededor de 10°, mientras que la dosis minima conjuntival es
de 10* a 10° organismos, un canino infectado puede eliminar en las estructuras abortadas
y las descargas vulvares post-aborto hasta 10'° organismos por mililitro y en la orina de
10® a 10° organismos por mililitro y puede estarlos eliminando desde la octava semana

hasta las treinta semanas después de la infeccion (Cheri y Walker, 1992).

Las bacterias lisas del género Brucella pueden infectar a un amplio rango de
mamiferos domésticos y salvajes (Cloeckaert et al..1993 y Enright,1990). En paises de
recursos agricolas y ganaderos limitados, como en el caso de México, la cabra y el
borrego constituyen fuentes de explotacion barata y ticil, asf mismo persisten zonas de
explotaciéon de ganado bovino, asi como la existencin de rebafios campesinos donde
conviven muy diversas especies (solipedos, rumiantes, cerdos, perros), en donde las
condiciones de manejo y medicina preventiva son nuy deficientes dando como resultado,
en el caso de la brucelosis, un alto indice de riesgo para la diseminacion de la enfermedad,
siendo finalmente la infeccion al ser humano la de mayor importancia, sin menospreciar

las cuantiosa pérdidas econémicas que representa cn lus especies de animales.




En los animales en que se presenta ¢l aborto, el feto y los fluidos que se eliminan
con este, contienen gran cantidad de brucelas representando una fuente de contaminacion
del medio ambiente y de contagio para otros animales. Aqui el perro juega un papel
importante, al igual que otros animales silvestres, ya que existe la posibilidad de que el
feto y la placenta sean acarreados e ingeridos por é€ste convirtiéndose en ese momento en
un vector que disemine la enfermedad (Enright, 1990, Palmer et al., 1996). Las zonas mas
afectadas por esta diseminacion e infeccion son las rurales, pero comparten la infeccion
con las urbanas ya sea por conducto de productos lacteos frescos de consumo rapido o
que puede estar dado por el deambular de esos perros infectados hacia zonas semirurales
o semiurbanas. Por estas razones, y en el caso particular del perro, como especie
susceptible, es importante establecer si éste es capaz de actuar como vehiculo para la

diseminacion de la enfermedad.




ANTECEDENTES

A nivel mundial existen diferentes estudios que demuestran la seroprevalencia de
brucelosis en perros, tanto de brucelas lisas como de brucelas rugosas (Katami et al.,
1991; Mateu y Martin, 1993), asi como la posibilidad de que el perro desarrolle la
infeccion por inoculacion experimental (Davis et al., 1988; Palmer y Cheville, 1997,

Srinivasan y Venkataraman, 1992).

El tipo de diagnostico que generalmente se realiza es seroldgico con prueba de
aglutinacién en placa, ya que se ha reportado posee buena especificidad y sensibilidad
(Alton et al., 1988; Baldi et al.,1997; Cheri y Walker, 1992; Diaz et al., 2000;: Mateu y
Martin, 1993; Mateu y Martin, 1994; Necsulescu et a/.,1995 .y Ruiz, 1986).

Estudios serolégicos en perros para detectar enfermedades zoondticas, entre las

cuales se incluye brucelosis, realizadas en paises como Chma Paklstzin India v Brasil
9:3% (Ahmad y Munir, 1995;
“1996:. Taylor y Perdue,

arrojan resultados positivos que varian del 2.8% hasta’ el
Feitosa et ‘al., 1991; Germano et al., 1987; Liu-Dao Xm er. al..
1989; Théﬁiﬁppa et al., 1990). En Estados Unidos de 331 casos de brucelosis en humanos
cuatro resultaron positivos a Brucella canis (Taylor y Perdue .1989). En Brasil de 3385

perros cailejeros capturados en diferentes partes de la ciudad de Sao Paolo el 7.5% de
ellos fueron positivos a Brucella canis (Cortes, 1988 ). en Argentina de 199 perros
seleccionados de 161 granjas, el 16.2% fueron positivos a prucbas de brucelosis (Delgado
y Centorbi, 1990), en la India se recolectaron 460 muestras dc perros pertenceientes al
area urbana, resultando positivos a Brucella canis el 4%, de igual torma en ¢l arca rurail
fueron recolectadas 261 muestras de las cuales el 3.1% resultd positiva a Brucella canis 'y
el 2.7% positivas a Brucella abortus (Srinivasan er al., 1992). Asi mismo infecciones
experimentales realizadas en Estados Unidos en perros, perras gestantes y no gestantes,

inoculados por via oral e intravenosa con la cepa vacunal RB 5t de Brucella abortus, s




lograron evidencias de infeccion. La bacteria fue aislada de los linfonodos retrofaringeos
de todos los perros inoculados oralmente, una de estas gestante, también presenté
placentitis aunque no hubo infeccion en el feto. En las hembras gestantes inoculadas
intravenosamente la bacteria causé placentitis e infeccién fetal, esto sugiere que las
membranas placentarias infectadas, asi como los fluidos pueden ser una ruta de infeccién
para otros animales (Palmer y Cheville, 1997). En la India de quince perros inoculados en
forma experimental con Brucella abortus el 100% resultaron seropositivos al séptimo dia
postinoculacion (Srinivasan et al., 1992). En un estudio llevado a cabo en coybtes, los
cuales fueron alimentados individualmente con tejido placentario bovino rﬁécetado e
inoculado experimentalmente con la cepa 2308 de Brucella abortus y postéﬁofmente
puestos en contacto con novillas Hereford gestantes, no vacunadas con Brgzéella dbortus v
seronegativas a Brucella spp., tres de las novillas resultaron seroreactivas ]4'diés después
de la exposiciéon a los coyotes infectados, las cuales abortaron en los ‘qvkia_s_,35, 64 v 66
postexposicion y de las que se aisld, en las secreciones vaginale’s(.'_‘f‘»lké‘cihe; tejidos
placentarios y tejidos fetales, la cepa antes mencionada, lo que sugieré»léyposib‘ivlidad de

que los canidos diseminen la enfermedad (Davis et al., 1988).

Estudios serolégicos realizados en diferentes paises, Espafa. India . Japén. Brasil'y
Argentina, en la poblacion de perros callejeros y aquellos que viven en el medio mfal :
1988:

arrojan resultados positivos tanto para brucelas lisas como rugosas (Cortes ef
Delgado y Centorbi, 1990; Katami et a/.,1991; Mateu y Martin, 1993; Thannppu et
al.,1990). En Espafia se muestrearon 346 perros callejeros y 302 perros cascros;‘;:’él ll' 5.2%
de los callejeros y el 4.6% de los caseros fueron positivos a Brucella canis. asi como cl
9.2% de los perros callejeros y el 2.0% de los perros cascros resulturon positivos a

Brucella abortus (Mateu y Martin, 1993).

Lo anterior adquiere primordial importancia ya que las brucclas lisas y las especies

que afectan, asi como los tipos de explotaciones utilizadas on dstas, representan




probablemente un mayor riesgo de infeccion, dado el pobre control que en ocasiones se
tiene en dichos lugares y el hecho de que en muchos de estos, se utilizan perros que
colaboran en las tareas de pastoreo que a su vez son susceptibles de infectarse y diseminar
la infeccion. Las pruebas realizadas en Iran, Portugal, Polonia, Cataluiia, India, Italia,
China, Canada y Francia, demuestran la presencia de brucelas lisas en los perros
utilizados con los propésitos antes mencionados (Forbes, 1990; GGaliero et al., 1991;
Garin et al.,1988; Kopczewski et al., 1995; Mateu y Martin, 1993; Medeiros, 199S;
Reeves et al.,1996; Talebkan et al., 1997 y Tian et al., 1990).

En Canada, 14 perros obtenidos de 10 granjas diferentes con bovinos infectados
por brucelosis, fueron encontrados positivos al cultivo postmortem con Brucella abortus,
los 6rganos seleccionados para su aislamiento fueron, higado, bazo, 6rganos genitales y
linfonodos mandibulares, retrofaringeos, traqueobronquiales y mesentéricos (Forbes,

1990).

En Francia, en una region con baja prevalencia de la enfermedad. dos brotes de
brucelosis con aborto, se presentaron en el mismo hato con tres aos de diferencia. en el
primer brote el perro guardian de la granja mostr6 bajos titulos de aglutinaciéon positiva,
sin embargo en el segundo brote estos titulos se incrementaron ocho veces, el perro se
sacrifico y de los linfonodos mesentéricos fue aislada Brucella abortus biovariedad 1 la
cual también fue aislada del ganado en el segundo brote, lo que sugiere que ¢l perro actud

como reservorio de la infeccidén entre los dos brotes (Garin-Bastuji et al., 1988).

En Portugal, se examinaron sueros de 89 perros de 49 granjas de bovinos, para
brucelosis, el 28% resultd positivo al antigeno liso, concluyéndose que la ingestion de leche y
placentas infectadas por la bacteria fueron el probable origen de In respucsta, convirtiendo a los
perros en una fuente potencial de infeccion para el ganado (Medeiros, 19958). Ln lran se

analizaron sueros de cien perros pastores para detectar antigenos lisos, 37 muestras resultaron




positivas (Talebkhan et a/., 1997). En China se realizaron pruebas a 245 perros de origen

rural detectandose el 6.1% positivos a Brucella abortus (Tian et al., 1990).

Caracteristicas Bacteriolégicas del género Brucella

Las bacterias del género Brucella son bacterias Gram-negativas de: fohna
cocobacilar, inméviles, no esporuladas y que no presentan capsula evidente. Tlenen la»
particularidad de ser intracelulares facultativas capaces de sobrevivir y multlpllcarse
dentro de las células del sistema reticulo endotelial y tejidos asociados, motivo por. el cualj’
el tratamiento con antibidticos no elimina al microorganismo, provocando que los' :
animales permanezcan infectados, y que la enfermedad evolucione hacia formas’ cromcas R
Las especies del género Brucella presentan dos formas antigénicas principales, brucel_as .
lisas ( L ) y brucelas rugosas ( R ), existen cuatro especies, B. abortus, B. mellitenSi; .
B. suis 'y B. neotomae que presentan caracteristicas de superficie propias del t'enotipo liso;
con presencia de lipopolisacarido con cadena O, pero se encuentran dos especies qué
carecen del lipopolisacarido liso, por la ausencia de la cadena O, que se parecen a las~
muté.ntes rugosas de las especies lisas, denominandose especies rugosas, B. ovis v B.
canis (Cheri y Walker, 1992; Enright, 1990; Nicoltti, 1991; Orduila et al..1994: Ruiz,
1986; Sangari y Aguero, 1996; Stevens, 1994). Las brucelas son organismos acrobios quc
requieren de medios enriquecidos para su aislamiento primario; ademas. B. abortus v B,
ovis usualmente requieren de una atmoésfera con tensién de diéxido de carbono
incrementada. Las seis especies reconocidas, pueden ser diferenciadas sobre la basc de Iny,
requerimientos de CO,, produccion de H,S, susceptibilidad a los tagos. 'mtloumx dui

superficie celular y sensibilidad a diferentes colorantes (Enrigth, 1990).




Propiedades Antigénicas

Las bacterias del género Brucella se caracterizan por tener una pared celular
compuesta por una membrana interna y una externa, pared celular y un espacio
periplasmico intermedio. Este ultimo contiene un glucopéptido (mureina o
peptidoglicano) responsable de la forma e integridad osmética de la bacteria; asi como
también enzimas, entre ellas muchas que destoxifican agentes nocivos procedentes del
medio, proteinas relacionadas con el transporte de nutrientes y varias enzimas sobre las
que actaan los antibidticos B-lactamicos. La pared celular de Brucella esta constituida por
la capa de peptidoglicano fuertemente asociada con la membrana externa, ésta Gltima
contiene, distribuidos asimétricamente fosfolipidos, proteinas y lipopolisacaridos (LPS).
En aquellas bacterias Gram negativas que carecen de capsula, el antigeno
inmunodominante de la superficie celular es el LPS, que consta de una parte mas interna
glucolipidica (lipido A), unida a la membrana externa, y otra polisacaridica dirigida hacia
el exterior (Lugtemberg y Van Alphen, 1983). Esta ultima se divide en dos secciones: el
nucleo, también conocido como CORE, mds interno, formado por azicares y derivados de
azucares y la cadena O formada por polisacaridos. Las especies rugosas, B. ovis y B. canis
en forma natural carecen de la cadena O, que poseen las especies lisas B. abortus, B.
melitensis, B. suis y B. neotomae, aunque pueden perderla por mutacion, denominandose
mutantes rugosas. Esta diferencia es importante ya que las brucellas habitualmente
patégenas para el hombre (B.abortus, B. melitensis y B. suis) poseen LPS en fase lisa y
éste es marcadamente inmunodominante en la respuesta serologica (Cloeckaert, 1993;

Enright, 1990; Reeves et al.,1996; Stevens, 1994).

El lipido A de Brucella no parece tener relevancia diagnéstica como antigeno y es

quimicamente diferente al de las bacterias Gram negativas clasicas. Dicho lipido esta




formado por un disacarido de diaminoglucosa sustituido con B- hidroxiacidos y otros
4cidos grasos de cadena larga. Debido a ésta diferencia en su composicién, algunas de las
caracteristicas de los LPS relacionadas con la endotoxicidad, como la pirogenicidad, son
diferentes en Brucella, lo que podria tener importancia en la patogénesis (Diaz et al.,

2000).

Del nucleo o Core del LPS, aunque no se conoce en detalle su estructura, se sabe
que contiecne 2 ceto, 3-deoxioctulosonato (Kdo), glucosa, galactosa y quinovosamina, y
que carece de heptosa. En otras bacterias Gram negativas el nucleo y el lipido A del LPS
son las que juegan un papel critico en la impermeabilidad frente a agentes hidrofobos. El

LPS de Brucella es diferente a este nivel, ya que no actiia como tal (Diaz ez al., 2000).

La cadena O (polisacarido O) esta formado por un solo tipo de azucar, la N-formil
perosamina sin ramificaciones, y contiene los epitopes relevantes en el diagnéstico
serologico realizado con las pruebas que detectan anticuerpos frente al LPS-L (todas
aquellas que emplean suspensiones celulares o extractos que contienen LPS-L). Los
enlaces encontrados en este azicar dan lugar a ciertas diferencias en el biotipo | de B.
abortus el unico enlace es el a 1,2 por lo tanto hay trechos de mas de cinco azucares con
el mismo enlace, en B. melitensis biotipo 1 por cada cuatro enlaces o 1,2 hay un enlace &
1,3, el cual esta ausente en el biotipo de B. aborrus. Esto da lugar a tres tipos basicos de
epitopes: el A o abortus (cinco o mas azacares en a 1,2); el M o melitensis (que contiene
el enlace o 1,3), y el C o comin (cuatro o menos azucares con enlaces a 1.2). Por tanto,
el esquema clasico de Wilson y Miles, segin el cual hay s6lo los epitopes A v M:en
distintas proporciones en B. abortus (Am o A>M) y B. melitensis (aM o A<M), sc
sustituye por otro en el que B.abortus y B. melitensis del biotipo 1 serian AC vy M(,
respectivamente. Existen biotipos de B. abortus serolégicamente MC, y el biotipo 3 de 1.

melitensis es intermedio (AMC) y sus cadenas O poseen enlaces o 1.3 o proporcionces
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intermedias de enlaces a 1,2y a 1,3, respectivamente (Cloeckaert et al.,, 1993; Sangari

y Agiiero 1996; Diaz et al., 2000).

Aunque estos datos son itiles para entender la serotipificacion de las brucellas L, la
generalidad de los anticuerpos producidos en la infeccion reconocen el epitopo C.
Ademas, es importante entender que estos epitopes no son, a efectos practicos, entidades
discretas, ya que en una respuesta policlonal se producen anticuerpos que reaccionan de
forma cruzada con varios de ellos, si bien con diferentes afinidades. En suma, esta
circunstancia explica el porque en el diagnéstico sérolégico es irrelevante el origen
(abortus o melitensis) del antigeno (suspension celular o LPS-L) y no es posible distinguir
el serotipo (AC, MC o AMC) infectante (Diaz et al., 2000).

Existen varias bacterias Gram negativas que poseen también derivados de la
perosamina en su LPS y pueden dar respuestas cruzadas con Brucella, (Yersinia
enterocolitica serotipo O:9; Salmonella del grupo N (O:30), Vibrio cholerae, Escherichia
coli O:157 y otras). Y. enterocolitica O:9 posee una cadena O muy préoxima a la de B.
abortus, con N-formil-perosamina en enlaces o 1,2. Su reaccién cruzada es la mas
intensa, y la Gnica que hay que tener en cuenta en el diagnostico en areas en las que exista
tal serotipo. Ademas de la cadena O del LPS, las brucellas en fase L contienen un
segundo polisacarido habitualmente llamado hapteno nativo. Salvo en la unién al nucleo
del LPS, el hapteno nativo es quimicamente idéntico a la cadena O su papel biolégico. sin
embargo, podria ser diferente, pues el hapteno nativo podria representar una molécula de
superficie que inserta entre los LPS-L, contribuiria a dar a la superficie caracteristicas de
tipo L sin incrementar la densidad de LPS y sus secciones internas (Cheri y Walker, 1992;

Cloeckaert et al.,1993; Diaz et al., 2000).
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Respecto a las proteinas de la membrana externa, como en otras bacterias Gram
negativas, Brucella abortus contiene varias proteinas cuantitativamente mayoritarias en
las condiciones habituales de cultivo. Sus caracteristicas se resumen a continuacion,

siguiendo su nomencliatura original.

Grupo 1. De peso molecular aparente 88,000-94,000 (88-94 kDa) y posiblemente
relacionadas con ciertas funciones de la biosintesis de la propia envoltura (Sangari y

Agiiero 1996; Diaz et al., 2000).

Grupo 2. De peso molecular aparente 36-38 kDa, son equivalentes a las porinas de otros
Gram negativos formando en estado nativo agrupaciones triméricas por las que penetran
ciertos solutos. Dos genes, omp2a y omp2b, codifican estas porinas, pero solo el segundo

parece expresarse in vitro (Sangari y Agiiero 1996; Diaz et al., 2000) .

Grupo 3. De peso molecular aparente 25-31 kDa y codificadas en los genes omp235 ‘y
omp3l. Se han descrito interacciones muy fuertes con el LPS pero su papel es
desconocido. Hay que sefnalar que B. abortus carece del gen omp3] por lo que solo

expresa Omp25 (Sangari y Agiiero 1996; Diaz et al., 2000) .

Existen también varias lipoproteinas de bajo peso molecular en la envoltura de
Brucella y se conocen los genes de tres de ellas (ompl9, ompl16 y omp10). También sc ha
descrito una lipoproteina de peso molecular 9-8 kDa, unida covalentemente al
peptidoglicano. La topologia de estas proteinas en la membrana externa de B. melitensis,
se deduce de su estructura y de los estudios con anticuerpos monoclonales. Hay pequenas
diferencias en los perfiles proteicos de la membrana externa de las distintas especics. La
mas caracteristica afecta las proporciones relativas de los grupos 2y 3. En B. abortus los
grupos 2 y 3 estan en cantidades iguales en los extractos obtenidos con detcrgentes, pero

en B. ovis y B. melitensis la relacion grupo 3/grupo 2 esta aumentada. La mayoria de las
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proteinas citadas, presentan epitopes en la superficie de B. abortus y B. melitensis, pero,
como cabria esperar, su grado de exposicion es menor que en los mutantes R o que en
- B ovis.  Aunque faltan estudios detallados en brucelosis humana, todas estas proteinas
parecen inducir una respuesta serologica significativamente menos intensa que el LPS-L
y diversos estudios han demostrado que su utilidad diagndstica es menor que la de éste

(Sangari y Agiiero 1996; Diaz et al., 2000) .

Epizootiologia y Epidemiologia

En las diferentes especies que afecta, tanto los machos como las hembras son
igualmente susceptibles de infectarse, es importante destacar que el portador de la
infeccién se encuentra aparentemente normal. La brucelosis es una enfermedad que se
adquiere a través de las mucosas oral, respiratoria, vaginal y conjuntival (Carmichael y
Joubert, 1988; Cheri y Walker, 1992; Enright 1990).

Se ha reportado que la diseminaciéon de la enfermedad puede darse a través de
diferentes vias: la via oral, es la mas importante, ya que se presenta por la ingestion de
tejido placentario contaminado con Brucella (placenta, fetos). Secreciones vaginales se
refiere aquellas que persisten después de un aborto o bien las que se presentan durante el
estro. Transmision venérea, se presenta cuando la bacteria se encuentra en la prostata y es
eliminada a través del fluido seminal; las secreciones mamarias durante la lactancia se
eliminan grandes cantidades de Brucella en la leche, la cual sera utilizada como alimento
de los descendientes o del ser humano; via urinaria, los machos eliminan por la orina
mayor cantidad de bacterias, aumentando el riesgo de transmision a individuos
susceptibles; lesiones en piel, a través de soluciones de continuidad en donde se facilita la

penetracion de la bacteria. La infeccion conjuntival es dada por la presencia de material
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contaminado en ésta mucosa (Carmichael y Joubert, 1988; Cheri y Walker, 1992; Enright,
1990).

La uniéon de animales susceptibles con aquellos animales que se encuentran
infectados, provoca riesgo de infeccion para los primeros. De esta forma los animales que
han adquirido la infeccion podran eliminar la bacteria y provocar la enfermedad en otros

animales susceptibles con los cuales conviven.

Patogenia y Cuadro Clinico

El establecimiento de la infeccion por Brucella depende del numero y virulencia de

la bacteria y la resistencia del huésped, determinada por los factores mmunes especmcos
:,de las

y no especificos. Los microorganismos pueden penetrar a través de la- mucos
cavidades nasal, oral o faringea (Enright, 1990). Luego del paso por los cpltehos de las

mucosas, las bacterias son transportadas, ya sea libres o en el interior de las celuhs '
fagociticas a los linfonodos regionales, los cuales aumentan de tamano debldo a
inflamacién e hiperplasia linfatica y reticuloendotelial. Estos cambios pueden requerir
varias semanas para desarrollarse y persistir por varios meses. Si la bacteria no es
inicialmente localizada y eliminada en los linfonodos regionales. la diseminacion por via

linfatica y sanguinea a otros 6rganos puede ocurrir (Cheri y Walker, 1992; Enright, 1990).

En bovinos la resistencia a la infeccién esta influida por la cdad. sexo y estado
reproductivo. Las hembras gestantes o sexualmente maduras son mas susceptibles que las
hembras jovenes, la infeccion generalmente se establece por ¢l contacto con fetos
abortados y/o placentas contaminadas con la bacteria. En hembras, la bacteria

frecuentemente se localiza en linfonodos, bazo, glandula mamarin y ttero: en machos se

14




encuentra en linfonodos, y en forma poco frecuente en testiculos y glandulas sexuales

accesorias, especialmente vesicula seminal (Cheri y Walker, 1992; Enright, 1990).

En caninos la transmision oral y venérea son importantes. Dependiendo de la ruta
de infeccion los perros desarrollan ganglios linfonodos retrofaringeos, inguinales
superficiales o los iliacos externos agrandados. La bacteria causa epididimitis, atrofia
testicular y esterilidad en machos. En hembras gestantes provoca aborto infeccioso,

placentitis, infeccion fetal y endometritis granulomatosa cronica (Cheri y Walker, 1992;

Enright, 1990).
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JUSTIFICACION

Existen en México explotaciones de ganado bovino donde los perros son utilizados
en labores de pastoreo o bien en tareas de guardia de las mismas. Muchos de esos lugares
mantienen hatos con altos indices de infeccién por brucelosis. En los bovinos en que se
presenta el aborto, las estructuras y fluidos que se eliminan en este, asi como el feto,
contienen gran cantidad de brucelas que constituyen una fuente de contaminacién al

medio ambiente y de contagio para otros animales.

Dada la estrecha convivencia que llegan a tener los caninos con los rumiantes,
existe la posibilidad de que el feto y la placenta sean removidos a otros sitios e ingeridos
por los primeros, que aunado al pobre control y deficientes condiciones sanitarias en

algunas explotaciones, puede favorecer la diseminacion ‘de la enfermedad a través del

perro.-

Como ya se menciond, a nivel mundial existen diferentes estudios que demuestran
la seroprevalencia del perro tanto a brucelas lisas como rugosas, asi como la posibilidad
de desarrollar la infeccion por inoculacién experimental. Con estos antecedentes existe el
interés de establecer el papel que desempeiia el perro en la transmision de la brucelosis

en el ganado.
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HIPOTESIS

El ambiente en que se cria un perro modifica el riesgo de enfermar, seroconvertir y

eventualmente transmitir diferentes especies de Brucella.

OBJETIVO

OBIJETIVO GENERAL:

Analizar el';}bsible papel del perro en la epidemiologia de la brucelosis.

OBJETIV‘(')"VLS’ ESPECIFICOS:

Determmar y comparar la seroprevalencia de anticuerpos contra Brucella canis y
Brucella abortus en los caninos de diferente nicho ecologico o grupo poblacional

(urbano semlurbano y rural).

2. Determinar las proteinas que reconocen los anticuerpos contra Brucella. a través de
la prueba de Western Blot y establecer si existe alguna relaciéon entre lm dlterentes

grupos poblacionales (urbano, semiurbano y rural).
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MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un estudio observacional y de tipo transversal.
Para determinar el tamaiio de la muestra se utiliz6 la siguiente formula: n=22pq/d?
donde: :
n = tamaiio de muestra
Z = coeficiente 1.96 (95% nivel de confianza)
p = prevalencia estimada 10%
q=(100-p)
d = precisidon requerida

de donde: :
Z=19 Z%=38416
q=09 q =09

d=003" 4?2 =0.0009
sustituyendo: 3.8416 (0.1) (0.9)/0.0009 = 384
Para el céléulo de tamafio de muestra se utiliz6 una prevalencia, en caninos. del 10% de

acuerdo a reportes de seroprevalencia a Brucella, de diferentes estados de la Republica,

en los ultimos 10 afios (Flores et al.1977; Alonso 1984; Avalos 1993; Gonzilez 1997).
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Establecimiento de los diferentes grupos de perros por ambiente ecolégico.

Se muestrearon perros mayores de un aflo de edad, que fueron clasificados en tres

nichos ecolégicos diferentes, agrupados de la siguiente manera:

Grupo Urbano: Constituido por perros presentados a consulta en las clinicas veterinarias
de diferentes puntos de la ciudad de México y sobre los que se tenia, un control e
informacién de sus actividades y animales con los que convivian. Se excluyeron los

caninos que, aun con dueiio, deambulan solos en la calle y/o convivian con animales de

granja.

Grupo Semiurbano: Formado por aquellos caninos capturados por los centros antirrabicos
del Distrito Federal y drea conurbada, de los cuales se desconocia tanto el duefio como el
tipo de animales con los que convivian. Se excluyen los perros sujetos a observacion de

rabia, ya que su estancia en el antirrdbico era corta y no reunian las caracteristicas

establecidas para este grupo.

Grupo Rural: Este qued6 integrado por aquellos perros que convivian principalmente con

poligastricos (bovinos, ovinos y caprinos), se eligi6 para este fin la cuenca lechera de

Tizayuca, Hgo.

Los caninos fueron muestreados y se disefié una ficha de-registro que se presenta a

continuacion.
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Datos del propietario

Nombre
Direccidn

Teléfono

FICHA DE REGISTRO NUM.

Padecimientos probablemente relacionados con la enfermedad :

Artritis [ ]

Datos del animal
Raza
Cruzas anteriores

Gestaciones

Fiebre [] Fiebre ondulante [}

Sexo Edad

Si [J No [J Abortos Si [T] No []

si [ No [ N° vivos N° muertos

Alimentacion: . - .

Bovino S

Equmo '

Cerdo [
Pollo E] C

I”_Lc‘éche,y'deriivadosv D _ Visceras de bovinos O

L iy

SR TESIS CON
O FALLA DE ORIGEN

Animales con los que convive:

Bovinos |:| EqdinOS ] Ovinos [] Caprinos [ ] Cerdos [] Caninos []
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Toma de muestras.

De los animales registrados se obtuvo una: muestra de” 5 ml de” sangre por
venopuncion de la vena cefilica, dicha muestra se deposnto en tubos de ensaye sin
anticoagulante, para postenormente separar el sugro : por centrifugaciéon a 1000 x g
durante 20 minutos, extrayéndose este tltimo y coryivsver'v‘ad"o en alicuotas en congelacibn a.

—20° C hasta su uso en la evaluacidén serolégica.

Antigenos bacterianos.

Para efectuar la prueba de aglutmacnéni n'\placa y 2 mercapto etanol se utlllZO .
antigeno de Brucella canis (rugoso) al 8% a im pH 8
antigeno de Brucella. abortus (hso) cepa 19 al 8% a'un"pH 3 5 con colorante rosa “de
bengala, elaborado por Pronabnve ambos proporcnonados por el laboratorlo de

bactenologxa del CENID—Mlcroblologia el cual se mantuvo en refrigeracion durante todo

con colorante de rosa de bengala y

el curso del trabajo.
Prueba de aglutinacién en placa.

A cada suero se le realizé la prueba de aglutinacion en placa, con antigeno de
Brucella canis (rugoso) al 8% a un pH 8.9 con colorante de rosa de bengala y antigeno de
Brucella abortus (liso) cepa 19 al 8% a un pH 3.5 con colorante rosa de bengala
elaborado por Pronabive. Para dicha prueba se utilizé un aglutinoscépio donde se
depositan 30ul de suero y 301l de cada uno de los antigenos por separado, se agitaron con
un pa‘lill_o'de madera hasta formar una mezcla uniforme, el aglutinoscopio se mueve de tal
manera que produzca un movimiento circular en la mezcla y se efectia la lectura a los dos
minutos para detectar si hay aglutinacion, lo cual se consideraria un resultado positivo,

segln la descripcion de Vazquez et al (2000).
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Prueba de 2 Mercapto-Etanol.

Si se obtenia un resultado positivo en una muestra, esta se sometia a una nueva
prueba, pero utilizando el suero en diluciones de 1/25, 1/50, 1/100, 1/200 y 1/400 con la
finalidad de establecer el titulo de anticuerpos. Sobre el aglutinoscépio se coloca el suero
a las diferentes diluciones, se agregan 30ul de 2 mercaptoetanol, se mezcla con un palillo
y se deja reposar durante un minuto, posteriormente se agregan 30ul del antigeno a cada
una de las diluciones tanto para Brucella canis como para Brucella abortus, se mueve en
circulos y se efectia la lectura a los dos minutos, en caso de presentar aglutinacién

representa un positivo definitivo, de acuerdo con el método de Vazquez et al. (2000).

Cepas bacterianas.

Se utilizaron cepas de Brucella canis cepa Edi 20, obtenida del Instituto Nacional
de Diagnostico y Referencia Epidemiologica (aislamiento de campo) y Brucella abortus
cepa 19, obtenida de la Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas del LP.N. (cepario),
procedentes del cepario del laboratorio Diagnostico Integral Veterinario (DIVET). Para su
propagacion se inocularon en placas de agar Brucella, l1as cuales se sembraron a partir de
una colonia de la cepa original. Se incubaron durante 48 — 72 horas y posteriormente se

corroboré su identidad con tincién de Gram y pruebas bioquimicas.
Obtencién de proteinas bacterianas.
En agar Brucella se sembré por separado en cajas de Petri, Brucella canis y

Brucella abortus, se incubaron en una concentracion de 5 % de bidxido de carbono,

observandose crecimiento a las 48 horas, se hicieron pruebas de tincion de Gram, oxidasa
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y catalasa para confirmar la presencia de las bacterias. Se preparé caldo Brucella 100 ml
y se dividié en dos matrases de 50 mi cada uno para sembrar por separado Brucella canis
y Brucella abortus, transcurridas 72 horas y habiendo observado crecimiento se colocé el
contenido de cada matraz en tubos de centrifuga de 50 ml. para centrifugarse a 4000 x g
durante 15 minutos a 6° C, desechando el sobrenadante y lavando con PBS en dos
ocasiones para finalmente resuspender en SSF y sonicarse a 90 Hz en tres ciclos de un
minuto cada uno, con la finalidad de fragmentar la bacteria y conservarla en congelaciéon

hasta su uso.
Prueba de inmunotransferencia (Western Blot)

Con la finalidad de determinar que proteinas fueron reconocidas por los sueros
positivos a Brucella canis como a Brucella abortus y si existian proteinas de
reconocimiento comtin, se efectu6 una prueba de Western Blot con sueros de cada uno de
los grupos. Del grupo urbano se utilizaron tres sueros (dos positivos a B. canis y uno
negativo), del grupo semiurbano se usaron trece sueros (nueve positivos a B. canis, dos a
ambas brucellas y dos negativos), del grupo rural se emplearon ocho sueros (seis
positivos a B. abortus, uno a ambas brucellas y uno negativo), utilizando como anico
criterio para su seleccidn, el que resultaran incluidos en una de las siguientes categorias:
Categoria R) Sueros positivos solo a Brucella canis (dos del grupo urbano y nueve del
grupo semirural o semiurbano), Categoria L) Sueros positivos solo a Brucella abortus
(seis del grupo rural), Categoria LR) Sueros positivos a ambas brucellas (dos del grupo
semiurbano y uno del émpo rural) y Categoria N) Sueros negativos a ambas brucellas
(uno del grupo urbano, dos del grupo semirural o semiurbano y uno del grupo rural). Para
caracterizar las proteinas de cada una de las bacterias, asi como sus pesos moleculares, se
realizé una electroforesis sobre un gel de poliacrilamida con cada una de ellas y un
marcador de peso molecular, transfiriéndose posteriormente a un papel de nitrocelulosa el

cual finalmente se enfrenté al suero en estudio y un suero anti Ig G canino con un
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marcador de peroxidasa para poder identificar las proteinas con las cuales hubo

reconocimiento sérico, siguiendo el procedimiento de Alba et al (2001).
Electroforesis en gel de poliacrilamida Dodecil sulfato de sodio (PAGE-SDS).

La separacion de las proteinas se llevé acabo en geles continuos de poliacrilamida
de dodecil sulfato de sodio (SDS), de forma que las posiciones de las proteinas en el gel
fueran en funcién de sus pesos moleculares. Para ello se empled una cadmara de
electroforesis vertical Mini-Protean II Electrophoresis Cell con placas de 8 x 10 cm. (Bio-

Rad Labs).
Preparacion de los geles (PAGE-SDS) y corrimiento electroforético.

Se prepararon geles de poliacrilamida dodecil sulfato de sodio al 12 %. Entre las
placas de vidrio, se coloco el gel de corrimiento o de resolucion. Para obtener una éptima
resolucion de proteinas, se preparé el gel concentrador, el cual se colocé en la parte
superior del gel de corrimiento. Después de polimerizar, el gel fue colocado en la camara
de electroforesis que contenia amortiguador de corrimiento. Se retiro cuidadosamente el
peine y se colocaron los marcadores de peso molecular con rango de 7.5 a 203 kDa en el
pozo destinado para esto, y las proteinas bacterianas en el resto del gel. De cada
corrimiento que se realizé, se hicieron dos geles, uno para ser tefiido con azul de
Coomasie y el otro para ser transferido a membranas de nitrocelulosa para realizar la
inmunotransferencia. El corrimiento fue a 110 volts y 120 mA en el concentrador,
posteriormente a 110 volts y 75 mA, hasta verificar que la muestra completara el
recorrido en el gel de corrimiento, lo cual se realizé en dos horas, en concordancia a lo

establecido por Alba et al (2001).
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Tincién de los geles de poliacrilamida.

Después de finalizar la electroforesis, uno de los geles fue colocado en un
recipiente que contenia solucion azul de Coomassie en un volumen suficiente para cubrir
el gel completamente, la tincion se llevo acabo por 24 horas en agitacion. Posteriormente,
el exceso de colorante del gel se elimind con solucién desteiiidora, hasta lograr apreciar
con claridad las bandas proteicas y fue conservado en acido acético al 10 %. El peso
molecular de las proteinas fue estimado por su posicion en el gel, comparado con un
estandar de proteinas conocido (marcador de peso molecular) corrido en el mismo gel de

acuerdo a lo planteado por Alba et al (2001).

Inmunotransferencia

Después de separar las proteinas por electroforesis en PAGE-SDS, estas fueron
transferidas a membranas de nitrocelulosa, utilizando como metodologia el sistema de
emparedado, que consistié en el siguiente orden: papel filtro, gel de poliacrilamida,
membrana de nitrocelulosa, papel filtro. Previamente tanto el gel como la membrana
fueron sumergidos, cada uno por separado, en buffer de transferencia durante 15 minutos.
Posteriormente se coloco el emparedado en la camara Trans-Blot de electrotransferencia
aplicando 12 volts y 200 miliamperes durante 50 minutos. Terminado el tiempo de
corrimiento, la membrana de nitrocelulosa se colocé en un recipiente para ser tratada con
leche descremada al 5% por 24 horas, con la finalidad de bloquear la membrana y que no
se presentaran uniones no especificas de las proteinas del suero. Se retiréo la leche
descremada y se lavo la membrana en tres ocasiones con PBS-Tween 20 por 15 minutos
cada una. La membrana de nitrocelulosa fue recortada en tiras de aproximadamente 3
milimetros de ancho para posteriormente ser colocadas en la placa de reaccion, conforme
a lo establecido por Alba et al (2001).
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Inmunoblots

Una vez obtenidos los antigenos en las tiras de la membrana de nitrocelulosa, cada
' tira se colocé en cada uno de los pozos de la placa de reaccién y en todos se realizo6 el
siguiente procedimiento: se agregé lml de PBS-ASB 1% y 50u!l del suero canino
seleccionado, se mantuvo en agitaciéon durante | hora, posteriormente se realizaron 5
lavados, cada uno de tres minutos, con PBS-Tween y un lavado de tres minutos con agua
destilada, se agreg6 el conjugado anti IgG canino en una diluciéon 1:2000 manteniéndose
en movimiento durante una hora y posteriormente se realizaron 7 lavados de 2 minutos
cada uno con PBS-Tween y un lavado de 2 minutos con agua destilada, para finalmente
agregar 1 ml de la solucion reveladora (solucion de metanol 16.6% en PBS + 0.01% H2
02 + 0.05% de cloronaftol) a cada pozo manteniéndose en movimiento durante
aproximadamente 15 minutos, tiempo en que aparecen las bandas de identidad deteniendo

la reaccidn al lavar con agua destilada, segin lo planteado por Alba et al (2001).

Andlisis estadistico

La informacioén contenida en la ficha de registro se analizé para determinar la
existencia de factores de riesgo utilizando una prueba de razén de momios para ello, asi
mismo los resultados serologicos obtenidos en los diferentes grupos, con la prueba de 2
mercapto-etanol, fueron sometidos a una prueba de proporciones X> para establecer si
hubo diferencias estadisticamente significativas entre ellos, se utilizé el programa Epi—
Info 6, Centers for Disease Control and Prevention (CDC) USA.
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RESULTADOS

De acuerdo con la formula utilizada: n=2Z 2 pq/d? el tamafio requerido de la
muestra fue de 384 caninos. Sin embargo el poco interés mostrado por los M.V.Z, que

atienden a los animales del grupo urbano y el temor de los ganaderos en el grupo rural

impidié alcanzar dicha cifra.

Grupos Poblacionales
Fueron muestreados en total 303 perros. En el grupo I, que corresponde a los

perros urbanos, se obtuvieron 110 muestras, de las cuales 70 fueron de hembras y 40 de
machos, correspondiendo el 63.64 % a las hembras y el 36.36 % a los machos, con edades
de entre 12 y 144 meses.

En el grupo I, perros semiurbanos, se muestrearon 133 caninos, 85 hembras y 48
machos lo que representa el 63.91 para las hembras y el 36.09 para los machos, con
edades entre 12 y 144 meses.

Finalmente en el grupo III, perros rurales, se lograron muestrear 60 caninos, 32
hembras y 28 machos representando el 53.33 %y el 46.66 % respectivamente, con edades
entre 12 y 108 meses.

Los resultados totales se muestran en el cuadro 1.

Cuadro 1: Poblacion muestreada en los diferentes grupos.

TOTAL TOTAL % %
GENERAL | HEMBRAS I MACHOS | HEMBRAS | MACHOS
GRUPO 1| 110 70 40 63.64 36.36
GRUPO 1I 133 85 48 63.91 36.09
GRUPO 60 32 28 53.33 46.66
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DETERMINACION Y COMPARACION DE LA SEROPREVALENCIA EN LOS
DIFERENTES GRUPOS

Prueba de Aglutinacién en Placa ( AP)

Para el grupo I de los 110 perros muestreados, resultaron positivos a la prueba de
aglutinacién en placa cuatro hembras y un macho, lo que representa el 4.55 % de ésta
poblacién.

En el grupo II de los 133 perros muestreados, resultaron positivos a la prueba de
aglutinacion en placa 19 hembras y 10 machos lo que representé el 21.80 % de dicho
grupo.

El grupo III donde se muestrearon 60 perros, 7 hembras y 9 machos resultaron
positivos a la prueba de aglutinacidn en placa, lo que arroja un porcentaje final de
26.66 % para esta poblacion.

Los resultados de los tres grupos se muestran en el cuadro 2.

Cuadro 2: Resultados de los sueros positivos a la prueba de Aglutinacién en Placa,
con los antigenos de Brucella canis (rugoso) y Brucella abortus (liso).

Distribucién, por grupos, de la respuesta serolégica de los perros en la prueba de Aglutinacioén en
Placa

Animales | Antigeno liso (B. abortus) |Antigeno rugoso (B. canis)] Ambos antigenos | %TOTAL %TOTAL .

muestreados | Hembras' | - Machos .| Hembras’ | Machos Hembrasl Machos | B, abortus | B. carnis
GRUPO |, 0/70 | 1740 | 17110 | 57110
- 0% | 25% | 091% |455%
GRUPO I’ , 2/85 | 2/48 | 4/133 |29/133
o 1666% | 2.35% | 4.16% | 3.01% [21.80%
GRUPO I : 1/32 | os28 | 16/60 | 1/60
e 312% | 0% | 2666% | 1.66%
ToTAL” 217187 '8/116 | 3/187 [ 3/116 | 21/303 |35/303
; 1 11.22% 68 % 1.60% | 258% | 6.93% ]11.55%
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Prueba con 2 Mercapto-Etanol (2ME)

Para el grupo I de los 5 perros que resultaron positivos a la prueba de aglutinacion
en placa, se confirmo6 dicho numero con la prueba de 2 Mercapto-Etanol, cuatro hembras
resultaron positivas al antigeno rugoso (8. canis) y un macho positivo, tanto al antigeno
rugoso (B. canis) como al liso (B. abortus), el porcentaje total de animales positivos al
antigeno rugoso (B. canis) fue de 4.55% y el 0.91% resulté positivo al antigeno liso (B.

abortus), del total de los 110 perros muestreados.

En el grupo II de las 19 hembras y 10 machos que resultaron positivos a la prueba
de aglutinacion en placa, al efectuar la prueba con 2 Mercapto-Etanol solo 16 hembras se
mantuvieron positivas al antigeno rugoso (B. canis) y de estas 2 también fueron positivas
al antigeno liso (B. abortus), de los machos 8 fueron positivos al rugoso (B. canis) y de
estos 2 también fueron positivos al liso (8. abortus), el porcentaje total de animales
positivos al antigeno rugoso (B. canis) fue de 18.05 % y el 3.01 % resultoé positivo al liso

(B. abortus), de los 133 perros muestreados en este grupo.

En el grupo III, donde se muestrearon 60 perros, de los cuales 16 resultaron
positivos a la prueba de aglutinacion en placa, se obtuvo el mismo resultado al realizar la
prueba con 2 Mercapto-Etanol, 7 hembras resultaron positivas al antigeno liso (B.
abortus) y de estas una también fue positiva al antigeno rugoso (8. canis), de los 9
machos todos resultaron positivos al antigeno liso (B. abortus) el porcentaje total de
animales positivos al antigeno liso (B. abortus) fue de 26.66 % y el 1.66 % resulté

positivo al rugoso (B. canis).

Los resultados se muestran en el cuadro 3.
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Cuadro 3: Resultados de los sueres positivos a la prueba de 2 Mercapto-Etanol, con

los antigenos de Brucella canis (rugoso) y Brucella abortus (liso).

I- Distribucién, por grupos, de la respuesta serolégica de los perros en la prueba de 2 Mercapto-EtanolJ

Animales | Antigeno liso (B. abortus) |Antigeno rugosa (B. canis), Ambos antigenos HTOTAL %TOTAL|
muestreados | Hembras Machos Hembras Machos Hembras l Machos | 8. abortus | 8. cén}s
GRUPO | 110 0/70 0/40 4/70 . 0740 . 0/70 :}-1/7/40 | -1/110 . |:5/110
0% 0% 5.71% 0% 0% 25% | 091% |'as5%
GRUPO Il ©.133 0/85 0/48 141785 6/48 | ~2/85 2/48 4/133 | 24/133
By B 0% 0% -16.47-% S 125% | 235% 4.16 % 3.01% |18.05%
GRUPO Il . 60 6/32 9/28 0/32* or2s 1732 0/28 16/60 11/60
. 18.75% 32.14 % 0% 0% 312% 0% 2666% | 1.66%
TOTAL 303 6/187 8/116 1817187 67116 3/187 3/116 | 217303 | 307303
3.20% 7.75% 9.62 % 517 % 1.60 % 2.58 % 6.93 % 9.90 %

Cuadro 4: Valores porcentuales obtenidos de los sueros positivos a Brucella abortus.

Positivos %
Grupol 1/110 0.91%
Grupo II 4/133 3.01%

Grupolll| 16/60 |26.66%

P<0.001 -

Utilizando los valores del cuadro 4, se realiz6 una prueba de proporciones obteniéndose
un valor de p = 0.0000001 lo que indica que el Grupo III presenté diferencias
estadisticamente significativas con el 1 y el II. Entre el Grupo I y el Grupo II no hubo

diferencias estadisticas y se obtuvo un valor de p = 0.48829
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Cuadro 5: Valores porcentuales obtenidos de los sueros positives a Brucella canis.

Positivos % ,

Grupo 1 5/110 4.55%
GrupoII | 24/133 | 18.05%
Grupolll 1/60 1.66%

p < 0.001

Utilizando los valores del cuadro 5, se realiz6é una pruéba de proporciones obteniéndose
un valor de p = 0.000124 lo que indica que entre los el Grupo II presenté diferencias
estadisticamente significativas con el 1 y el III. Entre el Grupo I y el Grupo IIl no hubo

diferencias estadisticas y se obtuvo un valor de p =0.591122.

Respecto a los titulos obtenidos en cada uno de los grupos para los diferentes tipos de

brucelas se presentan en el cuadro 6:

Cuadro 6: Titulos obtenidos en cada grupo de perros a los antigenos lisos y rugosos.

L LISAS ] I RUGOSAS ]

[_1725 [1/50]1/100]1/200[1/400] (1725 [ 150 [ 17100 _[1/200[1/400]
GRUPO | | | 1 B B : SRC I 5 7
GRUPO T | I 2- [ 2"?" e e por e e TS
GRUPO it : 5 : ‘1 ,‘78 4 ,_’llaj_.: s
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NICHO ECOLOGICO (GRUPO POBLACIONAL) COMO FACTOR DE RIESGO

El nicho ecolégico es un factor de riesgo para el desarrollo de anticuerpos contra brucelas

rugosas y lisas en el perro, en el andlisis se obtuvieron los siguientes resultados:

Cuadro 7: Resultados de los perros positivos a antigeno de brucelas rugosas por
nicho ecolégico de origen :

Nicho ecolégico Positivo | Negativo Total
Urbano 5 105. 110
Semiurbano 24 109 133
Rural 1 59 60
Total 30 | 273 303

En razén de momios se obtuvo un valor de 4.62 para los animales positivos a antigenos
rugosos ( RM. 4.62, 1.C. 1.59 — 14.40), lo que significa que los animales del nicho
ecologico semiurbano tienen 4.62 veces mds riesgo de ser positivos a brucelas rugosas en
comparacidén con los que no pertenecen a ese grupo poblacional.

Cuadro 8: Resultados de los perros positivos a antigeno de brucelas lisas por nicho
ecolégico de origen :

Nicho ecolégico Positivo | Negativo Total
Urbano 1 109 110
Semiurbano 4 129 133

Rural " 16 44 60
Total 21 282 303

En razén de momios se obtuvo un valor de 11.73 para los animales positivos a antigeno
liso (R.M. 11,73, 1.C. 3.42 — 44.11), lo que significa que los animales del nicho ecolégico
rural tienen 11.73 veces mas riesgo de ser positivos a brucelas lisas en comparacion con

los que no pertenecen a ese grupo poblacional.
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TIPO DE ALIMENTO COMO FACTOR DE RIESGO

Evaluando si el tipo de alimento es un factor de riesgo para el desarrollo de

anticuerpos contra brucelas rugosas en el perro, se observaron los siguientes resultados:

Para los animales que se alimentan con todo tipo de comida, en razén de momios
se obtuvo un valor de 5.66 (RM. 5.66, 1.C. 1.98 — 17.42), lo que significa que estos
animales tienen 5.66 veces mas riesgo de ser positivos a brucelas rugosas en comparacién
con los que no reciben este tipo de alimentacion. Asimismo, para los animales que no
comen alimento comercial y consumen alimentos no determinados, en razén de momios
se obtuvo un valor de 5.87 (R.M. 5.87, L.C. 2.19 — 16.62), lo que significa que dichos
animales tuvieron 5.87 veces mds riesgo de ser positivos a brucelas rugosas en

comparacion con los que reciben este alimento.

Evaluando si el tipo de alimento es un factor de riesgo para e! desarrollo de

anticuerpos contra brucelas lisas en el perro, se observaron los siguientes resultados:

Para los animales que se alimentan con visceras, en razén de momios se obtuvo un
valor de 25.89 (R.M. 25.89, 1.C. 6.80 - 104.12), lo que significa que estos animales tienen
25.89 veces mas riesgo de ser positivos a brucelas lisas en comparacion con los que no
reciben este alimento. Asimismo, los animales que se alimentan con todo tipo de comida,
en razén de momios se obtuvo un valor de 4.56 (R.M. 4.56, 1.C. 1.40 — 16.48), lo que
significa que dichos animales tienen 4.56 veces mas riesgo de ser positivos a brucelas

lisas en comparacién con los que no reciben este tipo de alimentacion.

El resto de las variables raza, sexo, edad, apareamientos y numero de gestaciones

no demostro ser un factor de riesgo.
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PROTEINAS QUE RECONOCEN LOS ANTICUERPOS DE LOS PERROS
POSITIVOS A ANTIGENOS DE Brucella, EN LA PRUEBA DE
INMUNOTRANSFERENCIA (WESTERN BLOT).

Para determinar que proteinas reconocian los sueros positivos a los antigenos lisos
y rugosos (B. abortus y B. canis), los sueros se enfrentaron a las corridas electroforeticas
de las proteinas de B. canis y B. abortus en la prueba de inmunotransferencia (Western
Blot), empleando sueros de cada uno de los grupos. Con la electroforesis, en B. abortus se
identificaron cinco proteinas de peso molecular 120 kDa, 109 kDa, 84 kDa, 77 kDa,
y 57 kDa. Con la inmunotransferencia se detectaron 16 proteinas cuyos pesos moleculares
fueron 149 kDa, 140 kDa, 120 kDa, 109 kDa, 92 kDa, 84 kDa, 77 kDa, 63 kDa, 57 kDa,
48 kDa, 43 kDa, 25 kDa, 19 kDa, 16 kDa, 14 kDa y 10 kDa. En B. canis, con la
electroforesis, se identificaron siete proteinas de peso molecular 132 kDa, 112 kDa,
84 kDa, 77 kDa, 72 kDa, 65 kDa y 52 kDa. Con la inmunotransferencia se detectaron 25
proteinas cuyos pesos moleculares fueron 169 kDa, 150 kDa, 132 kDa, 112 kDa, 98 kDa,
92 kDa, 84 kDa, 77 kDa, 72 kDa, 70 kDa, 65 kDa,57 kDa, 52 kDa, 48 kDa, 46 kDa,
43 kDa, 37 kDa, 31 kDa, 25 kDa, 19 kDa, 18 kDa, 16 kDa, 14 kDa, 12 kDa y 10 kDa. Las
proteinas presentadas en forma exclusiva por B. abortus 149 kDa, 140 kDa, 120 kDa,
109 kDa y 63 kDa. Las proteinas presentadas en forma exclusiva por B. canis fueron
169 kDa, 150 kDa, 132 kDa, 112 kDa, 98 kDa, 72 kDa, 70 kDa, 65 kDa, 52 kDa, 46 kDa,
37 kDa, 31 kDa, 18 kDa y 12 kDa. Las proteinas comunes para ambas bacterias fueron
92 kDa, 84 kDa, 77 kDa, 57 kDa, 48 kDa, 43 kDa, 25 kDa, 19 kDa, 16 kDa, 14 kDa
y 10 kDa. Las categorias y los resultados se presentan en la figura 1, figura 2 y el

cuadro 9.
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Figura 1. Resultados de 1a prueba de Inmunotransferencia, enfrentando

los sueros a las proteinas de Brucella abortus.
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Figura 2. Resultados de la prueba de Inmunotransferencia, enfrentando

los sueros a las proteinas de Brucella canis.
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MPM = Marcador de peso molecular

R = Positivo a Brucella rugosa (Categoria R)

L = Positivo a Brucella lisa (Categoria L) Grupol ( Urbano)

LR = Positivo a Brucella lisa y rugosa (Categoria LR) Grupo I (Semiurbano)
N = Negativo a Brucella ( Categoria N) Grupo Il (Rural)
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CUADRO 9: RESULTADOS DE LA PRUEBA DE INMUNOTRANSFERENCIA EN LAS DIFERENTES CATEGORIAS.

Sueras enfrentados a proteinas de 8. canie
[cotagorion | [ catmgoriar | | cosegoriarr ] [categorian]

I Sueros enfrentados a proteinas de 8. aborkis I

CatngriaR | [Catgarint]| [categortair | [CotagoriaN]

Peso Positivos a Positivos a Posltivos » Negailvos & Poalivos & L) - a
molecular B. rugosa B8.1ina embes Brucella 8. nigosa B. liss amtas Brucsils
i n=11 n=6 n=3 n=4 n=11 n=6 n=3 ne4
1711 o/8 0/3 o/a4
9.00 % o% 0% 0%
Lo - 1 1/8 0/3 . 0/a
8.09 % 0%

16.68 % 0%

,..f
d D
P e

f

LYR
77
LyR’
Bk RS
R S
70 .. AN
R 9.09%
65 . s sim :
R . 45.45 % 0% 3 25%
63 - : e
o
GRS 6711 176 173 074
LYR 54.54 % 1000 % 3333 % o%
. 8/ o/e 273 214
54.54 % 0% 66.88 % 50 %
TR 0/11 ale 0/3 o/4
LYR o% 0% e 0% 0%
48 /11 278 0/3 0/4
R 54.54 % [ 33.33 % 0% D%
L] 3 176 213 0/4
LyR 27.27% 1868 % 6468 % 0%
ER 4 0/8 173 0/4
R BIC% o% 33.33 % 0%
3 10711 2/8 3/3 274
R 90.90 % = 3.3 % 100 % 50%
25 8/11 o/e 2/3 o/4
LyYyR 81.81% ¢ 0% 66.08 % 0%
19 7N /6 173 174
LYR 8363% ¢ 0% DX % 25%
18 - 8/ 4i8 2/3 o/4
R 2.72% 6868 % » 84,66 % 0%
18 8/ 1 216 3/3 0/4 6/ 11 216 2/3 214
LYR 272% 3333 % 100 % 0% 54.54% 33.3% 08.68 % 50%
14 a1 4/8 213 214 s/ 48 213 o/e
LyRr RI2% « 66.068% » 68.88 % 50% 45.45 % 6568 % « 68.88 % 0%
12 - o/11 aie 0/3 2/4
R 0% 50% 0% S50 %
10 2/11 1/8 0/3 o/4 s/ 11 1/6 273 174
LyR 18.18 % 16 68 % 0% 0% 45.45 % 18.08 % 66.88 % 25%
L = proteina presente en B. abortus * = proteinas con alto reconocimiento
R = proteina presente en B. canis
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DISCUSION

Una de las pruebas seroléogicas mas empleada en el diagndstico de brucelosis
canina, es la aglutinacion en placa, la cual puede dar lugar a resultados falsos-positivos.
Para reducir el numero de estas reacciones, las pruebas pueden ser modificadas por la
adicion de soluciéon de 2 mercapto-etanol, al suero, antes de efectuar la prueba. La
finalidad de tratar el suero con esta solucion es romper los puente de disulfuro de la IgM
con el proposito de inactivar la aglutinacidn, por reaccién cruzada o por una respuesta
vacunal por parte de ésta, el procedimiento no reduce la sensibilidad y aumenta mucho la
especificidad (Cheri y Walker, 1992; Diaz et al., 2000), a pesar de esto pueden ocurrir
falsos negativos. La prueba de aglutinacion en placa agregando 2 mercapto-etanol es
probablemente la mas usada para detectar infecciones por B. canis en perros. Esta prueba
tiene algunas ventajas sobre otras pruebas serolégicas como son, una sensibilidad alta,
puede detectar anticuerpos desde la tercera o cuarta semana después de la infeccion, es
barata, rapida y facil de realizar, aunque algunos resultados (aproximadamente el 1 %)
pueden ser falsos negativos. Esta es una excelente prueba, sin embargo, debido a la
probabilidad de reacciones falsas positivas, esta prueba no es definitiva para el
diagnostico de B. canis, por lo tanto todas las reacciones positivas deberian ser
confirmadas por otros métodos. El diagnéstico definitivo de brucelosis esta basado en el
aislamiento de la bacteria ya sea de tejidos infectados o de la sangre (Cheri y Walker,

1992, Diaz et al., 2000).

Dada la naturaleza insidiosa de la bacteria, el hecho de que los animales infectados
no muestran sintomas claros de la enfermedad, el que estos pueden tener una bacteremia
que va de los seis meses hasta por mas de cinco afos, asi como las condiciones en las que

se desarrollan los perros del medio suburbano y rural, se posibilita la ingestion o
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inhalaciéon de la bacteria por el contacto de animales sanos, con fluidos o secreciones

corporales de animales infectados con la consecuente diseminacién de la enfermedad.

Con la informacion contenida en las hojas de registro de los animales muestreados,
se analizaron los diferentes con la finalidad de establecer que variables representaron o no
un factor de riesgo en la poblacién estudiada. Las variables que mostraron ser un factor
de riesgo para la poblacion en estudio fueron, el nicho ecolégico de origen y el tipo de
alimento, particularmente el consumo de visceras de bovinos (incluidos fetos y placentas)
y los que se alimentan de todo tipo de comida. El resto de las variables raza, sexo, edad,
apareamientos y namero de gestaciones no demostré ser un factor de riesgo, lo que

concuerda con algunos reportes en la literatura (Germano,1987; Srinivasan, 1992).

Referente a los resultados obtenidos en este trabajo con la prueba de aglutinacion
en placa, de cincuenta perros que resultaron positivos a alguna Brucella, cuarenta y cinco
fueron ratificados con la prueba de 2 mercapto-etanol lo que representa el 90 % de los
positivos a ambas pruebas, cabe destacar que los cinco caninos descartados con la prueba
de 2 mercapto-etanol, tres hembras y dos machos, fueron positivos solo a Brucella canis
(por prueba en placa) y pertenecian al Grupo II (suburbano). Esta respuesta con mercapto-
etanol se atribuye a una reaccién principalmente por IgM y pudo deberse a una infeccion

reciente de los animales.

Alton (1988) sugiere que el suero canino sea mezclado con el mercapto-etanol en
un tubo de ensayo antes de la prueba y de esta mezcla utilizar el suero para ser enfrentado
al antigeno, en un intento de reducir resultados falsos positivos: este fenomeno fue
eliminado en estos ensayos debido a que se mezclaron el suero y el mercapto-etanol en la
placa, se dej6 reposar dos minutos y después se agrego el antigeno tal y como lo sugiere

dicho autor.
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Respecto a los porcentajes de caninos que resultaron positivos, en la poblacién
total, para el antigeno rugoso, con la prueba de aglutinacion en placa, se obtuvieron los
siguientes resultados: en el Grupo I 4.55 %, en el Grupo II 21.80 % y en el Grupo III
1.66 % (cuadro 2). Los resultados finales con la prueba de aglutinacion, utilizando 2
mercapto-etanol, en los diferentes grupos es muy similar a los datos reportados a nivel
mundial (Germano et al., 1987; Cortes et al.,1988; Taylor y Perdue, 1989; Delgado y
Centorbi, 1990; Thanappa et al., 1990; Feitosa et al., 1991, Katami et al., 1991; Mateu y
Martin, 1993; Ahmad y Munir, 1995; Liu-Dao Xin et al., 1996). La respuesta al antigeno
rugoso en los perros caseros alcanza el 4.63 % (Matéu y Martin, 1993;) y este ensayo
registré en los perros urbanos ( Grupo I ) el 4.55 %, mientras en los perros callejeros se
reporta el 15.23 % (Cortes er al.,1988; Mateu y Martin, 1993) en este estudio los perros
callejeros (Grupo II semiurbanos ) representan el 18.05 % y en los perros de granja se
reporta el 3.07 % (Srinivasan et al., 1992), en esta investigacion los perros de granja

(Grupo II ) constituyeron el 1.66% (cuadro2y 3).

Respecto al uso de la prueba de aglutinacién en placa agregando 2 mercaptoetanol,
para la deteccién de anticuerpos contra Brucella rugosa (B. canis) en caninos, ésta se
considera muy sensible y con una buena especificidad (Cheri y Walker, 1992; Diaz et al.,
2000), Necsulescu (1995) recomienda su uso para tal fin, asi mismo Baldi (1997) realizo
un estudio con el objeto de correlacionar la prueba antes mencionada, comparandola con
la prueba de ELISA, y obtuvo una confiabilidad para la prueba del 93.33 %, lo que

confiere un buen apoyo a los resultados presentados en este trabajo.

El punto de corte efectuado a los sueros que fueron sometidos a la prueba de
aglutinacion en placa con 2 mercaptoetanol fue de 1/25, ya que de acuerdo con lo
mencionado en la literatura (Cheri y Walker, 1992) perros infectados, con titulos de 1/50
pueden estar cursando una baja bacteremia y sin embargo permanecer con la bacteria en

tejidos infectados, en este estudio los sueros positivos al antigeno rugoso presentaron
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titulos de 1/100 o mads, lo que sugiere que pueden ser considerados como infectados por la

bacteria (cuadro 6).

En las seroprevalencias por grupo pueden influir los habitos del perro y los
cuidados que reciben. Los caninos del Grupo I, en la mayoria de los casos, crecen y se
desarrollan en un ambiente controlado, ya que los propietarios procuran seguir un
calendario de inmunuzaciones y, hasta no haberlas cubierto, controlan sus salidas, por
medio de collares y correas, fuera de la casa o el lugar donde habitan, asi como el
contacto con otros caninos que aparentemente no tienen propietario (perros callejeros).
Los perros pertenecientes al Grupo II generalmente no tienen propietario y en caso de
tenerlo su comportamiento seria como el de los callejeros, esto es, el deambular en las
calles de la ciudad o los pueblos o en las diversas rancherias, estos caninos tienen 4.62
veces mas riesgo de ser positivos a brucelas rugosas en comparacién con los que no

pertenecen a este grupo poblacional (cuadro 7).

Los habitos alimenticios de los diferentes grupos también establecen diferencias, el
Grupo I aunque generalmente consume alimento balanceado comercial (croquetas)
también se encuentra expuesto al consumo de leche sin pasteurizar y derivados de ésta, no
obstante dependera de los habitos alimenticios de los duefios y los que aplican cuando
alimentan a sus perros. El Grupo II tratardA de alimentarse con lo que encuentre y
consumira todo lo que sea un posible alimento, incluidas visceras de bovinos (fetos,
placentas u otros drganos), esto provoca que los perros que comen de todo tipo de
alimento tengan 5.66 veces mas riesgo de ser positivos a brucelas rugosas en comparacion
con los que no reciben este tipo de alimentacién. Asi mismo los animales que no comen
alimento comercial tuvieron 5.87 veces mas riesgo de ser positivos a brucelas rugosas en
comparacion con los que reciben este alimento, sumado al nicho ecologico de origen el
cual representa 4.62 veces, mas riesgo, de ser positivos a brucelas rugosas en

comparacién con los que no pertenecen a este grupo poblacional (cuadro 7).
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Respecto a los porcentajes en la poblacién total, de caninos que resultaron
positivos, para el antigeno liso con la prueba de aglutinacion en placa, se tienen los
siguientes resultados: en el Grupo I 0.91 %, en el Grupo II 3.01 % y en el Grupo III
26.66 %. Los resultados finales con la prueba de aglutinacion, utilizando 2 mercapto-
etanol, en los diferentes grupos es muy similar a lo reportado a nivel mundial (Germano et
al., 1987; Cortes et al.,1988; Taylor y Perdue, 1989; Delgado y Centorbi, 1990; Thanappa
et al., 1990; Feitosa et al., 1991, Katami et al., 1991; Mateu y Martin, 1993; Ahmad y
Munir, 1995; Liu-Dao Xin et al., 1996). La respuesta al antigeno liso, reportada es del
1.99 % en los perros caseros (Mateu y Martin, 1993), en este trabajo en los perros urbanos
( Grupo I ) fue de 0.91 %, en los callejeros alcanza el 9.24 % (Cortes et al.,1988; Mateu y
Martin, 1993) en este informe los resultados para los perros callejeros (Grupo II
semiurbanos ) es de 3.01% y se reporta hasta un 37 % en los perros de granja (Delgado y
C‘ei)torbi? 1990; Tian et al., 1990, Srinivasan et al., 1992; Medeiros, 1995; Talebkan et al.,

'”1‘99'7).y en esta muestra para los perros de establo (Grupo III ) se obtuvo el 26.66 %
" (cuadro 2 y 3).

Respecto al uso de la prueba de aglutinacion en placa, agregando 2 mercaptoetanol,
para la deteccion de anticuerpos contra Brucella lisa (B. abortus) en caninos, Mateu
(1993) y Tian (1990) la utilizaron para realizar sus estudios en perros y la consideraron de
buena confiabilidad al compararla con otras pruebas de diagndstico. El valor de corte
empleado para los sueros fue también de 1/25, siguiendo el mismo lineamiento que para
el antigeno rugoso, de los sueros positivos en este trabajo solo uno present6 una

aglutinacién de 1/50, el resto de los sueros presenté valores de 1/100 o mas.

Los caninos del Grupo 1II son perros que se encuentran libres dentro de su habitat
con la finalidad de que cumplan con sus labores de guardia y pastoreo, aunque es muy

comun que estos perros pasen de un establo a otro en ocasiones sin ninguna vigilancia.
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Tanto en el grupo 11 y III el contacto con otros caninos para establecer dominios de
territorio, jerarquias y apareamientos, ocurre sin control, lo que favorece el contagio y/o

diseminacion no solo de Brucella, sino de casi cualquier otra enfermedad..

Algunos de los caninos del Grupo III son alimentados con alimento comercial, sin
embargo, se encuentran mas expuestos al consumo de leche sin pasteurizar y derivados de
ésta, ya que se encuentra en el lugar donde se originan dichos insumos, asi mismo debido
a su comportamiento y el espacio que habitan, son capaces de alimentarse de fetos
abortados y placentas, esto al parecer es lo que induce que tengan 25.89 veces mas riesgo
de ser positivos a brucelas lisas en comparacién con los que no consumen este tipo de
productos, aunado al nicho ecolégico de origen el cual representa 11.73 veces, mas
riesgo, de ser positivos a brucelas lisas en comparacion con los que no pertenecen a este

grupo poblacional (cuadro 8).

En el Grupo 111 la infeccién por Brucella adquiere primordial importancia, ya que
las estructuras y envolturas ,producto del aborto, pueden ser obtenidas en un establo y ser
acarreadas a otro, distante 0 no, pero que implican, en caso de estar infectadas con
Brucella, el traslado y diseminacion de la enfermedad, convirtiéndose el perro en portador

y diseminador de la enfermedad.

Con la prueba de inmunotransferencia (Western Blot) el reconocimiento por los
sueros, de las proteinas fraccionadas de B. abortus y B. canis, aumenta la confiabilidad a
los resultados de las pruebas de placa, aunque el reconocimiento fue muy bajo para
algunas de ellas y en algunos casos los sueros negativos también reconocieron algunas de
estas proteinas. Se demostraron proteinas de peso molecular semejante en el

fraccionamiento de B. abortus y B. canis, sin embargo en todos los casos sus respuestas al
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reconocimiento por los sueros fueron distintas, lo que sugiere que no eran las mismas
proteinas, aunque si tenian pesos moleculares muy cercanos y corrieron en forma similar
en el gel, o bien la exposicion de la proteina en las bacterias lisas y rugosas es diferente y
expresa diferente inmunogenicidad. Los antigenos de origen rugoso fueron mas
reconocidos, incluso por los sueros positivos a antigenos lisos y a su vez los sueros
positivos a antigenos rugosos reconocieron mayor nimero de proteinas y en mayor

proporcién que los positivos a antigenos lisos, aun al enfrentarlos con las proteinas de

origen liso.

Hay proteinas que solo estan presentes en una de las bacterias y proteinas que se
encuentran en ambas. En el caso de las primeras las proteinas 63 kDa, 109 kDa, 120 kDa,
140 kDa y 149 kDa solo estan presentes en la bacteria lisa y son reconocidas por una o
varias categorias. La proteina 63 kDa y 140 kDa son las mas reconocidas en este caso, sin
embargo son identificadas mayoritariamente por los perros de la categoria R, los cuales

son positivos al antigeno rugoso en la prueba de 2 mercapto-etanol.

Respecto a las proteinas que sélo estidn presentes en la bacteria rugosa, se
encuentran la 12 kDa, 18 kDa, 31 kDa, 37 kDa, 46 kDa, 52 kDa, 65 kDa, 70 kDa, 72 kDa,
98 kDa, 112 kDa, 132 kDa, 150 kDa y 169 kDa. Cabe destacar que las proteinas 18 kDa,
31 kDa, 46 kDa y 52 kDa tienen un alto reconocimiento por los sueros de la categoria R
que son positivos al antigeno rugoso en la prueba de 2 mercapto-etanol. Las proteinas
18 kDa, 31 kDa y 46 kDa son altamente reconocidas y pudiera ser motivo de estudio si se
confirmara que alguna de estas es caracteristica de brucelas rugosas. En relacién a las
proteinas 52 kDa y 37 kDa no son reconocidas en ningin caso por la categoria L
(positivos al antigeno liso) y aunque la 52 kDa es reconocida por dos de los sueros

negativos, estos no pertenecen al grupo rural, lo cual es de llamar la atencion.
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De las proteinas que se encuentran presentes en ambas bacterias requiere especial
mencion la proteina 48 kDa presente, reconocida solo por sueros reactores al antigeno
liso, pertenecientes a la categoria B (positivos al antigeno liso) y no es reconocida por
ninguna de las otras categorias ni por los negativos. Las proteinas 25 kDa, 43 kDa,
57 kDa y 77 kDa son reconocidas en ambas bacterias. Aqui lo importante es mencionar
que los sueros negativos no las reconocen en ninguno de los casos, tal parece que estas

proteinas son antigenos comunes para ambas bacterias B. canis y B. abortus.

Finalmente las proteinas 10 kDa, 14 kDa, 16 kDa, 19 kDa, 84 kDa, y 92 kDa son
reconocidas por las diferentes categorfas, al enfrentarlos tanto al antigeno liso como

rugoso, lo que podria sugerir proteinas no especificas o bien una respuesta cruzada con

otras bacterias.

Las proteinas con aito reconocimiento fueron marcadas con asterisco (*) en el
cuadro 13, de éstas, la proteina 48 kDa aunque presente en las dos bacterias unicamente
es reconocida por los sueros de la categoria L (perros del grupo III , nicho ecolégico
rural); la proteina 18 kDa y 31 kDa presentes s6lo en B. canis y con alto reconocimiento
por los sueros de la categoria R; las proteinas 16 kDa, 57 kDa y 84 kDa presentes en
ambas bacterias pero con mayor reconocimiento por la categoria R, al presentarse en B.
abortus, la proteina 19 kDa y 77 kDa presentes en ambas bacterias pero con mayor
reconocimiento al presentarse en B. canis y finalmente las proteinas 14 kDa y 25 kDa

presente en ambas bacterias y con alto reconocimiento en ambas.
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CONCLUSIONES

El nicho ecolégico en el que se desarrolla un canino influye en la especie de

Brucella con la que se puede infectar.

Los perros que conviven con bovinos tienen mayor probabilidad de infectarse por
brucelas lisas que aquellos que no estan en contacto con ellos y estos caninos
deberan considerarse en el establecimiento de los programas de control de la

brucelosis bovina.

. Los perros que se encuentran libres en ]as‘zonas suburbanas tienen mayor riesgo de
infectarse por brucelas rugosas que aquellos que habitan en otro medio, de igual
manera presentan una mayor prevalencia a brucelas lisas que los perros del area
urbana, lo que puede representar un riesgo para los animales productivos y la

poblacién humana.

. Se observo respuesta cruzada en los sueros positivos de los perros con los

antigenos de Brucella canis y Brucella abortus.

. Las proteinas de peso molecular 12 kDa, 18 kDa, 31 kDa, 37 kDa, 46 kDa,
52 kDa, 65 kDa, 70 kDa, 72 kDa, 98 kDa, 112 kDa, 132 kDa, 150 kDa y 169 kDa,
solo se presentaron en los corrimientos de Brucella canis, sin embargo los sueros
de caninos reactores a brucelas rugosas responden con mayor intensidad

particularmente con las proteinas de 18 kDa y 31 kDa.
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