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RESUMEN

GONZALEZ GUERRERO ADRIANA MARCELA. Comparacién de las pruebas de
ELISA Indirecta, Inmunodifusién doble y Aglutinacion rapida en placa para el
diagnostico de brucelosis canina (bajo la direccion de: Dr. Francisco Suarez

Guemes y Dra. Erika Gabriela Palomares Resendiz).

La brucelosis canina es una enfermedad infectocontagiosa causada por Brucella
canis, especie rugosa del género Brucella. Esta enfermedad se caracteriza por

provocar epididimitis, orquitis, fibrosis testicular y abortos.

El diagndstico definitivo es el aislamiento de B. canis; sin embargo, existen
pruebas seroldgicas consideradas de tamiz, tales como la aglutinacion rapida en
placa, inmunodifusién doble y la ELISA-Indirecta. De éstas solo la aglutinacién
rapida en placa es la que actualmente se ofrece en los laboratorios de diagndstico

en nuestro pais.

El objetivo del presente trabajo fue desarrollar una ELISA-Indirecta (ELISA-I) y
compararla con las pruebas de aglutinacion rapida en placa (RSAT) e
inmunodifusion doble en agar (AGID). La prueba que mostr6 mayor sensibilidad
para detectar los anticuerpos de los animales infectados fue la ELISA-Indirecta
(100%), seguido de aglutinacion rapida en placa (86.4%) y finalmente
inmunodifusion doble (70.4%). En cuanto a especificidad las tres pruebas

mostraron tener un 100%.

Palabras clave: B. canis, brucelosis canina, diagnostico serolégico, ELISA-

Indirecta.
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1. INTRODUCCION

La brucelosis es una enfermedad bacteriana infectocontagiosa de curso agudo o
cronico, causada por bacterias del género Brucella, que afecta a varias especies
de animales domésticos, silvestres e inclusive al humano; dicha infeccion causa,

principalmente, anomalias reproductivas. ("

Hoy en dia, dentro del género Brucella se reconocen 10 especies que se clasifican
por la naturaleza del Lipopolisacarido (LPS) en especies de fenotipo liso y rugoso,
grado de patogenicidad y por su hospedero preferente, aunque la mayoria de las
especies pueden afectar a mas de una especie animal. Las especies de fenotipo
liso tienen el LPS completo y son: B. abortus que afecta principalmente a bovinos,
B. suis a cerdos, B. melitensis a caprinos, B. neotomae a la rata del desierto, B.
pinnipedialis a pinnipedos (lobos y leones marinos, focas, elefantes marinos y
morsas), B. ceti a cetaceos (ballenas, delfines y orcas), B. microti al raton de
montafia y B. inopinata que fue aislada en 2010 de una infeccion de un implante
mamario. Mientras que las especies con LPS de fenotipo rugoso por carecer de la

cadena O; tnicamente son B. ovis que afecta a ovinos y B. canis a perros. ¢

En nuestro pais los laboratorios certificados que ofrecen el diagndstico de la
brucelosis canina son la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM
y en el CENID-Microbiologia del INIFAP (SAGARPA), donde se realizan RSAT y el
aislamiento bacterioldgico. La falta de antigenos comerciales y de estandarizacién
de las pruebas limita la disponibilidad del diagnéstico en laboratorios veterinarios.

La cepa de B. canis con la que se elabora el antigeno es de la cepa Mucoide
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negativo (M-) RM6/66, que tiene la desventaja de perder su caracteristica
fenotipica rapidamente si no se cultiva con extremo cuidado, revirtiendo en una
cepa mucoide que hace dificil la elaboracién del antigeno ya que inclusive puede
autoaglutinar, lo cual disminuye la sensibilidad de la prueba y aumenta la
probabilidad de dar un resultado falso positivo. Esto aunado a la poca

disponibilidad de semilla maestra para la elaboracion del antl'geno.(‘”

Por poner un ejemplo, el laboratorio de diagndstico bacteriolégico de la FMVZ-
UNAM recibié 520 casos en el lapso de enero de 2009 y hasta agosto de 2013,
con un promedio de 104 casos por ano. Desafortunadamente, el laboratorio de
diagnostico bacteriolégico ha elaborado recientemente su ultimo lote de antigeno,
debido a que su semilla de la cepa B. canis (M-), originalmente donada por Dr.
Leland Carmichael esta por terminarse, lo cual hace necesario la implementacion
de pruebas diagnésticas diferentes o bien la utilizacion de otras cepas diferentes

de la RM6/66 (M-). ©

1.1 ETIOLOGIA

Brucella canis es un cocobacilo Gram negativo, que mide 0.5-0.7 ym de ancho por
0.6-1.5 uym de largo; se presentan individualmente o escasamente en pares,
cadenas cortas o en pequefos racimos al observarlas en un frotis. Son carentes
de céapsula, flagelos, no forma esporas y su metabolismo es aerobio. Es una

bacteria intracelular facultativa. "
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1.2 TRANSMISION

La forma mas comun de transmision es por la via oral. La menos frecuente, pero
posible es la via genital, contacto con liquido seminal o descargas vaginales de

animales infectados y mediante el coito ©.

La bacteria también puede ser contagiada por la via conjuntival o por contacto de
cualquier membrana mucosa con fluidos vaginales de hembras infectadas durante
el estro, parto o después del aborto donde se han encontrado concentraciones
bacterianas de mas de 10" UFC/mI. Se ha demostrado que la dosis infectiva oral

minima en perros es de 10°, y la conjuntival de 10*. "

El liquido seminal es una fuente de infeccion muy importante, ya que la infeccion
en los perros machos se aloja en la prostata y el epididimo, principalmente . En
la orina se llega a excretar una cantidad de 103-10° bacterias/ml, esta via de
eliminacion es la mas importante ya que B. canis permanece en la préstata y la
orina arrastra las bacterias, con la consecuente dispersion al medioambiente M A
pesar de que en leche se libera una gran cantidad de bacterias, se considera que
no es significativa durante la infeccion debido a que las crias se infectan dentro del

utero o al momento de pasar por el canal de parto.

Se han aislado pequenas cantidades de B. canis en saliva, heces, secreciones
nasales y oculares; por lo que se consideran de poca importancia como fuente de

infeccion.®
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1.3 PATOGENIA

Las Brucella spp. puede atravesar las membranas mucosas donde son
fagocitadas por macréfagos y otras células fagociticas, las cuales las transportan a
los nddulos linfaticos regionales. Si la infeccidn se did por via oral o conjuntival, las
bacterias se dirigen a los nddulos retrofaringeos, si fue por via genital iran a los
nédulos iliacos e inguinales. Una vez en los linfonodos las bacterias se
multiplicaran causando inflamacion. Dado que la Brucella spp. se ubica
intracelularmente el sistema inmune no puede eliminarla, confiriéndole resistencia

a la terapia convencional con antimicrobianos.®

La respuesta inmune se desarrolla en los siguientes 4 a 7 dias postinfeccion, con

la aparicidn de anticuerpos IgG e IgM (.

Entre la primera y la sexta semana postinfeccién se presenta la bacteremia que
puede persistir de seis hasta 64 meses, esto permite la diseminacion de la
bacteria a otros tejidos como higado, linfonodos, bazo, utero, glandula mamaria,

testiculos, préstata y medula ésea. &%

La afinidad de la bacteria por la placenta y los fetos, en particular los trofoblastos
corioalantoicos, esta correlacionado con la presencia de eritritol. Este azucar
promueve el crecimiento de la Brucella spp in vitro. La proliferacion de la bacteria
en los trofoblastos lleva a la placentitis, la infeccién del feto y al aborto, que

caracteriza a la brucelosis animal (' 12,
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1.4 SIGNOLOGIA

La mayor parte de los perros infectados permanecen asintomaticos. Los hallazgos
a la exploracion clinica en perros con una infeccién temprana o en hembras que
no estan gestantes son inespecificos en la mayoria de los casos, comprenden
fiebre intermitente, adenopatias periféricas, aletargamiento, pérdida de peso y
ligera esplenomegalia. El problema clinico mas frecuente son las alteraciones

reproductivas. & 10

Los abortos suelen producirse entre los 45 y 55 dias de gestacion, seguidos de un
flujo vaginal pardo o gris verdoso persistente. La fertilidad se reduce, puede haber
aparentes fallos de concepcion o muerte fetal precoz 30 a 35 dias después del
apareamiento. Si la gestacion llega a término se puede ver una camada con
cachorros vivos y muertos o disminucién en el tamafio de camada. Los cachorros
que nacen vivos generalmente mueren en el transcurso de horas o dias; los
individuos que sobreviven, al llegar a la madurez sexual presentan

linfadenomegalia generalizada como manifestacion clinica de la enfermedad (1% 19,

Los fetos abortados se observan parcialmente autolisados y presentan lesiones
caracteristicas de una infeccién bacteriana generalizada, tales como edema
subcutaneo, congestion y hemorragia en la region abdominal subcutanea; fluido
peritoneal sero-sanguinolento con infiltracion focal de células linfoides y lesiones

degenerativas en higado, bazo, rifiones e intestino ®

Los machos infectados durante los primeros tres meses suelen presentar orquitis,

epididimitis, prostatitis y dermatitis escrotal favorecida por la constante lamedura.
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La infeccion crénica se asocia con atrofia testicular unilateral o bilateral '3, Al
examen microscopico del eyaculado se observa azoospermia y aglutinacion de los

espermatozoides ©.

La infertilidad en los machos se debe a la proliferacién de B. canis en el epididimo,
a la fagocitosis de espermatozoides y a la fuga extravascular de espermatozoides

fagocitados, que hacen que se formen anticuerpos anti-espermatozoides '?.

Los signos no reproductivos relacionados con la infeccion de B. canis son
discoespondilitis, artritis, osteomielitis, meningitis, encefalitis focal no supurativa y

uveitis ©.
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1.5 DIAGNOSTICO

La enfermedad es dificil de diagnosticar debido a que los animales infectados
frecuentemente parecen clinicamente sanos ocasionando asi dafo en los
criaderos; como consecuencia, la enfermedad se puede diseminar rapidamente
antes de ser detectada, representando un riesgo sanitario tanto para los criadores

como para los propietarios de animales de compariia '%.

La epididimitis, la atrofia testicular, la dermatitis escrotal, la baja calidad del semen
y ocasionalmente la esterilidad son signos importantes para concretar el
diagnostico. También es importante considerar aquellos casos de discoespondilitis
y de uveitis como una probable brucelosis. No hay cambios caracteristicos en la
hematologia, pero en el semen de los machos infectados se pueden presentar

anormalidades entre las 5 y 8 semanas postinfeccion M,

Diagnéstico bacteriolégico

El dnico método que permite establecer un diagndstico definitivo es el aislamiento
y la identificacion de las bacterias. B. canis se puede aislar de exudado vaginal,
fetos abortados, placenta, leche, orina y semen; pero la sangre es la muestra
bacterioldgica por excelencia ya que los perros infectados padecen bacteremias
largas. Lamentablemente el hemocultivo estara condicionado a la presencia de
bacteremia. El aislamiento bacterioloégico es la prueba contundente para
dictaminar un diagndstico definitivo; sin embargo, tiene varias desventajas, una de

ellas es que la bacteremia no es constante y su duracién es variable, lo que hace

10



ADRIANA MARCELA GONZALEZ GUERRERO

necesario hacer hemocultivos repetidos y aun asi puede haber casos con falsos
negativos. El resultado puede tardar de 72 horas hasta nueve dias y se requieren
condiciones de seguridad, equipo, medios de cultivo adecuado y personal
capacitado. Por lo que se hace necesario combinar el diagnostico bacterioldgico

con el seroldgico (1),

Diagnéstico serolégico

Se emplean varios métodos seroldgicos para el diagnéstico de la brucelosis
canina; sin embargo, éstos son poco sensibles durante las primeras cuatro
semanas de infeccion, después los perros mantienen una respuesta alta de

anticuerpos contra los antigenos proteicos y el LPS .

o Aglutinacion rapida en placa con 2B-mercaptoetanol (RSAT con 28ME)

La prueba de aglutinacién rapida en placa con 2BME detecta anticuerpos anti-
Brucella en sueros animales. En la reaccion intervienen anticuerpos aglutinantes
de las clases IgG e IgM. El 2BME rompe los puentes de disulfuro que unen a la
IgM, la cual, es una molécula pentamerica que se encuentra en el suero como
una respuesta temprana; el tratar los sueros con 2BME antes de agregar el
antigeno, aumenta la especificidad y no reduce la sensibilidad. En el caso de la
brucelosis canina el antigeno consta de una suspension de B. canis cepa RM6/66

inactivada por calor, tefida con Rosa de Bengala, concentrado al 6% vy

11
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resuspendida en una solucion tampon que tiene pH alcalino de 8.6 que impide la
aglutinacion inespecifica de las bacterias, contribuyendo asi a la especificidad de
la prueba. La clasificacion de la reaccidn es positiva o negativa segun la presencia

o ausencia de aglutinacién (¢ 17,

o Inmunodifusiéon doble en gel agar (AGID)

En la prueba de inmunodifusion doble, se da la migracién por difusiéon en un
soporte de gel de agarosa al 0.8% del antigeno como los anticuerpos, de modo
que al encontrarse en proporciones optimas, interaccionan produciendo una banda
de precipitado visible. Esta prueba se utiliza principalmente para el diagnostico de
brucelosis ovina, donde se emplea un extracto salino caliente de B. ovis la cual es
una cepa rugosa; aunque ésta sea una buena prueba para diagnosticar la
brucelosis ovina, la sensibilidad y especificidad es variable para la brucelosis
canina. Como una alternativa, en algunos paises se utiliza con un antigeno rugoso

salino con cepas de B. canis." 1®

12
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o ELISA-Indirecta (ELISA-I)

La aplicacion de la Prueba de Enzima Ligada al Sustrato (ELISA) es de utilidad
para la detecciéon de animales infectados con B. canis. El método de la ELISA
tiene como base la reaccidén de los anticuerpos contenidos en el suero sanguineo
con el antigeno unido a la superficie del inmunoadsorbente. Especificamente en la
ELISA Indirecta (ELISA-l) se identifican los anticuerpos contra un antigeno
conocido, empleando una segunda reaccion antigeno-anticuerpo (Ag-Ac) con una
anti-inmunoglobulina conjugada con una enzima peroxidasa que se unen a la
unién del antigeno-anticuerpo, posteriormente se agrega un sustrato que es
utilizado por la enzima, lo que provoca coloracién, que es cuantificada mediante la

lectura con un espectrofotometro (1.

13
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1.6 TRATAMIENTO

Actualmente no existe ningun tratamiento eficaz debido a la localizacion
intracelular de B. canis, los antibiéticos no pueden actuar de forma efectiva. Varios
antimicrobianos han sido probados solos o0 en sinergia y ninguno ha logrado ser
100% eficaz, sin embargo, siempre se recomienda utilizar dos antimicrobianos que

logren controlar la bacteremia ©.

El mejor tratamiento inicial es la enrofloxacina a una dosis de 10-15 mg/kg por via
oral, cada 12 h durante tres semanas, después de este periodo el tratamiento se
suspende tres semanas; y se repite hasta tres veces mas, aunado a la aplicacion

de minociclina a dosis de 12.5 mg/kg via oral, cada 12 h durante 14 a 21 dias (10),

Otra alternativa es la administracion de tetraciclina a dosis de 30 mg/kg por via
oral durante 28 dias y estreptomicina a dosis de 20 mg/kg intravenosa durante 14

dias @,

Ademas de la terapia antimicrobiana se recomienda castrar a los animales para
evitar las descargas vaginales y la presencia de bacterias en el semen e impedir
que continuen diseminando el microorganismo. Los machos castrados siguen
eliminando la bacteria,ya que ésta permanece en la prostata y es arrastrada por la

orina (19,

Los cultivos y las pruebas serolégicas deben repetirse dos meses después del

tratamiento (1%

14
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1.7 PREVENCION Y CONTROL

Aunque no se han descrito las reglas exactas para prevenir el contagio de esta
enfermedad, se deben establecer medidas de bioseguridad para evitar que entre

en los criaderos.

Si auin no se ha presentado el brote ¥

a. No existe una vacuna disponible, la prevencion de la enfermedad radica en
evitar la exposicion a la bacteria.

b. Monitorear constantemente mediante pruebas serologicas.

c. Los criadores solo deben cruzar sus perros con animales probados
negativos a B. canis.

d. Una vez confirmada la infeccion en un individuo o dentro de un criadero, se
debe sacrificar a los animales con hemocultivo positivo.

e. Cuarentenar a los perros nuevos y mantenerlos aislados hasta comprobar
la negatividad de dos pruebas seroldgicas con un mes de diferencia.

f. Remover la materia organica y desinfectar frecuentemente. Tabla 1 (19,

Si ya se ha presentado el brote de brucelosis canina:

a. Eliminar a todos los animales infectados del programa de cria, vy
prioritariamente del criadero.

b. Los productos del aborto deben ser incinerados o enterrados a una
profundidad minima de 1.5 metros y cubiertos con una capa de cal.

c. Remover la materia organica y desinfectar frecuentemente. Tabla 1 (19),
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d. Si se trata de mascotas, deben ser castrados y advertir a los propietarios

del incierto resultado del tratamiento, las consecuencias de mantener

animales infectados y su potencial zoonético '?.

Desinfectante Concentracion Temperatura Tiempo de
de la solucion de la solucion | exposicion

Solucién de hipoclorito de 2.5% 20°C 1h
sodio o hipoclorito de calcio
Solucién de sosa caustica 2% 70-80°C 3h
Suspension de cal recién 15% Ambiente 1h
apagada
Emulsion de creolina 5% 60-70°C 1h
Solucion de fenol 1% 37°C 15 min

Tabla 1. Desinfectantes recomendados para eliminar a la Brucella

spp y su forma de aplicacion. (Tomada de la NOM-041-ZO0-1995)
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1.8 SALUD PUBLICA

Esta enfermedad es considerada una zoonosis de tipo ocupacional para las
personas que laboran en criaderos, los médicos veterinarios y el personal de los
laboratorios de diagndstico; sin embargo, también se presenta en propietarios que
tienen un estrecho contacto con las mascotas infectadas. La brucelosis canina se

ha reportado en Argentina, México, Espafia, China, Tunez y otros paises ©.

Aunque es reconocido que B. canis es un agente que infecta perros y seres
humanos, la informacion disponible sobre su prevalencia es limitada “%. En
México se realizd un estudio en pacientes hospitalizados con sintomas
compatibles con la brucelosis a los que se les practico RSAT, finalmente revel6

una prevalencia de 13% de los titulos de anticuerpos V.

La rutina de diagndstico de la brucelosis no incluye B. canis, por lo que la infeccién
por esta especie puede ser mas extensa de lo que se sospecha actualmente. La
técnica seroldgica mas utilizada para la deteccién de anticuerpos para B.canis en

los seres humanos es la prueba de aglutinacién rapida en placa “%.

En general se acepta que la evidencia disponible sugiere una baja incidencia de

brucelosis humana clinica y subclinica, debido a B. canis °.

17
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2. JUSTIFICACION

Hoy en dia la prueba de aglutinacion rapida en placa es la mas utilizada para el
diagnostico de brucelosis canina. Para la elaboracidén del antigeno para RSAT lo
mas comun es utilizar la cepa de referencia de B. canis RM6/66 M-, la cual ha
probado tener una sensibilidad de 60% y especificidad de 100% 2. También se
pueden utilizar otras cepas mucoides, los cuales son elaborados en soluciones

tampon con pH superior a 8 que tratan de evitar su autoaglutinacion.

Por otro lado la desventaja de utilizar la cepa de referencia B. canis RM6/66 M-, es
la posibilidad de que revierta a mucoide por los motivos antes expuestos. Por lo
tanto, es necesario probar otras alternativas diagnosticas tales como la ELISA-I y
la AGID con mayor sensibilidad y especificidad permitiendo una mayor certeza

para el diagnostico.

3. HIPOTESIS

Las pruebas de ELISA-I e inmunodifusién doble tienen sensibilidad y especificidad
igual o mayor a la prueba de aglutinacion en placa que actualmente se utiliza para

el diagnéstico de B. canis.
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4. OBJETIVOS

a. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar una ELISA-Indirecta y compararla con las pruebas de inmunodifusién
doble y la prueba de aglutinacién rapida en placa con la finalidad de establecer

otros métodos diagndsticos para la brucelosis canina.

b. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estandarizar la obtencion de antigenos para las pruebas de ELISA-
Indirecta, inmunodifusion doble y la prueba de aglutinacion en placa; a
partir de una cepa RM6/66 (M-) de B. canis.

2. Estandarizar la ELISA-I a partir de un antigeno crudo sonicado de B.
canis.

3. Determinacion de la sensibilidad y especificidad de ELISA-I, AGID y
RSAT con 2BME con sueros de animales infectados y animales sanos.

4. Detallar los procedimientos y protocolos para la obtencion de los
antigenos y los procedimientos para realizar las pruebas.

5. Comparar la sensibilidad y especificidad de las tres pruebas.
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5. MATERIAL Y METODOS

Sueros de perros

Se utilizaron 19 sueros positivos y 17 sueros negativos procedentes de un trabajo
previo de nuestro grupo de investigacion, como criterio de seleccién para el grupo
de sueros positivos se consideraron que hayan tenido aislamiento bacteriologico
positivo y diagndstico serologico positivo mediante RSAT. Para seleccionar el
grupo de sueros negativos se consideré que fueran animales clinicamente sanos
(sin signos clinicos sugerentes a brucelosis canina; tales como problemas
reproductivos, fiebre, linfadenopatia, etc), diagndstico bacteriolégico negativo y

diagndstico seroldgico negativo mediante RSAT.

Cultivo de B. canis

Se utilizé la cepa de referencia RM6/66 (M-), realizdndose el mismo protocolo de
cultivo para la obtencion de los tres antigenos '®. El cultivo se hizo de acuerdo

con lo descrito por el Dr. Carmichael y colaboradores 3),

Se sembré con la técnica de aislamiento en cultivo puro B. canis RM6/66 (M-) en
agar sangre y se incubo6 a 37°C por 48 h. Antes de iniciar la recoleccién se hizo un

frotis con la tincién de Gram para corroborar la pureza.

Se recolectaron todas las colonias de la placa de agar, y se resuspendieron en 5

ml de SSF (pH 7.4) y fueron homogenizadas hasta obtener una suspension.
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Se inocularon tubos con TSA' inclinado con cinco gotas de la suspension
bacteriana cubriendo totalmente la superficie del agar e incubadas a 37°C por 48
h. Es recomendable sembrar tubos extra para descartar los que reviertan a

mucoides.

Se vertieron lentamente 5 ml de SSF en cada tubo con TSA y con un hisopo se
froté suavemente la superficie del agar. Se colecto la suspension de bacterias y se

transfirid a un tubo estéril para cosechar las células.

Siembra en las botellas de Roux o Blake

Se prepararon las botellas de Roux y Blake" con 100 ml de agar TSA duro (ver
apéndice) que se dejo solidificar a temperatura ambiente toda la noche para que
después se secaran durante un dia a 37°C. Las botellas se destaparon
cuidadosamente con el agar hacia arriba para agregar lentamente por un costado
80 perlas de vidrio de 5 mm de diametro, previamente esterilizadas, sin que éstas
tocaran el agar ya que pueden formar surcos. Se agregaron 2.5 ml de la
suspension bacteriana obtenida de los tubos con TSA sobre las perlas de vidrio
para que con ayuda de éstas, las bacterias se esparcieran sobre la superficie del
agar. Las botellas inoculadas se volvieron a colocar con el agar hacia arriba y se
incubaron a 37°C por 48 h. Las perlas de vidrio permanecieron en la parte ventral

de la botella.

'MCD®
" Pyrex®
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Produccion de B. canis

El crecimiento de B. canis se realizé en el laboratorio de bioseguridad clase Il del
Departamento de Microbiologia e Inmunologia de la Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia UNAM.

Se hicieron tres lavados agregando 5 ml de PBS en las botellas de Roux o Blake
deslizando las perlas de vidrio sobre la superficie del agar para suspender y
recolectar las bacterias en tubos de centrifuga de 50 ml (manteniendo la cosecha
de cada botella por separado). Los lavados se repitieron tres veces para colectar

la mayor cantidad posible de bacterias.

Las perlas de vidrio se recuperaron en un embudo cubierto con gasa estéril. Todo
el material utilizado durante el proceso fue sumergido primeramente en hipoclorito

de sodio al 2% y posteriormente esterilizado (120°C/15 atm/15 min).

Los tubos con la suspension colectada fueron centrifugados a 1700 xg durante 20
min a 4°C, se retird el sobrenadante, la pastilla para el antigeno de ELISA-I y
RSAT se suspendié en PBS, mientras que la pastilla para el antigeno de AGID se
suspendio en SSF. Se realizaron 2 lavados con PBS o SSF y se centrifugaron a

1700 xg durante 20 min a 4°C.

Posteriormente se inactivaron las bacterias destinadas a la produccion del
antigeno para ELISA-l y RSAT en bafo Maria a 90°C durante 1 h, lo cual se
corroboré sembrando 15 pl de cada tubo en placas de TSA e incubando a 37°C
durante 48 h. La cosecha para el Ag de AGID se inactivé por medio de vapor
fluente en autoclave a 100°C durante 20 min.
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RSAT

o Elaboracién del Antigeno para RSAT

Un factor importante durante la produccion del antigeno es la verificacion en cada
pase que se le da a B. canis RM6/66 (M-) de que no revierta a mucoide positivo.

El criterio para evaluar si se torné mucoide es el que se describe a continuacion:

En el cultivo que estaba en agar debia apreciarse una capa uniforme de bacterias,
no debian haber colonias aisladas ni de aspecto brilloso, entonces se determinaba

que seguia siendo M-.

Si el cultivo se encontraba en caldo, la bacteria debid crecer en una suspensién
homogénea. Por el contrario, si la cepa se ha tornado mucoide el cultivo crecia
con grumos o se autoaglutinaba formando grandes hebras. Se centrifugé el caldo
con cultivo a 1700 xg, la pastilla se disolvié con ayuda del vortex. Si las bacterias
se resuspendian homogéneamente y sin formar hebras se determinaba que

seguian siendo M- (19,

El crecimiento de cada botella se mantuvo por separado hasta cerciorarse que las
bacterias conservaban su caracteristica M-, posterior a esto, todas las bacterias se

juntaron en un solo vial.

Se ajustd el paquete de volumen celular (PVC) al 6% por medio de la técnica de

microhematocrito. Se tomdé una muestra de la suspension con un tubo capilar

llenandolo al 75% de su capacidad y se sell6 con plastilina epdxica™ en un

" Plastiloka™
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extremo. Se centrifugd a 10 000 xg durante 5 min en una centrifuga para
microhematocrito". ElI PVC se calculé multiplicando la longitud del paquete celular
por 100 y el resultado se divide entre la longitud del paquete celular y el

sobrenadante .

Para lograr la concentracion celular del 6% se aplico la siguiente formula:

. %PVCi X Vi
f= PVC

Donde Vf es el volumen final de sobrenadante, %PVCi es el porcentaje de PVC

inicial, Vi es el volumen inicial y PVC es el porcentaje de PVC deseado 24),

Posteriormente se centrifugd a 1700 xg y se suspendidé en el volumen que se
obtuvo aplicando la férmula arriba mencionada. Se corrobord por la técnica de
microhematocrito que el PVC se encontraba cercano a 6% (entre 6 y 6.9% es

adecuado) (19

Se tifié el antigeno, agregando 5 cc de Rosa de Bengala' estéril al 1% por cada
100 ml de antigeno concentrado al 6% y se coloc6 en agitacion toda la noche a

4°C @,

Se realizaron varios lavados con PBS para retirar el exceso de colorante, hasta
que el sobrenadante resultd cristalino, los dos ultimos lavados fueron con Buffer
de Tris-Maleato 0.4 M pH 8.6 y se re suspendié usando nuevamente Buffer de

Tris-Maleato 0.4 M. Se verificé el PVC ya que tras la tincién las células tienden a

V' Damon® |IE MB CENTRIFUGE
¥ Sigma®
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deshidratarse, siendo necesario el reajuste del PVC teniendo como rango 6ptimo

del 6 al 6.9% '®. Se cuantificé la concentracién proteica mediante la técnica de

Bradford.

Finalmente el antigeno se fraccion6 en viales de 5 ml, se identifico y almacend en

refrigeracion a 4°C.

o Realizacién de la prueba

Sobre los circulos de la tarjeta visualizadora, o bien en una placa de vidrio
cuadriculada se colocaron 30 pl de cada suero, se mezclaron con 30 pl de 2BME"
0.02 M y se dej6 incubar por 2 min. Después se afiadido una gota de 30 ul del
antigeno tefido con rosa de bengala depositandola junto a la mezcla anterior. Se
mezclé con un palillo desechable, abarcando la superficie del circulo. Se movio
realizando ligeros movimientos circulares de la placa de vidrio o la tarjeta por unos

segundos y se observo al microscopio invertido en el objetivo de 10x.

La reaccion negativa es aquella en la que se aprecid una capa uniforme de

células(ver Figura 1); mientras que la reaccion positiva es aquella que manifiestd

aglutinacién débil o intensa (ver Figura 2) "),

V' Sigma®
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Figura 1. La reaccién negativa de la prueba de RSAT es aquella en la que se

aprecia una capa uniforme de células.

Figura 2. La reaccion positiva de la prueba de RSAT es aquella que manifiesta

aglutinacion deébil o intensa.
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AGID

o Elaboracién del Antigeno Salino Caliente de B. canis para AGID

Se realizdé con las células resuspendidas en SSF con un PVC de 6%. Posterior a
la inactivacion se dejo enfriar para centrifugar a 15 000 xg durante 15 min a 4°C.
El sobrenadante resultante se dializ6 en una membrana MWCO 12 000 a 14 000"
en agua destilada, usando 100 veces el volumen de la suspension a 4°C y se
recambio el agua 3 veces durante 3 dias. Tras la dialisis se eliminé el precipitado
que aparecié en la membrana por medio de centrifugacion a 15 000 xg ®®. Se

cuantificd la concentracion proteica mediante la técnica de Bradford.

Finalmente el antigeno se fracciono en viales de 5 ml, se identificé y almacend en

refrigeracion a 4°C.

V"' Spectra/Por® Dialysis Tubing
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o Realizacién de la prueba

Se prepararon geles de agarosa™ al 0.8% en cajas de Petri de 3 a 4 mm de
espesor con solucion amortiguadora de Borato 30 mM (pH 8.3) y 11% de NaCl*, y
se realizaron perforaciones de 3 mm de diametro y a 3 mm de separacién entre
ellos y dispuestos segun un patron hexagonal alrededor de un pozo central.
Después se colocé en el pozo central 15 pl de antigeno rugoso salino de B. canis,
15 ul de los sueros problema en 5 de los pozos de la periferia y en el pozo
restante 15 pl del suero control positivo. Se incubd el gel a temperatura ambiente
en una camara humeda. La lectura se llevd a cabo a las 24 h, 48 hy 72 h de

incubacién en un trans-iluminador de luz blanca con fondo obscuro.

La reaccion positiva formd una linea de precipitacion entre el pozo del suero
control positivo y el pozo del antigeno. La linea de identidad formé una linea
continua (Figura 3). Un suero fue considerado negativo cuando no se observé una
linea de precipitacion entre el pozo de suero problema y el pozo del antigeno

(Figura 4) (1825 26)

VI JT Baker®
* JT Baker®
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Figura 3. La reaccién positiva a la prueba de AGID forma una linea de
precipitacion entre el pozo del suero control positivo o el suero problema y el pozo

del antigeno, la cual, esta senalada con las flechas rojas.

Figura 4. En la reaccién negativa a la prueba de AGID, no se observa una linea

de precipitaciéon entre el pozo de suero problema y el pozo del antigeno.
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ELISA-I

o Elaboracién del Antigeno crudo sonicado

Con las bacterias suspendidas en PBS se procedid a medir la concentracién
celular para ajustarla al 6% mediante la técnica del microhematocrito.
Posteriormente la suspensién bacteriana se sometid a ruptura celular por
sonicacion* durante 30 min de ultrasonido a 60% de potencia con intervalos de 1
min de descanso y 1 min de sonicado. Colocando los tubos en un bano de hielo
durante el proceso 27)Se cuantifico la concentracion proteica mediante la técnica

de Bradford.

Finalmente el antigeno se fracciond en viales de 5 ml, se identificé y almacend en

refrigeracion a 4°C.

o Titulacion del antigeno y del anticuerpo secundario

e Sensibilizacién de la microplaca

En una microplaca de poliestireno con 96 pozos de fondo plano® se hicieron
diluciones dobles seriadas del antigeno crudo sonicado de B. canis con PBS,

iniciando con una dilucion 1:50 hasta 1:800, poniendo 100 ul de cada dilucion en

*SONICS® Vibracell VCX130 Ultrasonic Cell Disrupter
X Sarstedt®
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cada fila. Ver Tabla 2. Se dej6 incubar toda la noche a 37°C y se lavd 4 veces con

150 ul de PBS con Tween 20" al 0.05% (PBS-T) en el lavador de microplacas™".

e Bloqueo de la microplaca

Se utilizo Skim milk*¥ al 5%. Poniendo 150 ul en cada pozo y se incubé 1 h a

37°C, transcurrido ese tiempo se lavo 4 veces con 150 ul de PBS-T.
e Dilucion de las muestras de suero

El blanco (BL), los controles positivos (C+) y controles negativos (C-) se hicieron
pareados. Se realizd una dilucion con PBS de los sueros 1:200, colocando 100 pl
de la dilucion de los sueros C+ y C- en cada pozo. A los pozos que sirvieron como
blancos se les puso unicamente PBS. Se dejé incubando 1 h a 37°C y se lavé 4

veces con 150 pl de PBS-T.
e Dilucion del conjugado IgG anti-perro marcado con peroxidasa

Se diluyé con PBS la IgG anti-perro marcada con peroxidasa® 1:2500 y 1:5000;
poniendo la dilucidén 1:2500 de la columna 1 a la 6 y la dilucion 1:5000 de la
columna 7 a la 12. Tabla 2. Se agregaron 100 ul en cada pozo. Se dejo

incubando 1 h a 37°C y se lavo 4 veces con 150 pl de PBS-T @9,

Xl

Sigma®

Thermo Scientific® Microplate washer Wellwash™

¥ Difco®

* Sigma® Anti-Dog 1gG (whole molecule)-Peroxidase antibody produced in rabbit.

Xl
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Ag

BL BL C+ C+ C- C- BL BL C+ C+ C- C-

1:50
BL BL C+ C+ C- C- BL BL C+ C+ C- C-

1:100
BL BL C+ C+ C- C- BL BL C+ C+ C- C-

1:200
BL BL C+ C+ C- C- BL BL C+ C+ C- C-

1:400
BL BL C+ C+ C- C- BL BL C+ C+ C- C-

1:800

19G 1:2500 IgG 1:5000

Tabla 2. Representacion esquematica de la distribucion de los sueros controles,

las diluciones del antigeno y del anticuerpo primario en una placa de ELISA de

96 pozos. BL= Blanco, C+= Control positivo, C-=Control negativo, Ag=Antigeno,

lgG=Inmunoglobulina G.
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e Revelado

Se agregaron 100 yl de ABTS™ en cada pozo, cubriendo la placa con papel

aluminio y se dejo durante 20 min en agitacion.

La lectura se realizé en un lector de micro placas de ELISA*" a 490 nm.

o Realizacion de la técnica

Para sensibilizar la placa se hizo una diluciéon 1:50 del antigeno crudo sonicado
con PBS, se colocaron 200 pl en cada pozo y se dejé incubar toda la noche a
37°C cubriendo la micro placa con papel aluminio. Se lavé cuatro veces con 150 pl
de PBS-T. Posteriormente se bloqued con 150 pl de Skim milk al 5% y se incubd 1

h a 37°C y se lavo cuatro veces con 150 ul de PBS-T.

Se diluyeron los sueros 1:200 con PBS, se colocaron 100 ul de la dilucién en el
pozo correspondiente, se dejé incubar por 1 h a 37°C y se lavo 4 veces con 150 pl

de PBS-T. Las muestras se trabajaron por duplicado.

Se realizé una dilucién 1:2500 de la IgG anti-perro marcada con peroxidasa,
agregando 100 ul a cada pozo, se dejo incubar 1 h a 37°C y se lavo la placa 4

veces con 150 ul de PBS-T.

' Merck Millipore®
*I'VICTOR™3 Perkin Elmer
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Para el revelado se agregaron 100 ul de ABTS en cada pozo, cubriendo la placa
con papel aluminio y dejandola durante 20 min en agitacién (Figura 5). La lectura

se realizo en un lector de micro placas de ELISA a 490 nm ),

o Punto de corte

Para discriminar sueros positivos de los negativos se determiné el punto de corte.
A las lecturas de los controles positivos obtenidas de tres repeticiones
independientes; se estim6 la media aritmética y la desviacion estandar, y se
definié el punto de corte como la media menos tres desviaciones estandar. A las
lecturas de los controles negativos obtenidas de tres repeticiones independientes;
se estimé la media aritmética y la desviacion estandar, y se definidé el punto de

corte como la media menos mas tres desviaciones estandar % 39,
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Figura 5. El revelado del ELISA-I se hizo con ABTS y la lectura se realiz6 a 490

nm.
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CUANTIFICACION DE PROTEINAS DE LOS ANTIGENOS

Se empled el microensayo de Bradford para medir el contenido de proteinas
totales de los antigenos para RSAT, AGID Y ELISA-I; el cual se basa en la union
de un colorante (azul de Comassie G-250) a los aminoacidos Alanina y Leucina; al
unirse forma un complejo proteina-colorante con un coeficiente de extincion mayor
que el colorante libre. Este método es sensible ya que detecta desde 1-15 ug de
proteina en una muestra y pocas sustancias, entre ellas los detergentes interfieren

en su determinacion.

Primero se determind la curva de referencia, la solucion de trabajo fue BSA*"
2mg/ml de la cual se establecieron 4 concentraciones diferentes que fueron 2 ug,
5 ug, 10 ug y 20 ug en un volumen de 800 ul con agua destilada en microtubos de
centrifuga. Se hizo por duplicado. Como blanqueador se utilizé agua destilada.

Posteriormente a cada microtubo se le agrego 200 ul de Protein Assay™

y se
homogenizo en el vortex por 15 seg. Se dejaron incubando por 5 min. El contenido
de cada microtubo se vacio en cubetas para espectrofotometria™ para realizar la

™ a 590 nm. Tras conocer los valores de DO de

lectura en el espectrofotometro
cada una de las diluciones de BSA, por medio de Excel™ se cred una regresion

lineal se realizé la curva estandar y se obtuvo la férmula de la ecuacion @V

A cada antigeno se le determiné la concentracién de proteina, se requirieron 3 pl

de los antigenos de RSAT y ELISA-l, mientras que del antigeno de AGID se

I Sigma®

** Bio Rad® Protein Assay.

* Bio Rad®

™ Spectrumlab 22.

! Microsoft Office®, Microsoft Excel 2010™
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necesitaron 50 pl, se aforé a 800 ul, se agregaron 200 pl de Protein Assay y se
homogenizo en el vortex por 15 seg. Se dejaron incubando por 5 min. El contenido
de cada microtubo se vacié en cubetas para espectrofotometria para realizar la
lectura en el espectrofotometro a 590 nm. Para conocer la concentracién proteica
de cada uno de los antigenos, se correlaciond la absorbancia obtenida con la

curva estandar de BSA que proporciond una formula mediante regresion lineal.

SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LAS PRUEBAS

El porcentaje de sensibilidad y especificidad de las pruebas fue calculada

siguiendo las siguientes férmulas @”):

Verdaderos positivos

Sensibilidad = x 100
ensibiiaa Verdaderos positivos + Falsos negativos

Verdaderos negativos

%X 100
Verdaderos negativos + Falsos positivos

Especificidad =
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6. RESULTADOS

RSAT

El antigeno elaborado resultdé tener una concentracion celular de 6.13% vy
concentracion proteica de 1.70 pg/ul. La prueba realizada bajo las condiciones
antes descritas, resultd tener una sensibilidad de 86.4% y una especificidad de

100%.

AGID

El antigeno salino caliente elaborado con B. canis resulté con una concentracion
celular de 6.83% y una concentracién proteica de 0.05 ug/ul. La prueba realizada
bajo las condiciones antes descritas resultd tener una sensibilidad de 70.4% y una

especificidad de 100%.

ELISA-I

El antigeno crudo sonicado elaborado resultdé con una concentracion celular de

6.4% y la concentracion proteica fue de 3.24 pg/ul.

Se determindé que la dilucion éptima del antigeno con estas caracteristicas fue
1:50, la dilucidén del suero fue de 1:200 y la dilucién o6ptima del anticuerpo
secundario resulté en 1:2500. Por lo tanto, la prueba realizada bajo estas

condiciones resulté tener una sensibilidad de 100% y una especificidad de 100%.

38



ADRIANA MARCELA GONZALEZ GUERRERO

En el grupo control positivo se obtuvieron los siguientes resultados: media= 0.494;

desviacién estandar (DE)= 0.013; Amplitud= 0.460-0.511.

En el grupo control negativo los resultados fueron los siguientes: media= 0.202;

desviaciéon estandar (DE)= 0.031; Amplitud= 0.129-0.267.

A las lecturas de los controles positivos obtenidas de tres repeticiones
independientes, se defini6 el punto de corte como la media menos tres

desviaciones estandar.

A las lecturas de los controles negativos obtenidas de tres repeticiones
independientes, se definié el punto de corte como la media mas tres desviaciones

estandar.

Por lo tanto, los el punto de corte determinado para esta prueba fue de: DO mayor
o igual a 0.455 se cataloga como positivo, DO de 0.294-0.454 se catalogan como

sospechosos y DO menor o igual a 0.295 se cataloga como negativo.

En este punto de corte la sensibilidad y especificidad obtenida es de 100% y

100%, respectivamente.

A continuacion se muestra en la Tabla 3 y la Tabla 4 los resultados obtenidos con
cada uno de los sueros positivos y negativos a pruebas de RSAT, AGID y ELISA-I

con los antigenos elaborados.
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No. suero

RSAT

AGID

ELISA-I

Grupo C-

833 08-06-10

836 08-06-10

864 08-06-10

627 08-06-10

617 08-06-10

375 08-06-10

596 08-06-10

044 08-06-10

022 08-06-10

Rumy

Peluzza

7D.0

037 D.0

12D.0

374 D.0

101 D.0

572D.0

Totales

Negativos= 17

Negativos= 17

Positivos= 0

Negativos= 17

Positivos= 0

Negativos= 17

Positivos= 0

Tabla 3. Numero de sueros y resultados de cada una de las pruebas del grupo

Control negativo (C-).

40




ADRIANA MARCELA GONZALEZ GUERRERO

No. suero RSAT AGID ELISA-I
Grupo C+ | 836 13-09-10 + + +
836 27-09-10 + - +
864 13-09-10 + - +
864 27-09-10 + - +
627 13-09-10 + + +
627 27-09-10 + - +
617 13-09-10 + + +
617 27-09-10 + - +
375 13-09-10 + + +
375 27-09-10 + + +
044 13-09-10 + + +
044 27-09-10 + + +
B07 407 + - +
RMO08 135 + + +
RM112 095 + + +
RMO07 1628 - + +
RMO07 993 - - +
B08 406 + + +
BO7 1629 - - +
Totales | Positivos=19 | Positivos= 16 | Positivos= 11 | Positivos= 19
Negativos= 3 | Negativos= 8 | Negativos= 0

Tabla 4. Numero de sueros y los resultados de las pruebas del grupo Control
positivo (C+).
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Los mejores resultados en cuanto a sensibilidad y especificidad fue para la
ELISA-I que presentd 100% tanto de sensibilidad como de especificidad; seguido
por RSAT que mostré una menor sensibilidad de 86.4% y la especificidad fue de
100% y por ultimo AGID que fue la prueba que mostré tener la menor sensibilidad

de 70.4% vy la especificidad de 100% (Tabla 5).

Prueba serolégica Sensibilidad Especificidad
RSAT con 28ME 86.4% 100%
AGID 70.4% 100%
ELISA-I 100% 100%

Tabla 5. Comparacién de la sensibilidad y especificidad de RSAT,

AGID y ELISA-I
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7. DISCUSION

La brucelosis canina es una enfermedad que al producir infertilidad repercute
econdmicamente en los criaderos caninos ya que disminuye la vida productiva de
los animales infectados; y representa un riesgo potencial tanto para los
propietarios de los perros afectados, los médicos veterinarios, el personal de

laboratorio diagndstico y desde luego, para otros perros.

Las pruebas serolégicas son muy importantes al momento de realizar el
diagnostico de la brucelosis canina, ya que en conjunto con los signos clinicos
apoyan al médico veterinario para llegar a un diagndstico y de esta manera llevar
a cabo la toma de decisiones en cuanto a tratamiento y control de la enfermedad.
De ahi la necesidad de que los laboratorios de diagndstico cuenten con los

antigenos y técnicas adecuadas para el diagnostico de la brucelosis en perros.

La eleccion de las pruebas evaluadas, fue por su sensibilidad y especificidad. Se
ha probado que AGID detecta minimo 30.0 pg/ml de proteina procedente de los
anticuerpos presentes en el suero sospechoso, RSAT detecta 0.05 ug/ml de
proteina y ELISA detecta 0.0005 pg/ml de proteina ®2. Con lo cual se determina
que la probabilidad de identificar correctamente aquellos individuos enfermos que
estan infectados es mas alta empleando un ELISA, seguido de RSAT Yy finalmente
el AGID. Los resultados obtenidos concuerdan con lo esperado respecto a la

sensibilidad de la ELISA-I.

En el presente trabajo se observo que las tres pruebas presentan una opcion para

realizar el diagndstico serologico.
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Las ventajas de la prueba de RSAT es la facilidad para llevar acabo la técnica
serodiagnostica y la rapidez con que se emite el resultado ®_ Sin embargo, una de
las desventajas es el especial cuidado y control de calidad para la elaboracion del
antigeno para la prueba, ya que el cultivo bacteriano que se usa para este fin debe
permanecer (M-) para que no auto aglutine y de falsos positivos, lo cual, repercute
directamente en la especificidad de la prueba > 2°): e| tiempo que toma desde la
cosecha de las bacterias hasta la tincion con rosa de bengala son minimo 7 a 8
dias de trabajo constante y por el momento no existe un laboratorio comercial en

México que lo produzca.

Entre las ventajas de la prueba de AGID se pueden citar su elevada especificidad
22) y el hecho de que no requiere de equipo especializado para llevar a cabo la
lectura. Su desventaja es que el resultado puede demorar hasta 72 h y la

sensibilidad es la mas baja de las pruebas que se estudiaron en este trabajo.

En cuanto a la prueba de ELISA-I, las ventajas son: que posee una alta
sensibilidad y especificidad y en unas cuantas horas se obtiene un resultado (15)
La desventaja es que pueden variar los valores de las lecturas de DO por la
calidad del ABTS, el lote y la marca de los antigenos secundarios y la precision
que se requiere en el pipeteo, por lo que se recomienda realizar la titulacion

cuando se cambien dichos reactivos ?7.

Los datos presentados indican claramente que en términos de sensibilidad el
ELISA-I ha demostrado ser superior a las técnicas de RSAT y AGID y el

procedimiento descrito en este estudio es relativamente simple de realizar por lo
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que los laboratorios de diagnédstico veterinario pueden adoptar la técnica para
ofrecerla al publico dado que el equipamiento que requieren los laboratorios de
diagnostico para establecerlo en sus instalaciones es accesible por el bajo costo
de los equipos que se emplean. Sin embargo, siempre seria conveniente contar
con un antigeno estandarizado para todos los laboratorios, asi como los mismos

sueros testigos positivos y negativos.

Existen diversas publicaciones de técnicas diagndsticas para la brucelosis canina,
un ejemplo es el trabajo que realizaron de Oliveira y colaboradores., en 2011
donde validan un ELISA-I empleando un antigeno sonicado. En este estudio
obtuvieron una especificidad de 100% y sensibilidad de 84.31% y determinaron el

punto de corte de DO 0.323 en adelante como positivos ¢,

Keid y colaboradores., en 2009 compararon la sensibilidad y especificidad de las
pruebas de AGID, RSAT sin 2BME y RSAT con 2BME con kit comercial que
contenia antigenos hechos con B. ovis y usando como pruebas confirmatoria el
aislamiento bacterioldgico y la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). Los
resultados fueron que AGID mostré tener una sensibilidad de 52.94% vy
especificidad de 100%, RSAT sin 2BME mostré tener una sensibilidad de 70.58%
y especificidad de 83.34%; y RSAT con 2BME mostré sensibilidad de 31.76% vy
especificidad de 100%. Atribuyen la reduccién tan drastica de sensibilidad de
RSAT con 2BME a que los perros estaban en fase temprana de infeccién donde

cambia la produccion de anticuerpos de IgM a IgG 2,
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Este trabajo recopila los protocolos para obtener los antigenos de las tres técnicas
para diagnodstico seroldgico para la brucelosis canina, describe la forma en que se
aplican cada una de ellas, su interpretacion y sugiere un punto de corte para el
ELISA-I. Si bien existen trabajos previos sobre el comportamiento de diferentes
antigenos y pruebas usadas para el diagndstico de la brucelosis canina, solo una
pequeia porcion son actuales y en estos no estan bien detalladas las

metodologias.

En el presente trabajo se observo que las tres pruebas propuestas son una buena
opcion para realizar el diagnostico serologico, e inclusive siempre se recomienda
utilizar mas de una prueba para demostrar la infeccion, por lo que podrian

utilizarse en combinacion.

En trabajos posteriores y para complementar este trabajo, seria ideal contar con
reportes epidemioldgicos actuales dentro del territorio nacional o reportes de

casos donde dichas pruebas sean una herramienta para realizar al diagnéstico.
Perspectivas:

Hoy en dia la presente investigacion se encuentra en la etapa de purificacion de
proteinas de membrana externa de B. canis las cuales tienen propiedades
antigénicas adecuadas para desarrollar un ELISA-I, tales como la antigenicidad,
esto con la finalidad de que el diagnéstico serolégico sea mas sensible y reducir la
probabilidad de wuna reaccion cruzada con bacterias como Pseudomona
aeruginosa, Bordetella bronchiseptica, incluso se ha observado que

Staphylococcus aureus y Streptococcus feacalis %©.
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8. CONCLUSIONES

. En el presente trabajo se elaboraron tres antigenos para el diagndstico serolégico
de B. canis: el antigeno tenido con rosa de bengala para RSAT, el antigeno salino
caliente y el antigeno crudo sonicado.

. La prueba de RSAT para B. canis con el antigeno elaborado, resulté con una

sensibilidad y especificidad de 84.6% y 100%, respectivamente.

. La prueba de AGID con el antigeno salino caliente de elaborado con B. canis,

resulté con una sensibilidad y especificidad de 70.4% y 100%, respectivamente.

. Se estandariz6 la metodologia para realizar la prueba de ELISA-I con el antigeno

crudo sonicado elaborado con B. canis, determinando las diluciones éptimas del

antigeno y anticuerpo secundario.

. Se determiné el punto de corte del ELISA-I con las lecturas obtenidas.

. EI ELISA-I con el antigeno crudo sonicado elaborado con B. canis, resulté con una

sensibilidad de 100% y especificidad de 100%.

. De las tres pruebas, AGID fue la que obtuvo una menor sensibilidad, por lo tanto
se corre el riesgo de dictaminar un diagndstico serologico falso negativo. Las tres
pruebas resultaron con una muy buena especificidad.

. Se recomienda la utilizacién de la prueba de ELISA-I, ya que se obtienen

resultados en pocas horas y sobre todo es mas sensible.
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APENDICE: PREPARACION DE MEDIOS, REACTIVOS Y

SOLUCIONES

1) Tincion de Gram
I.  En un portaobjetos limpio colocar unas gotas de suspension
bacteriana, o si el cultivo es sélido poner unas gotas de agua
destilada para disolver un poco de colonia.
[I.  Dejar secar el frotis a temperatura ambiente.
[ll.  Fijar el frotis pasando la laminilla dos a tres veces por la llama
del mechero.
IV. Agregar cristal violeta y bicarbonato de sodio durante 15
segundos. Lavar con agua destilada.
V. Agregariodo por 15 segundos. Lavar con agua destilada.
VI.  Agregar alcohol-acetona durante 3 a 5 segundos. Lavar con
agua destilada.
VII.  Agregar fucsina basica por 15 segundos. Lavar con agua

destilada, secar el frotis a temperatura ambiente.

VIIl.  Observar al microscopio con el objetivo de inmersion (100x).
2) TSA
TSA 409
Agua destilada 1000 ml
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3) TSA duro
TSA 40 g
Agar bacteriologico 1.5g

Agua destilada 1000 ml

4) SSFpH7.4
Cloruro de sodio 8549

Agua destilada 1000 ml

5) PBS 10x (pH 7.4, 10 Mm)
Solucion A NayHPO4 10.96 g en 150 ml de
agua destilada.
Solucién B NaH,PO,4 (H20) 3.15 g en 150 ml de
agua destilada.
Mezclar la solucion A y B, aforar a 400 ml con agua destilada y si

es necesario ajustar el pH con HCI 1 N.

6) PBS-Tween al 0.05%
Tween 20 500 pl

PBS 1x 1000 ml

55



ADRIANA MARCELA GONZALEZ GUERRERO

7) Buffer Tris-Maleato 0.4 M (pH 8.6)
Solucion A Acido maléico 0.4 M 46.43 g cbp 1000 ml
Solucién B Trizma base 0.4 M 48.45 g cbp 1000 ml
Hacer una solucion al 50% V/V de sol A y sol B y ajustar el pH
con Hidroxido de sodio 4 N.

Agua destilada cbp 1000 ml

8) 23 Mercaptoetanol 0.2 M
23 Mercaptoetanol 1.56 ml

Agua destilada cbp 100 mi

9) Buffer de Borato 30 mM (pH 8.3)
Acido bérico 0.19 ml
Cloruro de potasio  0.72 ml
En caso de ser necesario se lleva al pH deseado con Hidroxido
de sodio 0.2 N.

Agua destilada cbp 100 mi

10) Cloruro de sodio al 11%
Cloruro de sodio 1045¢g

Agua destilada 95 ml
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11) Gel de agarosa al 0.8%
Agarosa 0.8¢
Buffer de Borato 30 mM 5 ml

Cloruro de sodioal 11% 95 ml
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