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Resumen

La brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa zoonoética de curso cronico y de distribuciéon mundial.
En los perros suele ser causada por B. canis; sin embargo, la B. abortus, asociada con el bovino infectado
ha sido descripta en perros, tanto en la forma experimental como en condiciones de campo. La
transmision de perros a humanos también es posible. En esta comunicacion se describe, por primera vez,
en Argentina, la deteccion de anticuerpos contra B. abortus en una poblaciéon de perros en contacto con
zonas rurales. Se analizaron 67 muestras de sueros de perros, de los cuales 26,8 % fueron positivos para
B. abortus mediante la técnica de aglutinacién con antigeno tamponado, 7,5 % se confirmaron como
positivos mediante las pruebas de aglutinacion lenta en tubos y 4,5 % resultaron positivos mediante la
prueba de fluorescencia polarizada. Los perros reaccionantes a B. abortus tuvieron contacto con ganado
bovino seropositivo a brucelosis o eran perros de zona urbana que convivian con perros que habian
concurrido a la zona rural. La eliminaciéon de bovinos seropositivos no necesariamente puede erradicar la
brucelosis. Se necesitarian mas acciones de manejo para lograrlo, como evitar el contacto directo con
perros e impedir la transmisién entre especies.
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Abstract

Brucellosis is a zoonotic-contagious disease, usually of chronic evolution and worldwide distribution.
Dog’s infection is typically caused for B. canis; however, B. abortus, associated with infected cattle has
been described in dogs, both experimentally and in field conditions. The transmission of dogs to humans
is also possible. This communication describes, for the first time in Argentina, the detection of antibodies
against B. abortus in a population of dogs in contact with rural areas. Sixty-seven samples of dog sera
were analyzed, of which 26.8 % were positive for B. abortus by means of the agglutination technique with
buffered antigen, 7.5 % were confirmed as positive by tests of slow agglutination in tubes and 4, 5 % were
positive by polarized fluorescence test. Dogs reacting to B. abortus had contact with seropositive cattle
with brucellosis or were urban dogs that lived with dogs that had attended the rural area. Elimination of
infected cattle may not necessarily eradicate brucellosis; management actions such as avoiding the
contact of dogs from infected cows should prevent its transmission.
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Introduccion

La brucelosis es una enfermedad infecto-
contagiosa de curso cronico y de distribucion
mundial, que afecta tanto al hombre como a los
animales domésticos, la fauna silvestre y los mami-
feros marinos. Las bacterias del género Brucella
incluyen 11 especies reconocidas (Whatmore,
2009; Whatmore et al., 2014). Las cepas lisas son:
B. melitensis, B. abortus, B. suis, B. neotomae, B.
ceti, B. pinnipedialis, B. microti, B. inopinata y B.
papionis y las cepas rugosas son: B. ovis y B. canis
(Nicola & Elena, 2009). Las cepas de campo de B.
canis son siempre rugosas y tienen crecimiento de
tipo mucoide (M+) después de varios dias de
incubacion, especialmente en medios con pH 7,2.
Si la bacteria desarrolla en medios con pH menor a
6,5 se obtienen variantes M-. Las variantes M-
tienen una virulencia reducida, los animales se
mantienen asintomaticos y la respuesta inmune
evaluada mediante pruebas serodiagnosticas es
mas débil, especialmente si se utiliza B. ovis como
antigeno (Carmichael et al., 1984a; 1984b).

Esta enfermedad es particularmente con-
tagiosa y es posible la transmision cruzada de es-
pecies de Brucella spp. (Olsen & Palmer, 2014).
Todos los biovares de B. abortus y B. melitensis y
los biovares 1, 3 y 4 de B. suis son patégenos para
el ser humano (Godfroid et al., 2002; Maudlin et
al., 2009). Por lo tanto, es considerada zoonosis,
con caracter ocupacional, manifestandose en el
hombre con fiebre, mialgias, cefalea, dermatitis,
linfadenopatias y, ocasionalmente, poliartritis
(Acha & Szyfres, 2001). Sin embargo, aunque es
zoonotica, B. canis es menos reconocida como tal
(Krueger et al., 2014).

La brucelosis en perros fue reportada en
todo el mundo, siendo endémica en América, Asia
y Africa, donde los estudios serolégicos en nume-
rosos paises establecieron una gama de seropo-
sitividad del 1 al 28 % (McDermott et al., 2013).
En perros, la enfermedad tiene como principal
agente etiolégico a B. canis (Carmichael & Greene,
1998), pero hay informes de contagio por B.
abortus, B. suis y B. melitensis (Barr et al., 1986;
Bicknell et al., 1976; Prior, 1976; Miranda et al.,
2005; Sandoval et al., 1976).

La infeccion natural de perros por B.
abortus es de ocurrencia esporadica y resulta del
contacto estrecho del animal, generalmente de
zona rural, con bovinos infectados. Esto ocurre
habitualmente por ingestion de tejido animal,
restos placentarios o fetos abortados contamina-
dos con la bacteria (Azevedo et al., 2003;
Carmichael & Greene, 1998; Miranda et al., 2005).
Los caninos parecen ser mas resistentes a Brucella
spp. lisas, siendo raras las manifestaciones clinicas
derivadas de la enfermedad, aunque, en asociaci6on
con bacteriemia transitoria, algunos animales pue-
den presentar linfadenopatias y otras manifesta-
ciones de la infeccibn (Azevedo et al.,, 2003).
Luego del contacto con la Brucella, los anticuerpos
se hacen detectables a partir de las dos semanas

posinfeccion (Johnson et al., 1983). En forma
similar a todas las afecciones por Brucella spp., en
la primera fase de la respuesta humoral predomina
la IgM, la que va siendo paulatinamente superada
por la IgG; esta predomina en la respuesta cronica
(Carmichael et al., 1984a, 1984b).

La identificacion de los perros enfermos es
de suma importancia porque constituyen fuentes
de contaminacion, ya que pueden eliminar el
agente infeccioso por orina, semen, secreciones
vaginales, fetos abortados o heces (Baek et al.,
2003; Forbes, 1990). La presencia y persistencia
de B. abortus en descargas vaginales de perras por
un lapso superior a los 42 dias después del parto o
aborto fue descrita por Baek et al. (2003). Esta
descarga, junto con restos de abortos de las perras
enfermas, es el material de mayor riesgo en la
transmision del agente a los propios perros y
animales de produccién (Forbes, 1990).

El diagnéstico de laboratorio para B. canis
rutinariamente incluye la prueba de aglutinaciéon
répida en portaobjetos (RSAT) y la inmunodifu-
si6n en gel de agar (AGID) (Robles, 1998). Estas
dos pruebas presentan disminucion de la especifi-
cidad dado que los antigenos de superficie de
Brucellas rugosas reaccionan en forma cruzada
con los anticuerpos producidos por otras especies
de bacterias no patégenas (Shin & Carmichael,
1999). Debido a esto, se han mejorado las técnicas
diagnosticas, implementidndose una RSAT que
utiliza un antigeno M-, una AGID que utiliza
antigenos proteinicos citoplasmaticos y pruebas de
ELISA e inmunofluorescencia. El uso de un
antigeno proveniente de una variante M- de B.
canis, en reemplazo del antigeno de B. ovis, reduce
la tasa de falsos positivos. Para el diagnostico de B.
abortus, el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad
Agroalimentaria (SENASA) establece, como oficia-
les, las siguientes técnicas: aglutinaciéon con anti-
geno tamponado (BPA), seroaglutinacion lenta en
tubo (SAT) o prueba de Wright, de 2-mercapto-
etanol (2-Me), fluorescencia polarizada (FPA), fija-
cion de complemento (FC), ELISA-I (indirecto) y
ELISA-C (competicion) (Nielsen, 2002).

Si bien existe una comunicacién que
informa sobre la presencia de anticuerpos contra
B. abortus en perros del conurbano sur bonae-
rense (Eiras et al., 2014), hasta la fecha no se
conocen datos epidemiologicos sobre la infeccion
humana por B. abortus a través de los mismos. El
objetivo de este trabajo fue detectar, en sueros de
perros del sudoeste de la Provincia de Buenos
Aires, Argentina, la presencia de anticuerpos
contra B. abortus, haciendo hincapié en el posible
impacto zoondtico de esta enfermedad.

Materiales y métodos

Se realizé un estudio descriptivo y obser-
vacional, empleando 67 muestras de sangre de
caninos, con propietario, recolectados por el
Laboratorio Coronel Suarez, de Coronel Suarez, en
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el sudoeste de la Provincia de Buenos Aires,
durante los afios 2017 y 2018. Los propietarios
dieron su consentimiento para la toma de la
muestra. La muestra estaba compuesta por 35
animales que habitaban en zona rural, 29 animales
que habitaban en zona urbana, pero que
concurrian asiduamente al campo transportados
por sus duenos, y 3 animales que habitaban en
zona urbana y convivian con perros que concurrian
al campo.

Se obtuvieron entre 3 y 5 ml de sangre de
la vena yugular externa o cefalica antebraquial, se
separ6 el suero y se conservd congelado a -20 °C
hasta el momento de su procesamiento. La infor-
maciéon de cada animal (sexo, edad y habitos de
vida) se registr6é en una planilla Excel® confeccio-
nada para tal fin.

Para detectar anticuerpos anti B. canis se
efectud6 la prueba rapida, cualitativa de RSAT, de
acuerdo con las recomendaciones de Carmichael &
Joubert (1987), incluyendo en cada portaobjetos
un suero control positivo. El antigeno fue produ-
cido por el SENASA utilizando la cepa B. canis M-,
coloreado con Rosa de Bengala y sin 2-Me. La
técnica se realizo6 utilizando 10 pl de suero y 10 pl
de antigeno. La lectura se realiz6 a los 2 minutos,
considerandose positiva cuando hubo presencia de
grumos y negativa cuando la mezcla manifestd
turbidez homogénea sin grumos.

Para detectar anticuerpos anti B. abortus
se realizo, en primer término, la prueba de BPA
(aglutinacién rapida), de acuerdo con los procedi-
mientos estandarizados (Alton et al., 1988) y con
antigeno producido por SENASA, ya que es la
prueba tamiz oficialmente aceptada en la Argen-
tina para el diagndstico de brucelosis bovina. Se
utilizaron 80 pul de suero y 30 ul de antigeno y la
lectura se realiz6 a los 8 minutos. En caso de
resultados negativos (turbidez homogénea) no se
realiz6 ninguna otra prueba y en caso de resulta-
dos positivos (aparicion de grumos) se realizaron
las pruebas confirmatorias de SAT, 2-Me y FPA, de
acuerdo a las indicaciones del Manual de diagnoés-
tico serologico de la brucelosis bovina del SENASA
del afio 2009 (Nicola & Elena, 2009).

Las pruebas de SAT y 2-Me son
cuantitativas de aglutinacion lenta en tubo. Para la
prueba de SAT, con la que se determiné IgG e IgM,
se utilizaron 4 diluciones de suero en solucién
salina fenolada (1/25, 1/50, 1/100 y 1/200). Para la
prueba de 2-Me, se realizaron las mismas dilucio-
nes en solucion salina con 2-Me y solo se determi-
n6 IgG, ya que el compuesto con radical tiol
produce alteraciones en los enlaces disulfuros y
genera un impedimento estérico sobre las IgM,
quedando mondémeros que no tienen capacidad de
aglutinar. La lectura de la reaccién para ambas
técnicas se realizd a las 40-48 horas y el grado de
aglutinaci6on fue definido como: a) completo:
unién antigeno/anticuerpo (mezcla) con liquido
limpido y sin ruptura de grumos ante la agitaciéon
suave; b) incompleto: mezcla parcialmente turbia
en la que la leve agitacion no produjo ruptura de

los grumos; c¢) negativo: mezcla turbia en la que
ante la agitacion no se observaron grumos.

Para la prueba de FPA, se utiliz6 un anti-
geno que consiste en un pequeflo fragmento de
peso molecular promedio de 22 kD, de O-polisa-
carido del lipopolisacarido de B. abortus 1119-3,
conjugado con isotiocianato de fluoresceina. El
mismo se incubd con una dilucién 1/100 de suero
(10 pl de suero en 990 pl de solucién tamponada
de fosfatos). A los dos minutos se realiz6 la lectura
de los resultados en un analizador fluorescente
(Sentry 100, Diachemix DLL, EE. UU.) y se
expresaron en unidades de milipolarizaciéon (mP),
siendo negativos los valores < 94 mP, sospechosos
aquellos entre 94-105 mP y positivos los =105 mP.

Resultados

La poblacién analizada consisti6 en 67
perros (31 hembras y 36 machos) con un promedio
de edad de 4,5 afios (rango 1 a 10) en las hembras y
de 4,6 afios (rango 1 a 11) en los machos.

En referencia a la prueba tamiz de BPA, 18
de los 67 sueros (26,8 %) fueron positivos y la
reactividad fue de 36 % (13/36) entre los machos y
de 16 % (5/31) entre las hembras. Utilizando los
criterios de interpretacion de resultados para bovi-
nos no vacunados, los resultados obtenidos a
partir de los animales positivos a la prueba tamiz y
analizados por las pruebas confirmatorias se
muestran en la Tabla 1.

Solo 2 de los animales resultaron positivos
a la prueba de RSAT para B. canis y uno de ellos
result6é también positivo a la prueba de BPA (Tabla

1).

Tabla 1. Resultados obtenidos mediante pruebas diagndsticas
de brucelosis, aplicadas a los sueros detectados positivos,
utilizando la prueba de antigeno tamponado en placa (BPA). Se
detallan los valores hallados mediante las técnicas
confirmatorias.

Muestra SAT 2-ME FPA mP RSAT Habito
de vida
3 N N N N R
13 N N N N R
14 N N N N UR
18 N (1/25) N N N UR
20 P(1/100) P (1/100) P (19438) N R
21 N (1/50) N N N UR
22 N N N N R
23 N N N N R
24 N (1/25) N N N UR
25 S (1/100) N S (97.3) P R
26 N N N N UR
27 N N N N R
28 N N N N R
29 S (1/100) N S (100,75) N UR
31 P (1/200) P (1/200) P (223) N UR
38 N (1/25) N N N R
40 P (1/200) N P (193) N U
46 N (1/25) N (1/25) N N R

P= positivo; N=negativo; S=sospechoso; U=urbano; U/
R=urbano y rural; R=rural.
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Discusion y conclusiones

Las cepas de Brucella lisas (B. abortus, B.
suis o B. melitensis) expresan la cadena lateral O
inmunodominante en el lipopolisacarido de su su-
perficie. Esto hace que esta cadena lateral forme la
base antigénica de las pruebas de diagnostico BPA,
SAT y 2-ME, pudiendo, de esta manera, detectarse
especies lisas. Las pruebas para especies de Bruce-
Ila rugosas, como B. canis, difieren de las pruebas
para Brucella lisas, ya que B. canis no contiene la
cadena lateral O en su superficie y la prueba RSAT
es la que se emplea para su analisis serologico. Por
lo tanto, no es posible que los perros infectados
por B. canis resulten positivos para la prueba de B.
abortus y viceversa (Mateu-de-Antonio et al,
1994).

Para realizar estudios en caninos, no se ha
disenniado ni estandarizado, hasta el momento,
ningln ensayo que permita el diagnoéstico indirec-
to de la infeccion con especies de Brucella lisas.
Los métodos serolégicos empleados para la detec-
ci6n de la enfermedad son los mismos que se apli-
can en los bovinos, no existiendo criterios unifor-
mes para su utilizacion en perros (McGiven et al.;
2003; Nicola & Elena, 2009; Nielsen et al., 2005;
Vargas, 2002). Las pruebas seroldgicas oficiales en
nuestro pais para la especie bovina han sido
establecidas por el SENASA en la Resolucion
438/2006 (Nicola & Elena, 2009). La prueba de
FPA es una prueba de referencia internacional y es
utilizada en caso de ser necesario corroborar un
resultado (Araoz et al., 2014). No existen antece-
dentes sobre el uso de FPA en perros. Los datos de
este trabajo, podrian constituir, en un futuro, una
herramienta util de diagnostico, si se establece el
punto de corte y la concordancia con las pruebas
clasicas de SAT y 2-Me en la especie canina.

En este estudio se hallé que del 26,8% de
las muestras positivas a la prueba tamiz de BPA,
solo el 7,5% fue confirmado mediante SAT y 2-Me
(con resultados mayores o iguales a 1/100) y
reconfirmado mediante la prueba de FPA. La
presencia de falsos positivos a la prueba de BPA
puede deberse a reacciones cruzadas con otras
bacterias gram negativas que comparten un
lipopolisacarido superficial similar al que presenta
Brucella (Gall et al., 2006; Godfroid et al., 2002).
Estas interacciones han sido estudiadas minucio-
samente en los bovinos (Mainar-Jaime et al.,
2005), por lo que es factible que en los caninos
también sean causa importante de interferencia en
el diagnostico de brucelosis.

El anélisis de la informaci6on obtenida de
cada animal mostr6 que los perros de zona rural
seropositivos a B. abortus vivian proximos al gana-
do vacuno diagnosticado positivo de acuerdo a los
procedimientos establecidos en la Resoluciéon
438/2006 de SENASA, y podian tener acceso a
fetos abortados y placentas de vacas infectadas. En
el caso de los perros de zona urbana, estos convi-
vian con perros que concurrian asiduamente al
campo. Las descargas vaginales del ganado

positivo a B. abortus persisten por mas de 40 dias
después del aborto o parto y se convierten en una
fuente de infeccion para perros (Moreno, 2014). La
dosis infecciosa para perros es de aproximada-
mente 106 a 1010 organismos/g (Pidgeon, 1987).
La seroconversion en perros infectados por B.
abortus puede ocurrir entre 5y 20 dias después de
la infeccion y ha sido reportada la diseminacién de
Brucella spp. en el medio ambiente a través de la
orina o heces (Pidgeon, 1987). Esta via podria
explicar la infeccion de los perros de zona urbana
que no han concurrido al campo y que podrian
haberse infectado al ingerir o tomar contacto con
fomites o materiales biolégicos, tales como heces u
orina contaminadas con Brucella spp. de los
perros de zona urbana y que concurrieron al
campo.

Segtn la legislacion vigente en Argentina,
el ganado seropositivo a brucelosis debe eliminar-
se bajo un programa de vigilancia para evitar la
propagacion de la enfermedad. Hasta el momento,
no hay evidencias que reporten que los perros
desempeinen un papel epidemioldgico activo en la
transmision de B. abortus a humanos o al ganado.
Si bien la brucelosis en caninos no es parte del
programa de vigilancia, los perros podrian desem-
penar el papel de hospedadores reservorios para B.
abortus. Esta fuente de transmisién no debe ser
subestimada, ya que la transmision cruzada de
especies de Brucella spp. es posible (Olsen &
Palmer, 2014). Existen reportes de la transmision
esporadica de B. canis de los perros domésticos al
ser humano (Hensel et al., 2018). Ademas, otro
informe describe la deteccion de B. suis en perros,
advirtiendo sobre la posible transmisiéon al huma-
no (Ramamoorthy et al., 2011).

Debido a que B. abortus es més patdgena
para los seres humanos que B. canis, las personas
con sospecha de brucelosis y en contacto con
perros de zona rural o perros de zona urbana pero
que concurren al campo, deberian someterse a
analisis para descartar o confirmar la presencia de
anticuerpos anti-Brucella. Pese a que el riesgo de
transmision parece ser leve, los perros infectados
por B. abortus tienen el potencial de infectar el
ganado vacuno y podrian ser una amenaza en la
cadena de transmisién de esta enfermedad, lo cual
podria tener consecuencias econdmicas desfavora-
bles. La eliminacion del ganado reactor no necesa-
riamente puede erradicar la enfermedad, pero la
eliminacion de los perros que se hallan en contacto
con rodeos infectados, podria ayudar al control de
la misma. Durante los programas de erradicacion,
las pruebas serolégicas de perros para B. abortus
pueden ser un indicador valioso (centinela) de la
presencia de brucelosis en el ganado bovino
(Moreno, 2014).

La ingestion de productos lacteos conta-
minados es el mayor riesgo de infeccion por
Brucella en areas endémicas (Kose et al., 2014).
Sin embargo, no se debe subestimar la transmision
potencial de B. abortus a humanos por perros que
se han infectado por haber estado en contacto
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directo o indirecto con vacas infectadas.

Se estima que mas del 60 % de los patoge-
nos humanos estan relacionados con animales, y la
incidencia de una enfermedad se ve afectada por
factores ambientales, por lo que diferentes enfo-
ques son validos para reducir la incidencia de
enfermedades zoonébticas (Cutler et al., 2010). Uno
de estos enfoques podria ser el concepto de “una
salud”, aunque nunca antes se ha aplicado a la
transmision zoonoética de B. abortus a través de
caninos (Day, 2011). Existe la necesidad de crear
un marco conceptual para las enfermedades zoo-
néticas en caninos, aunque el concepto de “una
salud” se ha discutido para las enfermedades
emergentes con potencial pandémico (Godfroid et
al., 2013; Ucan & Aras, 2015). En otras palabras, el
potencial zoonoético de las infecciones de los
perros, con la excepcion de la rabia, ha sido igno-
rado en gran medida en todo el mundo. Por lo
tanto, zoonosis como brucelosis (incluyendo el tipo
canino), la equinococosis, la rabia y algunas otras,
continiian afectando significativamente la salud
humana (Moreno, 2014). Las principales razones
para ello son el contacto cercano con los animales
al compartir el mismo entorno y las deficiencias en
los recursos financieros para controlarlos princi-
palmente en paises en vias de desarrollo.
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