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Area de estudio: Enfermedades Infecciosas

Propédsito y Método de Estudio: La Brucelosis canina causada por Brucella canis es una
enfermedad infecto contagiosa de creciente aumento tanto en salud publica como
veterinaria.

Se obtuvo una prevalencia de 43.3% (71/164) y la frecuencia por sexo fue de 47.1% para
machos (27/51) y 38.9% en hembras (44/113), mientras que para permos de criadero fue de
50.5% (51/101) y para perros que cohabitan en casas particulares fue de 31.7 % (20/63). En
el grupo de permos cuyos propietarios solicitaron la prueba como un requisito de cruza,
tuvimos 20.5 % (8/39) se seropositivos. E! resultado obtenido revela que la bacteria circula
aun en perros clinicamente sanos, datos que se ven incrementados de 1992 a la fecha,
cuando Ramirez reportaba 11.9% (11/92) en perros destinados a cruza, (Ramirez, 1992).
Otras condiciones de riesgo fue la de estar en contacto con perros seropositivos y monitoreo
sanitario en los que se obtuvo un 50% (12/24) y 50.5% (51/101) respectivamente. De 22
razas muestreadas, 14 resultaron positivas de las cuales resultaron 16 (22.5%) ejemplares
de talla grande y 55 perros de razas pequefias (77.46%). De 71 casos seropositivos, solo se
lograron recolectar muestras para bacteriologia de cinco de los casos de los cuales se aislé
e identifico bioquimica y molecularmente la B. canis. Los aislamientos se lograron en el
medio bifasico de Ruiz-Castafieda y en el Agar Biotriptasa (DIBICO).

Las técnicas moleculares fueron la PCR-RFLP en donde se emplearon los iniciadores 31SD
y 31TER y las enzimas de restriccion empleadas fueron la Ava I y la Sal |

Como control positivo se utilizé el antigeno del estuche diagndstico para detectar anticuerpos
contra Brucella canis por serologia de Synbiotics, Co. que utiliza el antigeno de B. ovis cepa
Reo 198 (BCNN R22) USA; asi mismo, se utilizé el antigeno vacunal de B. melitensis cepa
REV de la vacuna metirev-N. Como control negativo para la PCR se utilizo el antigeno
vacunal de B. abortus cepa RB51® de la vacuna Bruces RB51® Plus. Ademas, varias
bacterias de diversas familias, géneros y especies y una levadura (Malassezia spp.) de la
coleccion del LCDV-FMVZ-UANL.

Contribuciones y conclusiones:

El presente estudio fue llevado a cabo con el propésito de valorar el uso de la PCR acoplada al
RFLP para identificar la presencia de B. canis en diversas muestras biolégicas y cepas aisladas
a partir de perros seropositivos a B. canis, basados en el uso de oligonucleotidos que amplifican
el gen omp-31 (Vizcaino ef al., 1997) del género Brucella con posterior corte con enzimas de
restriccion de los productos de PCR de esta region y ligeras moedificaciones a la técnica
prevuamente reportada, se logro amplificar y posteriormente diferenciar molecularmente cepas

de B. canis de otras bacteri uidas miembros del género Brucella.

Firma del asesor:

 m———
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

La brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa de caracter zoonético con
amplia distribucién mundial (Lépez-Merino, 2000; Corbel, 1997; Shon et al,,
2003). Esta es provocada por bacterias miembros del género Brucella de la
familia Brucellaceae en el orden Rhizobiales (Corbel, 1997; Cutler et al,, 2005) y
afecta a mamiferos terrestres y marinos (Clavareau, 1998; Miller et al, 1999;
Bricker et al., 2000; Forbes et al, 2000; Nielsen et al, 2001). Las especies
reconocidas en este género incluyen a Brucella abortus (B. abortus), Brucella
melitensis (B. melitensis), Brucella suis (B. suis), Brucella neotomae (B.
neotomae), Brucella ovis (B. ovis) y Brucella canis (B. canis) (Corbel, 1997,
Lépez-Merino, 2000; Gandara et al., 2001; Cutler et al., 2005). Otras cepas con
caracteristicas metabdélicas y antigénicas, fuertemente similares a este género,
han sido aisladas recientemente de mamiferos marinos, empero ain no han
sido aceptadas oficialmente (Corbel, 1997; Nielsen et al., 2001; Cutler et al,
2005; Godfroid ef al., 2005). Cada una de las especies del género Brucella spp.
han mostrado una relativa especificidad de especie animal a la cual infecta;
mismas que desarrollan una infeccion generalizada crénica pero con
importantes consecuencias a nivel reproductivo (Shin and Cammichael, 1999;
Méndez-Narez ef al,, 1998).

La presencia de brucelosis tiene fuertes repercusiones econémicas y de salud
plblica (Ruiz, 1945; Carmichael, 1968; Flores-Castro and Charmichael, 1984,
Lopez-Merino, 2000). En perros, la brucelosis es causada especificamente por
Brucella canis, alin y cuando este animal puede infectarse esporadicamente
por B. abortus, B.suis y B. melitensis (Carmichael and Green, 1990; Carmichael
and Greene, 1993). B. canis tiene un rango de hospederos aparentemente
limitado a canideos (Flores-Castro and Charmichael, 1984; Méndez-Narez et



al, 1998). No obstante, se han reportado casos de infecciones naturales en
otras especies (Hoff et al,, 1974; Randhawa et al., 1977) dentro de las cuales
destacan infecciones en humanos (Lewis and Anderson, 1973, Fredrickson and
Barton, 1974; Cozar et al., 2002; Lucero et al., 1999, 2002 y 2005 A).

Desde el aislamiento de B. canis en 1966 como causa de abortos e infertilidad
en criaderos caninos de los Estados Unidos (Cammichael, 1966), estudios
serologicos y bacteriolégicos realizados en diversas partes del mundo han
demostrado la gran distribucién e importancia que tiene este patégeno en la
poblacién canina (Corbel, 1997; Méndez-Narez et al., 1998; Ortega, 2001;
Arredondo, 2003). En México, se ha reportado en diversas zonas tanto en
perros con signologia reproductiva como carente de ésta (Flores-Castro et al.,
1977; Alonso, 1989; Ramirez, 1992; Mendéz-Narez et al, 1998; Amedondo,
2003). En la zona metropolitana de Monterrey N. L., fue detectada mediante
andlisis serolégicos en los afios 1989, 1992 y 2003, observandose
seroprevalencias de 18.3%, 17.3%, 22.5%, respectivamente (Alonso, 1989;
Ramirez, 1992; Armredondo, 2003). Ademas fue aislada la bacteria a partir de
muestras clinicas de perros seropositivos de esta area (Alonso, 1989). Estos
datos indican que la B. canis circula en diferentes poblaciones de caninos de
esta zona, independientemente de su propésito zootécnico y estatus clinico.
Dado la actividad zoonética de B. canis, su distribucion relativamente moderada
en perros de la zona estudiada y al probable impacto econdmico negativo en la
produccién canina, el presente trabajo se realizé con el propoésito de aistar y
diferenciar molecularmente B. canis en perros del area metropolitana de
Monterrey N.L. La deteccion y diferenciacién molecular de los aislados de B.
canis fueron basados en la combinacibn de la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) con el analisis del Polimorfismo de Longitud de Fragmentos
de Restriccion (RFLP) del gen omp - 37 del género Brucella spp.



1.1 Antecedentes

1.‘1 .1 Historia de la Brucelosis

La brucelosis en el mundo tiene una relevante historia por los mecanismos de
resistencia, su patogenia, la dificultad en su diagndstico y en su tratamiento.
Desde hace tiempo, cerca del aino 400 A. C., en la antigua Grecia, se suponia
que la brucelosis era ya conocida por Hipocrates (Ruiz, 1945; Cutler et al,,
2005).

Tiempo después surgen las primeras descripciones cientificas realizadas por
Cleghorn cerca del afio 1751, y se intensifican los estudios sobre la brucelosis a
raiz de la guerra de Crimea de los afios 1854 a 1856, misma en la que fue
observada una alta incidencia de enfermos con fiebres prolongadas, sin
sintomatologia aparente y de aspecto clinico desconocido para aquella época
(Ruiz, 1945). En la Isla de Malta, Marston durante 1859 realiz6 estudios y
autopsias de casos de militares con un padecimiento conocido como “Fiebre
Gastrica Remitente del Mediterraneo” (Memish and Balkhy, 2004).

El descubrimiento del agente etiolégico de la enfermedad, se realizé a finales
del siglo XIX, por un grupo de investigadores encabezados por David Bruce,
meédico militar que en 1886, cultiva, aisla e identifica al agente causal de
muestras de bazo de soldados britanicos reclutados en la isla de Malta , de alli
su sinonimia de “Fiebre de Malta®. Bruce demostré los factores de virulencia en
un modelo animal practicado en monos y la primera clasificacién de la bacteria
la ubicd con el nombre de Micrococcus melitensis (Ruiz, 1945; Lopez-Merino,
2000).

Hughes, en 1897, presenta la mejor revision sobre brucelosis y en paralelo
Wright y Semple desarrollan la prueba diagnostica de aglutinacion (Ruiz, 1945).
Meyer y Shaw describieron el género en 1920 y las clasifican como bacterias
intracelulares facultativas que causan aborto epizootico en animales domeésticos
y producen una enfermedad febril septicémica o infecciones localizadas en el
hombre (Al-Eissa, 1999; Lopez-Merino, 2000).



Para el caso de la brucelosis canina, causada por B. canis, es hasta 1966
cuando Leland E. Camichael, en distintos criaderos de perros en varios
Estados de la Unidbn Americana, describe mas de 200 casos de abortos en
perros en ese afno. Sin signos precedentes, las perras gestantes abortaban
entre los dias 40 y 55 de gestacion. Se presentaron signos clinicos tales como
fetos abortados y problemas de infertilidad, falsa prefiez y en machos orquitis,
epididimitis, dermatitis escrotal hiumeda y fallas en la reproduccién aislé una
bacteria cocobacilar en forma pura de fetos y placentas abortados. Tales
aislados mostraban caracteristicas de cultivo, bioquimicas y serolégicas
compatibles con los miembros de la familia Brucellae (Carmichael, 1966). En los
siguientes meses fueron reportados 13 Estados de la Unién Americana
involucrados en estos problemas y para junio de 1967 se reportaban mas de
800 casos en 38 Estados, resultando criaderos de l|la raza beagle
aparentemente como los mas afectados (Camichael and Kenney, 1968; Moore,
1969). En base a un cuestionario realizado a criadores de perros y veterinarios
desde 1962 una frecuencia inusualmente alta de abortos comenzo a observarse
en los Estados del Sureste y Este de los Estados Unidos. Las caracteristicas
distintivas de la brucelosis canina descritas por Carmichael y Kenney fueron
linfoadenopatia generalizada y esplenitis, muerte temprana del embrién no
detectable 6 abortos (50 dias de gestacian) y prolongada descarga vaginal
enseguida del aborto, en machos esterilidad, epididimitis, dermatitis del escroto
y atrofia testicular (normaimente unilateral). En la mayoria de los animales no se
apreciaban signos clinicos pero presentaban bacteremia persistente
(Carmichael and Kenney, 1968). La bacteria aislada de estos casos en 1967
fue identificada, y mas tarde reportada como una nueva especie, a la que
denominaron Brucella canis (Carmichael and Bruner, 1968). En este mismo
ano, se reporta el primer caso de brucelosis canina causada por Brucella canis
en el humano (Currier ef al., 1982).

Se inici6 el diagndstico por pruebas de aglutinacion en suero al mismo tiempo
que se hacian estudios epidemioldgicos y se trabajaba a la vez en tres crideros

comerciales con problemas reproductivos a través del laboratorio de diagnédstico



del Colegio de Veterinarios del estado de New York en Ithaca, N. Y. USA
(Carmichael and Kenney, 1968).

En septiembre de 1968, se publican los primeros reportes sobre la erradicacion
de B. canis de una colonia de perros Beagle (Moore and Gupta, 1968).

Para 1969, Wesley reportaba 101 casos seropositivas de Beagles de los cuales
se aisl6 la bacteria de 39 de ellos (Wesley, 1969).

Al principio de los setentas, se inician investigaciones sobre estudios
epizootiolégicos, diagndstico y control de la brucelosis canina intentando
establecer técnicas de laboratorio rapidas y confiables (Moore and Gupta, 1970)
y al mismo tiempo se estudia la enfermedad clinica asi como su patogénesis y
la respuesta inmunolégica de la brucelosis canina (Carmichael and Kenney,
1970).

En 1972 se reportaban estudios realizados en el estado de Pensilvania, USA
durante 1966 y 1967 en donde se realizaron andlisis serolégicos y
bacteriologicos en dos criaderos obteniendo prevalencias de 16.5% (105/637) y
de 18.6% (21/113) respectivamente (Pickerill and Carmichael, 1972).

No es hasta 1973 en que se ven los resultados de los invetigadores al
establecer una prueba serolégica de aglutinacion en tubo (TAT) usando la cepa
de Brucella canis cepa RM-6-66 y para la prueba en tarjeta para detectar
anticuerpos contra Brucella canis a partir de un estuche diagnéstico que utiliza
como antigeno a Brucella ovis, cepa Reo 1182 (George and Carmichael, 1974)
y logrando el registro de patente (US. Patent N°. 3,962, 413).

Tres afos mas tarde, en 1977, se reporta uno de los primeros casos de
brucelosis canina en México detectandose 11.8% (7/59) de seroprevalencia de
B. canis en perros callejeros (Flores-Castro ef al., 1977).



1.1.2 Sinonimias de la infeccion por miembros del género Brucella

La infeccibn por miembros del género Brucella ha adquindo diversas
sinonimias segun las diversas fuentes de informacion disponibles. En el caso de
la infeccion causada por B. melitensis ha recibido las sinonimias de fiebre de
Malta, fiebre del mediterraneo, fiebre de Gilbraltar, fiebre de Barcelona, fiebre
ondulante, fiebre recurrente, septicemia de Bruce (Micrococcus meilitensis ahora
Brucella melitensis). La infeccién causada por Brucella abortus ha sido
denominda como fiebre del Rio Grande, enfermedad de Bang, aborto
contagioso y aborto infeccioso (B. abortus) (Diaz, 2001; Lopez-Merino, 2000).
Asi mismo, la infeccidon ya sea por Brucella abortus, Brucella suis 6 Brucella
melitensis en el equino desarrolla un sindrome clinico llamado Mal de la Cruz,
Mal de la Nuca 6 de Talpa (Rufino, 2003). Por ofra parte, la infeccidn por
Brucellfa ovis ha sido reconocida como brucelosis ovina, epididimitis infecciosa
ovina o del camero, asi como Epididimitis de los cameros 6 Epididimitis ovina

(Bagley et al., 1985; Blasco ef al., 1993; Brown et al., 1976; Arsenault ef al,
2004).

1.1.3 Descripcion y taxonomia del género Brucella spp.

Los miembros del género Brucella son bacterias “Gram” negativas clasificadas
dentro del reino Proteobactenia (Mac Faddin, 2003), perteneciente a la seccion
XV de las alfa-proteobacterias (Lopez-Merino 2000; Gandara ef al, 2001; Mac
Faddin, 2003), de la Clase | Rhodospirilli, del orden VI Rhizobiales y de la
familia IV, Brucellaceae (Mac Faddin, 2003; Cutler et al, 2005). En la
actualidad, existe el debate sobre la posibilidad de considerar la existencia de
una sola especie del género Brucella, en tal caso se propone a Brucella
melitensis como especie Unica, mientras que las otras brucelas serian
consideradas como variedades de ésta (Mac Faddin, 2003; Cutler et al., 2005).
Otro grupo de investigadores reportan y proponen el establecimiento de siete

especies en el género Brucella, en el cual se incluiria una bacteria aislada de



mamiferos marinos denominada Brucella mans, misma que incluiria dos
subdivisiones, cepas aisladas de cetaceos y de focas (Corbel, 1997; Lopez-
Merino, 2000; Ko and Splitter, 2003; Sohn et al., 2003). En adicién, han sido
reportados los aislamientos de bacterias con caracteristicas bioquimicas,
morfoldgicas, y genéticas similares al género Brucella igualmente a partir de
animales marinos designandose como Brucella pinnipediae y B. cetaceae
(Sohn et al., 2003; Godfroid ef al., 2005). Estas observaciones, toman mayor
relevancia en salud publica dado que ha sido relacionado el aislamiento de
éstas bacterias en casos tanto de granuloma intracerebral como en
neurobrucelosis humana. Estos hallazgos representan los primeros reportes de
afeccion humana por brucelas marinas (Sohn ef al., 2003).

No obstante, las discrepancias sobre la filiacion genética de las especies del
género, contindan sin llegar actualmente a un acuerdo definitivo (Corbel, 1997
Mac Fadin, 2003; Ko and Splitter, 2003; Cutler et al., 2005).

Tradicionalmente las bacterias del género Brucella han sido divididas en cepas
lisas y rugosas basados en sus caracteristicas coloniales. Esta diferenciaciéon
reside en la estructura del Lipopolisacarido (LPS) presente en la membrana
externa. En el grupo de las “cepas lisas®, se incluye a Brucella abortus, B.
mellitensis, B. suis y B neotomae, mientras que Brucella canis y B. ovis se
consideran “cepas rugosas’ (Lopez-Merino, 2000).

Todos los miembros del género Brucella son microorganismos intracelulares
facultativos, capaces de evadir los mecanismos defensivos del huésped y
sobrevivir en el interior de las células fagociticas por periodos prolongados
(Cozar et al., 2002).

Las primeras descripciones de una enfermedad atribuida a un miembro del
actual género Brucella fue realizada a finales del siglo XIX por David Bruce.
Bruce y su grupo aislaron la bacteria por vez primera (denominandola
Micrococcus melitensis) en 1887 a partir de un grupo de soldados britanicos
reclutados en |a Isla de Malta, afectados por la “fiebre de Malta”.



Posteriormente, Meyer y Shaw describieron el género Brucella en 1920 y las
clasifican como bacterias intracelulares facultativas causantes de “aborto
epizootico® en animales domésticos y de enfermedad febril septicémica o
infecciones localizadas en el hombre (Lépez-Merino ef al,, 1992; Gandara et al.,
2001).

En 1966 Carmichael y Kenney aislaron Brucella canis de un criadero de perros
de la raza Beagle con problemas reproductivos en los Estados Unidos
(Carmichael and Kenney, 1968).

1.1.4 Agente Etiol6gico

Brucella canis es una bacteria Gram negativa, de forma cocobacilar que mide
de 0.5-0.7 pm x 0.6-1.5 pm. Se multiplica bajo condiciones aerobias, el CO;
inhibe su crecimiento(Greene and George, 1990), carece de capsula, y no
produce esporas. Es un microorganismo intracelular facultativo (Cozar et al.,
2002) y parasito obligado (Quin ef al, 1994), motilidad negativa, catalasa y
oxidasa positiva (Quin et al, 1994; Diaz et al., 2001; Cozar et al, 2002; Mac
Fadin, 2003).

La temperatura de crecimiento 6ptimo para B. canis es de 37°C y a un pH entre
6 y 7. puede crecer en medios como agar Biotriptasa®, en agar sangre sin
producir hemdlisis y en agar Mac Conkey no se desarrolla (Quinn et al., 1994),
o el crecimiento es pobre sin fermentar la lactosa (Lépez-Merino, 2000). En
agar soya tripticasa y Thayer-Martin modificado crece muy bien (Quinn et al.,
1994) y en el medio bifasico Ruiz Castafneda para hemocultivo el unico que
soporta prolongados periodos de incubacion para el primo-aislamiento (Ruiz,
1945; Quinn et al,, 1994).

Es fuerte productora de ureasa detectandose desde los primeros 15 a 20
minutos, hasta las dos o tres horas de haber inoculado el tubo, no produce
H.S, es Citrato de Simons negativo, Indol negativo, Rojo de Metilo- Vogues



Proskawer (MR-VP) negativo (Camichael and Kenney, 1970, Carmichael and
Joubert, 1988; Gonzalez, 1983; Méndez-Narez et al., 1998).

Brucella canis y las brucellas en general, se apegan a la clasica anatomia
manifestada por las bacterias Gram negativas. Estas bacterias presentan una
envoltura celular formada por la membrana externa, el espacio periplasmico y la
membrana citoplasmatica que circunda el citoplasma (Lépez-Merino, 2000). De
los componentes de la membrana externa, el LPS es el mas estudiado por estar
mas expuesto, ser abundante y antigénico. El LPS, es el responsable de las
propiedades endotoxicas de B. canis y las propiedades fisicoquimicas y
biologicas de la endotoxina del LPS son muy diferentes a las observadas en
otras bacterias Gram negativas. En el género Brucella la actividad endotdxica
es muy limitada, no obstante conserva sus propiedades inmunogénicas (Quinn
et al., 1994; Lopez-Merino, 2000).

1.1.5 Genética molecular del género Brucella spp.

La secuencia genética de tres miembros de género Brucella ha sido obtenida
recientemente (DelVecchio ef a/., 2002; Paulsen et al., 2002; Chain et al., 2005,
Hailling et al., 2005, Malfatti et al, 2005). Tales analisis han aportado
informacion valiosa para entender los mecanismos de patogenicidad, asi como
de virulencia y tropismo por hospedadores entre otros.

Acorde a estos estudios, el genoma del género Brucella spp. muestra una alta
similaridad nucleotidica de mas del 94% y consiste de 2 cromosomas circulares
de entre 2,107,792 a 2,121,359 pb para el cromosoma | (Chrl) y 1,156,950 a
1,207,381 pb para el cromosoma Il (Chrll) (Chain ef al., 2005). El contenido de
Guanina y Citocina (%G+C) es alrededor de 57 %. Esta carga genética esta
distribuida en un niumero variable de marcas de lectura abierta (ORF) de 2,186
Chrl y 1,164 Chrll en Brucella abortus, 2,185 y 1,203 para Chrl y II,
respectivamente de B. suis y 2,059 Chrl y 1,138 Chrll para B. melitensis (Chain
et al., 2005, DelVecchio et al., 2002, Halling ef al., 2005).



Aunado a lo anterior, presenta otras caracteristicas diferenciales y a pesar del
alto nivel de conservacién gendmica ocurren diferencias importantes especificas
de especie (Chain et al., 2005).

Al igual que en otras alfa-Protecbactena existen genes asociados con (a
replicacion del ADN, transcripcion, traduccion y biosintesis de pared y
membrana celular y estan presentes en ambos cromosomas (Ko and Splitter,
2003).

Los miembros del género Brucella secuenciados hasta la fecha muestran
grupos de genes relacionados con la sintesis de flagelos e inactivadores del
gen flagelar especifico de especie, lo cual aparentemente produce diferentes
versiones de estructuras flagelares que puede contribuir a diferencias en la
especificidad de huésped y su virulencia (Chain et al., 2005).

1.2 Epizootiologia

1.2.1 Resistencia y sobrevivencia

Las bacterias de este género, Brucella spp., tienen gran capacidad de resistir en
el medio ambiente cuando las condiciones son apropiadas a diferencia de otros
microorganismos no esporulados. Sobreviven largos periodos de tiempo bajo
ciertas condiciones de humedad, temperatura y poca exposicién solar. En
tejidos y Organos preservados en congelacion sobreviven por varios anos, al
igual que si son desecadas en presencia de altas concentraciones de proteina,
no perdiendo su infectividad (Lopez-Merino, 2000); ademas, esta resistencia a
la desecacion le permite sobrevivir hasta diez semanas viables en paja y polvo
de los establos o en leche, queso y mantequilla pudiéndose aislar B. mellitensis
y B. suis de éste Ultimo, hasta después de cuatro meses (Blasco and Gamazo,
1994). Su capacidad intracelular facultativa la dota de una resistencia natural a

la destruccion fagocitica evadiendo los mecanismos inmunolégicos del
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huésped, sobreviviendo por mucho tiempo dentro de las células fagociticas
(Cozar ef al., 2002). Son muy sensibles al calor dado que no resisten las
temperaturas de pasteurizacién lograndose la inactivacion a 60°C por 30
minutos. La radiaciones ionizantes y la luz ultravioleta son muy efectivas
matandolas rapidamente al igual que los desinfectantes de uso comun en las
concentraciones recomendadas. Alcoholes, etanol o isopropanol, iodbforos,
hipoclorito y fenoles substituidos diluidos a concentraciones adecuadas son
efectivos contra las brucelas usados como desinfectantes de piel.

Es sensible a la mayoria de los antibi6ticos en pruebas in vitro sobresaliendo
las tetraciclinas, la rifampicina y la eritromicina siendo los beta lactamicos los
menos eficaces con excepcidn de la ampicilina; in vivo, la sensibilidad es
distinta por su localizacién intracelular que las protege de los antibidticos
(Lépez-Merino, 2000).

1.2.2 Distribucién geografica

Brucella canis causa la brucelosis canina en perros y puede causar
esporadicamente la enfermedad en humanos (Lovejoy ef al., 1976; Polt et al,
1982; Méndez-Narez et al, 1998; Lopez-Merino, 2000; Shin and Carmichael,
2002; Lucero et al.,, 2005 A).

La brucelosis canina se ha reportado en Argentina, Espafa, China, Tunez y
otros paises (Corbel, 1997). Ademas ha sido reconocida en Centro y
Sudamérica, asi como en Asia (Japdn y China) y esporadicamente en Europa.
Los datos de prevalencia son escasos, pero los indices de seroprevalencia en
México y en Centro y Sudamérica son relativamente elevados (20-30 %). En el
sur de USA y Jap6n se detectd una prevalencia de 7-8% en perros callejeros, lo
cual se ha reportado que juega un papel importante en la diseminacién de la
enfermedad (Ortega-Pacheco, 2001; Shin and Carmichael 2002).
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En México, varios autores han realizado estudios serologicos y han encontrado
diferentes resultados sobre B. canis. Flores-Castro y Segura en 1976 reportaron
28% (140/500) en perros callejeros recogidos por el Centro Antirrabico (Flores-
Castro y Segura, 1976). Flores Castro en 1977 en la ciudad de México,
reportaron 11.8 % (7/59) en perros callejeros (Flores-Castro ef al., 1977). En
1980, Gutiérrez reportd 11.21 %, Nava y Vazquez en 1992 encontraron 17.4 %
y Velazquez en 1997 obtuvo un porcentaje de 45.4 % (Méndez- Narez ef al.,
1998).

En 1998, en la ciudad de México, se reportd un brote de brucelosis canina en
un criadero con una seroprevalencia del 45.4 % por pruebas de aglutinacion y
2-Mercaptoetanol. Las conclusiones derivadas de este y otros estudios fueron
de que la funcion reproductiva de machos y hembras es un factor de riesgo en
el contagio de la enfermedad y que el contacto sexual es la principal via de
infeccién. Esto se acentua cuando se solicita el servicio de monta de
sementales extrafios al criadero sin haber realizado las pruebas
correspondientes de aglutinacion para Brucella canis. Tal situacion refleja el
desconocimiento de la prevalencia e importancia de la brucelosis canina en la
poblacién (Méndez-Narez et al., 1998).

En la ciudad de Monterrey, N. L., Alonso en 1989 reportd 18.32 % de reactores
positivos (24/131) tomadas de animales con y sin signos de problemas
reproductivos (Alonso, 1989; Alonso y Flores, 1995); 3 afnos después, en 1992,
Ramirez encontré 17.39 % seropositivos (16/92) en muestras remitidas de
perros clinicamente sanos solicitados para cruza y cuyos propietarios
pertenecen a un estaus social medio alto (Ramirez, 1992); recientemente en el
2003 Arredondo obtuvo resultados de 22.53 % de casos seropositivos (16/71)
en perros de un criadero de perros de razas puras (38 perros) y perros
callejeros (33 perros) con un total de 71 ejemplares (Arredondo, 2003).

En dos provincias de Turquia, se muestrearon 362 perros de los que resultaron
46 casos positivos (12.7%) por la técnica de aglutinacion en tubo (TAT), 28
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casos positivos (7.73%) por la técnica de aglutinacion en tubo con la

modificacion del 2-mercaptoetanol y 27 casos positivos (7.45%) por el método
de ELISA {Akan et al., 2005).

Existe el dato de 44 % de casos seropositivos humanos asociados a perros
seropositivos a B. canis, y otro tanto a circunstancias laboral tales como
laboratoristas (Noviello, 2004), veterinarios, entrenadores y manejadores de
perros que por contacto directo con los animales o por falta de precaucion al
manejar muestras biolégicas, se han contaminado (Currier et af., 1982).

En 1976, Flores Castro y Segura reportaron 13.3% (27/203) en sueros humanos
realizando la prueba de aglutinacion en tarjeta (Flores-Castro y Segura, 1976).
Cuatro anos después, en Sao Paolo, Brazil, Larsson reporta 1.21% (4/330) de
personas seropositivas por la técnica de aglutinacién en tubo (Larsson, 1980).

1.2.3 Brucelosis canina

La brucelosis en el perro puede ser causada por cuatro de las seis especies del
geénero .Brucella spp., las cuales incluyen Brucella melitensis, B. suis, B. abortus
(cepas lisas) y Brucella canis (cepas rugosas) que es la especie de importancia
epidemiolégica del perro (Wanke, 2004).

1.2.3.1 Brucelosis canina en perros causada por Brucella canis

La enfermedad presenta signos no apreciables en las primeras fases de la
infeccion. Cuando ocurre signologia, en el macho se puede presentar orquitis,
epididimitis, dermatitis escrotal humeda, dermatitis piogranulomatosa (Dawkins
et al., 1982) y atrofia testicular en infecciones crénicas. Como consecuencia al
dano testicular, entre la segunda y quinta semana posterior a la infeccion, se
observan espermatozoides anormales (30 al 80 %) con colas dobladas y gotitas
protoplasmicas distales; a la semana 20 siguen las anomalias y hay una severa
disminucion en la motilidad hasta un 90 % (George and Carmichael, 1984 ).
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Se han encontrado espermoaglutininas tanto en fas muestras de suero como en
el liquido seminal de machos infectados (George and Carmichael, 1984).

En los machos infectados la orina y el semen son fuentes de contagio,
alojandose el agente en las vias genitales y excretandose en forma intermitente
(Méndez-Narez et al., 1998).

En la hembra se presenta el aborto en el dltimo tercio de la gestacion entre los
45 y 59 dias de gestacion, no habiendo respuesta febril. La bacteria es
eliminada durante el aborto, asi como en subsecuentes descargas vaginales
persistiendo de cuatro a seis semanas después del aborto. Puede presentar
infertilidad, falsa prefiez o si llega a parir, disminuye el nimero de crias, nacen
muy débiles 0 mueren a los pocos dias (Diaz et al., 2001).

En ambos sexos hay lesiones en articulaciones, inflamacibn de nédulos
linfaticos, retrofaringeos e inguinales, pudiendo llegar a producir infertilidad en
etapas reproductivas (Carmmichael and Kenney, 1970; Shin and Carmichael,
1999; Méndez-Narez ef al, 1998; Wanke, 2004).

Se ha reportado empiema habiéndose logrado el aislamiento de B. canis del ojo
del perro (Thompson, 1975), esplenomegalia, discospondilitis (Henderson et al.,
1974) y absceso uterino (Dillon and Henderson, 1981).

1.2.3.2 Brucelosis en humanos causada por Brucella canis

El ser humano es relativamente resistente a la enfermedad por B. canis, sin
embargo, se puede contagiar por contacto directo con animales infectados o
accidentalmente en el trabajo del laboratorio (Moore, 1969; Polt et al., 1982;
Shin and Cammichael, 1999; Wanke, 2004), a través de secreciones vaginales o
prepuciales, restos placentarios y fetos (Monroe ef al., 1975; Alton and Forsyth,
1998; Shin and Cammichael, 1999; Wanke, 2004). Aunque hay autores que
refieren que las especies menores (Brucella canis, B, ovis y B neofomae)
carecen de importancia en patologia humana (Montes et al., 1997), existen
varios reportes de casos clasicos y otros muy severos de complicaciones
patolégicas humanas por Brucella canis (Polt et al, 1982; Flores and
Carmichael, 1984; Ying et al., 1999; McKee and Ballard, 1999; Piampiano ef al,,
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2000; Cozar ef al., 2002), asi como de casos de infeccion poco comuin en
humanos por B. canis (Lovejoy ef al., 1976).

Desde 1967, aiio en que se reportara el primer caso de brucelosis canina en
humanocs, el indice de infecciones ha aumentado y para 1978 el Centro de
Control de Enfermedades (CDC) de Atlanta reportaba 17 casos mas, de los
cuales ocho (44%) fueron asociados a perros y los ocho restantes a factores
iaborales, seis empleados de laboratorios, un veterinario y un entrenador de

perros; en dos casos la fuente de infeccién fue desconocida (Currier et al,
1982).

En el hombre, la enfermedad se manifiesta como un cuadro gripal comun con
signos tipicos de un resfriado tales como, cefalea, atrialgia, mialgia, hipertermia
y eventualmente nauseas y vomitos (Flores y Carmichael, 1984). La fiebre
prolongada y el crecimiento de nédulos linfaticos, faringitis, escalofrios y
pérdida de peso también son signos de la brucelosis canina en el hombre
(Wanke, 2004). La fatiga moderada o severa asi como el crecimiento de las
vertebras cervicales (discospondilitis) y del bazo estan presentes en la
enfermedad (Lewis and Anderson; 1973), coincidiendo con los reportes de
formacion de absceso esplénico por Brucella, siendo mas frecuente en
infecciones causadas por B. suis y poco comun en infecciones por B.
melitensis (Cozar et al., 2002).

En casos mas graves se ha reportado endocarditis (Ying et al, 1999) y
aneurisma tibial por Brucella canis (McKee and Ballard, 1999; Piampiano et al.,
2000) asi como osteomielitis, absceso epidural, nédulos pulmonares y efusién
pleural (Polt et al., 1982; Piampiano et al., 2000; Ates et al., 2005).

1.2.4 Sensibilidad a la infeccion por Brucella canis de acuerdo a la raza
Aun que no hay reportes de sensibilidad por raza que relacionen la brucelosis

canina causada por Brucella canis, hay trabajos que refieren a perros de

algunas razas puras y criollos, que han sido reportados como positivos. En
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Georgia, USA, fueron reportadas las siguientes razas como seropositivas;
Golden Retriever, Boston Terrier, Lhasa Apso, Dachshund, Chihuahua,
Pinscher Miniatura, Yorkshire Terrier, Poodle, Shih-tzu, Australian Shepherd,
Pomerania y Criollos, (Hollet, 2006).

En la ciudad de México se reportaron 15 caninos positivos de un total de 33
ejemplares (46.1 %), todos de raza Schnauzer miniatura siendo un criadero
establecido sin antecedentes de problemas reproductivos hasta que solicitaron
el servicio de cruza de un macho sin hacer prueba serolégica (Méndez-Narez et
al., 1998).

En estudios realizados en Monterrey, N. L, se ha reportado solamente la
prevalencia por sexo y edad, pero no por raza; solo describen perros de
criadero y “callejeros”, termino que no denota raza definida, pero tampoco
confirma que sean criollos (Arredondo, 2003).

En estudios anteriores en perros clinicamente sanos destinados a la cruza, se
refieren datos generales de residencia, edad, sexo y el estatus social de los
propietarios, pero no asi de alguna raza definida, aunque se hace suponer que
son de raza pura ya que acudian al Hospital Veterinario requiriendo la prueba
rapida de tarjeta para Brucella canis como requisito de cruza (Ramirez, 1992).
Otro estudio realizado en 1989, reporta la prevalencia en perros con problemas
reproductivos y asintomaticos, senalando que los datos generales de edad,
sexo, raza y origen se omitieron por discrecion a los criaderos y propietarios
(Alonso, 1989). Recientemente en la ciudad de México, se estudiaron perros
machos con problemas reproductivos y con signos clinicos, habiendo obtenido
24 casos positivos (42.8 %) mas no remiten mas datos de edad y raza (Bricefio
et al., 2004).

En 1966, Carmichael estudié problemas de aborto en un criadera de 200 perros
de la raza Beagle, encontrandolo relacionado con el aislamiento de una nueva
especie de Brucella spp. que mas tarde seria identificada y denominada como
la especie B. canis (Carmichael, 1966).
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Aunque la raza Beagle esta muy involucrada en brotes de brucelosis canina,
fueron reportados como seropositivos ejemplares canideas en 38 estados de la
unién americana de las razas Weimaraner, Foxhound, Antiguo Pastor Inglés,
Pointer y Grayhound (Moore, 1969).

Flores Castro y Segura en 1976, refieren estudios de brucelosis canina causada
por Brucella canis en Alemania y Japén en los que especifican perros de la
raza Beagle (Flores-Castro and Segura, 1976) y en Estados Unidos de
Norteamérica también refiere a la raza Beagle en un brote de brucelosis canina
por B. canis en USA (Wooley et al., 1978).

En otras investigaciones de brucelosis canina en humanos en los que los casos
se han relacionado con la transmision a través de sus mascotas, se ha
mencionado la raza Pastor Aleman (Swenson ef al., 1972; Lewis and Anderson,
1973), perros de la raza Beagle (Cammichael, 1968; Spink, 1969) y perros
callejeros (Fredrickson and Barton, 1974; Munford et al., 1975).

1.2.5 Transmision de la Brucella canis

La transmision de la bacteria puede ser de tipo vertical (transplacentaria o
lactancia) y horizontal por medio de secreciones vaginales, seminales, orina y
fomites. La transmision de la brucelosis canina ocurre de perro a perro, del
perro al hombre e indirectamente, por medio de fomites, del perro al medio
ambiente y de este al hombre (Alton and Forsyth, 1998; Méndez- Narez ef al,,
1998; Diaz ef al., 2001; Wanke, 2004).

Es conocido el problema de la sobrepoblacion canina teniendo un efecto directo
en la salud humana ya que existen mas de 65 enfermedades zoonéticas dentro
de las cuales esta la brucelosis, que los perros pueden transmitir a otros
animales de la misma especie y al humano (Tan, 1997; Ortega-Pacheco, 2001).
Esto tiene mayor impacto cuando los perros tienen acceso a la calle para

defecar y orinar, puesto que los niftos al jugar en jardines y parques publicos
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estan a mayor riesgo de contagiarse con alguna de estas enfermedades
(Ortega-Pacheco, 2001).

Al mismo tiempo, el perro callejero es un factor de riesgo de contagio para
perras de casas habitacién que estan resguardados en patios y el acceso a la
calle se ve restringido por el uso de bardas y barandales, ya que al acercarse el
perro callejero orina cerca o dentro de la casa y quedan expuestos al perro del
interior de la casa (Corbel, 1997; Ortega-Pacheco, 2001; Arredondo, 2003).

1.2.5.1 Transmision en el perro

La principal via de contagio en el perro es la venérea y por tanto afecta
principalmente a los animales sexualmente activos (Méndez-Narez et al., 1998),
aunque no se descartan otras posibles vias de contagio, tales como el contacto
con restos de placenta, fetos abortados, donde la bacteria alcanza
concentraciones de 10'° UFC por mililitro (Carmichael and Green, 1990; Wanke,
2004).

La concentracion de la bacteria en orina puede alcanzar hasta de 10° -10° UFC
por mililitro empezando a eliminaria de 4 a 8 semanas después de la infeccién.
La presencia de leucocitos en la leche pueda favorecer la transmision durante la
lactancia. La concentracion de bacterias en la leche es alta pero la diseminacién
de la Brucella esta en duda.

La saliva, secreciones nasales y oculares tienen bajas concentraciones de la
bacteria (Wanke, 2004).

La capacidad intracelular y la resistencia a la destruccion lisosomal de la
bacteria dentro de los leucocitos (Cozar-Olmo et al/, 2002), la hace més
resistente y de mas facil transmision.

Los monocitos y neutrofilos son comunes en el semen, por lo tanto, es una
fuente de transmisién al momento de la monta. (Flores-Castro et al,, 1977,
Wanke, 2004).
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1.2.5.2 Transmision en animales silvestres

Otra fuente de infeccidon puede ser a través de animales silvestres ya que se
tienen reportes de Brucella canis en mapaches (Porcidon lofor), zarigieya
(Didelphys marsupiales virginiana), lince (Lynx rufus), zoma roja (Cuipes fulva),
zorra gris (Urocyon cinereocargenteus), coyote (Canis latrans) y lobos (Canis
lupus) en varios estados de USA, habiendo encontrade dos de 75 (2.7 %)
coyotes positivos con titulos arriba de 1:200 y otros 16 (21.3 %) con titulos
bajos. Ademas un mapache, una zorra roja y un lince resultaron positivos (Hoff
et al., 1974).

En otro estudio en Texas, la prevalencia por la prueba de aglutinacién en tubo
con el 2-mercaptoetanol en titulos de 1:50 fue de 8.1 % en coyotes, 3 % en
tejones y 9.1 % en mapaches, mientras que en titulos amiba de 1:200 la
prevalencia fue de 5.1 % solo en coyotes; por la prueba de aglutinacion rapida
en placa la prevalencia fue de 6.6 % (13 de 198 coyotes), 21.2% en tejones y
27.3% en mapaches y un perro feral (Randhawa et al., 1977).

1.2.5.3 Transmision al humano

La forma mas comun de transmision de Brucella canis al hombre es por
contacto con pemros infectados (Wallach et al, 2004). EI hombre en la
necesidad de asistir el parto y la lactancia de los cachorros que llegan a nacer,
pudiera infectarse con las secreciones (Méndez-Narez et al., 1998).

La infeccion en el hombre probablemente sea mas frecuente que lo reportado
(Castillo et al, 2003; Wanke, 2004; Lucero et a/, 2005 A), aunque algunos
autores describen la brucelosis como una enfermedad ocupacional (Currier et
al., 1982; Méndez-Narez et al., 1998; Noviello et al., 2004).

La brucelosis en humanos causada por Brucella canis es conocida la
transmision directa en entrenadores, manejadores de perros y médicos
veterinarios (Cumier ef al, 1982). El contacto directo con restos placentarios,
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fetos abortados 0 descargas vaginales durante el aborto o durante el parto si
este llegase a final término (Diaz et al., 2001) es otra fuente de contaminacion
para el ser humano, agregando a esto la falta de proteccién y medidas de
seguridad tales como guantes, filtros naso-bucales (tapabocas), lentes y bata
(Méndez-Narez ef al., 1998).

El manejo de muestras clinicas o la obtencion de éstas, son una fuente de
contaminacién humana al no usar las medidas de seguridad antes mencionadas
(Greene and George, 1990) lo que provoca que gran parte de los casos de
brucelosis canina causada por Bruceila canis en humanos sean trabajadores de
laboratorio que se contaminan durante la obtencién de la muestira o en el
proceso clinico de la misma (Noviello ef al,, 2004; Wallach et al., 2004).

1.2.6 Patogenia

Cuando el microorganismo penetra en el huésped se aloja principalmente en los
nddulos linfaticos, bazo, pulmén, higado, utero, glandula mamaria, testiculos,
préstata, vesiculas seminales y médula ésea (Camichael and Kenney, 1970;
Meéndez-Narez ef al., 1998, Wanke 2004).

Después, éstos son fagocitados por los macréfagos y luego pasan a los
ganglios linfaticos regionales; se manifiesta después una linfoadenopatia que es
seguida de una bacteremia detectable entre la segunda a cuarta semana
después de la infeccidn, la bacteremia dura de 6 a 64 meses, razén por la cual
es relativamente facil el aislamiento de muestras de sangre. Posteriormente la
division bacteriana dentro de los linfocitos y células linforeticulares provocando
hiperplasia y granulomas localizados en 6rganos como bazo, higado, utero,
glandula mamaria, testiculos, prostata, vesiculas seminales, médula 6seay en
ganglios linfaticos. En hembras gestantes se presenta la infeccion
transplacentaria afectando al feto y produciendo aborto en el tltimo tercio de la
gestacion, entre los dias 30 al 57, promedio 45 dias (Cotrino y Segura, 2004).
En machos la epididimitis es lo mas comuin, seguido de orquitis, dermatitis
escrotal humeda, oligospermia y atrofia testicular (Cotrino ef al., 2004).
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1.2.7 Diagnéstico

En 1897 Wright y Semple, describieron la técnica de aglutinacion para el
diagndstico de la brucelosis (Ruiz, 1945), el suero ha sido la muestra ideal para
esta técnica, los métodos mas comunes para el diagndstico de la brucelosis en
los animales domésticos y en el hombre han sido los serolégicos, donde las
pruebas de aglutinacion en placa ¢ en tarjeta con antigenos tefiidos con el
colorante Rosa de Bengala o Azul de Bromocresol y la reaccidon de Huddleson,
son los primeras que se realizan como parte del tamiz en el diagnéstico de la
brucelosis tanto para cepas lisas, como rugosas (Gaultney et al., 1971; George
and Carmichael, 1973; Brown et al., 1976; Lépez-Merino ef al., 1992; Shin and
Carmichael, 1999). Sin embargo, el suero también es una muestra que en la
actualidad se prefiere para el diagnostico de brucelosis humana por Biologia
Molecular, especialmente por la PCR (Zerva ef al., 2001; Elfaki et al., 2005).

El diagndstico de fiebre de Malta o fiebre ondulante en humanos se continua
realizando por la técnica de reacciones febriles para la determinacion de
anticuerpos contra B. abortus y B. melitensis (Gaultney et al., 1971; Serra and
Vifias, 2004). Lo anterior ha provocado falsos negativos en perros, cuando las
personas solicitan una prueba de Brucella canis y ésta se realiza en laboratorios
de diagnéstico humano y hacen la reaccion con €l antigeno de B. aborfus para
reacciones febriles humanas, sin tomar en cuenta que estas dos especies de
brucelas no dan reaccion cruzada con B. canis (Greene and George, 1990;
Lépez-Merino, 2000).

En 1973 fue presentada la propuesta diagnostica por George y Carmichael, y
que se patenté (US Patent N°. 3, 962, 413) el estuche diagnéstico de Pitman-
Moore, Inc., Washington Crossing, NJ 08560. Las pruebas de aglutinacién en
tarjeta ha sido el método mds usado para el diagnéstico de la brucelosis canina
causada por Brucella canis en base a las caracteristicas de su facil ejecucion,

interpretacién y relativamente bajo costo (George and Carmichael, 1974).
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Se han realizado investigaciones de seroprevalencia de B. canis en diferentes
afos y en diferentes poblaciones de permros siguiendo este método diagndstico
lamado prueba de aglutinacion rapida en tarjeta para detectar anticuerpos
contra Brucella canis con el estuche diagnéstico de Pitman Moore, Inc.
(actualmente fabricado por Synbiotics, Corporation), (Brown et al., 1976; Flores-
Castro and Segura, 1976; Flores-Castro et al.,, 1977; Gutiérrez, 1983; Alonso,
1989; Ramirez, 1992; Méndez-Narez ef al., 1998; Arredondo, 2003).

Estos estuches diagnésticos utilizan para la prueba de aglutinacién directa en
tarjeta, el antigeno de B. ovis de la cepa Reo 198 (BCNN R22) USA,, vy la
prueba confirmatoria con el 2-B-mercaptoetanol (George and Camichael, 1974,
Diaz et al, 2001) sin embargo, para la prueba de aglutinacién en tubo (TAT)
para detectar titulos de anticuerpos contra B. canis, originalmente se utiliza B.
canis cepa RM-6-66 que fue aislada de un cachorro producto de un aborto
(Carmichael and Bruner, 1968; Carmmichael and Kenney, 1968; George and
Carmichael, 1974).

El diagndstico serolégico por aglutinacion de la brucelosis canina requiere de la
confirmacion del laboratorio de microbiologia (Carmichael and Kenney, 1968,
Moore and Gupta, 1970; Pickerll and Carmichael, 1972; George and
Cammichael, 1974, Wanke, 2004).

El hemocultivo en medio de Ruiz Castafieda, el Agar Biotriptasa para Brucella
son los medios de cultivo especiales y es el método recomendado antes de
declarar a un animal como infectado, siendo el diagndstico final, el aislamiento e
identificacién de la Brucella canis a partir de muestras del animal (George and
Carmichael; 1974; Flores-Castro et al., 1977).

No obstante, un hemocultivo negativo, no es contundente para descartar la
brucelosis canina causada por B. canis sobre todo en perros con enfermedad

cronica donde la bacteriemia puede ser intermitente (Leonard, 1983).
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Las pruebas serolégicas para el diagnéstico de B. canis que estan disponibles
hoy en dia, son imprecisas y ocasionalmente dan resultados falsos positivos
(Quinn et al., 1994) debido a que los antigenos de superficie de las brucelas
rugosas tales como B. canis, reaccionan en forma cruzada con los anticuerpos
inducidos por otras especies de bacterias no patégenas y del mismo género
como B. ovis y B. melitensis cepa 115(R) (Flores-Castro et al., 1977). Ha sido
reportada cierta reactividad cruzada de las cepas de brucellas con otras
bacterias tales como Yersinia enterocolitica, Francisella tularensis y Vibrio
cholerae (Joklik et al, 1983; Alton ef al, 1988). La estrecha similitud de la
cadena lateral “O" del lipopolisacarido (LPS) de Brucella spp. (Cutler et al.,
2005) y la presencia de moléculas de perosamina en el LPS (Lépez-Merino,
2000) de algunas bacterias Gram negativas entre ofras Yersinia enterocolitica
0:9, Escherichia hermanni, E. coli O:157, Salmonella 0:30, Stenotrophomonas
maltophila, Francisella fularensis, Vibrio cholerae 0.1, Actinobacillus equuli,
Bordetella bronchiseptica, Pseudomonas spp. y Moraxella spp. son las causas
de las reacciones cruzadas por las pruebas de aglutinacion y esto dificulta el
diagnastico y reduce la especificidad de este tipo de pruebas, lo cual provoca la
posibilidad de obtener falsos positivos. (Flores-Castro et al., 1977; Alton et al.,
1988; Greene and George, 1990; Quinn ef al., 1994; Lépez-Merino, 2000).

Por tal motivo, se han estandarizado y utilizado otras técnicas como
inmunofluorescencia indirecta, imunodifusion, fijacion del cdmplemento, ELISA
(Wanke, 2004; Godfroid et al., 2005; Lucero et al., 2005-A).

Las técnicas de ELISA tienen muy buena sensibilidad y son mas confiables
para etapas tempranas de la enfermedad incluyendo el diagndstico de
brucelosis canina en humanos (Lucero ef al., 2002, Wanke, 2004).

Existe una amplia gama de estudios e investigaciones basadas en el
diagnéstico molecular sobre el género Brucella spp. y en los ultimos aros se ha
reportado el diagndstico molecular por la técnica de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) usando iniciadores especificos del genero (Baily et al., 1992;
Romero et al., 19395, Bogdanovich ef al, 2004) para diferenciar algunas
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especies de muestras clinicas de sangre humana (Leal-Klevezas et al., 1995,
Morata et al, 1998) de muestras de sueros humanos sospechosos de
brucelosis (Zerva et al., 2001; Elfaki et al,2005) de productos y subproductos
de origen animal (Leal-Klevezas et al.,1995).

Ademas, se ha utilizado la PCR para confimmar la identificacion bioguimica de
colonias aisladas de muestras clinicas, es decir, de cepas de campo y también
de cepas de referencia (Romero ef al, 1995; Vizcaino et al,, 1997; Whatmore
et al., 2005).

Inclusive, las nuevas brucelas aisladas de mamiferos marinos y que estan en
proceso de reconocimiento taxonémico han sido ampliamente comparadas
molecularmente mediante la PCR, con oftras seis especies del género Brucella
y con ofros géneros de la misma familia que las brucelas, tal es el caso de
Ochrobactrum spp. (O. intermedium y O. anthropi) y con otras bacterias del
orden Rhizobiales, Agrobacterium spp., con la que esta filogenéticamente
relacionada (Claverau ef al, 1998; Miller et al, 1999 ; Forbes et a/, 2000;
Bricker et al., 2000; Nielsen et al., 2001; Whatmore et al., 2005).

Los intentos por diferenciar molecularmente las especies del género Brucella
por la técnica de la PCR son muchos (Baily ef a/., 1992; Leal-Klevezas et al.,
1995; Romero et al, 1995; Morata ef al, 1998; Bricker et al, 2000;
Bogdanovich et al, 2004), no asi los estudios realizados con objetivos de
identificacion, diferenciacion y filogenia por la técnica de Polimorfismo de
Longitud de Fragmentos de Restriccion (RFLP) usando enzimas de restriccion
especificas de sitio de corte (Vizcaino ef al, 1996, 1997; Whatmore et al,
2005).

Ademads, las investigaciones centradas en la diferenciacibn molecular de
Brucella canis de otras especies, son pocas, distinguiéndose los trabajos de
Vizcaino en Francia, los de Lucero en Argentina y Whatmare en Reino Unido
que usan enzimas de restriccion y proponen patrones de diferenciacion
especifica de las especies B. canis y B. melitensis de B. abortus y ofras
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(Vizcaino et al., 1996, 1897; Lucero et al,, 2005 B; Whatmore et al., 2005). Por
otro tado, Fox en EEUU, reporta un trabajo que especifica la diferenciacion de
Brucella canis de otras brucelas patégenas para el ser humano por PCR y perfil
de carbohidratos del LPS que enfoca el estudio a un carbohidrato llamado
quinovosamina presente en el LPS de las especies B. melitensis, B. abortus y

B. suis y que esta ausente en B. canis (Fox ef al., 1998).
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1.3 HIPOTESIS

Muestras clinicas y cepas de Brucella spp. aisladas a partir de perros
seropositivos a brucelosis canina pueden detectarse, identificarse y
diferenciarse de otras bacterias mediante la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa acoplado al analisis del Polimorfismo de Longitud de Fragmentos
de Restriccidn del gen omp-31 del género Brucella spp.

1.4 OBJETIVOS

Objetivo general

Detectar y diferenciar mediante métodos moleculares y bioquimicos la
presencia de Brucella canis en perros del area metropolitana de Monterrey,
N.L.

Objetivos especificos
1.- Realizar el diagnéstico de la infeccion por Brucella canis mediante:

a).- Cultivo, aislamiento e identificacién bioguimica bacteriana
b).- PCR-RFLP

2.- Determinar la prevalencia de anticuerpos contra Brucella canis en perros

Monterrey N.L. y su area metropolitana durante los afos del 2000 al 2005.

1.5 METAS

1.- Contar con un método de diferenciacion molecular de cepas de Brucella
canis de otras bacterias incluidas miembros del género Brucella.

2.- Aislar Brucella canis a partir de perros seropositivos.

3.- Obtener la prevalencia de anticuerpos contra Brucella canis en perros de

Monterrey, N.L. y su area metropolitana durante los afios del 2000 al 2005.
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CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS

2.1 Lugar de realizacién de la investigacion

Esta investigacion se realizé en la ciudad de Monterrey, N. L., México y su zona
metropolitana. Monterrey es una ciudad localizada a 537 metros sobre el nivel
del mar y se encuentra geograficamente ubicada a los 25 grados y 40 minutos

de latitud norte y a los 100 grados 18 minutos de latitud oeste.
Los analisis serolégicos y moleculares se llevaron a cabo en la Unidad de
Investigacion Veterinaria en Enfermedades Infecciosas y el Laboratorio de

Genética Molecular de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
UANL.

2.2 Muestreo

2.2.1 Numero de muestras

Se tomaron 164 muestras de sangre de perros tanto de criaderos como de
propietarios particulares, con o sin sintomas de la enfermedad. Ademas, se

analizaron los sueros de ejemplares caninos que acudieron al monitoreo

serolégico por motivo de requisito de cruza.

Este requisito es una prueba que es exigida por los propietarios de los

ejemplares que van a aparearse para descartar la posibilidad de una eventual

infeccién por B.canis.



2.2.2 Obtencién de la muestra

Las muestras de sangre se tomaron a partir de la vena radial. En el caso de
perros de razas pequenas de la vena yugular. Se obtuvo un total de 6 a 8 ml de
sangre que se repartieron en dos tipos de muestras una con anticoagulante
(EDTA) y otra sin anticoagulante en tubos de ensaye (13 X100mm) al vacio. En
algunos casos, se extrajo la sangre directamente de la vena mediante agujas de
doble filo y aditamentos para el vaciado directo sobre el tubo, mientras que en
otros se emplearon jeringas de 3-5ml con agujas de 21G y posterior vaciado
hacia los respectivos tubos.

Las muestras obtenidas en tubos sin anticoagulante se dejaron reposar por 30
minutos © una hora a temperatura ambiente y posteriormente fueron
centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos para obtener el suero.

Este ultimo fluido fue extraido con pipetas tipo Pasteur estériles y depositados
en tubos ependorf.

En cada tubo se almacend entre 1 y 1.5ml de suero y mantenidas en
refrigeracidn (4°C) para su uso inmediato o en congelaciéon a — 20°C para su
uso posterior a 24 horas.

Las muestras de sangre con EDTA (Figura 1B), se conservaron en refrigeracion
para su posterior uso en el aislamiento bacteriano, asi como en deteccion
molecular (Méndez-Narez et al., 1998; Castillo et al., 2003).

2.3 Serologia
2.3.1 Calidad y conservacion de los sueros
Los sueros obtenidos y procesados fueron claros y libres de turbidez y de

contaminacion visible (Flores and Carmichael, 1984), ni presentaron hemdlisis.

Estas condiciones pueden interferir en los resultados provocando falsos
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positivos debido a aglutinacibn no especifica (Moore and Gupta, 1968;
Carmichael, 1968, Greene and George, 1990).

La prueba se nulifica (no es valida) tambien en aquellos casos, y por lo tanto no
se pueden interpretar resultados, en los cuales los ejemplares bajo estudio
hayan sido sometidos a antibioticoterapia debido a la probabilidad de amojar
falsos negativos.

Todo esto, a reserva de que se haya suspendido el tratamiento minimo cuatro
semanas previas (Flores-Castro and Carmichael, 1984; Greene and George,
1990).

2.3.2 Estuche diagnéstico para B. canis

La deteccion de anticuerpos contra Brucella canis fue realizadas con la ayuda
del estuche diagnéstico “Canine Brucellosis Antibody Test Kit” D-Tec® CB de
Synbiotics, Corporation (San Diego, CA U.S.A). Para el manejo del estuche
diagnéstico, de las muestras asi como |a interpretacion de los resultados, se
realizaron basados en las recomendaciones descritas por el fabricante.

El estuche contiene 3 viales con los siguientes reactivos:

Reactive A como control positivo, reactivo B con el antigeno y reactivo C con la
solucién de 2-B-Mercaptoetanol al 0.2M (Figura 1).

El fundamento de la prueba se basa en la aglutinacion directa de bacterias

(Brucella ovis, cepa Reo 198) muertas y tefiidas con el colorante rosa de
bengala por parte de anticuerpos anti-B. canis (George and Carmichael, 1973).
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Figura 1. Estuche diagnéstico para detectar anticuerpos contra Brucella canis por la
prueba de aglutinacion rapida de tarjeta. Reactivo A, como suero control positivo,
reactivo B, con el antigeno para detectar anticuerpos contra B. canis y reactivo C, con
la solucién de 2-B-Mercaptoetanol al 0.2M para la prueba confirmatoria.

2.3.1.1 Prueba directa

Segln el protocolo recomendado para la determinacion de anticuerpos contra
Brucella canis, se requirieron de 40 microlitros (1) de suero, (aproximadamente
una gota), la que se colocéd en un extremo del ovaio de la tarjeta y en el extremo
opuesto, se colocaron 40 pl del antigeno tefiido del estuche diagndstico
(Figura 2-A). Con aplicadores plasticos o de madera se homogenizaron
suavemente el antigeno con el suero (Figura 2-B) y posteriormente se agito la
tarjeta durante 20 segundos. Finalmente se dej6 reposar la tarjeta en posicion
horizontal durante dos minutos. Al cabo de este tiempo la prueba se interpreta
como positiva si se forma la clasica aglutinacion (Figura 6 y 7 en resultados) y la
prueba se interpreta como negativa en caso de ausencia de grumos y
homogeneidad en los reactantes (Figura 8 en resultados). Si se observa una
aglutinacion incompleta o moderada, el ejemplar se reporta como sospechoso y
se somete a la prueba del 2-B-mercaptoetanol (2 ME). Si esta uitima resulta
negativa se recomienda realizar una segunda prueba 21 dias posteriores.
Siguiendo el protocolo del estuche, sélo se tomaron en cuenta aquellas
reacciones que ocurrieron dentro de los dos minutos de mezclado del suero con
el antigeno (George and Carmichael, 1973).
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Figura 2. Reactantes de la prueba de aglutinacién. En la fotografia 4-A,
observamos el momento en que se colocan los reactantes, el suero del paciente y el
antigeno de B. ovis cepa Reo 198 (BCNN R22) USA. La figura 4-B corresponde a la
homogenizacién de los reactantes incluyendo un suero positivo (gotero tapon rojo)
como control.

2.3.1.2 Prueba del 2- B-Mercaptoetanol

El protocolo de la prueba rapida de aglutinacion en tarjeta que patentara
George y Carmichael, establece que se realice la prueba del 2-8-
Mercaptoetanol (2 ME) como parte del diagnéstico serolégico confirmatorio en
perros. No debe emitirse un diagndstico serologico sin haber realizado Ia
prueba del 2 ME (George and Camichael, 1973).

De los sueros de ejemplares positivos a la prueba directa, se tomaron 80 ul de
suero, se depositaron en un tubo de ensaye limpio y se le afaden 80 ul del
reactivo 2-B-mercaptoetanol del estuche diagnéstico de Synbiotics, Co.
etiquetado como “Reactivo C” (Figura 3). Se dejaron reaccionar por un minuto
agitando suavemente para pemitir la reaccion. De la mezcla se tomaron 40 ul
(una gota) y se colocdé en el extremo del ovalo de la tarjeta, en el lado opuesto
se colocaron 40 pl del antigeno para B. canis homogenizandose suavemente
con aplicadores plasticos o0 de madera; se agité la tarjeta por 20 segundos
dejandose reposar horizontalmente durante dos minutos de reaccion
tomandose la lectura después de tiempo indicado, observando la presencia o
ausencia de grumos asi como de particulas agiutinantes. La razén de someter
el suero seropositivo al 2 ME, es romper los enlaces disuilfuro que unen la
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el suero seropositivo al 2 ME, es romper los enlaces disulfuro que unen la
Inmunoglobulina M (IgM) que tiene una estructura pentamerica y siendo la
primera inmunoglobulina que se sintetiza en la respuesta inmune primaria; su
presencia en el suero indica una respuesta inmune temprana. La reaccion de
los sueros con el 2 ME no reduce la sensibilidad y aumenta mucho la

especificidad, (Diaz et al., 2001).

Figura 3. Prueba confirmatoria del 2-B-mercaptoetanol. Para la prueba de aglutinacion
rapida de tarjeta del estuche diagnéstico para detectar anticuerpos contra Brucella

canis de Synbiotics, Co.

2.3.1.3 Control positivo
Las muestras se corrieron con un control positivo del estuche diagnostico de

Synbiotics, Co. (Figura 1 y 2 B). La prueba se realiz6 colocando 40 pl del suero
control positivo en un extremo del ovalo y en el lado contrario se colocé 40 pl

del antigeno especifico de B. canis.

Se homogenizaron suavemente los reactantes con un aplicador de plastico o
madera y se agité la tarjeta por 20 segundos, dejandose reposar el resto del
tiempo de reaccion de dos minutos y esperando observar una aglutinacion
franca y total (Figura 6-1) del control positivo (George and Carmichael, 1973).
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2.4 Microbiologia
2.4.1 Aislamiento e identificacion de Brucella canis

Las muestras de sangre se sembraron en medio de Ruiz Castaneda (Figura 4-
A) y en Medio de Cultivo Agar Biotriptasa (DIBICO™) especial para el
aislamiento y cultivo de Brucella. Se incubaron a 37° C por cinco a 21 dias en

condiciones de aerobiosis.

Fase sélida a partir de
Agar Soya Tipticasa

Fase liquida a partir de
Caldo Soya Tripticasa

Figura 4. Medio de Ruiz-Castafieda y Biotriptasa. En la fotografia 4-A se muestra
el medio de cultivo bifasico de Ruiz Castafieda para la realizacion de los hemocultivos.
Observese por una parte la fase sélida y por otra la fase liquida.

Las muestras obtenidas para bacteriologia a partir de una hembra seropositiva
fueron ovarios, utero, oviductos, bazo, higado, pulmén, corazén y ganglios. En
el caso de aborto, se tomaron muestras de placenta, cotiledones, liquido
amniotico y en caso de productos abortados, se obtuvieron muestras de
contenido estomacal y muestras de los 6rganos antes mencionados.

Las muestras se conservaron en bolsas estériles, jeringas (fluidos) o cajas de
petri en refrigeracion para su inmediato proceso.

Las muestras de o6rganos y tejidos para aislamiento de Brucella canis se
sembraron en Medio de Cultivo Agar Biotriptasa (DIBICOTM) especial para el

aislamiento y cultivo de Brucella.
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2.4.2 Incubacién

Los cuitivos se incubaron a 37° C por cinco a 21 dias en condiciones de
aerobiosis. Al momento de procesar las muestras para biologia molecular, al
resuspender el coagulo en la solucién TE pH 8 (Tris base EDTA), se tomé6 una
muestra y se inoculé el medio Biotriptasa incubandose en aerobiosis a 37° C.
Se sometié directamente a la extraccion de ADN y se cormi6 la PCR.

Los cultivos se revisaron periddicamente cada 24 horas dejandolos incubar
durante 21 dias hasta 30 dias sellandose con parafilm las cajas de petri para
evitar su deshidratacion. Los medios bifasicos de Ruiz Castafieda se dejaron
incubar hasta los 30 dias. La temperatura de incubacion fue de 37° C en

condiciones aerabiosis.

2.4.3 l|dentificacion bacteriana

2.4.3.1 Morfologfa colonial y microscépica

Después de la incubacion, se observaron las caracteristicas coloniales de las
bacterias y de las colonias sospechosas del género, se hicieron frotis y se
tiieron por la técnica de Gram para su observacién microscopica.

2.4.3.2 Pruebas bioquimicas

Las colonias sospechosas de Brucella canis se identificaron con las pruebas
bioquimicas convencionales para bacterias Gram negativas y aquellas basicas
para el género Brucella (ver tabla N° I).

En primera instancia se realizaron las pruebas de catalasa y de la oxidasa.
Posteriormente, se llevo a cabo la bateria completa de pruebas bioquimicas que
fueron: Agar Hierro Triple Azucar (TSl), Agar Hierro Lisina (LIA), Agar urea de
Christiensen, Agar Citrato de Simons, Agar Motilidad Indol Omitina (MIO), Agar
Sulfhidrico Indol Motilidad (SIM), Caldo MR-VP.
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Tabla |

Medios de cultivos para pruebas bioquimicas. ldentificacion bactenana de
cepas de Brucella canis.

Medio Cultivo Modo de Incubacién Reactivos
Inoculaciéon | Tiempo (h) Temperatura(*C) anadidos
TSI Puncién y estria 48 36 No
LIA Puncion y estria 48 36 No
MIO Puncién 48 36 Reactivo
Kovack
FENILALANINA Estria 48 36 No
SIM Puncién 48 36 Reactivo
Kovack
UREA * Estria 48 36 Urea 40 %
CITRATO Estria 48 36 No
MR-VP Suspension 438 36 No
Rojo Metilo Suspension 48 36 Rojo de
metilo
Vogues Suspension 48 36° a-naftol
Proskawer

* Se le aflade urea estéril al 40% en proporcion de 5 ml por cada 95 ml de medio
agar base urea. TSI= Agar Hierro Triple Azucar, LIA=Agar Hierro Lisina,
MIO= Motilidad Indol Omitina, SIM= Sulfhidrico Indol Motilidad, MR-VP=Rojo
de Metilo Vogues Proskawer.

2.4.3.3 Pruebas de sensibilidad a los antibidticos

La deteccion de resistencia/susceptibilidad de B. canis a los antibidticos fue
determinada bajo procedimientos convencionales del antibiograma, empleando
los sensidiscos multiples de 12 antibidticos. A partir de un cultivo joven (48 hs
de incubacién) de las cepas de campo de B. canis inoculadas en Caldo
Infusién Cerebro Corazén (ICC), se obtuvo una muestra con un hisopo estéril.

Esta muestra fue inoculada en una placa de Agar Soya Tripticasa (AST)

mediante esparcimiento del cultivo en toda la superficie. En seguida y con la
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ayuda de pinzas metalicas estériles se colocd un “multidisco” que contenia 12
antibidticos seleccionados para bacterias Gram negativas.

Las placas se incubaron a 37° C por 48-72 hs en condiciones de aerobiosis. Al
cabo de este tiempo, se observaron las cajas con los antibiogramas y se
midieron los halos de inhibicion y se compararon con los estandares
establecidos para determinar asi 1a sensibilidad o resistencia a los antibiéticos.

2.4.4. Preparacion de los cultivos bacterianos para la PCR

2.4.4.1 Cultivos jévenes de cepas de campo de B. canis
Los cultivos de las bacterias de campo de B. canis aisladas se inocularon en
caldo ICC y se incubaron por 24 a 72 hs a 37° C para obtener un cultivo joven.

2.4.4 2 Cepas control negativo para PCR de Brucella spp.

Las bacterias que se usaron en este estudio para demostrar la especificidad d la
PCR para Brucella spp., fueron Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis, Staphylococcus spp., Streptococcus spp.,
Bormrelia burgdorferi, Leptospira canicola, Bordetella bronchyseptica y se utilizd una
levadura como control que en este caso fue Malassezia spp.

Estas se inocularon en tubos de ensayo con caldo ICC y se incubaron durante

18 horas a 37° C, obteniendo asi, un cultivo del cual partimos para la extraccién
de ADN (Romero et al., 1995).

2.4.5 Cuenta viable

2.4.5.1 Preparacion del cultivo joven

Las bacterias previamente identificadas como Brucella canis, se sembraron en
Agar Soya Tripticasa y se incubaron a 36° C durante tres a cinco dias en
condiciones de aerobiosis hasta observar el desarmollo de colonias

caracteristicas del género Brucella spp. De éstas, se tomé una colonia del
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cultivo en placa y se sembr6 en un tubo de ICC y se incubé en las mismas
condiciones obteniendo un cultivo joven para la cuenta viable en placa.

2.4.5.2 Diluciones

El cultivo joven se homogeniz6 con el vortex, se tomd 1 ml y se vertio en un
tubo de ensayo con nueve mi de solucion salina fisiologica estéril, obteniendo
asi, la dilucién 10 0 1:10. De la dilucion 1:10, se agitd en el vortex, se tomd un
ml, se vertié en otro tubo con nueve ml de solucion salina fisiolégica obteniendo
asi la dilucion 102 Se procedi®6 de la misma manera hasta obtener 12

diluciones logrando asi una maxima dilucion de 1072,

2.4.5.3 Cuenta viabie por difusién en placa para B. canis.

De cada una de las diluciones, se tomo una alicuota de un ml y se depositaron
en una caja de petri esténl a la cual después se vertieron 20 ml de Agar Soya
Tripticasa templado a 45-50° C. En movimientos de rotacion en forma de “ocho”
se homogenizé la alicuota del cultivo joven con el medio de cultivo, se dejaron
solidificar las placas y se incubaron a 36° C por tres a cinco dias en condiciones

de aerobiosis.

2.4.5.4 Obtencion de las UFC por ml. de cultivo de B. canis

Al tiempo de incubacion, se observaron las placas y se contaron las colonias
presentes en cada una de ellas y el nimero de colonias se multiplicé por el
factor de dilucion para asi tener el total de Unidades Formadoras de Colonias
(UFC).

2.4.5.5 Cultivos de B. canis para pruebas de sensibilidad con la PCR

Para poder calcular la cantidad minima de bacterias presentes en un cultivo que
puede ser detectado por la técnica de PCR, se procedié a la extraccion de ADN
por el método de Baily (Baily et al., 1992).
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De las diluciones realizadas para la cuenta viable, se tomé un ml para la
extraccion del ADN. Esta se realiz6 por el método de Puregene® (Gentra
System) y por el método de fenol cloroformo (Birnbaim and Doly, 1979).

2.5 Biologia Molecular

2.5.1 Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)
La PCR se realiz6 en muestras sanguineas, coagulos, sueros y colonias

bacterianas sospechosas a B. canis.

2.5.2 Preparacion de las muestras para la extraccion de ADN

2.5.2.1 Cultivos bacterianos jovenes

Las cepas de campo de B. canis y las bacterias de géneros y especies
diferentes para pruebas de especificidad de la PCR para el género Brucella spp.
fueron mantenidos en tubos con ICC.

2.5.2.2 Preparacion de los antigenos vacunales y serolagicos

Los antigenos usados como controles positivos y negativos fueron los
siguientes.

Como control positivo se utilizd el antigeno del estuche diagnéstico para
detectar anticuerpos contra Brucella canis por serologia de Synbiotics que
utiliza el antigeno de B. ovis cepa Reo 198 (BCNN R22) USA; asi mismo, se
utilizé el antigeno vacunal de B. melitensis cepa REV de la vacuna melirev-N.

Como control negativo para la PCR se utilizé el antigeno vacunal de B. abortus
cepa RB51" de la vacuna Bruces RB51" Plus.
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2.5.2.3 Preparacién del ADN

Se tomaron S00 yl a partir de los cultivos bacterianos aislados e identificados
como B. canis y de las cepas control negativo, de los antigenos del estuche
diagndstico de serologia de Synbiotics, Co., y de los antigenos vacunales.

2.5.3 Extraccion de ADN de antigenos y muestras clinicas

La extraccion de ADN se realizé6 mediante el sistema de purificacion de ADN de
Puregene® especialmente con la técnica de purificacion de ADN de cultivos
bacterianos de gram negativos y ademas se utilizd la técnica de Fenol-
Cloroformo (Bimboim and Doly, 1979).

2.5.3.1 Extraccion de ADN de cultivos bacterianos por la técnica de Puregene®
La extraccion de ADN se realiz6 del antigeno comercial del estuche diagnodstico
para la prueba de aglutinacion rapida en tarjeta para Brucella canis de
Synbiatics, Co.

Se tomaron 500 pl del antigeno colocandolos en un tubo ependorf el cual se
sometié a centrifugacion a 14, 000 rpm por cinco segundos obteniendo una
pastilla y removiendo el sobrenadante con una pipeta y colocandolo en otro
tubo eppendorf esteril. Al sobrenadante, se le adicioné 300 pul de la solucién de
lisis celular resuspendiendo la pastilla accionado la micropipeta repetidas veces
hasta completa resuspension.

Se incubaron las muestras a 80° C por cinco minutos para la lisis celular.

Después del tratamiento térmico se dejaron templar las muestras a temperatura
ambiente y se le adicionaron 100 ul de la solucion de precipitacion de proteinas
(SPP) para el lisado celular. Se sometieron a fuerte agitacion en el Vortex por 20
segundos hasta la completa y uniforme mezcla de la SPP con el lisado celular.
Posterior a esto, se centrifugé el homogenizado a 14, 000 rpm por tres minutos.

Se obtuvo el sobrenadante cuidando de no remover la pastilla formada y se

colocd en otro tubo limpio y esténl adicionandale 300 yl de isopropanal al 100
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%. Los componentes se mezclaron en el tubo por agitacidbn suave con

movimientos de inversion con un minimo de 50 veces.

Se centrifugd a 14, 000 rpm por un minuto y se observd el contenido de ADN
como una pequena pastilla blanca en el fondo. Se decanté el sobrenadante, se
dejbé secar el tubo en papel absorbente. Se agregaron 300 pl de etanol al 70 %
y se homogenizé la pastilla con el etanol por inversion suave del tubo para lavar
el ADN. Después de una centrifugacion a 14, 000 rpm por un minuto y
posteriormente a esto, se decantd el sobrenadante y se dejo secar la pastilla

invirtiendo el tubo sobre papel absorbente limpio por unos 15 minutos.

A la pastilla obtenida se le adicionaron 50 pl de la solucién hidratadora de ADN
y se incubo toda la noche a temperatura ambiente.

2.5.3.2 Extraccion de ADN de muestras de sangre, coagulos, sueros y cultivos
jovenes por la técnica de Fenol-Cloroformo (Bimboim and Doly, 1979).

En tubos tipo eppendorf se colocaron 300 pl de los cultivos jovenes de cada una
de las cepas de B.canis y se les anadié 600 yl de amortiguador TE pH 8.0 (Tris
base EDTA). Los tubos fueron agitados moderadamente y posteriormente fueron
centrifugados durante por un minuto a 12, 000 rpm. Se repitieron los lavados hasta
obtener un pellet blanco. Posteriormente se les agregé 100 pl de amortiguador K y
2 ul de protéinasa K, ésta mezcla se incubé por 4 horas a 56°C revisando cada
hora, posteriormente se agregaron 200 pl fenol y 200 pl de cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1).

Esta mezcla se homogenizd en el vortex y posteriormente fue centrifugada durante
10 minutos a 14 000 rpm. La fase superior acuosa fue transferida a un nuevo tubo
eppendorf y a esta se le agregaron 200 pl de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1).
Esta mezcla se agitdé moderadamente y enseguida fue centrifugada a 14 000 rpm
durante 10 minutos.
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Posteriormente se volvié a transferir la fase acuosa resultante a un nuevo tubo
eppendorf. A esta fase se le agregé 35.5 pl NaCl 2.25 M y 1000 ul etanol puro frio.
Después de 30 minutos o hasta observar la precipitacion del ADN los tubos fueron
centrifugados a 14 000 rmp durante 5 minutos. El sobrenadante fue eliminado y la
pastilla resultante se agregaron 1000 pl de etanol al 70%.

Después el tubo fue agitado levemente y vuelto a centrifugar 5 min a 14 000 pm.
El sobrenadante fue eliminado y la pastilla se dejo secar para finalmente agregar
100 pl de amortiguador TE pH 8 para aimacenarse a —20°C hasta su uso.

2.5 .4 Iniciadores y condiciones de amplificacién

Para las pruebas de PCR se seleccionaron dos iniciadores de acuerdo con lo
reportado por Vizcaino con las siguientes secuencias de nucleotidos que
amplifican un segmento de la proteina externa de membrana OMP-31 (Vizcaino et
al., 1996, 1997).

Las secuencias son:

31 SD (5-TGACAGACTTTTTCGCCGAA-3")

31TER (6'CATTCAGGACAATTCCCGCC-37)

255PCR

Para realizar la PCR se colocé en un tubo ependorf 40.75 pl de agua UPE, 5 pl
del Buffer 10 X, 1.5 ul de Cloruro de Magnesio, 1 ul de los dNTPs, 0.5 pl del ADN
templado y 0.25 pl de Taq polimerasa (ver tabla Il y Apéndice A).

Para la técnica de PCR se emplearon los iniciadores 31SBr y el 31TERBr a una

concentracion del stock de 100 pmol/ul habiéndose colocado 0.5 ul de cada uno de
los iniciadores en un tubo ependorf. Todo esto llevado a un volumen final de 50 pl.
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Las condiciones de PCR estandarizado y el programa de amplificaciéon se detallan
en las tablas [l y .

La PCR se llevd a cabo en un termociclador Programmable Termal Controller
(PTC-100)™ MJ Research, Inc.

2.5.5.1 Condiciones de amplificacién

Las condiciones de amplificacion para realizar la PCR de las colonias bacterianas
aisladas en el laboratorio a partir de diversas muestras clinicas de cinco perros
diferentes, se tomaron las condiciones reportadas por Vizcaino y colaboradores las
cuales fueron modificadas para el presente estudio (Vizcaino et al., 1997).

El primer ciclo de desnaturalizacion se llevé a cabo a 94 ° C por 5 minutos;
posteriormente se sometieron las muestras a 30 ciclos (alineamiento a 58 ° C por
30 segundos y’]extensién a 70° C por 30 segundos y 94° C por 30 segundos para
la desnaturalizacién); el dltimo ciclo fue de 58° C por 30 segundos para la fase final

de alineamiento y 70° C por 10 minutos de extension.

En la tabla nimero tres se observan las condiciones de amplificacién utilizadas en

esta investigacion y al mismo tiempo, el programa de la PCR.
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TABLA Il
Reactantes de la mezcla de PCR"? utilizadas para los andlisis de identificacion molecular
de las colonias bacterianas de B. canis.

REACTIVO | CONCENTRACION| VOLUMEN| CONCENTRACION

| AmapiDO FINAL
Primer 31 SDBr 693 poml 0.5l 1 pmol/ul
Primer 31 TERBr 704 pmol 0.5 yl 1 pmol/pl
MgCl; 50 mM 15l 1.5mM
Buffer 10 X 10X 5.00 pl 1X
DNTPs 10mM c/u 1.00 pi 200 pM
H, O — UPE 40.75 pl .
Taq polimerasa Su/pl 0.25 pl 1.25U
ADN Molde 0.5 pl ND
Volumen final 50 ul

(*) Vizcaino et al., 1997; con algunas modificaciones

TABLA Il
Condiciones de amplificacién (*) y programa para el Termociclador Programmable Termal
Controller (PTC-100)™ MJ Research, Inc.

CICLOS FASE TIEMPO TEMPERATURA
1 CICLO Desnaturalizacion iniciall  § minutos 94° C
" ( | Desnaturalizacién 30s 94° C
30 CICLOS Alineacion 30s 58° C
Extension 30s 70°C
Alineacion 30s 58° C
TeleLa Extension final 10 minutos 70°C
1 CICLO Conservacion 24 horas 4°C

(*) Vizcaino, 1997 con algunas modificaciones

2.5.6 Electroforesis de productos amplificados

Para realizar la electroforesis de las muestras amplificadas se procedid a

descongelar las muestras manteniéndolas siempre sobre hielo y se prepard una
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tira de “parafilm” que se puso sobre una gradilla pequefa para tubos ependorf en
la cual se colocaron 2 pl de amortiguador de carga (colorante azul de bromofenol-
Sigma®) por 8 pl del producto de PCR. Una vez mezclados se tomaron con una
micropipeta y se colocaron las muestras en cada uno de los pozos del gel de

agarosa (Figura 5).

Para confirmar la amplificacion del ADN de las muestras, se corrieron los
productos obtenidos en gel de agarosa al 1.8 % en una camara de electroforésis
BIO RAD Mini Sub Cell GT con TAE 1 X como buffer de corrimiento, utilizando una
fuente de poder BIO RAD Power Pac 3000 a 85 V, 60 mA y 5 W por 30 minutos. Al
mismo tiempo, se corrieron geles de poliacrilamida al 9% en una camara de
electroforesis C. B. S. Scientific Co. modelo MGV-102 y otra de la marca Zigma,
modelo Z 35, 280-2 usando la misma fuente de poder y las mismas condiciones
mencionadas.

2.5.7 Productos amplificados por PCR

Figura 5. Vaciado de los productos de amplificacion en el gel de agarosa. En esta
figura se observa la colocacién de los productos amplificados de PCR en el gel de
agarosa.

Ademas de los productos amplificados, se agregdé un marcador de peso
molecular de 100 pares de bases (Invitrogen) para la comprobacién del peso de



las bandas obtenidas. La electroforesis se realizé a 85 V y al cabo de 30
minutos, se tifd el gel con Bromuro de Etidio (BE) al 0.1 % exponiendo el gel al
reactivo durante 15 minutos.

Se coloco el gel en el transiluminador UV - BIORAD 2000 para visualizarlo con
luz Ultra Violeta (UV) y posteriormente se llevé el gel al fotodocumentador para
fotograftarlo con luz UV en un rango de 290-365 nm con el equipo MultiDoc-It
Digital Imaging System UVP. Se tomaron las fotos y se archivaron en una

computadora.

2.5.8 Digestion con las enzimas de restriccion

Para las pruebas de polimorfismo en la longitud de los fragmentos de
restriccién, (RFLP) (Giffith et al, 2000), se usaron las enzimas Ava }

(Appligene) y Sal | (Gibco BRL) (Vizcaino et al., 1997).

Estas enzimas tienen la capacidad de cortar en sitios especificos del ADNc; la
Ava I, corta en el siguiente sitio:

Loy lGWCC...3’
3'...CCWGI G.%
Donde “W” puede ser Adenina (A) o Timina (T).

La otra enzima Sal I corta en este oftro sitio:

5.6 I'TCGAC...3’
3’...CAGCTI G...5
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Del producto amplificado (ADNc) a través de la PCR, se tomaron 5 pl para
realizar la digestién con la ayuda de las enzimas de restriccion Ava il y Sal .
Se siguid el protocolo recomendado por el fabricante de las enzimas para llevar
a cabo los procesos de digestion.

El corte enzimatico con la enzima Ava /i, (fuente Anabaena variabilis, ATCC
27892), consistid en mezclar 2 yl del buffer (50 mM de acetato de potasio, 20
mM Tris-acetato, 10 mM acetato de magnesio, 1 mM DTT, pH 7.9 a 25°C), 0.5
pl (10U/pl) de la enzima, 12.5 ul de agua ultra pura estérii (UPE) y 5 pl de
producto de PCR, para un volumen final de 20 pl.

Para el caso de la enzima Sal I, (fuente Streptomyces albus, (ATCC 49789),
se mezclaron 2 pl de buffer (100 mM Tris-HCI [pH 7.6), 10 mM MgCl, 150 mM
NaCl, a 37°C), 0.25ul (10U/ul) de la enzima, 12.55 pl de agua UPE y 5 pl del
producto de ADN amplificado por la PCR, para un volumen total de 20 pl.

Para ambas enzimas las condiciones de incubacién consistieron en una
temperatura de 37° C durante una hora con agitacion leve cada 15 minutos.

2.5.9 Productos de digestion enzimatica

Los productos del corte con enzimas de restriccion fueron separados por
electroforesis en geles de poliacrilamida al 9% tedidos con bromuro de etidio y
visualizados en el fotodocumentador.

Se mezclaron 2 pl de amortiguador de carga (colorante azul de bromofenol-
Sigma®) y 8 pl del producto digerido. Ya homogenizada la mezcla se tomaron
con la micropipeta y se colocaron en cada uno de los pozos del gel y se inicio el
programa a 85 V y 60 mA y al cabo de 30 minutos se llevo el gel a teiiir en BE
por 15 minutos. Posteriormente se observé en el transiluminador se tomaron las
fotografias en el fotodocumentador y se archivaron en la computadora.
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2.6 Andlisis estadisticos

El porcentaje de seroprevalencia (%SP) fue estimada mediante la siguiente
férmula:

%SP= numero de seropositivos/total analizado X 100 (Thrusfield, M., 1995).

La asociacion entre la raza, procedencia (criadero, casa) o el sexo de los
animales estudiados con la seropositividad a brucelosis canina fue determinada
mediante Chi-cuadrada en tablas de contingencia segun los datos de cada
variable (Olivares, E. 1985, Petrie and Watson, 1599).

47



CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1. Andlisis serolégicos

3.1.1 Resultados de la prueba de aglutinacion rapida en tarjeta y de la reaccion
con 2-B-mercaptoetanol.

Se analizé un total de 164 muestras de suero obtenidas desde el afio 2000. Las
muestras fueron enviadas para su andlisis a la Unidad de Investigacion
Veterinaria en Enfermedades Infecciosas ya sea por motivo de requisito de
cruza o por monitoreo debido a sospecha clinica (aborto, dermatitis escrotal,
falla para prefar, bajo libido, o antecedentes de convivencia con animales
seropositivos). Con excepcion de dos cachorros, todos los animales estudiados
fueron mayores de 18 meses. 101 de los animales pertenecian a algin criadero
mientras que el resto procedian de propietarios particulares a los cuales se les
solicitaba el analisis serologico contra B. canis como requisito para cruza.
Todos los sueros fueron analizados con la ayuda y recomendaciones de un
estuche diagnéstico, distribuido comercialmente para determinar la presencia
de anticuerpos contra B. canis (ver Material y Métodos). En primera instancia
los sueros fueron sometidos a la aglutinacion directa con el antigeno (bacterias
muertas tenidas) y si se observaba evidencia de agilutinacion fueron
subsecuentemente sometidos a reaccién con 2-B-Mercaptoetanol. Del total
analizado, 71 sueros resultaron positivos tanto a la aglutinacion directa como
después del tratamiento con 2-B-Mercaptoetanol. En las figuras 6 y 7 se
muestra un patron tipico de seroaglutinacion observado en algunos de los
ejemplares bajo estudio. Del total analizado 51 fueron machos y 113 hembras.
La distribucion de la seropositivdad acorde al sexo del animal fue de 52.9 % y
38.9 % para machos y hembras, respectivamente. No obstante, esta diferencia



no fue estadisticamente significante (P>0.01; Ji-cuadrada: 2.807). En la tabla IV
se muestra la relacion entre la seropositividad y el sexo de los animales

estudiados.

Figura 6. Prueba rapida de aglutinacion en tarjeta. Muestras tipicas de
seroaglutinacion de moderada a intensa. En el ovalo N° 1 se muestra la
reaccion de aglutinacion del control positivo. En el ovalo N° 2 y 3 se exhibe
reacciones positivas de dos caninos muestreados en el presente estudio.

Figura 7. Reaccion de seroaglutinacion con y sin tratamieno con 2-B-mercaptoetanol.
El suero es de un canino hembra con antecedentes de aborto y sospechoso de
brucelosis canina. En 7-A, se muestra la reaccion de la prueba rapida de aglutinacién
en tarjeta directa, mientras que en 7-B, se muestra la reaccioén del mismo suero tratado
con 2-B-mercaptoetanol. Esta uitima confirma la especificidad del suero contra el
antigeno usado. Este ejemplar también result6 positivo al aislamiento de B.canis.
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Tabla IV

Frecuencia de caninos seropositivos a Brucella canis™ en Monterrey y su drea metropolitana
en el periodo del 2000 al 2005, distribuidas acorde al sexo de los ejemplares.

Sexo Analizados Positivos Negativos
Cantidad % Cantidad %
Machos 51 27 529 24 47 .1
Hembras 113 44 389 69 61.1
Total 164 71 43.3 93 56.7

() Canine BruceHosis Antibody st kit, D-Tec® CB; SYNBIOTICS CORPORATION, San Diego, CA. 92127, USA.

La distribucién de los animales acorde a la procedencia ya sea a partir de
crideros establecidos o propietarios particulares (habitando en casas) mostro
que el 50.5% y 31.7% de los ejemplares del primer y segundo, respectivamente,
resultaron seropositivos. En Ia tabla V se muestra la relacion observada de la
distribucién de los animales seropositivos acorde a la procedencia. Acorde a los
analisis de Ji-cuadrada se encontré asociacion (P<0.05) entre la seropositvidad
con la procedencia del canino a nivel de significancia de 0.05 pero né en 0.01
(Estadistico de prueba; 5.555, JiC [0.05]= 3.84, [0.01]=6.63). Estos datos
arrojaron que existe 2.3 veces mas riesgo encontrar un animal seropositivo en

un perro de criadero que en un perro mantenido en casa.

TablaV
Relacién entre |a seropositividad® a B. canis y la procedencia de los
animales analizados.

Procedencia Muestras | Positivos % Negativos %
Criadero 101 51 50.5 50 495
Casa particular 63 20 31.7 43 68.25
Total 164 7" a3

(") Determinada mediante aglutinacién rapida en tarjeta con el estuche Canine Bruceliosis Antibody lest kil, D-Tec® CB;
de SYNBKOTICS CORPORATION, San Diego, CA. 92127, USA.

24 de las 164 muestras analizadas provenian de perros que contaban con
antecedentes de contacto directo ¢ indirecto con otros perros sospechosos o

seropositivos, o que mostraban sintomas de la enfermedad. De estos 24
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ejemplares analizados, 12 (50%) resultaron positivos a la prueba directa de
aglutinacién rapida en tarjeta, asi como a la del 2-3-mercaptoetanol.

De las muestras obtenidas, 101 fueron ejemplares pertenecientes a criaderos.
Los encargados solicitaron la prueba para efecto al monitoreo general. S0
muestras de ese grupo resultaron positivas (49.5%) a la prueba directa y a la
reaccion con el 2-3-mercaptoetanol.

De aquellos perros que se remitieron al analisis por motivo de requisito de
cruza, 39 muestras fueron estudiadas, y los resultados arrojaron 8 muestras
positivas (20.5%) a las dos pruebas de aglutinacién, ver tabla VI.

Tabla Vi
Relacion entre la seropositividad a Brucella canis con diversas condiciones de
riesgo de enfermedad en perros ubicados en el area metropolitana de
Monterrey, N.L., en el periodo del 2000 al 2005.

Riesgo Muestras | Positivas | % | Negativas | %
Contacto con peiro 24 12 50 12 50
seropositivo ")

Requisito para cruza 39 8 20.5 31 795
Monitoreo sanitario™”’ 101 51 50.5 50 495
Total 164 71 433 93 56.7

" los animales de este grupo fueron aquelos que convivieron con perros que resultaron seropositivos a la prueba de
aglulinacién en placa con 2-8-mercaptoetanol.

“ Estos animales fueron referidos para su anafisis seroldgico debido a que el duefio del semental/lhembra solicitaron un
resultado serolégico negativo previo a permitir el apareamiento de su ejemplar.

® E1 100% de estas muestras correspondieron a ejemplares cuyos propietarios o dueios tienen criaderos de perros y
referian realizar el andlisis para sondear su situacion con respecto a Brucefa canis.

Los animales del estudio fueron analizados de acuerdo a la raza. De un total de
22 razas estudiadas 14 resultaron positivas a la prueba de aglutinacion
empleada. En la tabla Vil se muestra la relacion entre |a seropositividad a B.
canis de acuerdo a la raza. Destacablemente, para algunas razas
practicamente el total de analizados resultaron seropositivos. No obstante, el
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tamafio de muestra no fue uniforme y ademas varios de ellos fueron analizados
despues de encontrar algin ejemplar seropositivos con el subsecuente
monitoreo a los ejemplares que establecieron contacto con estos. En el
presente estudio, obtuvimos 56.7% (93/164) de casos seronegativos,
interpretandose cuando al cabo de dos minutos de reaccion entre los reactantes
de la prueba de aglutincaién, no se observaron grumos que indicaran
aglutinacién y la mezcla se mantuvo homogenea (Figura 8, ovalo 3).

Figura 8. Caso seronegativo en un paciente canideo. En el ovalo de la izquierda se
observa una reaccién negativa resaltando la homogeneidad entre los reactantes,
mientras que en el ovalo de la derecha, el control negativo del estuche diagnéstico
muestra una reaccion de aglutinacion en tarjeta positiva.
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Tabla Vi
Relacién de razas muestreadas en el estudio y su reaccion de seropositividad a
Brucelosis canina determinada con la prueba rapida de aglutinacién en tarjeta'®.

Raza Tiraza Muestreados Positivos  %(b) Negativos
Chow-Chow G 2 2 100 0
Pastor Aleman G 19 4 21 15
Pomerania P 4 4 100 0
Cobrador Dorado G 1 100 0
Schnauzer Min. P 32 21 656 1
Schnauzer gigante G 3 0 0 3
P Belga Malinois G 3 0 0 3
Beagie P 1 0 0 1
Bulldog P 5 0 0 S
York Shire Terrier P 2 2 100 0
Chihuahua P 24 1 458 13
Poodle P 11 1 9.1 10
Pug P 12 12 100 0
Rottweiler G 16 0 0 16
Akita Inu G 1 0 0 1
Alaska Malamute G 1 0 0 1
Husky Siberiano G 8 4 50 4
Samoyedo G 7 2 28.5 5
Doberman G 2 1 50 1
Boxer G 4 0 0 4
Labrador retriever G 2 2 100 0
Cocker Spaniel P 4 4 100 0
TOTAL 164 7 43.3% g3

(a) Canine Bruceliosis Antibody test kit, D-Tec® CB; SYNBIOTICS CORPORATION, San Diego, CA. 92127, USA.
(b) Porcentaje de positivos del total analizados por raza. T/iraza= Tamaio de raza
(G) Perto de raza grande (P) Pemo de raza pequedia

Los animales fueron divididos arbitrarimente en ‘razas pequenas” y “razas
grandes’. Esta separacidn amojo que un total de 55 animales de razas
pequenas resultaron seropositivos mientras que solo 16 ejemplares de razas
grandes manifestaron esta condicion (Ver tablas N° VIl y VIII). El analisis de Ji-
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cuadrada reveld que existe una fuerte asociacion (P<0.01) entre la
seropositividad con el tamafio del animal (Estadistico de prueba:19.611, JiC
[0.01] = 6.63). En la tabla 8 se muestra la relacién entre la seropositividad a

brucelosis canina y el tamano de la raza de los animales estudiados.

Tabla Vil
Relacion entre la seropositivdad a brucelosis canina y el tamanio de la raza de
los animales estudiados.

Tamario de raza Animales

Positivos Negativos
Grande 16 53
Pequefia o5™ 40
Total 71 93

*Razas Grandes: Chow Chow, P. Aleman, Cobrador Dorado, Husky Siberiano, Samoyedo, Dober-
Man, Cobrador de Labrador.

**Razas Pequeiias: Pomerania, Schnauzer miniatura, York Shire Temier, Chihuahua, Poodle, Pug,
Cocker Spaniel.

3.2. Aislamiento e identificacion bioquimica de Brucella canis

3.2.1. Cultivo y aislamiento

Solamente en cuatro casos se logro disponer de muestras clinicas, consistentes
de drganos, tejidos, y fluidos corporaies de animales adultos o fetos, lograndose
el procesamiento y aislamiento de la bacteria a partir de tales muestras. Todos
los animales resultaron positivos a la prueba de aglutinacion, tanto de forma
directa como con el suero tratado con mercaptoetanol, distribuyéndolos como a
continuacion se describe.

El primero de los casos fue de un criador particular con dos ejemplares de la
raza Pug. A partir de una hembra seropositiva, se logré el aislamiento de
Brucella canis de restos placentarios y del contenido estomacal de uno de los

fetos, producto de un aborto en el tercer tercio de la gestacion.
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El segundo aislamiento se logr6 de un macho seropositivo de raza Pug,
importado de Panama sin pruebas serologicas anti-B.canis. Este ejemplar fué
muestreado debido a que estuvo en contacto con algunas hembras de su
misma raza que mostraron infertilidad, falsa preiiez y aborto en el ultimo tercio
de la gestacién. La bacteria se aisl6 de una muestra de sangre para
hemocultivo en medio de Ruiz-Castafieda, en Agar Biotriptasa y Agar Soya
Tripticasa. Interesantemente, en este Ultimo medio fueron observadas dos

colonias de distinto tamafio (Figura 9).

Figura 9. Caracteristicas coloniales de Brucella canis en Agar Soya Tripticasa (AST).
La muestra corresponde al caso dos de un perro macho raza Pug procedente de
Panama y con antecedentes de cruza con hembras seropositivas. En al fotografia se
muestran colonias de dos tamarios (fenotipos) diferentes, uno de tamafio relativamente
mediana y otra de tamario menor (flecha). Ambos tipos de colonias de este caso fueron
subcultivadas (manteniendo la caracteristica del tamafio) y caracterizadas
biogquimicamente arrojando un perfil compatible con Brucella canis. Igualmente, en
ambos casos, el analisis de PCR-RFLP airoj6é compatibilidad con Brucella canis.

Ambas colonias fueron sujetas a diferenciacién bioquimica y molecular, en
ambos casos se determiné que colonias con caracteristicas fenotipicas distintas
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corresponden a un microorganismo compatible con B. canis (ver adelante).
Ambas cepas fueron resembradas de foorma independientemente y en ambos
casos se mantuvo la caracteristica del tamaiio (datos no mostrados).

El tercero de los casos correspondié a otro propietario privado, quien solicitd la
prueba de aglutinacion rapida de tarjeta por motivo de requisito de cruza de una
hembra de la raza Pastor Aleman. Este ejemplar resuité positivo en primera
instancia a la prueba de aglutinacién directa, pero negativa al uso de 2-8-
mercaptoetanol.

Segln el protocolo seguido al ejemplar no se le permitd su apareamiento y fue
de nuevo muestreado a los 14 dias de la prueba inicial. En este segundo
muestreo el animal resultd positivo tanto a aglutinacién directa como al
mercaptoetanol. En adicion, el propietario remitié, una semana antes de éste
examen, para su analisis, muastras de otros ejemplares hembras de la raza
York Shire Terrier y Poodle que cohabitaban con la hembra Pastor Aleman.

La primera resultd positiva a las pruebas de aglutinacion pero la segunda amoj6é
resultados negativos. La hembra York Shire Terrier mostré una intensa reaccion
de aglutinacion (dentro de los primeros 50 segundos de mezclados los
reactivos) con formacion franca de grumos, a ambas pruebas serologicas.

A partir de esta hembra, fue aislada B.canis en hemocultivo a los 25 dias que
resulté seropositiva.

Posteriormente, y dado que en particular esta hembra permanecié seropositiva
(con intensa reaccion a la aglutinacion) durante mas de tres meses, el
propietario decidi6 la eutanasia de los tres ejemplares.

La dinamica de los eventos de la serologia y el aislamiento e identificacién de B.
canis en torno a estos ejemplares se muestra en la figura 10.
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Figura 10
Dinimica de eventos de la serologia y aislamiento do Brucella canis en tres ejemplarss canideos, hembras

infectados naturaiments
Serologiz
SAT(H) SAT (+) SAC
IME()  IMEH) “Sheils”
P. Alemin
12 D-14 D2 D-5% D-5§
Caltivo HC HC()
ABIO ABIO)
Serologia
SAT() SAC  “Camils”
I 2;@) | l l York Shire T
Do D7 D21 D31 D-95
Cultive HC HC®) CULTIVO
ABIO ABIO(+) ORGANOS
Serologla
SAT() SAT() SAT(+) SATH)  SAC
IME(-) IME() “Tania”
D4 D7 D21 B-44 D-5 D75 D% D9
HC BC()
Cultivo ABIO ABIO()

D= Dia, SAT=Prueba de aglutinacion rapida de tarjeta, 2ME=prueba del 2-8-mercaptoetanol,

HC=hemocultivo, ABIO=Agar Biotriptasa, SAC= sacrificio.

Al ejemplar Yorkshire terrier se le practico la necroscopia apreciandose solo una

intensa esplenomegalia y un discreto puntilleo hemorragico en higado. Brucelia

canis fue aislada a partir del bazo, higado y ganglios inguinales, todos ellos con

alteraciones o0 aumentados de tamanio.

El cuarto de los casos, en el que se logro el aislamiento de B.canis, fue a partir

de un macho York Shire Terrier. Este ejemplar fue remitido para su analisis

debido al antecedente de haberse cruzado con la hembra York Shire Terrier del

caso 3. El animal resultdé seropositivo con una reaccibn moderada a la

57



agliutinacion. Al hemocultivo este ejemplar resulté positivo a los 15 dias en el
medio bifasico de Ruiz Castafeda y en el Agar Biotriptasa.

El quinto aislamiento se logré de una muestra de sangre sin anticoagulante, de
la que se separd el suero y se dejb el coagulo en el tubo de ensayo habiéndose
conservado por cerca de tres anos en refrigeracion. Al momento de
resuspender el coagulo en la solucién TE pH 8 (Tris base EDTA) para los
analisis de biologia molecular, se tomd una muestra y se inoculé el medio
Biotriptasa incubandose en aerobiosis a 37° C. Al cabo de ocho dias se logré
recuperar una bacteria con caracteristicas del género Brucella spp. La cepa fue
denominada C5-CP33 (Caso 5-Coagulo Pug No. 33). Antes de realizar la
identificacion bioquimica se obtuvo una muestra y se sometié directamente a la
extraccion de ADN para realizar la reaccion de PCR. El aislado resulté positivo
a B.canis segun analisis de PCR-RFLP (ver adelante). La muestra pertenecia a
un ejemplar macho de criadero de la raza Pug seropositivo a la MET-SAT.

3.2.2. Morfologia colonial y microscopica

Después de incubar de 3 a 10 dias a 37° C en condiciones de aerobiosis, se
observaron colonias con caracteristicas del género Brucella spp. Las colonias
presentaron una forma redonda, regular con bordes lisos, ligeramente elevadas
de superficie lisa, de color beige o crema y con medidas de tres a cuatro
milimetros de diametro (Figura 9). A la tincion de Gram se mostraron como
cocobacilos muy pequerios, Gram negativos, no esporulados, no encapsulados.
Sin embargo, en algunos casos de estos primo-aislamientos se observé
crecimiento bacteriano dentro de los siguientes cinco a seis dias en promedio;
empero en otros, el crecimiento bacteriano tardé hasta 12 a 14 dias. Aun asi, se
permitid la incubacion hasta por 18 dias para favorecer el completo desarrollo
de las colonias bacterianas. Las inoculaciones que al cabo de 21 dias no
manifestaron crecimiento se dejaron hasta por 30 dias en incubacién.

En el segundo de los casos en que se logré el aislamiento de la bactena, se

observé un crecimiento uniforme, pero en determinadas partes de la tercera y
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cuarta estria se observaron colonias con caracteristicas morfolégicas del
genero Brucella spp. pero de un tamaiio menor.

Esto se refiere a que median menos de dos milimetros y circunstancialmente
estaban en zonas aisladas y abiertas, es decir, no se encontraban colonias
bacterianas aglomeradas lo que permitia diferenciar dos tipos de colonias
semejantes pero diferentes en tamario (Figura 9).

Tanto la identificacion bioquimica como la molecular, arrojaron resuitados
caracteristicos de Brucella canis en los dos tipos de colonias incluyendo la
rapida produccion de ureasa detectada en menos de 30 minutos en el medio de
Agar Base Urea, es decir, coinciden bioquimica y molecularmente a la especie
B. canis.

3.2.3. Identificacion bioquimica

Las colonias con caracteristicas morfolégicas del género Brucella aisladas de
las muestras mencionadas, se les someti6 a una bateria de reacciones para
conocer su perfil bioquimico. Las pruebas enzimaticas catalasa y oxidasa
positivas resultaron positivas (Figura 11).

Figura 11. Pruebas de Oxidasa (A) y Catalasa (B) positivas de colonias bacterianas
aisladas de muestras clinicas de perros seropositivos.

59



La prueba de ureasa se realizé junto con las otras pruebas bioguimicas, no
obstante cabe destacar que las colonias aisladas dieron una reaccién positiva
rapida en el agar ureasa de Christiensen observando el viraje de color de la
reaccion desde los primeros minutos de inoculacién (15-20 minutos) hasta las
dos horas que manifesté un cambio de color del 75 al 80% del agar inclinado. A
las 9 horas el agar estaba completamente rosa incluyendo el fondo del tubo en
el cual no habia in6culo ya que la prueba se realiza sélo por estria en superficie
y né por puncion. El tubo control negativo del agar urea de Christiensen se
mantuvo negativo todo el tiempo inclusive hasta las 48 horas de incubacion
que se recomienda para bacterias productoras lentas de ureasa (Figura 12).
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Figura 12, Prueba de Ureasa. En las imagenes se observa la reaccion de la ureasa
sobre el Agar Base Urea (ABU). Los tubos de izquierda a derecha corresponden a
las cepas de campo de B. canis aisladas de muestras clinicas de cinco
pacientes diferentes incluyendo la cepa “C4 t-20” variante fenotipica en el
tamafo (aislada del caso 2). En 12-A, se muestra los tubos a los 20 a 30 minutos
después de la inoculacion. En 12-B corresponde a un tiempo de reaccion de una hora
mientras que en 12-C después de dos horas de incubacion. En la figura 12-D se
muestra una reaccién positiva total al cabo de nueve horas de incubacién. El tubo
control negativo es el ultimo tubo hacia la derecha.



En la figura 13, observamos los tubos con los medios para pruebas bioquimicas
en donde el TS| es el primer tubo de izquierda a derecha y se mantiene sin
cambios.

La prueba del Citrato de Simmons para verificar el uso del Citrato como (nica
fuente de carbono, resultdé negativa. Esto se verifica en el tubo N° 3 de izquierda
a derecha en donde no hay viraje de color.

La descarboxilacion de la Lisina (LIA) y de la Ornitina (MIO) fueron negativas en
ambos casos (ver figura 13, tubos 2 y 5).

Figura 13. Reacciones bioquimicas de Brucella. En la fotografia se muestran las las
reacciones biogquimicas de una de las cepas de Brucella canis aislada. El tubo N° 1 es
el TSI, con ausencia de fermentacién de carbohidratos. El tubo N° 2 corresponde al
medio de LIA para la descarboxilacion de la lisina siendo negativa. En el tubo N° 3 se
observa la prueba del Citrato de Simons negativa. El tubo N° 4 es el SIM donde se
observa que la produccion de H,S, motilidad e indol son negativos. El tubo N° 5 es el
MIO para verificar la descarboxilacion de la ornitina, motilidad e indol que resultaron
negativos. El tubo N° 6 es |a prueba de ureasa que fue positiva a los 30 minutos.

La prueba de motilidad resulté negativa, al igual que el Indol habiéndose
realizado en los medios de SIM y de MIO (ver tubos N° 4 y 5 de figura 13).

En el medio de SIM se realiz6 la prueba de la produccién de acido sulfhidrico la
cual resulté negativa. En la tabla IX se muestran los resultados de las pruebas

biquimicas para los 6 cepas de B. canis aisladas de perros seropositivos.
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Tabla IX

Reacciones a las diversas pruebas bioquimicas de las cepas de B. canis aisladas de
muestras clinicas de perros seropositivos.

Clave TSI GLU LAC SAC GAS H,S LIA CIT U | MOT MR-VP

C1 Akl - - - - - - - o+ - - -/-
c2 Akl - - - “ - - -+ . . /-
c3 Al - - - « = 85 u #Hm = -
C4 Akl - - - - - - N s
C4t20 Akl - - - - - - R -
C-5 Akl - - - - - - -+ .. -/~

Ak=reaccibn alcalina, |=reaccién inerte, GLU=Glucosa, LAC=Lactosa, SAC=Sacarosa, LIA= Agar Hierro Lisina, UsUrea,
CIT=Citrato de Simons, I=Indol, MOT=Motilidad, MR-VP= Rojo Metilo/Vogues Proskawer, r:viraje rapido 15-30 minutos.

3.2.4 Cuenta viable por difusién en placa

Se obtuvo las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) para dos de las cepas
de B.canis aisladas del presente estudio. De un cuitivo joven de 48 h se
realizaron diluciones seriadas por un factor de 10. El promedio de colonias en
cada una de las diluciones se muestra en la tabla X. En las diluciones de 10™" a
10 el nimero de colonias fue incontable mientras que la cantidad de colonias
en las diluciones de 107 y 10® estuvieron en rangos de 189-239 y 3340
UFC/mI, respectivamente. En la figura 14 se muestra una perspectiva del
namero de colonias desarrolladas en la dilucién de 10,

Tabla X
Relacion de la cuenta viable en placa por el método de extension en superficie de dos
de las cepas de Brucella canis aisladas a partir de perros seropositivos.

Dilucion Unidades Formadoras de Colonias (UFC)
107a 10® Incontables
10”7 239 - 189 UFC
10° 40— 33 UFC
10~ 0
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Figura 14. Cuenta viable en placa de B. canis. Se muestra las colonias que se
desarrollaron en la cuenta viable en placa en la dilucién 10,

3.2.5 Pruebas de susceptibilidad a los antibidticos

Después de incubar por 72 horas a 36° C, se observaron las cajas con los
antibiogramas apreciandose una gran sensibilidad a los antibiéticos empleados.

En la tabla XI se muestran los antibiéticos analizados asi como la respuesta de
las cepas aisladas contra estos.

Solo contra los antibiéticos Cefalotina y Nitrofurantroina todas las cepas
mostraron resistencia.

En el caso de la cepa C-5 en adicion mostré6 una moderada sensibilidad al

antibiético Cloranfenicol. En la figura 15 se muestra el patrén de susceptibilidad
observado.

63



Tabla Xl

Susceptibilidad de B. canis a diferentes antibioticos recomendados para bacterias
Gram negativas.

ANTIBIOTICO | CONCENTRACION [ C-1 C2 | C3|C4]|C5H
(mcg)

Amikacina 30 S S S S S
Ampicilina 10 S S S S S
Carbencilina 100 S S S S S
Cefalotina 30 R R R R R
Cefotaxima 30 S S S S S
Ceftriaxona 30 S S S S S

Cloranfenicol 30 S S S S MS
Gentamicina 10 S S S S S
Netilmicina 30 S S S S S
Nitrofurantroina 300 R R R R R
Pefloxacina 5 S S S S S
Sulfametoxasol 25 S S S S S

Trimetoprim

C-1, C-2,C-3,C4,C-5: clave asignada a cada cepa aislada (Caso 1, caso 2 etc...). S: Susceptible, R:Resistente,
MS:Moderadamente susceptible. mcg: microgramos.

Figura 15. Patron de susceptibilidad obtenido para una de cepas de B.canis (Cepa C-
4) aislada a partir de un perro seropositivo. Se aprecia la inhibicién, casi total, con
excepcion en los antibioticos Nitrofurantroina (A) y Cefalotina (B).
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3.2.6 Preparacion de cultivos microbianos para la obtencién de ADN gendmico.

Las bacterias, usadas como controles negativos de la especificidad de los
oligonucleotidos empleados, fueron empleadas de la coleccion del Laboratorio
de Microbiologia de |a Facultad de Medicina de la UANL. Todas se multiplicaron
adecuadamente en tubos con Caldo Infusién Cerebro Corazén (ICC). Las
bacterias inoculadas fueron Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus
cereus, Bacillus thuringiensis, Staphylococcus spp., Streptococcus spp. Yy
Bordetella bronchyseptica. Esta ultima fue obtenida de cultivos de una bacterina
vacunal comercial (Bronchi — Shield® Ill, Fort Dodge®) la cual se sembré en
placas de agar sangre y de agar Soya Tipticasa. Esta cepa se desarroll6 muy
bien a las 48 horas de incubacion, obteniendo colonias puras con las
caracteristicas morfologicas y bioquimicas del género Bordetelia spp. Ademas,
se empleé una levadura del género Malassezia (Del cepario del LCDV de la
FMVZ-UANL) obteniéndose un buen desarrolio en caldo ICC.

El ADN gendmico de Bomrelia burgdorfen, Leptospira canicola, Brucella abortus
y B. melitensis, fue obtenido a partir de productos vacunales.

3.3 Biologia Moiecular

3.3.1 Resultados de la PCR. Amplificacion del gen omp-31 del género Brucella

a partir de cultivos bacterianos, antigenos vacunales y serologicos.

De las muestras procesadas por serologia y bacteriologia, se tomaron seis
aislados bacterianos correspondientes a cinco casos (ver 3.2 de resultados). En
todos los casos las muestras resultaron positivas mediante PCR-RFLP.
Similarmente, a partir de muestras de bazo, higado y ganglios de un ejemplar
seropositivo (ver resultados caso 3), el protocolo para la deteccion molecular
detectd la presencia de secuencias de B. canis en estos tejidos aun antes del
crecimiento bacteriano en cultivos. No abstante, bajo la metodologia empleada,
las muestras de suero, sangre y coagulos de ejemplares positivos y negativos

por serologia al procesarios por PCR todos resultaron negativos. Esto es, que
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no fué posible obtener productos amplificados a partir del ADN total de este tipo
de muestras bajo el protocolo y oligonucleatidos empleados.

De forma simila_r, y con el propdsito de determinar la sensibilidad del protocolo
de PCR empleado, no fue posible amplificar el gen omp-31 a partir de
diluciones seriadas de cultivos jovenes de las cepas C2 y C4 de B.canis
aisladas en el presente trabajo. Solo fue posible amplificar la fraccidn genética a
partir del cultivo sin diluir y en la dilucion 10™ (datos no mostrados).

Las seis cepas bacterianas aisladas en el presente frabajo resultaron positivas
a la prueba de PCR. En todas estas cepas se amplificd un fragmento ubicado
entre 800 y 900 pb (Figura 16, carriles 5 al 10). De igual manera otras cepas de
diferentes especies del genero Brucella, utilizadas para los proposito del
presente trabajo como controles positivos de amplificacion del gen omp-31,
generaron un producto de similar tamano (Figura 16, camiles 1 y 3). Una de
estas fue la cepa Reo198 de B. ovis, del antigeno usado en el estuche
diagnostico de Synbiotics, Co. para la deteccion de anticuerpos contra B. canis,
mientras que la otra fue una cepa de B. melitensis (cepa REV-1) empleada
como antigeno vacunal (melirev-N, LITON de México PRONABIVE; Reg.
SAGARPA B-0653-002)(Figura 16, carriles 1 y 3, respectivamente). En adicién
se empled la cepa RB-51 de B. abortus, empleado como antigeno vacunal
(BRUCELM? RB51 PLUS, SAGARPA B-0653-047) para la prevencién de
brucelosis en becerras, como control negativo intemo del genero Brucella dado
que esta especie no amplifica con los oligonucleotidos usados (Figura 16, carril
2) (Vizcaino et al, 1997). De este antigeno vacunal no fue posible obtener
productos de amplificaciéon mediante la reaccidon de PCR (Figura 16, carril 2).

De las seis cepas de campo aisladas de muesiras clinicas de canideos
seropositivos, incluyendo la cepa "C4-t20° (aparentemente una variante
fenotipica de tamano), se logré obtener un producto del tamaio esperado
(Figura 16, carriles 5-10) y compatible con el tamano de banda obtenido para
B.ovis y B. melitensis. Con el ADN de microorganismos diferentes al género
Brucella ssp., no fue posible amplificar o evidenciar banda alguna bajo el
protocolo usado de la PCR (Datos no mostrados). Mediante este ensayo fue
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corroborada la especificidad de los oligonucleotidos empleados para amplificar
la mayoria de las especies del género Brucella (Vizcaino et. al., 1997).

1500 il'l
881 ph

6N i;]) -

Figura 16. Amplificacion del gen de la omp 31 del género Brucella. Carril 1, producto
de amplificacion del control positivo, antigeno del estuche diagnéstico para B. canis
(B.ovis) de Synbiotics, Co. Carril 2, producto de amplificacién del control negativo,
antigeno de la vacuna Brucel RB51® de B. abortus cepa RB51®. Carril 3, producto de
amplificacion del control positivo, antigeno de la vacuna melirev — N Cepa REV de B.
melitensis. Carril 4, marcador de peso molecular de 100 pb de Invitrogen. Carril 5, B.
canis cepa BC-1. Carril 6, B. canis cepa BC-2. Carril 7, B. canis cepa BC-3. Carril 8, B.
canis cepa BC-4. Carril 9, B. canis cepa C4-t20. Carril 10, B. canis cepa C5-CP33.

3.3.2 Resultados de RFLP, Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos de
Restriccién, dei gen omp-31 del género Brucella.

Los andlisis de digestion del gen omp 37 con las enzimas de restriccion, Ava /I
y Sal | arrojaron un patrén de corte compatible con el género Brucella spp. y sus
diferentes especies segun lo reportado por Vizcaino y colaboradores (Vizcaino
et al., 1997), (Figura 17).

Acorde con estos Ultimos investigadores, con la enzima Ava // se generan tres
patrones de restriccion, de los cuales B. melitensis, B. ovis, B. neotomae y B.
suis. se ubican en el patrébn 1 6 2 mientras que las cepas de B. canis en el
patron 3 (P3).
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Con el uso de la enzima Sal I solo se generan dos patrones, reconociendo que
la mayoria de las especies de cepas analizadas se ubican en el patrén 1 (P1),
mientras que un grupo de B. canis produce el patron 2 (P2).

Esta variacion genética observada fue empleada para diferenciar acorde a este

sistema las cepas de campo aisladas en el presente estudio.

Con el uso de la enzima Ava /i, las cepas de campo aisladas en el laboratorio
presentaron el P3, en la que se obtienen cuatro fragmentos (cada una de cerca
de 182, 281, 356 y 388 en los geles de poliacrilamida 9%) del ADNc,
hipotéticamente dos sitios de corte, pero en diferente sitio del gen que codifica
para la omp-31. Con esta enzima B.ovis y B.melitensis generaron un patron
diferente (Vizcaino ef al.,, 1997) de tres fragmentos pero de tamario diferente
(Figura 17 y 18). Con esta enzima las 6 cepas de B.canis mostraron esta
caracteristica de forma constante. Estas mismas cepas de B.canis
aparentemente resistieron el corte con la enzima Sal I (Figura 17 carril 9 y figura
18 carril 7), y generaron un patrén de corte similar al obtenido por Vizcaino y
colaboradores para B. canis (Vizcaino et al, 1997). Esto no sélo confirmé
molecularmente que las cepas aisladas de los perros seropositivos
corresponden a B.canis sino también que estas cepas pertencen a uno de los
dos grupos genéticos reportados para B.canis (Vizcaino et al., 1997). Este
grupo es diferente al grupo donde se ubica la cepa de referencia RM6/66
(ATCC 23365, BCCN R18) de B.canis, el cual aparentemente es el mas
numeroso, y corresponde a un grupo de aislados de B.canis recuperados de un
perro en Canada (BCCN 87.65) y otro de México (BCCN 87.62) pero de
fuente/hospedador no conocida.

En la figura 17 se muestra los productos de PCR asi como los patrones de
restriccion obtenidas con las enzimas Ava Il y Sal | en las cepas de B.ovis
(Cepa Reo 198, BCCN R22) y B.melitensis (cepa REV). Ambas cepas mostraron
un patrén de restriccion idéntico (Patron 1 en ambos casos) con las enzimas

usadas (Figura 17 carriles 2 [Ava Il] y 3 [Sal l] para B.ovis y carriles 9 [Ava Il] y

68



10 [Sal 1] para B.melitensis). Acorde a lo reportado por Vizcaino y
colaboradores ambas especies pueden diferenciarse subsecuentemente
mediante el uso de la enzima de restriccion Sau3Al (Vizcaino et al., 1997), no

obstante, este experimento no fue llevado a cabo en el presente trabajo.
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Figura 17. Resultados de los cortes de restriccion con las enzimas Ava /l y Sal ! en
productos de PCR de controles positivos y negativos y cepas de campo de B. canis. En
el carril 1, es el producto de digestion con Ava // del ADNc del antigeno del estuche
diagnoéstico para detectar anticuerpos contra B. canis de Synbiotics, Co., que utiliza la
B. ovis cepa Reo 198 (BCNN R22) USA. Carril 2, es la misma muestra que la anterior,
solo que la enzima Ava // es de un laboratorio diferente. Carril 3, muestra la digestion
del ADN con Ava /I del control de B. melitensis cepa REV del antigeno de la vacuna
melirev — N. Carril 4, producto de digestion con Ava // del ADN de una de las cepas de
campo de B. canis — C-4. Carril 5, marcador de peso molecular de 100 pb
(Invitrogen®). Carril 6 al 9, corresponden a las mismas muestras antes mencionadas,
pero digeridas con la enzima de restriccion Sal /.
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Figura 18. Electroforesis en geles de poliacrilamida 9% de productos de PCR y RFLP
de controles positivos y negativos y de cepas de campo de B. canis digeridos con las
enzimas Ava Il y Sal I. Carril 1, producto de amplificacion por PCR con los iniciadores
31SD y 31TER del ADN del antigeno del estuche diagnéstico para detectar anticuerpos
contra B. canis de Synbiotics, Co., que utiliza la B. ovis cepa Reo 198 (BCNN R22)
USA. Carril 2, producto de digestion con la enzima Ava /i del ADN del antigeno del
estuche diagndstico para detectar anticuerpos contra B. canis de Synbiotics, Co., que
utiliza la B. ovis cepa Reo 198 (BCNN R22) USA. Carril 3, misma muestra anterior
digerida con la enzima Sal I. Carril 4, marcador de peso molecular de 100 pb de
Ivitrogen. Carril 5§, producto de amplificacibn por PCR con los iniciadores 31SD vy
31TER del ADN de una de las cepas de campo de B. canis — C-4. Carril 6, producto de
digestion con Ava /I del ADN de una de las cepas de campo de B. canis — C4, que
muestra el Patron 3 (P3). Carril 7, producto de digestion con Sa/ / del ADN de una de
las cepas de campo de B. canis — C-4. Carril 8, producto de amplificacién del control
positivo, antigeno de la vacuna melirev — N Cepa REV de B. melitensis. Carril 9,
producto de digestion del ADN con la enzima de restriccion Ava Il del control de B.
melitensis cepa REV del antigeno de la vacuna melirev — N. Carril 10, producto de
digestion del ADN con la enzima de restriccion Sal I del control de B. melitensis cepa
REV del antigeno de la vacuna melirev — N.
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CAPITULO 4

DISCUSION

La brucellosis canina, causada por B. canis, es una enfermedad de amplia
distribucion mundial (Hollet, 2006). En México, la presencia de B. canis fue
demostrada en el Distrito Federal en 1976 (Flores-Castro ef a/.,1976) y en el
area metropolitana de Monterrey Nuevo Leén en 1989 (Alonso, 1989). Estos y
subsecuentes estudios seroepidemioldgicos han revelado que la B. canis es
endémica en este pais afectando a diferentes grupos de perros con diversos
estados clinicos (Ramirez, 1992; Alonso, 1989; Flores-Castro et al, 1976,
Flores-Castro et al., 1977, Méndez-Narez, 1998; Arredondo, 2003). Acorde a los
datos obtenidos en el presente estudio referentes al alto porcentaje de
ejemplares seropositivos, el aislamiento de Brucella canis, asi como la
identificacién bioquimica y molecular de esta bacteria reafirman el caracter
endémico de ésta infeccion en la poblacion de perros de Monterrey y su area
metropolitana. Ademas, muestran que B. canis ha sido capaz de mantenerse y
diseminarse en esta poblacion desde los primeros reportes de su aislamiento en
perros del area (Alonso, 1989). Dado lo anterior y debido al caracter zoonotico
de B. canis (Méndez-Narez, 1998; Shin and Carmichael, 1999; Ortega-Pacheco,
2001;) es menester sefalar la importancia de profundizar en estudios
especificos de seguimiento en los diferentes grupos de perros (criadero, casa,
campo, etc.) para establecer protocolos de manejo del perro bruceiloso y educar
a los propietarios y manejadores de esta especie (Shin and Carmichael, 1999;
Wanke, 2004). Recientemente, en el estado de Georgia de los Estados Unidos
de América, se han establecido protocolos de manejo de perros y criaderos con
brotes o antecedentes de infeccidn por B. canis debido al potencial zoonotico de
esta bacteria (Hollet, 2006). Ademas, este microorganismo ha sido ubicado
dentro de los agentes infecciosos con viabilidad de uso como arma bioldgica



(Hoover and Friedlander, 1997). De esta manera, la brucelosis canina, causada
por B. canis, es una de las enfermedades zoonoticas mas importantes en
pequeias especies (Corbel, 1997; Shin, 1999, Wanke, 2004) y ha ganado una
gran relevancia su estudio dado el estrecho contacto que guarda el humano con
sus mascotas. Esta bacteria, previamente ha sido reportada serologicamente en
la zona estudiada en diferentes periodos de tiempo y en diferentes grupos de
perros con diferentes estados de salud (Flores-Castro et al., 1977; Carmichael
and Joubert, 1988; Alonso, 1989; Ramirez, 1992; Flores-Castro, 1995; Méndez-
Narez et al., 1998; Arredondo, 2003).

Su actividad intracelular y su resistencia a la destruccion lisosomal dentro de los
macréfagos, hacen del tratamiento y su diagnéstico mas dificil (Cozar et al.,
2002) y la sintomatologia inaparente hacen que la transmisién se mantenga
viable y activa entre las especies caninas y también entre los perros y el
humano (Castillo et al, 2003; Cotrino y Espindola, 2004), siendo la forma mas
comun entre canideos a través del apareamiento (Méndez-Narez ef al., 1998) y
hacia el humano por contacto directo con perros infectados (Castillo et al.,
2003; Lucero et al., 2005 A).

De este modo, se buscan métodos diagndsticos eficaces que nos permitan
detectar la enfermedad antes del apareamiento y de este modo prevenir y
mantener controlada esta enfermedad.

Actualmente los métodos serol6gicos, scbre todo las pruebas de aglutinacién,
son los mas solicitados y comercializados, sin considerar que los sueros de
esos animales en ocasiones puden dar reacciones cruzadas con otras bacterias
(Alton et al., 1988, Cuttler ef al., 2005, Joklik et al., 1978, Lépez-Merino, 2000).
Aunado a esto, se ha procedido de forma erronea al emitir un diagnéstico
definitivo en base a los resultados serolégicos, con las tipicas consecuencias; el
sacrificio del animal antes de aislar e identificar la bacteria. El protocolo de la
prueba rapida de tarjeta del laboratorio Synbiotics, Co., aclara en su instructivo
que el diagnostico final de la brucelosis canina, sera el aislamiento e
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identificacion de la B. canis del ejemplar (Carmichael, 1968; Flores-Castro and
Cammichael, 1984; Greene and George, 1990; Johnson and Walker, 1992; Shin
and Carmichael, 1999).

Para esto, el hemocultivo sigue siendo la técnica bacteriolégica confirmatoria
mas recomendada para las etapas tempranas de la infeccién hasta los seis a
doce meses (Ruiz, 1945; Flores-Castro et al., 1977, Leonard, 1992; Lépez-
Merino, 2000). Cuando el hemocultivo resulta negativo, la bacteria puede ser
recuperada de aspirados de médula 6sea debido a su localizacion intracelular
en células reticuloendoteliales (Johnson and Walker, 1992).

Un estudio que respalda lo antes dicho, es el reporte de Wooley y
colaboradores en 1978 en donde aislaron e identificaron la B. canis de un
macho Beagle que resulté seronegativo a la prueba de aglutinaciéon rapida de
tarjeta. Es necesario mencionar, que dicho ejemplar pertenecia a un criadero de
la misma raza que se encontraba en estudios seroepidemioloégicos con casos
de machos y hembras seropositivos (Wooley et al,, 1978). Por el contrario, no
se puede descartar el diagnéstico de brucelosis canina en perros seropositivos
que resultaron con hemocultivos negativos, sobretodo si el padecimiento es
crénico, ya que la bacteriemia puede ser intermitente, provocando que la
bacteria no se encuentre constantemente en el torrente sanguineo y por lo
tanto, no se pueda aislar en el cien por ciento de los casos de hemocultivo, mas
sin embargo, podria aislarse de exudados de descargas vaginales postaborto
(siguientes semanas al aborto), de semen (tres a once semanas postinfeccion),
de epididimo (35 a 60 semanas postinfeccion), préstata (después de la semana
64), orina (ocho a 30 semanas postinfeccién), (Johnson and Walker, 1992).

En la presente investigacion se intenta identificar la B. canis por métodos
convencionales de bacteriologia y ademas por técnicas moleculares. Para esto
se realizd el ensayo serolégico como un tamiz para la deteccion de casos
positivos los cuales fueron procesados a cultivos bacteriolégicos y
posteriormente moleculares.
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Las pruebas serolégicas de aglutinacion pueden tener una sensibilidad del
100% y una especificidad del 95.7% en casos cronicos (Ramirez, 1992). Otros
estudios reportan 62.5% de sensibilidad y 99.7% de especificidad (Wooley et
al., 1978).

Los resultados obtenidos por las pruebas serolégicas de aglutinacién fueron en
general del 43.3% de seropositividad (71/164), en comparacion con los estudios
realizados en la regién por Alonso en 1989, Ramirez en 1992 y Arredondo en el
2003 [18.32% (24/131), 11.9% (11/92) y 15.49% (11/71) respectivamente],
nuestros resultados se encontraron por arriba de la media.

En comparacidén con estudios realizados en la ciudad de México, donde se han
encontrado en perros callejeros seroprevalencias del 28 y 11.8% (Flores-Castro
y Sequra, 1976; Flores-Castro et al., 1977) respectivamente, y 11.21% (12/107)
de seroprevalencia en muestras de sueros de perros importados a la ciudad de
México a través de la Aduana del Aeropuerto Internacional y otras muestras de
clinicas veterinarias (Gutiérrez, 1983), en nuestra investigacion Ila
seroprevalencia fue supernior (43.3%-71/164).

Esto hace ver que la seroprevalencia es alta y que la bactena sigue cada vez
mas activa y propagandose. Sin embargo, si estos se comparan con los
resultados obtenidos por Méndez-Narez en la ciudad de Mexico (45.4%)
(Méndez-Narez et al,, 1998), y los reportes de Briseiio en el 2004 (42.8%) de
seroprevalencia de B. canis en México, (Briseio et al., 2004) concuerdan con
los porcentajes obtenidos en nuestro estudio.

Esto denota que la actividad de la bacteria no solamente continda, sino que va
en aumento y se disemina rapidamente y cada vez son mas razas las
involucradas en estos resultados, ya que las reportadas por Méndez-Narez en
1998 y recientemente por Hollet en el 2006, coinciden con algunas razas
positivas del presente estudio (Méndez-Narez et al., 1998; Hollet, 2006), no asi
las que describe Carmichael y Kenney en 1968 y luego reafirma Moore dentro
de un estudio publicado en 1969 en las que incluyen como raza principal a los
Beagle, por ser el mayor numero de casos de dicha raza. No obstante,

encuentran seropositivos ejemplares de la raza Weimaraner, FoxHound,
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Antiguo Pastor Inglés, Pointer y un galgo de la raza Grayhound (Carmichael and
Kenney, 1968; Moore, 1969). Hollet reporta cerca de 11 razas y ademas perros
criollos, de los cuales concordamos con cinco razas como los son Cobrador
Dorado, Chihuahuas (11 casos positivos de 24), Yorkshire Termrier (2 casos
seropositivos de 2 y confirmados bacteriolégica y molecularmente), Poodle (un
solo caso y positivo) y Pomerania (cuatro casos positivos de cuatro).
Méndez-Narez solo trabajd Schnauzer Miniatura con 15 casos seropositivos
(45.4%) de un total de 33 Schnauzer Miniatura y estamos reportando nosotros
en este estudio 21 casos seropositivos de 32 ejemplares de ésta raza.
Interesantemente, los ejemplares de la raza Rottweiler estudiados (16 muestras)
no mostraron seropositividad en ningun caso. Una posible razon puede ser que
los sistemas de prevencién y la capacitacion a criadores y propietarios que han
tenido a través del Club o Asociacion de criadores de Rottweiler en donde
practicamente exigen la prueba de aglutinacion rapida en tarjeta para cualquier
cruza, como lo demuestran los resultados contenidos en los expedientes del la
Unidad de Investigacion Veterinaria en Enfermedades Infecciosas y el
Laboratorio de Genética Molecular de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la UANL.

Otra raza que no mostré seropositividad, es el Bulldog, que aunque fueron
pocas muestras, ninguna fue positiva. Esta raza ha sido enlistada por la
Federacidn Canofila Mexicana, como una de las razas que deben mostrar el
certificado libre de Brucella canis junto con los Cobradores de Labrador, dnicas
dos razas a las que se les pide este requisito obligatorio.

De la raza Beagle, que son de las mas reportadas en brotes y estudios
experimentales, solo tuvimos un caso y resultd negativo. Seria de interés
muestrear mas ejemplares de esta raza en Nuevo Ledn y sus estados vecinas
para poder valorar la susceptibilidad y prevalencia de la enfermedad en esta
raza.

De los 71 casos seropositivos, que se obtuvo en el presente trabajo, solo fue
posible obtener muestras para aislamiento de B. canis de cinco ejemplares. En
todos estos casos la bacteria fue aislada manifestandose con reacciones
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bioguimicas reportadas para este género y particularmente para esta especie
(Alton ef al., 1988; Mac Faddin, 2003). Desafortunadamente, en la mayoria de
los perros seropositivos no fue posible obtener muestras debido principalmente
a la no cooperacion del propietario para confirmar la infeccion mediantes
analisis bacterioldgico (Alton et al., 1988; Carmichael, 1976). Esta situacién tal
vez refleja el desconocimiento de la poblacién de propietarios con respecto a la
confirmacion de B. canis a través de estudios subsecuentes como ha sido
recomendado previemente por diversos autores (Carmichael and Kenney, 1968;
Moore and Gupta, 1970; Pickeril and Carmichael, 1972; George and
Carmichael, 1974, Wanke, 2004).

En 1989 Alonso, en la misma area estudiada, solo consiguié aislar tres cepas
de una muestra aparente de 24 (12.5%) pemros seropositvos (Alonso, 1989) y
aunque desafortunadamente en ese trabajo no se refiere si todos los perros
seropositivos fueron sometidos a analisis bacteriolégicos es importante senalar
que los datos contrastan con el presente estudio dado que se logré obtener seis
aislamientos de 5 casos diferentes. Interesantemente, en estos aislamiento se
incluye una cepa (“C4--20") que fenotipicamente es diferente en el tamafio a
las otras cepas aisladas pero que bioquimica y molecularmente corresponde a
B. canis. Sin embargo, en ofras investigaciones el indice de recuperacion de B.
canis es de moderado a bajo a partir de perros seropostivos (Flores-Castro y
Segura, 1976; Flores-Castro ef al, 1977). Una probable explicacién puede
deberse a la bacteremia intermitente especialmente en casos de infeccion
cronica (Leonard, 1983; Johnson and Walker, 1992).

El contraste entre los resultados de estos estudios con los del presente trabajo,
eventualmente pueden atribuirse a que en esta investigacion solo fueron
muestreados ejemplares de criadero, de propietarios particulares y de criadores
profesionales. En todos estos casos se les exige el certificado de
seronegatividad a B. canis mediante la prueba de aglutinacidon rapida en tarjeta,
mientras que en los estudios previos se basaron en muestras obtenidas de
perros callejeros y de ejemplares recolectados en centros antirrabicos (Flores-
Castro y Seqgura, 1976; Flores-Castro et al., 1977).
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La deteccion molecular realizada en el presente trabajo bajo un protocolo
(modificado) previamente reportado (Vizcaino et al.,1997) permitid, reconocer
todas las cepas aisladas de perros seropositivos como B. canis. Este
procedimiento, esta basado en el polimorfismo genético que muestra el gen de
la omp-31 del género Brucella spp. (Vizcaino et al.,, 1997), permitié reconocer
que las cepas aisladas en el presente trabajo, pertenecen a un grupo
genéticamente distinto al de la cepa de referencia (RM6/66) aislada en los
Estados Unidos de Norteamérica (George and Cammichael, 1974). Seria
interesante determinar si esta agrupacion genética se refleja en otras regiones
genéticas 6 bien si existen mas variantes genéticas dentro de esta especie del
genero Brucella. Si bien, las especies del género muestran una alta homologia
genética (Verger et al.,1985; Paulsen et al.,2002), basados en estudios de
secuenciacion de todo el genoma de B. melitensis (Del Vecchio et al., 2002),
B.abortus (Chain et al., 2005; Halling, et al., 2005) y B. suis (Paulsen et al.,
2002) ocurren regiones genéticas que son especificas de especie y
probablemente algunos marcadores de virulencia entre cepas de la misma
especie (Chain et al., 2005). Bajo el protocolo trabajado, los controles positivos
dieron los productos de amplificacion esperados en el experimento, es decir,
bandas de 881 pb, que confirman la presencia del gen (y regiones adyacentes)
que codifica para la proteina de membrana externa, omp-371 en Brucella spp.
(Vizcaino et al., 1997). Los controles positivos fueron el antigeno del estuche
diagnéstico para detectar anticuerpos contra B. canis de Synbiotics, Co. que
utiliza la B. ovis cepa Reo 198 (BCNN R22) USA vy el antigeno de la vacuna
melirev — N Cepa REV de B. melitensis cepa RB51. Nuestras cepas
estudiadas, B. canis cepa BC-1, B. canis cepa BC-2, B. canis cepa BC-3, B.
canis cepa BC-4, B. canis cepa BC4-t-20 y B. canis cepa BC-5-CP33, y los
controles positivos mostraron un patrén de expresion de la proteina OMP-31 de
Brucella spp. caracteristico (Figura 16, carril 1y 3).

Con el ensayo realizado usando enzimas de restriccion, los resultados fueron
satisfactorios. Esta técnica sugiere el uso de cuatro enzimas de restriccidn para
diferenciar todas las especies del género Brucella spp. En el presente trabajo,
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solo elhpleamos dos enzimas, pues el motivo primario fue la diferenciacion
molecular de las brucelas aisladas de perros seropositivos a Brucelosis. Las
enzimas Ava Il y Sal / cortan en sitios especificos y definidos produciendo un
perfil de tres patrones identificandolos como P1, P2 y P3 (Vizcaino ef al., 1997).
Nuestros aislados de B. canis se sometieron a la digestidon con estas enzimas
dando el patrén P3 de B. canis con la enzima de restriccion Ava /I, mientras
que las otras especies tales como Brucella suis da un patrén de corte P1 y P2,
B. ovis presenta el patron P1, B.melitensis da el patrén P1 al igual que B.
neotomae.

B. abortus es descartada inmediatamente ya que desde la PCR no amplifica
con los iniciadores 31SD y 31TER recomendados por Vizcaino para la
amplificacion de una fraccion del gen de la proteina omp-31 (Vizcaino et al.,
1997).

Por otra parte, con la enzima Sal /, las cepas de B. canis aisladas en nugstro
laboratorio presentan el patron P2 mientras que B. melitensis, B. suis, B. ovis y
B. neotomae dan el patron P1.

Por lo tanto, el hecho de haber probado estas dos enzimas de restriccién, Ava //
y Sal I, nos permité reconocer que las cepas aisladas de muestras clinicas de
perros seropositivos corresponden molecularmente a B. canis; basados en el
polimorfismo que presenta el gen que codifica para la proteina extema de
membrana omp-31.

El control negativo para la especificidad de los iniciadores 31SD y 31TER, fue el
antigeno vacunal de B. abortus de la vacuna Brucel RB51"* cepa RB51"® que
en contraste con las otras especies de brucelas, no expreso la reactividad
contra la proteina OMP-31 del género Brucella spp. ante la técnica de la PCR
con los iniciadores 31SD y 31TER.

De igual forma, a partir de las bacterias y levadura utilizadas en el experimento,
(Bordetella bronchyseptica, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus
cereus, Bacillus thuringiensis, Staphylococcus spp., Streptococcus spp Bomrelia
burgdorferi, Leptospira canicola y la levadura Malassezia spp.), no se amplifico

ningun producto ante los iniciadores 31SD y 31TER, mostrando asi, una
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especificidad total de los iniciadores hacia las bacterias del género Brucelia,
Spp.

El protgolo molecular aqui descrito, puede eventuaimente ajustarse para
encontrar la B. canis en muestras clinicas lo cual facilitaria enormemente el
diagnéstico de la Brucelosis Canina ya sea en animales seropositivos como
seronegativos (Wooley, et al., 1978) a B. canis 6 incluso en aquellos casos de
perros afectados por otros miembros del género Brucella.
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CAPITULO 5
CONCLUSIONES

La identificacion molecular a través de dos iniciadores disefiados para el género
Brucella spp. usados en estudios taxonémicos previos, funcionaron bien en la
identificacion de la bacteria Brucella canis aislada de muestras clinicas de
perros seropositivos a brucelosis canina.

Este procedimiento se vié limitado para encontrar la B. canis en muestras
clinicas tales como sangre, coagulos, contenido estomacal de fetos, restos de
tejidos placentarios de productos de aborto, érganos, asi como de diluciones

bacterianas superiores a la 10 de los cultivos de B. canis.

La confirmacién molecular del gen que codifica para la proteina omp—-31 del
género Brucella spp. fué confirmado en el laboratorio al igual que el patrén P3
para la enzima de restriccion Ava [/l y el patron P1 para la enzima Sal 1.

Aunque el numero de ejemplares muestreados para serologia en este estudio
fueron 164, se considera que el nimero de muestras para cultivo
bacteriolélogico fue bajo, ya que tan solo se pudieron colectar especimenes de
cinco ejemplares seropositivos. No obstante, de los cinco perros se logré el
aislamiento e identificacion bioquimica y molecular de la B. canis cumpliendo
con los protocolos en los que se establece que el diagnéstico final de la
brucelosis canina causada por B. canis es precisamente el aislamiento de la
bacteria de perros seropositivos. No se debe declarar un diagnéstico final
basado solamente en serologia por pruebas de aglutinacion, debe confitnarse

en el laboratorio de bacteriologia.

Este estudio demuestra el caracter endémico de B. canis en perros de
Monterrey, Nuevo Leén y su area metropolitana. De acuerdo a los datos de
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serologia, existe una probabilidad de 2.3 veces mas de encontrar animales

seropositivos en criaderos que en pemos alojados en casas particulares.

En la presente investigaciéon fueron usados exitosamente las cepas controles
tanto del estuche diagnéstico de Synbiotics, Co. para la deteccidbn de
anticuerpos contra B. canis, asi como los antigenaos de la vacuna Brucel
RB51%F de B. abortus cepa RB51™® y el antigeno de la vacuna melirev — N
Cepa REV de B. melitensis.

A este respecto se llega a la conclusién que estos productos pueden ser
empleados con confianza tanto como controles positivos y como controles

negativos.

En base a los aislamientos logrados, se concluye que los medios utilizados en
este experimento fueron funcionales y permitieron técnicamente la seleccion de
colonias sugestivas de B. canis, en donde se obtuvo en uno de los casos la
manifestacion de dos tipos de colonias semejantes en forma y tipo, pero

diferentes fenotipicamente en tamano.

La cepa C-4 con una morfologia tipica y normal del género Brucefla spp. y de
un tamafo aproximado de 3 a 4 mm y por otro lado, en el mismo cultivo se
observaba una colonia mas pequenia, menor de 2 mm, que bioquimica y
molecularmente resulté ser también B. canis nominando a esta cepa C-4-t-20.

El presente estudio, demuestra que {a técnica de PCR-RFLP puede ser utilizada
en el diagndstico e identificacion de colonias bacterianas de Brucella canis
proveniente de muestras clinicas de perros seropositivos, apoyando asi, al
cultivo y aislarﬁiento que es el diagnostico definitivo de la brucelosis canina
causada por Brucella canis. No obstante, se deben realizar ajustes a la técnica
para determinar si este procedimiento puede emplearse para el analisis de otras
muestras clinicas tales como muestras de sangre, coagulos, sueros, exudados

de fluidos vaginales, semen, saliva, leche y tejidos de érganos.
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MATERIALES
Reactivos

PROQUIM: Etanol Absoluto

RESEARCH ORGANICS: Fosfato de potasio monobasico (S39037); Fosfato de
potasio dibasico (P29126), Cloruro de potasio y cloruro de sodio (Lote T41997).

MWG: Primers

GICOBRL: Agarosa ultrapura (1062319), Agua UPE (1070078)
PROMEGA: Taq polimerasa en amortiguador B (Lote 142932), 190930),
dNTP’s (Lote 134522), PCR DNA Marker (Lote 1394B13).

INVITROGEN: Marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder (LOte
1216293)

SIGMA: Azul de bromofenol (Lote: 37H3708), Bromuro de etidio (68H3640),
OXOID: Urea 40 % (SR0020K)

QUIMICA DINAMICA SA DE CV: (p) dimetilamino benzaldehido, Acido
Clorhidrico

BECTON — DICKINSON AND COMPANY: Juego de colorantes para Tincién de
Gram

GENTRA SYSTEMS PUREGENER : Genomic DNA Purification Kit

Medios de cultivo
DIFCO: Caldo Infusidn Cerebro Corazén

DIBICO: Medio de Cultivo Agar Biotriptasa, Agar Hierro Triple Azucar, Agar
Hierro Lisina, Agar MIO, Agar Mc. Conkey

OXOID: Agar Base Urea (Christiensen)
BD BIOXON: Agar Soya Tripticasa

MERCK: Agar Citrato de Simons
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Controles Biolégicos positivos para PCR-RFLP
Cepas de Brucella spp.

SYNBIOTICS CORPORATION: Canine Brucellosis Antibody Test Kit.
LITON DE MEXICO PRONABIVE:

Brucel RB51™R Plus, vacuna Brucella abortus cepa RB51MR (Reg. SAGARPA B-
0653-047)

melirev — N, vacuna Brucella melitensis cepa REV (Reg. SARH B-0653-002)

Otras bacterias
FORT DODGE LABORATORIES, INC.:
Bronchi — Shield® 11l Bordetella bonchiseptica vaccine, cultivo vivo avirulento

LCI — GP Leptospira canicola — grippotyphosa- icterhaemorrhagiae — pomona
bacteria.

Lyme Vax® Borrelia burgdorferi bacteria.
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EQUIPO
EPENDORF: Microcentrifuga modelo 5415C
BIORAD:
Camaras para electroforesis horizontal MINI-SUBCELL GT N°. B170-4408 y
B179-4483
Micropipeta de 0.5-10 pl (B166-0505EDU)
Fuente de poder PAC200 y 3000

Transiluminador

CORNING: Potenciometro 430

EXPLORER: Balanza Analitica E 11140 SN D 007024738
OHAUS: Balanza CT 1200

MAYTAG: Congelador de — 20° C Admira 2-35583-001

WHITE - WESTINGHOUSE: Refrigerador convencional
SO-LOW: Ultracongelador — 40° C

MISONIX: Campana de seguridad para PCR

MJ RESEARCH, INC.: Termociclador Programmable Termal Controller (PTC-
100)™ ‘

Camara de electroforesis C. B. S. Scientific Co. modelo MGV-102
Camara de electroforesis Zigma, modelo Z 35, 280-2

Fotodocumentador MultiDoc-It Digital Imaging System UVP

Incubadora bacteriolégica
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PREPARACION DE SOLUCIONES

Para la preparacion de las soluciones, mezclas y reactivos, se utilizé agua
bidestilada y para las soluciones empleadas en Biologia Molecular para la
extraccion de ADN y para la PCR se uso agua ultrapura estéril (H.O UPE) libre
de DNAsa y RNAsa.

1.- Reactivos y Medios para Bacteriologia
Medios de Cultivo
Medio bifasico de Ruiz Castarieda

Solucidén A: Se pesa el caldo Soya Tripticasa en proporcién a 30 g/ 1 lto. segin
el volumen a preparar. Cada frasco de medio de cultivo lleva 40 ml de caldo
Soya Tripticasa, por lo tanto, se pesaron 0.75 g y se le agregan 25 ml de agua
bidestilada pH 7.0; se deja remojar por 5 minutos y después se calienta hasta
que se disuelva totalmente; se esteriliza en autoclave a 121° C por 15 minutos.

Solucién B: Se pesa el agar Soya Tripticasa en proporcion de 40 g/1 Ito. segun
el volumen a preparar. Cada frasco de medio de cultivo lleva 50 ml de Agar
Soya Tripticasa, por lo tanto, se pesaron 2 g del agar en polvo y se colocaron
en un matraz Erlen Meyer y le agregaron 50 ml de agua bidestilada estéril, se
deja remojar por 5 a 10 minutos y después se disuelve a fuego lento;

se vierte en el frasco oblonga y se tapa y se esteriliza a 121° C/15'.

Medio completo:

Una vez esterilizada la solucién B, se dejan reposar los frascos sobre la mesa
en posicion inclinada hasta su solidificacion. Después, con una pipeta estéril y
en condiciones de asepsia absoluta, se vierten 25 ml de la solucién A al frasco
del medio quedando la fase sdélida unida a uno de los lados del frasco y el
caldo Soya Tripticasa en el fondo del frasco.

Agar Biotriptasa

Este medio especialmente recomendado para el aislamiento de Brucella spp. de
alimentos y muestras clinicas, se prepara en proporcion a 41 gramos/un litro
segun el volumen requerido. Para 100 ml de medio de cultivo se pesaron 4.1 ¢
del medio de cultivo y se afiadieron 100 ml de agua bidestilada, se dejé remojar
por 5 a 10 minutos y se disolvié al calor; se le agrega una solucion de Cristal
Violeta al 0.1 % en proporcion de 1.4 mi por litro de medio, por lo tanto, se
afiaden 0.14 ml de Cristal Violeta al 0.1 % por cada 100 ml de medio de cultivo
Biotriptasa. Se procedié a esterilizar en autoclave a 121° C por 15 min. y se
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Agar Eosina Azul de Metileno EMB

Se pesa en proporcion de 36 gramos/litro segun el volumen requerido. Para 100
ml de medio de cultivo se pesan 3.6 g del polvo del agar EMB y se le aifladen
100 ml de agua bidestilada, se deja remojar por 5 a 10 minutos y se disuelve al
calor; se esteriliza en autoclave a 121° C por 15 minutos. Se deja templar la
temperatura y se vacian cajas de petry con 15 a 20 ml cada una; se dejan
solidificar y se almacenan en refrigeracion.

Agar Mac. Conckey

Se pesa en proporcion de 50 gramos/litro segan el volumen requerido. Para 100
ml de medio de cultivo se pesan 5 g del polvo del agar y se le anaden 100 ml de
agua bidestilada, se deja remojar por 5 a 10 minutos y se disuelve al calor; se
esteriliza en autoclave a 121° C por 15 minutos. Se deja templar la temperatura
y se vacian cajas de petry con 15 a 20 ml cada una; se dejan solidificar y se
almacenan en refrigeracion.

Agar Soya Tripticasa

Se pesa en proporcion de 40 gramosllitro segun el volumen requerido. Para 100
ml de medio de cultivo se pesan 4 g del polvo del agar y se le afaden 100 mi de
agua bidestilada, se deja remojar por 5 a 10 minutos y se disuelve al calor; se
esteriliza en autoclave a 121° C por 15 minutos. Se deja templar la temperatura

y se vacian cajas de petry con 15 a 20 ml cada una; se dejan solidificar y se
almacenan en refrigeracion.

Caldo Infusion Cerebro Corazén (ICC)

Se pesa en proporcion de 37 gramos/litro segun el volumen requerido. Para 100
ml de medio de cultivo se pesan 3.7 g del polvo del caldo y se le anaden 100 ml
de agua bidestilada, se deja remojar por 5 a 10 minutos y se disuelve con
agitacion constante; no es necesario disolverio al calor pero es opscional,

se vacia a tubos de ensayo con 2 0 3 ml y se esteriliza en autoclave a 121° C
por 15 minutos y se almacenan en refrigeracion.
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Medios de Cultive para Pruebas Bioquimicas

Todos los medios de cultivo para la identificacion bioquimica se
realizaron en tubos de ensayo con agar inclinado o en algunos casos (SIM,
MIO) en posicion vertical. Las variantes en la cantidad de medio que se utiliza
asi como las condiciones de esterilizacién se explican en el cuadro N° 2.

Medio Cul Grftio T° Esteril | Tiempo | Posicion | Cantidad
TSI 59.4 118° C 15 Inclinado 3.5ml
LIA 33 121° C 12 inclinado 3.5ml
MIO 31 121°C 15 Vertical 2.5ml
FENILALA 23 121° C 15 Inclinado 3.5ml
SIM 30 121° C 15 Vertical 2.5 ml
UREA * 24g/950ml | 1156°C 20 Inclinado 3.5ml
CITRATO 22.5 121° C 15 Inclinado 2.5 ml

* Agar Base Urea. Se le afiade 50 ml de una solucién de Urea al 40%

El agar base urea lleva una preparacidon especial ya que lleva un aditivo
especial que es la urea al 40 %. Se pesa en proporcion de 2.4 gramos/95 ml.,
(249/950 ml). Ya pesados los 2.4 gramos, se depositan en un matraz y se le
afiaden 95 ml de agua bidestilada, se deja remojar por 5 a 10 minutos y se
calienta hasta total disolucién. Se esteriliza en el mismo matraz a 115° C por 20
minutos y se deja enfriar a una temperatura de 40 — 45° C, momento en el cual
se le agrega un vial de urea al 40 % estéril con un volumen de 5 mi. Se
homogeniza el medio en el matraz y con una pipeta estéril se dispensan 3.5 mil
en cada tubo de ensayo previamente esterilizados y secados, los cuales se
dejan en posicién inclinada hasta su total solidificacidn. Una vez sélidos los
medios se almacenan en refrigeracion.

Medios de cultivo para pruebas bioquimicas

La preparacion de medios de cultivo es muy semejante, variando las cantidades
de polvo puro de cada medio, todos se disuelven al calor, se vierten distintas
cantidades en tubos de ensayo y se someten a esterilizacion a diferentes
temperaturas y tiempos (ver tabla arriba) y luego se habran de inclinar algunos
tubos y otros se quedan verticales.

2.- Reactivos para electroforesis en gel de agarosa

Amortiguador TBE 10X pH 8.0
Se prepard una solucion de Tris/Ac. Borico al 2 mM mezclando 108 g de Tris
Base (1 M) con 55 g de Acido Bérico (1 M) diluyendose en 900 mi de agua

desionizada. Posteriormente se agregan 40 ml de EDTA 0.5 M (pH 8.0) y se
afora a un litro. Se esteriliza y se mantiene a temperatura ambiente o0 4° C.
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Amortiguador YBE 1X

Se mezclan 300 ml de agua con 100 ml de TBE 10X y
homogenizar por agitacion.

Gel de Agarosa
Agarosa al 0.8 % (w/v). Pesar 0.8 g de agarosa, afiadir 100 ml de solucién TBE

1X, dejar remojar y agitar por 2 a 3 minutos, calentar en el microondas hasta
completa disolucion.

Agarosa al 1.5 % (w/v). Pesar 1.5 g de agarosa, afiadir 100 ml de solucién TBE
1X, el resto del procedimiento es igual al anterior.

En la presente investigacion, se trabajaron geles de agarosa al 1.8 y al 2 %.

3.- Preparacién de reactivos para electroforesis en gel de poliacrilamida

Ingredientes det gel de poliacrilamida (10 ml)

30 % Bisacrilamida 3.2ml
2 mM Trs base-pH 8 1.6 ml
Agua bidestilada estéril 4.7 ml
10 % APS 196.0 pi
Temed 15.0 pl
Solucién bis-acrilamida 30 %

Disolver 29.2 g de acrilamida y 0.8 g de bis-acrilamida, aforar a
100 ml y filtrar en papel Whatmann #1. Almacenar a temperatura ambiente en
frascos a&mbar u obscuros.

Persulfato de amonio 10 %

Disolver 1 g de Persulfato de Amonio en 10 ml de agua bidestilada
Colocar alicuotas de 1 mi en tubos eppendorf de 1.5 mly
almacenar en congelacion hasta su uso.

Amortiguador Tris-base [2M] pH 8.8

Tris-base 121g
Agua bidestilada 35.0 m|
HCI 4.0 ml*

*Aproximadamente hasta alcanzar el pH de 8.8, luego aforar a 50 ml
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Amortiguador de corrimiento 10 X

1.5 M Gilicina 346¢g
20 M Tris-base 7.2g

Aforar a 300 ml con agua bidestilada. Para preparar la solucién al
1X se mezclan 25 ml (10X) + 250 ml de agua bidestilada.

4.- Reactivos en general
PBS 150 mM (pH 7.2):
Disolver 0.876 g de NaCl, 1.12 g de KCl, 2.04 de Na;HPO,y 2.613 g de

KH2PO, aforando a 100 ml de agua desionizada. Ajustar pH con NaOH.
Dispensar en alicuotas y esterilizar en autoclave.

Amortiguador de carga:

Disolver 25 g de azul de bromofenol (Sigma®), 25 mg de xilencianol y 3
mi de glicerol aforando a 10 ml.

Bromuro de etidio 0.1 %:

Se adicionan 20 pl de bromuro de etidio (10Mg/ml) en 200 ml de agua
bidestilada.
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