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Resumen

La brucelosis canina causada por Brucella canis es una enfermedad infecciosa y contagiosa
que afecta a los perros. Ha sido diagnosticada en EEUU y otros paises, incluyendo Rusia, Japén,
Nigeria, China y Argentina. La infeccién natural puede ocurrir por via vertical u horizontal, a
través de secreciones seminales o vaginales, y a través de mucosa oronasal y conjuntival. Los
signos mas significativos de la enfermedad en la hembra son el aborto y la falla reproductiva, en
los machos la orquitis y la epididimitis seguidas de infertilidad. El diagnéstico se basa en el
aislamiento de la bacteria a partir de hemocultivos y pruebas serolégicas con antigeno
especifico de Brucella canis. El tratamiento es caro, prolongado, no es 100% efectivo y la
infeccién usualmente recurre después del mismo. La transmision de Brucella canis al hombre
comunmente ocurre por contacto directo con perros infectados, sus secreciones o a través de
exposiscién directa en laboratorio. El contagio no es frecuente, pero cuando ocurre es
facilmente tratada.
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Summary

Canine brucellosis caused by Brucella canis is a contageous and infectious disease that affects
dogs. It has been diagnosed in EEUU and several other coutries, including Russia, Japan,
Nigeria, India, China and Argentina. Natural infection can occurs by vertical or horizontal route,
by means of seminal or vaginal secretions and by oronasal and conjunctival mucous. The most
significating sign of the disease is abortion and reproductive failure in females and orchitis and
epididimitis followed by infertility in males. The diagnosis is based on isolation of the bacteria
from hemoculture and serologic tests with specific antigens of Brucella canis. The treatment is
expensive, extended and not 100% effective, and the infection often reccurs after it. The
transmission of Brucella canis to man commonly occurs through contact with infected dogs or
their secretions or through direct laboratory exposure, but is not frequent and is easily treated.
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Introduccion

La brucelosis canina es una enfermedad infecciosa, contagiosa, de curso sub- agudo o crénico.
Produce infertilidad tanto en hembras como en machos, y por su naturaleza zoonética presenta
un riesgo sanitario para propietarios, criadores y demds personas que conviven con el animal
infectado (Brisefio Gonzalez et al., 2004).

La brucelosis canina es causada especificamente por Brucella canis, aunque también puede

ser ocasionada por Brucella abortus, melitensis 'y suis (Shin y Carmichael, 1999).
La enfermedad fue descripta por primera vez en EEUU en el afio 1966, asociada a abortos y
problemas reproductivos (Shin y Carmichael, 1999). En ese pais se han realizado numerosas
encuestas seroldgicas, arrojando como resultado una mayor incidencia de la misma en el sudeste
de los EEUU (Ghoneim y Woods, 1984; Kerwin et al., 1992).

La distribucion de esta patologia es mundial. Se han realizado muestreos seroldgicos que
llevaron al diagndstico y caracterizacién de las cepas en lugares tan dispares como Rusia
(Kulakov et al., 1997), Nigeria (Adesiyun et al.., 1986), Trinidad (Brown et al., 1982), Italia
(Ebani et al., 2003), Brasil (Larsson, 1980), México (Flores-Castro et al., 1977), Chile (Borie et
al., 2002) y China (Barg et al., 1981).

En la Republica Argentina el primer aislamiento se realiza en el afio 1978. En el afio 1980, en
la ciudad de Moreno de la Provincia de Buenos Aires, Myers y Varela-Diaz (1980) aislaron la
bacteria como causa de enfermedad en perros callejeros. En el afio 2003 se finaliza un trabajo de
relevamiento seroepidemioldgico en 1100 perros de la ciudad de General Pico, Provincia de La
Pampa, dando como resultado una prevalencia en caninos del 5,27% utilizando la prueba de

AGID (Baruta et al., 2003).

Agente etiologico

El género Brucella incluye seis especies denominadas primariamente sobre la base de la
especificidad de la especie huésped. Las Brucellas son bacilos cocoides, pequefios, Gram
negativos, sin capsula, patdgenos intracelulares facultativos.

Brucella canis es un cocobacilo de 0,5 a 0,7 pm de didmetro por 0,5 a 1,5 um de longitud,
inmévil, no esporulado, aerobio estricto. Crece en agar sangre y agar tripticasa soya dando
colonias rugosas, no requiere suero ni CO, para el crecimiento, no produce H,S y es oxidasa y
ureasa positivo (Larsson y da Costa, 1980; Soloaga et al., 2004).

Las cepas de campo de Brucella canis son siempre rugosas y tiene 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-. Estudios realizados
en perros Beagles indican que las variantes M- tienen una virulencia reducida, ya que los

animales se mantienen asintomadticos, a pesar de la inoculacién de éstas por diversas vias, como
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asi tampoco se produce aborto o epididimitis. La respuesta inmune evaluada por test de
aglutinacién es mucho mds débil, especialmente si se utiliza como antigeno (Ag) Brucella ovis
(Carmichael et al., 1984a, b).

Posee antigenos citoplasmaticos y de pared celular. Carece del antigeno O del LPS, presente
en cepas lisas. Los antigenos proteicos citoplasmaticos se han podido caracterizar por SDS-
PAGE (sodium dodecyl sulfate-polycrylamide gel electrophoresis) y andlisis del polipéptido
35s. Estos polipéptidos son precipitados por el suero de perros infectados, y no por el de perros
sanos o falsos positivos. Los polipéptidos mds usualmente reconocidos en sueros de perros
infectados con Brucella canis tiene un peso de 18, 22 y 68 kDa (Carmichael et al., 1989). Los
antigenos de pared de las cepas de campo de Brucella canis M+ y sus variantes M- pueden ser
responsables de la agregacion bacteriana en caldos de cultivo acidificados y de la alta viscosidad
de las colonias en agar a pH 6,8. En las cepas de campo en medio Buffer Fosfato Salino (PBS) y
tratadas a 65°C se obtienen 2 Ag de pared: 2-R y 3-R, en tanto que en las variantes M- se
obtienen por el mismo prcedimiento 3 Ag: 2-S, 3A-S y 3B-S. En medio PBS y con tratamiento a
100°C se obtiene un antigeno adicional para cada variante, 1-R para M+ y 1-S para M-. Los Ag
de pared de Brucella canis M+ son de menor tamafio, menor carga negativa y mas hidrofébicos
que los de la variante M- (Zoha y Carmichael, 1982).

Brucella canis puede ser facilmente distinguida de Brucella suis, Brucella melitensis y
Brucella abortus por la ausencia de quinovasamina en el LPS. El perfil de 4cidos grasos
también difiere en Brucella canis respecto a las otras tres especies (Fox et al., 1998). Brucella
canis se distingue por la presencia de dcidos grasos de 19 carbonos (Dees et al., 1981). Los
cultivos de Brucella canis y ovis pueden diferenciarse de otras Brucellas lisas mediante fagos R,

R/O y R/C, en una dilucién estandarizada de test de rutina (Corbel y Thomas, 1985).

Epizootiologia

Los perros y otros canidos son considerados los unicos huéspedes verdaderos de la Brucella
canis, si bien ésta puede transmitirse al hombre y causarle enfermedad. La enfermedad puede
transmitirse en forma horizontal o vertical, por la placenta o a través de la lactancia. Las
infecciones naturales ocurren después de un apareamiento, por ingestion de restos placentarios o
fetos abortados o por contacto directo con secresiones vaginales o seminales, a través de mucosa
oronasal y conjuntival (Shin y Carmichael, 1999). Los machos infectados diseminan Brucellas
al medio, pudiendo contaminar a machos susceptibles en un lapso de 4 a 6 meses,
probablemente por contaminacion de la orina con fluidos seminales (Carmichael y Joubert,
1988; Brisefio Gonzalez et al., 2004). La excrecion de Brucellas comienza alrededor de 4 a 8
semanas posinfeccion y puede durar hasta un afio y medio, en forma continua o intermitente

(Serikawa el al, 1981).
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Patogenia

La enfermedad comienza con la penetracion de la bacteria a través de una membrana mucosa,
ya sea oral, nasal conjuntival o genital, y luego es fagocitada por los macréfagos, (Wanke,
2004). La Brucella es capaz de sobrevivir y multiplicarse en los macréfagos debido a su
capacidad de inhibir la formacién del complejo fagolisosoma, con lo cual impiden la actuaciéon
de las enzimas lisosomales. Segin Corbel y Thomas (1985), si bien se produce endocitosis a
través de otras células blancas y hay degranulacion y activacion de otras células inmunes,
Brucella canis resiste la accion del peroxido de hidrégeno del estallido respiratorio a partir de
sus enzimas superoxido dismutasa y catalasa, que le permiten eliminar los radicales libres
(Borie et al., 2002). A continuacion se invaden los ganglios regionales, en los que se produce
hiperplasia. Finalmente se propaga via hematdgena y linfatica, la bacteriemia se produce entre 1
a 4 semanas post infeccién y puede mantenerse en forma intermitente o continua hasta 64 meses
(Shin y Carmichael, 1999). Durante ese periodo la bacteria coloniza distintos 6rganos, tales
como higado, bazo, prdstata y epididimo, en los cuales provoca infiltracién de células

inflamatorias (Borie et al., 2002).

Signos clinicos y patologicos

Los sintomas mds importantes de la enfermedad incluyen aborto tardio en las perras,
epididimitis en machos, infertilidad en ambos sexos, linfoadenitis generalizada, uveitis y
discoespondilitis (Wanke, 2004).

El aborto ocurre en el 75% de los casos entre los 45-55 dias de gestacidn, en tanto que en el
resto puede ocurrir aborto temprano, con expulsiéon o reabsorcidn. Esta ultima situacién puede
pasar desapercibida para el propietario, que solo nota una falla en la concepcién (Shin y
Carmichael, 1999) El aborto y la falla en la concepcién son los signos mds notorios en la
hembra.

En diversos estudios se han descripto como signos reproductivos presentes en los machos:
epididimitis, orquitis, degeneracion testicular, infertilidad y dermatitis escrotal como los signos
reproductivos presentes en los machos (Shin y Carmichael, 1999; Briseiio Gonzilez et al.,
2004). Asi mismo aparecen anormalidades en las caracteristicas del semen y eyaculado, tales
como eyaculados sanguinolentos, falta de eyaculacion, azoospermia o baja concentracién y
motilidad (Brisefio Gonzélez et al., 2004). Entre las anormalidades que explican la infertilidad
de los machos infectados se cuentan células espermadticas inmaduras, retencién de gota
citoplasdtica proximal, colas enrolladas, aglutinacion cabeza-cabeza y desprendimiento de
cabezas (Borie et al., 2002). Brisefio et al. (2004) asocian la falta de eyaculacién a que la
orquitis y epididimitis producen inflamacién, dolor o fibrosis que impide la eyaculacién, lo que

también explicarfa la azoospermia (Brisefio Gonzdlez et al., 2004). A través del andlisis
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histolégico se comprueba que en perros azoospérmicos la espermatogénesis esta alterada en los
tibulos seminiferos, encontrandose que en general s6lo avanza hasta espermatocitos primarios,
sin presencia de espermatidas ni espermatozoides. También se describe presencia de glébulos
rojos en el lumen y hemosiderdéfagos en los tibulos seminiferos, lo que indicaria alteracion de la
barrera hematotesticular (Borie et al., 2002).

Entre los signos y lesiones no reproductivos asociados a la enfermedad los hallazgos mads
comunes fueron discoespondilitis, uveitis anterior y artritis (Brisefio Gonzdlez et al., 2004). En
algunos casos la pesquisa seroldgica en ciertas zonas de EEUU comenz6 precisamente tomando
como poblacién de estudio a aquellos perros con discoespondilitis (Kerwin et al., 1991).

Otras citas bibliogréficas hacen referencia a osteomielitis posteriores a cirugias de reemplazo
de cadera. La osteomielitis fue diagnosticada en todos los casos mediante radiologia, rodeando
el reemplazo entre 9 a 16 meses después de la cirugia y en todos los casos los perros no
presentaban sintomas de la enfermedad, aunque se conocia que habia ocurrido contacto con el

agente etiologico (Smeak et al., 1987).

Respuesta Inmunitaria

Los anticuerpos se hacen detectables a partir de las dos semanas postinfeccién (Johnson et al.,
1983). La respuesta inmune es mas débil y de menor duracién con la exposicidn a cepas M- que
con la exposicién a cepas de campo M+ en los tests de aglutinacién, especialmente cuando se
usa como antigeno Brucella ovis (Carmichael et al., 1989).

La alteracion de la barrera hematotesticular implica que determinantes antigénicos
espermaticos pasen a la circulacion periférica, desencadenando una respuesta autoinmune del
animal. Este hecho explica la autosensibilizacion del animal enfermo, aparicion de anticuerpos
antiespermdticos y reacciones de hipersensibilidad tardia, ademds de perpetuar la orquitis y
epididimitis y mantener la azoospermia (Borie et al., 2002). De esta manera, los perros
infectados con Brucella canis luego de 3 meses desarrollan anticuerpos séricos que aglutinan los
esperematozoides caninos. También han sido observados anticuerpos en plasma seminal de
perros infectados en forma crénica. El plasma seminal de perros infectados contiene un factor
citofilico para los macréfagos esplénicos normales que causa la adherencia del esperma a los
macrofagos. Ademds, los perros con bacteriemia mayor a 4 meses presentan una reaccién de
hipersensibilidad retardada ante extractos solubles de testiculo canino. En los perros infectados

que presentan atrofia testicular la respuesta es mds severa (George y Carmichael, 1984).
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Diagnéstico

El diagnéstico de laboratorio de brucelosis canina incluye las pruebas de aglutinacion rapida
en placa (ARP), aglutinacién répida en tubo (RSAT) e inmunodifusién en gel de agar (AGID).
Estas tres pruebas tienen una cierta falta de especificidad dado que los Ag de superficie de
Brucellas rugosas reaccionan en forma cruzada con los anticuerpos producidos por otras
especies de bacterias no patégenas (Shin y Carmichael, 1999). Debido a esto se han refinado
técnicas, implementdndose una prueba RSAT utilizando un antigeno M-, un AGID que utiliza
antigenos proteinicos citoplasmadticos y pruebas de ELISA e IFI. El hemocultivo sigue siendo el
método recomendado antes de declarar al animal infectado, pero como la bacteriemia puede ser
intermitente un cultivo negativo no puede usarse como criterio para excluir una infeccién por
Brucella canis (Flores-Castro et al., 1977; Shin y Carmichael, 1999; Lucero et al., 2002; Ebani
et al., 2003; Miranda y Baez, 2005).

El uso de un antigeno proveniente de una variante M- de Brucella canis en reemplazo del
antigeno de Brucella ovis reduce la tasa de falsos positivos a un 10%. El antigeno M- tefiido con
Rosa de Bengala es levemente mds sensible que los antigenos comerciales de Brucella ovis. En
ambos casos el suero problema debe tratarse primero durante 1 minuto con 2 mercaptoetanol
(Carmichael y Joubert, 1987).

En la prueba de AGID, la modificacién tendiente a disminuir los falsos positivos consiste en
utilizar un complejo antigénico con al menos 3 antigenos incluyendo el 2-R, el cual no estd
presente en ninguna otra bacteria Gram negativo (Carmichael et al., 1984b).

El ELISA indirecto propuesto como diagndstico se aconseja para estudiar los sueros positivos
a RSAT, como una prueba complementaria después de ésta, aumentando la especificidad.
Detecta IgA e IgG, permitiendo evaluar el estado clinico del animal (Serikawa et al., 1989;
Lucero et al., 2002). Otros autores citan el uso de ELISA indirecto utilizando como antigeno un
lipopolisacarido rugoso (RLPS) obtenido de un cultivo de Brucella canis, lograndose en este

caso una especificidad del 98,8% y sensibilidad del 95,8% (Nielsen et al., 2004).

Tratamiento

El tratamiento en general es caro, dificilmente exitoso y se recomienda s6lo en aquellos
animales que puedan ser monitoreados durante y después del tratamiento (Shin y Carmichael,
1999). Adn no se ha encontrado una antibioticoterapia totalmente efectiva para la erradicacién
de la bacteria (Wanke et al., 2006). La reaparicion de la enfermedad después de la cesacion del
tratamiento es comun.

Estreptomicina, doxiciclina y rifampicina son las principales drogas para el tratamiento de la
brucelosis. Debido a las recidivas después de la finalizacién del tratamiento se han utilizado

combinaciones antibidticas que generalmente incluyen doxiciclina con estreptomicina o
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rifampicina durante 6 semanas. También pueden incorporarse gentamicina o metilmicina como
alternativas a la estreptomicina (Maurin y Raoult, 2001).

Mateu-de-Antonio y Martin (1995) ensayaron in vitro la eficacia de tetraciclinas,
aminoglicésidos, fluoroquinolonas, rifampicina, macrélidos y sus combinaciones contra
Brucella canis. Las tetraciclinas se mostraron como los antibidticos con menores
concentraciones inhibitorias minimas (CIM), las quinolonas tuvieron una buena respuesta, en
tanto que se observo resistencia a los macrélidos. También se demostrd una sinergia moderada
para tetraciclinas y aminoglucésidos, mientras que la combinaciéon mas sinérgica fue la de
enrofloxacina y estreptomicina (Mateu-de-Antonio y Martin, 1995).

Se han ensayado numerosos tratamientos in vivo con combinaciones de drogas y por lapsos
variables de tiempo. Johnson et al. (1982) ensayaron terapias combinadas con tetraciclina,
dihidroestreptomicina y sulfa trimetroprima, encontrando que las perras tratadas se mantenian
abacteriémicas entre 3 meses y 1 afio post tratamiento. Los estudios realizados por Wanke et al.
(2006) para evaluar la eficacia de la enrofloxacina en el tratamiento de perras infectadas en
diferentes estadios del ciclo sexual, administrada en forma oral cada 12 horas durante 30 dias a
razén de 5 mg/Kg mostraron que posterior al mismo, las perras se mantuvieron negativas a la

prueba de RSAT durante 14 meses, tiempo que duré el estudio.

Control

No ha habido resultados exitosos referidos al desarrollo de vacunas efectivas para proteger
contra la enfermedad y que no interfieran en el diagnéstico. En los criaderos se debe tener como
norma de control el testeo seroldgico de rutina y la eliminacién de animales infectados, ademas
del control serolégico previo a la introduccién de un animal nuevo al establecimiento. Se
sugiere para los criaderos 2 pruebas seroldgicas negativas con 4-6 semanas de intervalo para
permitir el ingreso de un animal al grupo de reproduccién. Las hembras usualmente deben

monitorearse antes del celo (Shin y Carmichael, 1999).

Salud publica

El hombre es susceptible a la infeccion por Brucella canis, aunque no es frecuente.
Habitualmente se trata de casos leves con buena respuesta al tratamiento. La infeccion natural
generalmente es consecuencia del contacto con perros infectados y mds raramente de accidentes
de laboratorio (Polt et al., 1982; Shin y Carmichael, 1999).

Dentro de los casos descriptos en la bibliografia la sintomatologia y lesiones incluyen fiebre,

murmullo cardiaco y pérdida de peso, vegetaciones adrticas e insufiencia adrtica severa
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asociadas a endocarditis, fiebre de origen desconocido (Rumley y Chapman, 1986), anginas a
repeticion, dolor en articulaciones, adenomegalias y esplenomegalia (Soloaga et al., 2004).

Para el diagnéstico se pueden utilizar las mismas pruebas descriptas anteriormente (Larsson,
1980; Barg et al., 1981; Diker et al., 1984; Zamora y Alonso, 1987; Jian, 1992; Lucero et al.,
2005). El hemocultivo también se considera una prueba de suma utilidad (Soloaga et al., 2004).
Inicialmente se utilizé una prueba de microaglutinacién la cual usaba como antigeno Brucella
canis muertas y tefiidas con safranina (Polt y Schaefer, 1982). Mds recientemente evaluciones
de distintos métodos demostraron una excelente sensibilidad y especicificidad para el ELISA
indirecto (Lucero et al., 2005). También se ha propuesto utilizar los perfiles de carbohidratos de
Brucella canis y PCR a fin de diferenciar ésta de otros microorganismos Gram negativos con
los que podria haber reaccion cruzada (Fox et al., 1998).

Los tratamientos ensayados y que fueron exitosos incluyeron el uso de vancomicina,
gentamicina, ciprofloxacina, ceftriaxona, combinaciones de doxiciclina con estreptomicina o
rifampicina (Ying et al., 1999; Soloaga et al., 2004), cotrimoxazole y estreptomicina

(Schoenemann et al., 1986).

Investigacion de nuevos compuestos con actividad sobre Brucella canis

Ya se mencioné que el tratamiento con antibiéticos de la brucelosis canina no resulta
enteramente efectivo. Se han probado diferentes compuestos activos administrados solos o
asociados. Sin embargo, atn cuando se lograron buenos resultados in vitro, no logran eliminar
definitivamente las brucelas de los caninos. Moore (1970) indic6 que la baja efectividad in vivo
podria ocurrir como consecuencia de la localizacién intracelular de la bacteria, pero hasta la
fecha no se han descubierto nuevas drogas o disefiado formulaciones que permitan tratamientos
efectivos con los compuestos conocidos. Este hecho, que provoca pérdidas econdmicas en los
criaderos ya que deben eliminarse los animales positivos y a los duefios de animales de
compania que deben afrontar largos y costosos tratamientos, determina un especial interés en la
investigacién de nuevos compuestos con actividad sobre Brucella canis.

En el Centro de Investigacion y Desarrollo de Farmacos (CIDEF) de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Nacional de La Pampa, se estdn realizando estudios para
determinar el grado de actividad antimicrobiana sobre cepas de Brucella canis in vitro de
extractos vegetales obtenidos a partir de plantas nativas o naturalizadas de la Provincia de La
Pampa. Teniendo en cuenta que la mayoria de los foirmacos que se utilizan en la actualidad son
copias sintéticas de compuestos naturales aislados de las plantas (Alonso, 2001), se considera
una fuente promisoria para hallar principos activos que superen el desempefio farmacolégico de
los compuestos utilizados en la actualidad. Recientemente se han identificados plantas que

mostraron actividad inhibitoria sobre el crecimiento de cultivos de Brucella canis. Los alcances
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de estos estudios permitirdn identificar las plantas con mayor actividad con el fin de ensayar la

efectividad in vivo en estudios posteriores.
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