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RESUMEN

Objetivo. Determinar la presencia de anticuerpos a B. canis en perros domeésticos y callejeros
del municipio de Villavicencio, Colombia. Materiales y métodos. Se utilizé la prueba de
aglutinacién rapida en placa con antigeno menos mucoide (M-) en 201 muestras de suero.
En dos animales seropositivos se realizo intento de aislamiento por hemocultivo en medio
selectivo para Brucella (oxoid®). En un animal seropositivo, con crecimiento bacteriano con
caracteristicas morfoldgicas sugestivas a B. canis se realizd histopatologia de testiculo,
bazo e higado. Resultados. La seropositividad general fue de 1.49% y correspondio a tres
caninos machos, dos de los cuales presentaron signos clinicos de epididimitis y orquitis
(unilateral). El cultivo y la histopatologia no fueron concluyentes para el diagnostico de B.
canis. Conclusiones. La seropositividad fue baja y sugiere que la poblacién estudiada no ha
estado en contacto con la bacteria. La presencia de reactores puede estar asociado con
falsos positivos. El no aislamiento de la bacteria no indica que la enfermedad no exista por lo
que se requiere de nuevos estudios.
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ABSTRACT

Objective. To estbalish the presence of B. canis antibodies in domestic and street dogs in
Villavicencio, Meta, Colombia. Materials and methods. 201 dog sera samples were analized
by rapid plate agglutination test with mucoid (M-) antigen. Isolation by haemoculture in
brucella selective medium (Oxoid®) was attempted in two seropositive animals. Histopathology
of the testicle, spleen and liver were carried out on a seropositive animal having bacterial
growth with morphological characteristics suggestive of B. canis. Results. General
seropositivity was 1.49% and corresponded to three male dogs, two of them presented
clinical signs of unilateral epididymitis and orchitis. Culture and histopathology were unable
to diagnosis B. canis. Conclusions. Seropositivity was low and suggested that the population
being studied had not been in contact with the bacteria. The presence of reactors could
have been associated with false positives. The failure to isolate bacteria did not indicate

that the disease does not exist, therefore, new studies are needed.
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INTRODUCCION

La Brucelosis canina es una enfermedad de
caracter zoondético de presentacion clinica
0 subclinica que ocasiona aborto en las
hembras caninas especialmente entre los 45-
55 dias de la gestacion. En los machos, las
lesiones caracteristicas corresponden a
dermatitis escrotal, epididimitis, orquitis uni
o bilateral, discoespondilitis y degeneracion
testicular (1). La transmision de la bacteria
es esencialmente venérea, aunque pueden
existir otras vias de infeccion por estrecho
contacto con animales infectados (2).

Los caninos se pueden infectar por cuatro
de las seis especies de Brucella que hasta
hace poco se habian identificado (Brucella
abortus, Brucella melitensis, Brucella suis y
Brucella canis), aunque no se han
comprobado las infecciones por Brucella ovis
y Brucella neotomae (2). Recientemente, el
Comité Internacional de Sistematica de
Procariotes, subcomité de taxonomia de
Brucella incluyd tres nuevas especies,
Brucella ceti, Brucella pinnipedialis y Brucella
nicroti (3) que por ser recientemente
descubiertas, no se tiene mayor informacion.

Las fuentes de infeccion de la B. canis para
el humano son el contacto con fetos
abortados y las secreciones vaginales o
prepuciales, aunque el cuadro clinico es de

menor gravedad que el ocasionado por las
otras especies de Brucella (2). En los paises
en donde la prevalencia de la brucelosis es
alta, la transmision al humano ocurre con
menor frecuencia (4).

El diagnostico definitivo de B. canis en los
humanos y los caninos es el cultivo, sin
embargo, es dificil de realizar ya que la
bacteria se elimina intermitentemente y no
siempre se obtienen resultados (4), por tal
razén se utilizan las pruebas seroldgicas,
siendo una de las mas utilizadas la
aglutinacion rapida en placa con o sin adicién
de 2 mercaptoetanol que utiliza una cepa
menos mucoide (M-) de B. canis que reduce
el nimero de reacciones cruzadas (5).

La brucelosis canina se ha convertido en un
serio problema de salud publica en diversos
paises y ciudades del mundo, por la alta
poblacién de animales abandonados, los
cuales conforman colonias y deambulan
libremente sin control sanitario. La
enfermedad se ha reportado en Canada (6),
Sur de los Estados Unidos (7), México (8),
Espafia (9) Alemania (10), Polonia (11),
Republica Checa (12) e ltalia (13).
Igualmente, en asia como en la India (14),
Filipinas (15), Corea (16), China (17), Japén
(18), Turquia (19), Malasia (20), Taiwan (21)
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y Nigeria (22). En Suramérica, Brasil (23),
Argentina (24) y Chile (25).

En Colombia la Brucelosis canina era
desconocida, aunque se habia reportado
evidencia serolégica (26,27) no se habia
aislado la bacteria como una prueba
definitiva de la existencia en el pais. En
Argentina en el 2005, se report6 el primer
aislamiento en un criadero comercial en
animales importados de los Estados Unidos,
el cual fue tipificado por la Administraciéon
Nacional de Laboratorios e Institutos de
Salud (ANLIS) Dr.Carlos Malbran Buenos
Aires Argentina (28).

Con el antecedente descrito, surgio la
necesidad de conocer la posible existencia
de la enfermedad en otras ciudades,
diferentes al lugar en donde se reporté
por primera vez, dada la permanente
movilizacion de animales por el pais.
Actualmente, la industria canina viene en
constante crecimiento favorecido por los
altos precios que alcanzan algunas razas
especialmente aquellas utilizadas como
animales de compaifiia o guardianes. En
Villavicencio al igual que en otras ciudades,
se realizan eventos feriales que reunen un
alto niumero de animales, en donde se
convienen cruzamientos, sin que medien
restricciones sanitarias frente a esta
enfermedad.

El objetivo de este estudio fue determinar
la reactividad serolégica a B. canis en
perros domésticos y callejeros de
Villavicencio e intentar en los animales
seropositivos el aislamiento de la bacteria.

MATERIALES Y METODOS

Animales y obtencién de muestras. Se
tomaron muestras de sangre (n:201)
caninos de una poblacién total aproximada
de 40.000 animales (Comunicacioén personal
Secretaria de Salud Municipal de
Villavicencio), 101 muestras
correspondieron a animales de compaiiia
que habian sido remitidos a consultorios
particulares y que al examen clinico habian
presentado por lo menos un signo clinico
compatible con brucelosis canina. Las

otras 100 muestras correspondieron a
animales recogidos de la ciudad y
trasladados a un albergue municipal.
Ambos grupos fueron sometidos a un
examen clinico y se obtuvo informacion
sobre edad y sexo.

De cada animal se obtuvo
aproximadamente 5.0 ml de sangre por
punciéon yugular en tubos estériles al
vacio sin anticoagulante (vacutainer®).
Después de una hora de su obtencion se
centrifugaron a 3500 rpm durante 5
minutos y el suero extraido fue fraccionado
en alicuotas de 1.0 ml. Los sueros
permanecieron congelados a —70°C hasta
Su uso.

Prueba de aglutinacién rapida con
antigeno (M-).Se realiz6 en el
Laboratorio de Fisiologia y Biotecnologia
de la Reproduccién de la Facultad de
Ciencias Agrarias de la Universidad de
Antioquia, siguiendo la técnica descrita por
Carmichael y Joubert (6). Brevemente, en
una lamina de vidrio se colocaron 25 mL
de la muestra problema en el centro de la
cuadricula, se adicionaron 25 mL de una
solucién de 2-mercaptoetanol, luego se
agregaron 50 mL de antigeno para prueba
de aglutinacién rapida en placa (PARP)
convenientemente homogeneizado y a
temperatura ambiente. Se homogenizé en
forma individual cada muestra con un
palillo de madera cambiando cada vez y
en forma giratoria la placa. Se colocé la
placa en un aglutinoscopio y después de
2 minutos se realiz6 la lectura. El criterio
para un diagnoéstico positivo fue la
aparicion de aglutinacién (presencia de
grumos), en caso contrario se considero
negativa.

Cultivo. Se realizaron 3 cultivos seriados
con intervalo de una semana en los
animales seropositivos a partir de sangre
periférica, la cual fue inoculada en medio
selectivo para Brucela suplementado con
suero equino al 10% (Oxoid ®). Se observoé
el crecimiento de colonias por 8 dias,
tiempo del cual, la no presencia fue
considerado como negativo.

Histopatologia. Se realiz6 eutanasia
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(Eutanex®) en un animal seropositivo por
la prueba de aglutinacién con antigeno
M- el cual a la vez se habia obtenido un
cultivo sospechoso a B canis. Se
tomaron muestras de rifidén, testiculo, e
higado que fueron fijadas en formalina
buferada al 10%.

RESULTADOS

La reactividad seroldgica general fue de
1.49% a la prueba de aglutinacién con
antigeno M- y correspondi6 a tres caninos,
uno de raza béxer de cuatro afios de edad,
otro de raza Beaggle de 5 afios y otro de
raza criolla de 3 afios, éste animal se
clasifico en la categoria de callejero. La
reactividad seroldgica en los perros
domeésticos fue de 1.98% (2/101) y 1%
(1/100) en los callejeros.

En el canino de la raza Beaggle se obtuvo
después de un segundo hemocultivo el
crecimiento de colonias con caracteristicas
morfoldégicas sospechosas a Brucela. Se
realizé coloracion de Gram y pruebas
bioquimicas a la cepa aislada teniendo
como control positivo una cepa de Brucella
canis M- como referencia. La cepa aislada
correspondié a bacilos Gram negativos
mientras la cepa de referencia a
cocobacilos Gram negativos. Igualmente
se observaron diferencias en las pruebas
de urea y catalasa, siendo urea negativa
y catalasa débilmente positiva, mientras
la cepa de referencia fue urea positiva en
menos de 1 min y catalasa negativa.

Después de un repique en agar Mc Conkey
se observé abundante crecimiento con
presencia de colonias compatibles con
bacilos Gram negativos no fermentadores,
mientras de la cepa de referencia se
obtuvo escaso crecimiento.

Los resultados histopatoldgicos revelaron
a nivel de bazo moderados a severos
cambios depléticos de areas T y B, con
marcada infiltracion plasmocitaria. En rifidn
se observo focos de nefritis intersticial
linfoplasmocitaria en el area cortical y
medular, en higado hepatitis portal y
periportal con infiltrado linfoplasmocitario
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y dilatacién de sinusoides. En testiculo no
se observaron lesiones microscopicas.

DISCUSION

La seropositividad de anticuerpos a B. canis
(1.49%) obtenido en este estudio es bajay
menor (3.2%) a la obtenida por Ulloa y
Hernandez (26) en perros de la ciudad de
Bogota en 1978. En contraste existié un
mayor numero de reactores en Medellin en
un estudio en 157 animales, de los cuales
27 (17.20%) fueron seropositivos, en 4
animales se aislaron bacterias Gram
negativas con patron bioquimico
presuntivo con B. canis, que fueron
posteriormente tipificadas en un laboratorio
de referencia (28).

La alta seropositividad en este estudio, fue
explicada por la procedencia de los animales
de un criadero comercial, en donde existia
una alta interaccién entre la poblacién y por
tanto, un importante factor de riesgo para
adquirir la infeccion. Simultaneamente a este
estudio, se reporté en Colombia el primer
caso de trasmision de Brucella canis a un
humano que no presentaba sintomatologia
clinica, pero que mantenia estrecho
contacto con los animales infectados. Este
aislamiento fue tipificado por la
Administracion Nacional de Laboratorios e
Institutos de Salud (ANLIS) Dr.Carlos
Malbran Buenos Aires Argentina (28).

Aunque en este estudio se aislé una
bacteria morfolégicamente compatible con
Brucela, en uno de los animales
seropositivos, la morfologia y patrén
bioquimico no fueron consistentes con
Brucella canis, hecho que se ve apoyado
por los hallazgos histopatolégicos.

Es posible que la reactividad serolégica en
tres de los animales encuestados pueda
ser el resultado de falsos positivos, debido
a reacciones cruzadas con cepas
mucoides de Pseudomona, Bordetella
bronchiseptica, Streptococus y
Staphylococus (1). La no obtencion del
aislamiento, no indica que la bacteria no
estuviera presente, lo cual sugiere nuevos
estudios en animales seropositivos.
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En la actualidad, no se han realizado estudios
en otras ciudades de Colombia, los cuales
permitan conocer la situacion real de esta
enfermedad. Contrastan los limitados trabajos
en el pais, con los provenientes de otros
lugares, en donde las prevalencias
encontradas varian entre bajas a
moderamente altas, por ejemplo en Estados
Unidos en Alabama 77.4%, Nashville 18.7%,
Memphis 10% y Georgia 9% (29). En Brasil
en Rio de Janeiro 29.4% vy Niter6i 19.2%
(30). En animales callejeros la tasa de
seroreactores fue baja, en ciudades como
Detroit 6.6%o, lllinois y Wisconsin 6.7%, Georgia
8% (31-33). En la India se reportan valores
similares a los encontrados en este estudio
2.18% (34) y 2% (35) respectivamente.

En conclusion, la serorepositividad a Brucella
canis en perros del municipio de Villavicencio
es baja, lo cual sugiere que la poblacién
muestreada no ha estado expuesta a esta
infeccion bacteriana y por el momento no
representa amenaza para el resto de la
poblacién animal, ni para los humanos. Sin

embargo, este hallazgo no impide que se
preste una mayor vigilancia en los consultorios
particulares y clinicas universitarias para
detectar oportunamente la presencia de esta
nueva enfermedad, situacién que debe
hacerse extensiva para todo el pais. La
implementacion de nuevas pruebas
diagnosticas contribuiria a dilucidar la
situacion actual, en especial a lo referente
a casos humanos con serologia negativa para
B. abortus pero que presentan sintomatologia
con brucelosis. Igualmente se requiere
actualizar nuestra legislacion sanitaria frente
a la importacién de animales de paises en
donde la enfermedad es prevalente.
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