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RESUMEN

RODRIGUEZ SANGHEZ, MARtA CRISTINA, Estandarizaciéon de un antigeno de
Brucella canis M(-) para el diagnéstico de brucelosis canina por medio de la
prueba de aglutinacién en placa (bajo la direccién de Francisco Sudrez G. y
Leland E. Carmichael).

La brucelosis canina es una enfermedad que usualmente termina la vida
reproductiva del macho y es una importante causa de aborto en las hembras.
El diagnéstico definitivo de la enfermedad se realiza mediante el
aislamiento del microorganismo en el laboratorio, sin embargo, se han
desarrollado pruebas utiles para identificar animales infectados, Estas son
consideradas como tamiz, se crealizan con diferentes antigenos, ya sea
celulares, de extractos de pared celular o citoplasma, De entre ellos el
antigeno celular elaborado con una varfante M{-) de la cepa de Brucella
canis RM6/66 ha demostrado ser particularmente sensible y especifico, ya que
reduce el indice de falsos positivos y a través de la Prueba de
Aglutinacién Rdpida en Pllt'aca con 2 Hercapto-etanol (PARP con 2ME) se puede
raalizar un adecuado diagnéstico pre§untivo de la infeccion y asi determinar
a los animales que deberdn ser rastreados por métodos bacteriolégicos para
hacer un diagnéstico definitive. EL propésito de este trabajo fue
estandarizar las condiciones de produccién del antigeno celular elaborado
con la variante M{-) de la cepa Brucella canis RM3/66, con el fin de usarlo
con la PARP con 2ME para considerarlo como prueba tamiz de r_aﬁetem:ia en
México, EL antigeno producido en el laboratorio de Microbiologia e
Inmunoclogia de la FMVZ UNAM con la cepa M(~) de Brucella canis mos.tré un
comportamiento similar al obtenido con el antigeno producidq en 1987 por
Carmichael y Joubert al ser probado con sueres controles negativos,

positives y falsos positivos,



INTRODUCCION

La brucelosis canina es una enfermedad con caracteristicas
clinicas y patolégicas diversas de entre las cuales destacan la
infertilidad, epididimitis y atrofia testicular en machos y el
aborto en hembras o el nacimiento de cachorros débiles (9).

En la década de los aflos 60 en los Estados Unidos de
Norteamérica, se observd un aunento en el nimero de abortos
principalmente en perreras comerciales tecnificadas (3), el origen
de estos abortos sé.asocié a un bacilo Gram negativo, el cual fue
caracterizado en sus propiedades bioquimicas y clasificado dentro
dJel género B;ucella denominadndose la especie canis para dicho
agente etiolégico(4), por ser diferente a las especies denominadas
cldsicas (abortus, melitensis y suis). Las propiedades bioquimicas
de B. canis son similares a las de B8, suls, pero al igual que B.
ovig nunca ha sido observada en su fase lisa (L) y fue designada
rugosa (R), ya que carece de las cadenas laterales O en el
Lipopolisacadrido (LPS) de la membrana externa (5).

La enfermedad ha sido diagnosticada en diversas paries del
mundo, siendo los informes mis frecuentes en Estados Unidos, Japén
Alemania, Brasil, Checoslovaquia, Madagascar; 'Argentiné_ y México
(9), Se considera que los findices mis altos de ser&prevalencia

parecen ocurrir en México, Centro y Sudamérica (10).



Para el diagndstico de la brucelosis canina se han utilizado
pruebas serolégicas de 1la misma forma que para diagnosticar
brucelosis en otras especies animales,

Tres pruebas utilizadas cominmente en el serodiagnéstico de la
enfermedad son:

1) Prueba de Aglutinacién Répida en Placa (PARP) (6).

2) Prueba de Aglutinacién en Tubo (PAT).

3) Prueba de Aglutinacién en Tubo con 2 Mercapto-etanol (PAT
con 2ME) (7).

Ain cuando muchas de las investigaciones han sido orientadas
al desarrollo de antigenos que al ser utilizados en las pruebas
mencionadas muestren una' mayor sensibilidad y especificidaé, no
existe hasta el momento un procedimiento ni un antigeno estandar,
por lo que la metodologia y los resultados pueden variar entre
laboratorios (13).

Bxisten algunos factores que dificultan el hecho de que un
solo méfodo seroldgico sea suficiente para realizar dicho
diagnéstico, de entre estos factores destaca la naturaleza rugesa
de los antigenos de suparficig de Brucella canis, lo cual impide la
purificacién de un antigeno altamente especifico.

Se debe considerar que durante el curso de la enfermedad, el
microorganismo puede permanecer alojado en epididimo o préstatabsin
provocar una respuesta seroldgicamente detectable, asimismo se han
demostrado reacciones cruzadas con antigenos de otras bacterias
(3},

Las investigaciones realizadas con las diferentes pruebas

serodiagnésticas desaxrolladas han servido de apoyo paxa detectar a



los animales que podrian estar actuando como reservorios y por
tanta de ser sujetos andlisis bactericldgices, ya que hasta el
momenta el aislamiento del microorganismo es considerado como el
Unico método para el diagnéstico definitivo de la infeccidn (3).

De los procedimientos serolégicos menclonados, en México se
utiliza la PARP con antigeno de Brucella canis con fines
diagndstices sblo en algunos laboratorios tales como Microbiologla
de la FMV2 UNAM, el CENID-Microbiologia y algin laboratorio de la
industria privada, por lo que su difusién es limitada, mientras que
en los BEstados Unidos de Norteamérica se puede conseguir
comercialmente la PARP que utiliza antigeno de B, ovis' , siendo mau
amplic su uso.

La informacidn epideminlégica scbre la enfermedad es reducida
en México, Flores-Castrc y Segura en el afo de 1975 encontra.ron. una
seroprevalencia del 28% en 500 muestras de perros callejeros en el
Distrito Federal (10).

La importancia de 1la sarxologia en perres con problemss
reproductivos se manifiesta en el trabajo de Brisedo ¢
colaboradores en el afio de 1980, en donde también se sugiare que la
prueba debe realizarse preferentemente con antigenos elaborados con
Brucella canis (2).

' Cabe sefialar la importancia de la enfermedad desde ell punto de
vista de salud piblica, auin cuando los informes de infeccidn en el
hombré soh escasos. Bl médico veterinario debe estar alerta de la
posibilidad de contagio que existe e’n el manejo de animaleg clinica

o serolégicamente sospechosos de estar infectados.

* Pitinan Moore, Inc., Washington Crossing, N.J. 80560



La necesidad de informacién y solicitudes de diagnéstico de la
enfermedad son cada dia mads abundantes, sobre todo por criadores de
razas puras, por lo que se consideré importante el contar con una
prueba confiable y al mismo tiempo accesible que ayude tanto a
obtener mayor informacién sobre la enfermedad desde el punto de
vista epidemiolégico como al control y erradicacién de la misma.

Con la finalidad de ser utilizados en las pruebas mencionadas
se han desarrollado antigenos homotipicos y heterotipicos. Los
antigenos homotipicos se preparan con cepas de B, canis RM6/66
{10), una variante M(-) de esta cepa (12) y la cepa K76-620 (13).
Los antigenos heterotipices se preparan con B. ovis (11).

Burante algin tiempo el diaénéstico de la brucelosis canina se
llevé a cabo mediante la PAT utilizando un antigeno celular
producido con B, canis RMG/66, mediante esta prueba se detectan
altos niveles de anticuerpos relacionados con los periodos de
ibacteremia, lo cual permite realizar el aislamiento bacterioldgico
‘durante esta etapa y obtener el diagnéstico definitivo, sin embargo
el método ofrece desventajas para su uso en el campo, Yya que
‘requ‘iere de diluciones seriadas de los sueres a probar 'y un pe_riodo
de incubacién, ademds la produccién masiva de la cepa mencio_nada es
dificil debido a la tendencia del microorganismo a - acordonarse
después de una incubacién prolongada (12) por lo‘que se desarrollé
un antigeno hetelrotipico con B. ovis utilizando lasr ventajas que
ofrece la similitud antigénica entre ambas especies (13), Este
antigeno es utilizado para PARF y PAT, )

El- uso de B. ovis en la elaboracién de un antigeno celular

disminuye las dificultades de cultive del microorganismo y tedido,
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con rosa de bengala proporciona un método alternative con una mayor
aplicacién clinica. Este método tiene una sensibilidad que va del
90 al 95% , ya que un resultado negativo en la prueba se puede
correlacionar en un alto grado con la ausencia de la infeccidn,
también hay que considerar que es el Unico antigeno en presentacién
comercial que puede conseguirse en los EE.UU. para efectuar pruebas
de campo (12),

Tanto B, canis comoe B. ovis han side utilizados para la
produccién de antigenos de extractos scolubles de menbrana externa
(LPS) y proteicos, los cuales son utilizados para pruebas come la
de Inmunodifusidén en Gel de Agarosa (PIGA) (13), También se
desarrollé una prueba de Ensayo Inmunoenzimatico (ELISA) (14).

La obtencién de los extractos de pared celular se realiza a
partir de cepas tanto de B. canis como de B. ovis mediante los
procedimientos de adicién de sclucién de deoxicolato de sodio o
solueién salina caliente, en ambos casos la actividad antigénica
del extraéto reside en 1la fraccién LPS (13). Los extractos
proteicos de citoplasma se obtienen mediante cﬁﬁcentracién de
células por ultracentrifugacié}n, fraccionamiento de las mismas y
aplicacién de solventes, lo cual da como resultado un extracto
proteico soluble que es utilizado para pruebas de Inmunodifusién en
Gel de Agarosa. La actividad antigénica en este caso esta dada por
polipéptidos, los cuales no son especificos para B. canis ya que
estdn presentes en otras especies del qénero. Brucella, ademas se
presenta siempre algin grado de contaminacién con otras fracciones

antigénicas como LPS (7).

" L.E. Carmichacl. Comunlcacién personal.



La prueba de Inmunoensayo enzimatico (FLISA) se¢ realiza con un
antigeno de pared celular purificado por afinidad mediante colwnnas
inmunoabsorbentes., Esta prueba es considerada especifica, detecta
bajas canptidades de anticuerpos en estados crénices de  la
enfermedad, pero no elimina las reacciones falsas positivas (14).

El uso de antigenos purificados reduce o elimina algunas de
las reacciones inespecificas observadas en las pruebas seroldgicas
incrementando asi la especificidad, pero esto no siempre resulta en
un incremento de la sensibilidad,

Los estudiecs realizados con el antigeno celular elaborado con
la cepa de B, canis RM6/66 M(-) han demostrado que utilizado en la
PARP con 2ME reduce el indice de falscs positives de 50% a 10% (6},
esto representa una veptaja sobre los otros nmétades y antigenos
mencionados. La produccién de este antigeno es técnicamente simple,
ya:que los cultives tienen una menor tendencia a acordonarse o a
autoaglutinar aun después de una incubacién prolongada.

La cepa #. canis RMG6/66 M(-), es una variante seieccionada de
un aislamiento de campo M{+) cultivado en agar glicerol glucosa vy
ha sido estudiada en sus propiedades blolégicas, encontrindose que
presenta patogenicidad reducida (8), también se compararon sus
antigenos de pared celular con los de la cepa tipo RMB/66 M(+),
estudios dopde se encontré que habia diferencias en el numero y
tipo de antigenos presentes, asi como en el tamafo .y carga
eléctrica de los mismos (16).

El objetivo del presente trabajo consistié en: a) realizar la
produccién de un lote de antigepo celular B. canis RM6/66 M(-) bajo

las condiciones de trabajo en las instalaciones del Departamento de



Microbiolegia e Inmunologia de la FMVZ UNAM, b) suspender el
antigeno en solucién amortiguadora de Tris-Maleato 0.9M 3
diferentes pH (7.0, 7.5, B.D,. 8.5, 8.6 y 9.0) y observar su
comportamiento al probarlo con sueros controles negativos vy
positivos y ¢} probar el antigeno suspendido en solucién
amortiguadora de Tris-Maleato 0.4 M a un pH de 8.6 con sueros

controles negativos y falsos positivos.



MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo fue realizado en las instalaciones del
Departamento de Microbiologia e Immunclogia  de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM,

Cepa bacteriana, Se utilizo la cepa de referencia de Brucella
canis RM&/66 M(-), la cual fue donada por el Dr, Leland E.
Carmichael del James A, Baker Institute for Animal Health USA.

Elaboracién del antigeno. Se elaboré un lote de antigeno
conforma a la técnica descrita per Carmichael y Joubert en el afo
de 1987. El procedimiento consiste en cultivar al microorganismo en
botellas de Roux con medio de agar Brucella al 2%, incubar durante
48 hrs., en condicicnes de aerobiosis y colectar la biomasa en
solucién salina fisioldgica. Las células se inactivan por calor en
bafio Maria a 60 C durante una hora, ajustdndose después el paquete
celular a un volumen de 6%. Las células se tifen con rosa de
bengala al 1% durante tcda 1a noche en agitacién magnética a 4 C,
se lavan tres veces por medio de centrifugado y se realiza la
suspensi6én final en solucién amortiguadora de Tris-daleato 0.4 M a
un pH de 7,0 ajusténdose nuevamente el paquete celular a un
volumen de 6%, '

Con el fin de determinar si el pH de la suspensién fiﬁal del
antigeno afecta los resultados de la PARP con 2ME se realizaron 6
alicuotas de 10 ml del antigeno. elaborado, las cuales fueron
suspendidas en solucidn amortiguadora de Tris-Maleato 0.4 M

ajustando el pH a las siguientes concentraciones: 7.0, 7.5, 8.0,
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8.5, 8.6 y 9.0, siendo 7.0 ¢l pH descrito en el procedimiento
original (6). Cada una de las alicuctas fue preobada con la PARP (8)
con 2ME por medio de diluciones dobles de 1:25 hasta 1:400 con 6
sueros controles positives' y 5 negatives’, los cuales fueron
obtenidos del banco de sueros del J.A. Baker Institute for Animal
Health,

El antigeno suspendido en la solucién amortiguadora a un pH de
8.6 fue probado ademids con 16 sueros control falsos positives® que
fueron obtenidos del banco de sueros del J.A. Baker Institute for
Animal Health,

Interpretacién .de resultados. Las pruebas realizadas fueron
interpretadas mediante observacién en microscopio invertido

anotdndose el grado de aglutinacién conforme al procedimiento

convencional 41, 42, +3 y +4 (1).

T Suero de animales SPF infectados experimentalmente.
? Suero de animales SPF.
* Sucros de aninuales de campo.



RESULTADOS

Los resultados obtenidos en la prueta de Aglutinacién Rapida
en Placa con 2Mercapto-stanol utilizando el antigeno de Brucella
canis RM6/66 M{~) fueron los siguientes :

Sueros controles negativos. Las pruebas realizadas con los 5
sueros fueron negativas en todos los casos.

Sueros controles positives., Los resultados obtenidos en las
pruecbas realizadas a & sueros controles positivos utilizando las
alicuotas del antigeno suspendidas en solucién amortiguadora de
Tris-Haleato 0.4 M a diferentes pH sefalan que el antigeno es capaw
de mostrar una adecuada aglutinacidén en tcdas las diluciones
probadas, por lo que'en todes les casos el resultade de la prueba
es. positivo, En este caso se considerd que la presentacién mas
deseable del antigeno es aquella que no presenta grumos en la
suspensién, lo cual fue adecuado en el pH de 8.6,

Los resultados obtenidos en las pruebas realizadas con 16
sueros falsos positives utilizando el antigens suspendide en
solueidn amortiguadora de Tris- Maleato 0.4 M a un pH de 8.6, se
presentan en el cuadro 1, el cual nos muestra de manera general que
el titulo de aglutinacién se considera menor cuando Lla prusba se
realiza haciendo un breve tratamiento al suero con 2Mercapto-etanol

antes de ‘adicionar el antigeno.



CUADRO 1.

SUEROS CONTROL FALSO POSITIVOS.
AGLUTINACION CON EL ANTIGENO B. canis RM6-66 M(-) E
SUSPENSION DE. SOLUCION AMORTIGUADORA DE TRIS-MALEATO 0.4 M
A UN pH DE 8.6 CON Y SIN 2-ME

Suero No.  Titulo con 2-ME Titulo sin 2-ME
5972 negativo 1:25
6187 1:50 1:50
6068 1:2§ 1:200
5827 1:25 [:100
5990 1:25 1:50
5726 1:25 1:100
6170 1:2§ 1:400
FP89 1:25 1:100
6171 negativo 1:200
6157 negativo negativo
5723 1:25 ‘1:400
5956 negativo 1:25
5999 1:50 1:200
5824 negativo 125
6033 1:100 1:400
6049 1:400 1:400




DISCUSION

Los raesultados obtenidos en las pruebas realizadas con al
antigeno elaborado en México nos indican qué se comporta de manera
similar al producido por Carmichasl y Joubert en USA (6). Fl
antigeno no aglutiné con ninguno de los suercs controles negativos,
esto es mantiene la utilidad de la prueba para detectar animales no
infectados, de la misma manera que lo hace la PARP con 2ME con
antigeno de Brucella ovis, por lo que ambos antigenos podrian ser
utilizados para pruebas de rastreo en criaderos donde previamente
se ha diagnosticado la infeccidén por métodos bacteriolégices (7).
En el .caso de las pruebas realizadas con los sueros controles
positivos se observé aglutinacidn en tedas las diluciones probadas,
deéde 1:25 hasta 1:400, lo cual es similar a los resultados
obtenidos por Carmichael y Joubert en el estudie compﬁrativo entre
el antigeno de B, ovis y el de B. canis M(-) en 1987, por lo que se
congidera que el antigeno es 1itil para la deteccidn de animales.
positivos.,

Cinco de los sueros falsos positivos probades, se revelaron
como negatives, lo cual podria deberze a la eliminacién deb
aglutininas no especificas por efecto del Z2Mercapto-etancl, pero
también podria deberse a una mayor especificidad del aﬁtigeno, lo
que tendrd que ser demostrado a través de un estudio serolégico
posteriorQ v

Los diferantes pH de la solucidn . amortiguadora de Tris-

Maleato 0.4 M fueron probados para determinar si existe algin
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efecto que pueda interferir con la interpretacién de la prueba, En
la elaboracién de lotes de este dantigeno en Estados Unides por
parte de Carmichael y colaboraderes se ha determinado que un pi
bajo en la solucién amortiguadora de la suspensién final puede ser
causa de autoaglutinacién del antigeno. También se aetermind  que
esta autoaglutinacién es mas marcada en pH pcr debajo de 6.2 y que
no ocurre hasta que se adiciona suerc al realizar la prueba.

En el caso del antigeno elaborado con B, ovis también se
observd que cuando el pH de la solucién amortiguadora de 1la
sugpensién final era por arriba de 7.4 habia formacién de grumos
(11). '

Al desarrollarse el antigeno con la cepa M(-) se mantuvo el pH
de la solucidn amortiguadora para la suspensién final entre 7.0 y
7.4, de la misma manera que se describe el métcdo de claboracidédn
del antfgeno de B, ovis, sin embargo las caracteristicas biolégicas
y antigénicas de la cepa M(-) son diferentes, por ejemplo, al
compararla con la cepa M{+) se encontré que la cepa M(-) es mencs
hidréfoba, lo cual podria esplicar que al usar cepa con un pH
inferior a 8.6 se pueda observar ccasicnalmente la formacién de
grumos, se debe sefalar que la presencia de estes grumos no es
constante y que se presenta espontdneamente, este efecto se elimina
cuando el pH es de 8.6 a 8.9, ‘

También se debe tomar en cuenta que la cepa de B. canis M(-~)
se considera de patogenicidad reducida, le cual es deseable én una
cepa gque Se usard para upa propagacién masiva en:condiciones de
laboratorio, debido a que representa un riesgo menor -en su

manipulacién por parte del personal.
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Existe un antigeno elaborado en México con la cepa M(+) el
cual se suspende en una solucién amortiguadora de carbonatos con un
pH de 8.9, (14), sin embargo el pH de las soluciones de carbonatos
no es estable debido a que absorben CO: atmosférico’ , por lo que es
pocoe probable que el pH se mantenga en un antigeno de trabajo que
se guarda en refrigeracién por periodos de tiempo indefinidos.

Las investigaciones realizadas desde el reconocimiento de la
enfermedad en el afo de 1966 (2) han sido orientadas por una parte
a determinar todas las caracteristicas clinicas, patoldgicas vy
epidemiolégicas de la enfermedad, por otro lado al estudio profundo
del agente etiocldgico, pero también se apreclan importantes
esfuerzos para desarrollar un método serolégico que pueda
considerarse como prueba de referencia, debido a que el diagndstico
definitivo de la enfermedad por el método bacteriolégicé siempre
ofrecerd limitaciones para su realizaciéon en cuanto a
disponibilidad, recursos y costo de los andlisis.

En el caso de la brucelosis canina como en el de muchas otras
enfermedades infecciosas de los animales, las pruebas seroldgicas
constituyen un elemento de apoyo importante para el diagnéstico.
Algunas de estas pruebas ofrecen ventajas sobre otras debido a
factores técnicos para la elaboracién de los antigenos requeridos,
pero también de manera relevante a que puedan llevarse a cabo a
nivel de campo a través de métodos sencillos de realizarb e
interpretar. .

Todas las pruebas desarrolladas para el diagndstico serolégico

de 1la brucelosis canina tienen en mayor o menor grado un margen de

" L. Carmichacl. Comunicacién personal,
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error, en ellas el mayor problema son las reacciones falsas
positivas (6), se ha determinado que las reacciones cruzadas se
deben a la relacién antigénica entre Brucella canis con otras
bacterias, algunas de ellas pertenecientes al mismo género como en
el caso de B. ovis, B. abortus 45/20, B. abortus cepa lisa y otras
no relacionadas como cepas mucoides de Pseudomonas aeruginosa y
Staphylococcus spp, cepas de Bordetella bronchiseptica,
Actinobacillus equuli, Acinetobacter calcoaceticus y Fseudomonas
‘IIK-type L' (6),

La elecciébn del antigeno celular B. canis RM6/6G6 M(-) se basa
en el hecho de que este antigeno utilizado mediante la PARP ha
demostrado que reduce el indice de vresultades falsos positives al
ser comparado con el antigeno que utiliza E. cvis, sin embargo a 1la
fecha no se ha comparado objetivamente con circs métodes.

los intentos para purificar un antigeno especifico para B.
canis no han sido del todo satisfactorios ya que con los métodos
utilizados se obtienen siempre determinantes antigéniecos que no son
exclusivos del microorganismo, por lo que no reducen las reacciones
falsas positivas,

El procedimiento de produccién del antigeno con la cepa M(-)
e3 mucho mas simple que el de los extractos de pared celular o
proteicos, por lo que la estandarizacidén en su produccidn es més
accesible aun para aquellos laboratorios con recursos iimitados.

El diagnéstico dé la brucelosis canina es una solicitud cada
vez mas frecuente en los laboratorios de diagndstico veterinarios

en México, por lo que existe la necesidad de contar con un método
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sencillo para detectar animales infectados con B. canis, sefialando
a los que deban ser analizades per métodos bactericlégicos.

La enfermedad es importante tanto para los animales como para
el humano, hay que resaltar el riesgo potencial que egiste para el
médico veterinario en el manejo de animales infectados debido al

poco control de la enfermedad en las poblaciones caninas de México.



CONCLUSIONES

La cepa RM6/66 es adecuada para la preparacién del antigeno
celular bajo las condiciones de trabajo en México,

No hay diferencias cualitativas en los resultados obtenidoes
con los antigenos suspendidos en diferentes pH y que fueron

probados con sueres control positives. Sin embarge en el pH

originalmente recomendado de 7.0 a 7.4 se 1llega a observar
ocasionalmente la formacién de grumos, lo cual puede interferir en
la observacién microscépica durante la interpretacién de la prueba,
es por ello gue se considera mas adecuado realizar la suspension
final del antigeno en la snlucidn amortiguadora con pl de 8.6 donde
ya no se observa el problema,

El antigeno elaborado en México con la cepa B. canis RME/66
M{-) demostrd una adecuada aglutinacién macroscépica al ser probado
con los sueros control positives., Esto es una caracteristica
deseable en este tipo de pruebas.

La prueba de aglutinacién Répida en Placa (PARP) con el
antigeno de B, canis RM6/66 M(~) elaborado en México debe
realizarse adicionando al suero 2Mercapto~etanol,

Es necesario realizar en Méxzico un estudio que determine la

sensibilidad y especificidad de este antigeno, mediante un muestreo

serolégico y un rastreo bacteriolégico de los animales.
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