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RESUMEN

Los perros abandonados son una potencial amenaza para fauna silvestre,
doméstica y el hombre, actian como vectores para la diseminacién de bacterias
gue representan un riesgo a la salud publica en general. En este trabajo se propuso
determinar la prevalencia de Brucella Canis y Brucella abortus en perros mediante
pruebas seroldgicas. El estudio se realiz6 en 50 perros con acceso al relleno
sanitario de Pichacay del canton Cuenca. Los perros fueron capturados en trampas
de jaulas y posteriormente sedados; se extrajo 5ml de sangre de la vena cefalica en
tubos sin anticoagulante, fueron transportados al laboratorio donde se centrifugaron
para obtener suero sanguineo, se almacenaron en tubos eppendorf a — 20°C hasta
su analisis. Para la identificacion de anticuerpos a B. abortus se utilizo la prueba
Rosa de Bengala (IDEXX) y como prueba confirmatoria el ensayo de ELISA —
indirecto (IDEXX), la identificacion de anticuerpos para B. canis se realizd con la
prueba ELISA en base sdlida (ImmunoComb Canine Brucella Antibody Test Kit). De
las muestras analizadas un perro resultd seropositivo al test Rosa de Bengala y al
realizar el ELISA indirecto como prueba confirmatoria para la presencia de
anticuerpos para B. abortus todas resultaron negativas. Al realizar la prueba
ImmunoComb se obtuvo 19 muestras seropositivas a B. canis calculandose una
prevalencia del 38%, segun el sexo se obtuvo una prevalencia de 39.3% en
hembras. Concluyendo que existe presencia y ademas alta prevalencia de B. canis

en el sector, que afecta con mayor proporcion a las hembras caninas.

Palabras clave: Perros. Brucella canis. Brucella abortus. Prevalencia. ELISA.
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ABSTRACT

Abandoned canines are a potential threat to wildlife, domestic animals, and humans
because they act as vectors for the spread of bacteria that represent a risk to public
health in general. The purpose of this work is to determine the prevalence of Brucella
canis and Brucella abortus in dogs by the application of serological tests. The study
was conducted with 50 dogs that had access to the Pichacay landfill in Cuenca city.
The dogs were captured in cage traps and then sedated, 5ml of blood was extracted
from the cephalic vein in tubes without anticoagulant which was transported to the
laboratory where they were centrifuged to obtain blood serum, they were stored in
Eppendorf tubes at 20°C until their analysis. For the identification of B. abortus
antibodies, the Rose Bengal test (IDEXX) was used and the indirect ELISA assay
(IDEXX) was used as a confirmatory test. The recognition of antibodies against B.
canis was performed with the solid-based ELISA test (ImmunoComb Canine

Brucella Antibody Test Kit).

Among the samples analyzed, one canine was seropositive to the Rose Bengal test
and when performing the indirect ELISA as a confirmatory test for the presence of
antibodies to B. abortus, all of them were negative. When performing the
ImmunoComb test, 19 seropositive samples for B. canis were obtained, determining
a prevalence of 38%, according to sex, a prevalence of 39.3% was obtained in
females. In conclusion, there is a presence and also a high prevalence of B. canis in

the sector which affects the female canines in a greater proportion.

Keywords: Dogs. Brucella canis. Brucella abortus. Prevalence. ELISA
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1 INTRODUCCION

El perro es el animal de compafia que en la actualidad juega un rol
importante dentro del ndcleo familiar, en ocasiones las personas no ofrecen los
cuidados necesarios para que estos animales tengan una vida plena, en casos de
abandono y maltrato los perros huyen y se ven obligados a buscar alternativas de
alimento y refugio, es asi como buscan zonas poco pobladas para habitar y en su
afan de sobrevivir van retomando comportamientos silvestres (Marin, 2019).

Para el afio 2013, la poblacion canina en el pais bordea 1,765.744 individuos,
de los cuales 500.000 viven en abandono; siendo asi que en el canton Cuenca
segun el Consejo Cantonal de Salud en el afio 2016 se registraron 15.000 perros
en situacion de calle (Berru, 2019). Informacién mas reciente extraida del sitio Web
Entorno Inteligente, el 13 de septiembre del 2019 informa que en Cuenca
deambulan 20.000 perros y gatos (Porras, 2019).

Los animales abandonados se convierten en un potencial peligro para los
ecosistemas terrestres y acuaticos, asi como son la causa de desequilibrio en la
fauna silvestre (Weber, 2010), ademas actian como vectores de enfermedades que
representa una amenaza para animales domésticos y el hombre (CAR, 2016).

La transmision de enfermedades entre el hombre y los animales se conoce
como zoonosis, puede darse de forma directa o por medio de vectores (Adell, 2017).
El 60% de las enfermedades que el hombre contrae son transmitidas por animales
vertebrados; ademas el 75% de las enfermedades emergentes son de este tipo

(Vélez et al., 2014).
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Una enfermedad preocupante por su alto potencial zoonético es la
brucelosis,(Tuemmers et al., 2013) ya que una especie de Brucella puede afectar a
varias especies domeésticas y no necesariamente a su hospedador definitivo
(Anyaoha & Majesty, 2020). Entre las especies que pueden afectar al hombre
tenemos Brucella canis, Brucella abortus, Brucella suis y la Brucella melitensis;
sumado a esto la dificultad diagnostica en el hombre, permite que se subestiman
los casos positivos; la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) reporté que se
registran medio millén de casos nuevos al afio en el mundo (Tuemmers et al., 2013).

Los perros se infectan de forma natural por Brucella canis, un estudio en Chile
reportd una seroprevalencia del 1% en perros que viven en las calles de Temuco;
aungue no bajo las mismas condiciones se han registrado prevalencias de 6.78%
en Medellin, Colombia; en Buenos Aires, Argentina se encontrd 7.3% de positividad;
mientras que un estudio realizado en Turquia arroja un 28% de prevalencia para
esta bacteria; para el aiio 2004 en Brasil se analizaron 635 perros de los cuales el
14.2% resultan ser positivos (Tuemmers et al., 2013). En un estudio reciente en
Nigeria, de 123 muestras analizadas 34 resultan ser positivas para Brucella canis
mientras que no se encuentra positividad para Brucella abortus (Anyaoha & Majesty,
2020).

Los perros que viven cercanos a zonas ganaderas pueden infectarse con
Brucella abortus al consumir restos de abortos y placentas de bovinos infectados;
se evidencia al existir reportes de un 7.5% de seropositividad en un estudio

realizado en Argentina (Miceli et al., 2019).
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Los datos existentes hasta ahora muestran una prevalencia baja pero el
riesgo existe al presentarse con mayor frecuencia en animales abandonados
(Tuemmers et al., 2013). Un animal enfermo es la principal fuente de contagio o
dispersién (Guzman et al., 2016) permitiendo asi que un pequefio porcentaje de
perros portadores pueda considerarse un problema de Salud Publica (Tuemmers et
al., 2013). Estos animales contaminan el medio ambiente al realizar sus actividades
de supervivencia pues eliminan el agente mediante semen, orina, heces,
secreciones vaginales y fetos abortados (Pérez, 2019).

Es asi como esta investigacion permitid obtener datos sobre la presencia de
B. canis y B. abortus en los perros que frecuentan el Relleno Sanitario Pichacay

permitiendo reconocerlos como un posible peligro para la salud publica del sector.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo general:
Determinar la prevalencia de Brucella canis y Brucella abortus en perros que
tiene acceso al Relleno Sanitario ubicado en el sector de Pichacay, en la parroquia

Santa Ana del cantén Cuenca.

2.2 Objetivos especificos:
¢ Demostrar mediante pruebas seroldgicas la presencia de anticuerpos
frente a B. canis y B. abortus en los perros que frecuentan el relleno
sanitario
e Determinar la prevalencia de Brucella canis y Brucella abortus en
perros del relleno sanitario ubicado en Pichacay.
e Analizar si la prevalencia de Brucella canis y Brucella abortus difiere

segun el sexo del animal.
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3 REVISION DE LITERATURA

3.1 El perro
3.1.1 Antecedentes

El perro doméstico (Canis lupus familiaris) es un mamifero carnivoro que
pertenece a la familia de los canidos su origen es a partir de diferentes poblaciones
de lobos; la relacién entre humanos y el perro data hace unos 10.000-15.000 afios
como resultado del abandono por nomadismo de las sociedades humanas, los
asentamientos producian basura y desperdicios (Hernandez, 2012), los lobos
silvestres buscaban alimento en campamentos humanos; el hombre lo encontro til
como alerta ante la presencia de invasores y asi poco a poco fue seleccionandolo
por su sociabilidad y caracter amable (Adell, 2017). Con el transcurso del tiempo se
modificaron caracteristicas genéticas en el lobo ancestral lo que dio como resultado
cambios morfol6gicos y conductuales, el perro doméstico conserva caracteristicas
juveniles lo que vuelve mas dispuesto a interactuar con otros animales y el ser
humano asi como ser dependientes de ellos (Hernandez, 2012); al crearse un
vinculo el hombre adquirié una responsabilidad y el perro una dependencia (Marin,
2019) para las actividades de alimentacion, refugio y cuidados sanitario (CAR,
2016).
3.1.2 El perro callejero

Son aquellos que deambulan por la calle generalmente son mestizos se
caracterizan por tener varios colores en el manto y diversidad en sus tamafos; en
algin momento pertenecieron a un hogar y fueron abandonados o se perdieron.

Algunos pueden ser parcialmente sociables, pero en su gran mayoria son agresivos
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con las personas. Generalmente forman jaurias para poder sobrevivir, estas no
tienen un orden especifico por lo que se consideran amorfas. Comunmente se
alimentan de desperdicios humanos y viven en edificios abandonados, terrenos
baldios, parques, plazas y botaderos. Cuando existe escases de recursos para la
supervivencia de grupo este puede desplazarse de territorio las distancias que
recorran dependera siempre del peso del animal (Cadena, 2013).

3.1.3 El perro semiferal

Estos mantienen de cierta forma una conexion con los humanos, se ubican
en lugares con acceso a comida, cazan, forman jaurias y viven en sitios alejados;
cuando las condiciones de su habitat cambian y existe escases de recursos salen
de sus refugios se acercan a las poblaciones humanas en busca de alimento y
después regresan a sus territorios(CAR, 2016).

3.1.4 El perro feral

En la actualidad las personas estan evadiendo las responsabilidades
adquiridas al momento de obtener una mascota; este es un problema a nivel
mundial, los animales son sometidos a maltrato y abandono (Marin, 2019), como
resultado de estas acciones existen los perros ferales (Cruz, 2009).

Los perros ferales son aquellos que han pasado de un estado doméstico a
un estado salvaje (Tarazona, 2016) o por el nacimiento de camadas en sitios
apartados (CAR, 2016). Estos animales cambian su comportamiento generalmente
forman jaurias de 2 a 6 individuos en la que rige una estructura social similar a la de
los lobos donde existe una pareja reproductiva mondégama, sus crias y otros adultos.

El tamafio de los grupos dependera siempre de la disponibilidad de recursos en el
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sitio que habitan (Reétiga, 2015). Otra caracteristica es que excavan madrigueras
como refugio y hacen guardia para protegerlas (Tarazona, 2016).

Pueden alimentarse de los desperdicios organicos del hombre, alimentarse
de restos de animales muertos o poner en practica sus instintos de caza, desde
pequefios y medianos mamiferos o de forma colectiva son capaces de matar
grandes mamiferos (Reétiga, 2015). Para matar a sus presas desgarran el cuello o
extremidades posteriores se alimentan en el sitio y consumen preferiblemente los
organos blandos como corazon, higado, bazo y pulmones (Tarazona, 2016). El area
gue cubren para sus actividades de supervivencia son de 45.2 kilbmetros cuadrados
para las hembras y 124.3 kildmetros para los machos; pueden cambiar de area que
habitan dependiendo de periodo reproductivo, fuentes de alimentacién o cercania
humana (Reétiga, 2015).

3.2 Captura de mamiferos medianos

Trampas - Jaula: su tamafo es variable, depende de la especie que se quiere
muestrear son metalicas y fijas al suelo. La mas recomendada para uso en
carnivoros es la trampa Tomahawk; conformada por una o dos puertas en forma de
V que impide que el animal escape. Debe colocarse en los senderos que el animal
a capturar usa frecuentemente; y el cebo a utilizar varia segun la especie. Cuando
los animales entran a comer el cebo accionan un dispositivo que cierra la puerta.
Una vez preparada la jaula debe revisarse como maximo cada 12 horas. Las jaulas

son seguras ya que minimizan el dafio al animal capturado (De la Maza et al., 2013).
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3.3 Zoonosis

Las zoonosis son todas las enfermedades transmisibles de forma natural
entre el hombre y animales vertebrados (Rojas et al., 2016); las zoonosis emergen
de la relacion que existe entre los humanos-animales domésticos/silvestres y el
ecosistema que habitan (Flores, 2010). Estas representan pérdidas econOmicas
significativas por el alto costo de los tratamientos en medicina humana y por la
pérdida de animales de abasto (Gil & Samartino, 2001).

Las enfermedades zoondticas cuentan con ciertas caracteristicas para su
diseminacién, como son: la capacidad de infectar a varios hospedadores, son
enfermedades que pueden permanecer latentes o en forma subclinica, sus
caracteristicas clinicas son similares a las que presentan los animales de los que
provienen, producen dafios a la salud y pérdidas econdmicas, los animales
silvestres transmiten actualmente el 70% de las enfermedades zoonoticas al
hombre, el control de estas enfermedades es muy complejo (Flores, 2010).

Asi también existen varios factores que pueden afectar su permanencia estos
pueden ser: los factores ecoldgicos de las diferentes zonas geograficas,
modificacion de las condiciones ecoldgicas como la destruccion de la flora nativa y
la caza de animales silvestres; el movimiento de la poblacion humana y animal,
ademas el propio comportamiento humano es un factor de riesgo para la aparicion
de una zoonosis (Gil & Samartino, 2001)

3.4 Brucelosis
La brucelosis es una zoonosis con impacto en todo el mundo tiene

repercusiones en la salud publica como en la salud animal lo que genera pérdidas
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econdémicas para los ganaderos (Guzman et al., 2016). Es endémica en la mayoria
de las zonas que ha sido detectada, tal es caso del Medio Oriente, Asia, Africa,
Centro América y Sudamérica, el Caribe y la cuenca Mediterranea. Los programas
de erradicacion implementados por paises desarrollados han logrado erradicarla a
excepcion de Espafia (Pontdn, 2021); otro panorama se pinta para algunos paises
en vias de desarrollo que han logrado disminuir sus prevalencias en los ultimos
afios(Carlosama, 2013).

3.4.1 Brucelosis en el Ecuador

Brucella spp. es un patégeno considerado endémico para el Ecuador, segin
el porcentaje de prevalencia el pais fue dividido en regiones por el Ministerio de
Agricultura y Ganaderia. La region de alta prevalencia (4%- 10.62%) conformada
por la zona norte de la sierra y todas las provincias de la costa; regién de baja
prevalencia (1.2- 2.6%) conformada por las provincias de la zona sur de la sierra y
la amazonia (Morales & Morillo, 2021).

Para el periodo comprendido entre los afios 2005 y 2015 en el pais se
registraron 1321 brotes de B. abortus con un total 6810 casos en bovinos, para el
afio 2015 en la provincia de Loja se reportan 2 muestras positivas de 60 animales
muestreados para B. canis (Roman-Cardenas & Luna-Herrera, 2017).

3.4.2 Etiologia

Las bacterias que conforman el género Brucella son pequefios cocobacilos
con un didmetrode 0.5a 0.7 umy 0.5 a 1.5 um de largo, gram negativos, inmoviles,
no encapsuladas y que no forman esporas, demas son considerados patdégenos

intracelular facultativos cualidad que les confiere su patogenicidad (Mathew et al.,
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2015). Estas bacterias resisten a la desecacién, persisten por largo tiempo en el
ambiente; tienen metabolismo oxidativo basado en la utilizacién de nitratos (Pontén,
2021).

3.4.3 Taxonomia

Tabla 1.Clasificacion taxondmica de Brucella

Clase: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Clase: Proteobacteria alfa
Orden: Rhizobiales
Familia: Brucellaceae
Género: Brucella

Fuente:(Ponton, 2021)

3.4.4 Especies

Las especies que integran el género Brucella incluye seis especies
diferentes: Brucella melitensis, B. abortus, B. suis, B. canis, B. ovis, B. neotomae y
B. maris (Castro et al., 2005), esta diferenciacion se fundamenta en el hospedador,

en la sensibilidad a los bacteri6fagos y en el perfil de metabolismo oxidativo (Stanchi

et al., 2007).
Tabla 2. Huéspedes, especies de Brucella, via de transmision y patogenia
Huésped Especie de Vias de Patogenia
Brucella transmision
Bovinos B. abortus Oral, nasal y Abortos, orquitis,
conjuntival epididimitis,
ocasionalmente artritis
Cerdos B. suis Oral y genital Aborto, esterilidad,
orquitis
Ovinos B. ovis Genital Abortos, epididimitis
Perros y otros B. melitensis Oral y genital Abortos, esterilidad,
canidos B. abortus epididimitis, dermatitis
B. canis, B. suis escrotal
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Hombre B. melitensis Inoculacién Fiebre aguda e
B. abortus conjuntival, intermitente,
B. canis, B. suis inhalacién, adenopatias,
cutanea, hepatoesplenomegalia,
digestiva complicaciones

osteoarticulares.

Fuente:(Ponton, 2021)

3.4.5 Constituyentes bacterianos

Estas bacterias estan constituidas por una membrana externa que contiene
fosfolipidos, proteinas y un lipopolisacarido (LPS); espacio periplasmético donde se
encuentran enzimas, proteinas y un peptidoglucano(Stanchi etal., 2007);
membrana interna  se han  descrito  glicoproteinas y  antigenos

citosélicos(Carlosama, 2013).

R
Sl

Cge

Figura 1. Representacion esquematica de la envoltura celular de Brucella
Fuente: (Haag et al., 2010)
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3.4.5.1 Membrana externa ME

Es una barrera que protege a la bacteria esta compuesta por una bicapa
fosfolipidica y proteinas con un grosor de 4.5nm (Carlosama, 2013). En esta
membrana se distinguen: lipido A que se encuentra en la parte externa de la misma;
el “core” que es un oligosacarido intermedio y el polisacarido O (PSO) o antigeno O
(Stanchi et al., 2007).

La membrana externa de esta bacteria le confiere una diferenciacion entre
especies, segun el aspecto que toman las colonias obtenidas por cultivo en medio
sélido, por lo cual se han identificado dos tipos: las “lisas” (“smooth”) y las “rugosas”
(rough”) o LPS-S y LPS-R, esta particularidad esta dada por la presencia de PSO
en las primeras y la ausencia en las segundas respectivamente (Stanchi et al.,
2007).

El grupo de las lisas o LPS-S esta conformado por B. melitensis, B. abortus,
B. suis mientras que B. canis y B. ovis pertenecen al grupo de las rugosas o LPS-
R(Morales & Morillo, 2021)

El LPS es el antigeno activo en la Brucella spp, este estd compuesto por un
oligosacarido unido a una proteina “M” y un lipido “A”, en el oligosacarido
encontramos un polisacarido y un polisacarido de antigeno “O” (Carlosama, 2013);
este compuesto antigénico no produce fiebre, es mal conductor de citoquinas,
tampoco activa la cascada de complemento e induce muy poca formacion de
linfocito B (Stanchi et al., 2007).

Otras funciones que cumple el LPS de Brucella son interviene en el trafico

celular, en el control de la respuesta inmune de la célula, ademas disminuye la

Priscilla Natalie Cajamarca Cango 23



UCUENCA

activacion de linfocitos T porque inhibe la presentacién antigénica. El antigeno O
impide la apoptosis del macr6fago hospedador. El lipido A y Core presenta menos
cargas negativas lo que le confiere a la bacteria una menor permeabilidad a
sustancias como la lisozima y polimixina B, evitando su destruccion (Bialer, 2019).
3.4.5.2 Espacio periplasmico

Este espacio es el encargado de mantener la forma y la integridad osmética
de la bacteria ya que aqui encontramos un gel glucopeptidico y proteinas que le
confieren esta facultad (Salazar, 2019).
3.4.5.3 Estructura interna

La membrana interna (MI) es esencialmente una capa bifosfolipidica
conformada en su mayoria por fosfaditilcolina (PC), estos contribuyen a la
permeabilidad de la bacteria siendo mayor para compuestos hidrofébicos y menor
para péptidos cationicos. La funcion de la MI es la sintesis y transporte de
sustancias precursoras y proteinas plegados para la formacion de la ME (Bialer,
2019).

Brucella spp. posee proteinas citoplasmaticas especificas como glicoproteina
A2, proteina periplasmica BP26 y la 17kDa que participa en la sintesis de riboflavina,
esta desempefia un papel importante en la fase activa de la infeccion (Ramirez,
2018).

Por otro lado, el citoplasma es rico en proteinas, ADN y ARN que son
sustancias importantisimas para la aplicacion de varias técnicas diagnoésticas

(Salazar, 2019).
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3.4.6 Transmisién

En los animales la transmision puede ser de forma horizontal si un animal
sano tiene contacto sexual con un animal infectado o cuando lame los 6rganos
genitales, membranas fetales, fetos abortados y crias recién nacidas (Alvarez et al.,
2015). Otra forma de transmisién es la vertical por la placenta o a través de la
lactancia (Pérez, 2019).

En el humano la transmision pude darse por tres vias: contagio directo
cutaneo o conjuntival cuando maneja animales infectados o sus productos, por via
digestiva al consumir lacteos sin control sanitario, por via respiratoria al inhalar el
microorganismo en entornos contaminados (Colmenero, 2018). Para el hombre la
especie mas patégena el B. melitensis, seguida por B. abortus de patogenicidad
media y B. canis de patogenicidad baja (Giraldo, 2014).

En los humanos se ha evidenciado cierta resistencia natural a la infeccion por
B. canis sin embargo existe reporte de casos esporadicos en Argentina, Estados
Unidos y Colombia desde el afio 1948 en personas que mantiene contacto con
perros de albergues, mascotas y criaderos (Ramirez, 2018).

La supervivencia de la bacteria es un factor importante para la transmisién
de la misma, en ambientes humedos, el pasto fresco y el agua se mantiene activa
mas de dos meses y por tiempo mas prolongado en sustratos secos. En los 6rganos
contaminados y la sangre a temperatura de 4°C asi como en carne congelada puede

vivir varios meses y hasta afios (Ramirez, 2018).
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Tabla 3. Supervivencia de Brucella spp

Material Tiempo de supervivencia
Suelo y estiércol 80 dias

Polvo 15-40 dias
Leche a temperatura ambiente 2-4 dias
Fluidos y secreciones en verano 10-30 min
Lanas o pelo almacenada 110 dias
Aguaa37°'CypH7.5 Menos de 24 horas
Aguaa 8 CypH®6.5 Mas de 57 dias
Fetos mantenidos a la sombra 6-8 meses
Descarga vaginal mantenida en hielo 7 meses
Manteca a 8°C 1-2 meses
Cuero manchado con excremento de 21 dias

vaca

Paja 29 dias

Grasa de ordefio 9 dias

Heces bovinas naturales 1-100 dias
Tierra humeda a temperatura 66 dias
ambiente

Tierra desecada a temperatura 6 dias
ambiente

Material fecal himeda y con frio 240 dias
Helados 4 meses

Secreciones postparto de animales 1-2 meses
Fuente: (Ramirez, 2018)

Cuando un perro contrae B. canis la bacteria se mantiene viable hasta por
seis semanas en la secreciones vaginales después del aborto (Santamaria, 2018).
Y cuando se contagia de B. abortus la bacteria puede ser detectada hasta por 42
dias en el material eliminado, la seropositividad puede durar hasta tres afios (Baek
et al., 2003) lo que lo vuelve un contaminador ambiental pues dispersa la bacteria
(Tuemmers et al., 2013) en la orina, semen, secreciones vaginales, fetos abortados
o heces (Miceli et al., 2019).
3.4.7 Patogenia

Brucella spp. se adhiere a la membrana mucosa para atravesar el epitelio,

cuando ha ingresado al organismo la bacteria desencadena la respuesta del sistema
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monocito, macrofagos y células fagociticas e ingresa a los nodos linfaticos locales
a través de los mismos (Barreto et al., 2020), llega por el torrente sanguineo al
higado, el bazo y ganglios linfaticos en general donde se multiplica (Colmenero,
2018) tras un periodo de incubacion de 7 a 30 dias, se libera al sistema circulatorio
e induce bacteriemia intermitente(Pontén, 2021).

Esta bacteria es muy virulenta y patogénica pues se trata de un
microrganismo intracelular facultativo con la capacidad de internalizarse en las
células fagociticas y otras células como fibroblastos y células epiteliales donde se
multiplican (Sbriglio et al., 2007), esta cualidad le confiere resistencia ante el
sistema inmunitario del infectado asi como a los antibidticos (Ramirez, 2018).

El macrofago es la célula mas importante para la infeccién por Brucella spp,
es aqui donde se replican y ademas le permite propagarse a todo el organismo
(Navarro, 2017), este patdgeno en las primeras horas de infeccion usa al neutrdfilo
como camuflaje para poder invadir al macréfago y poder sobrevivir a la inmunidad

del organismo (Nufiez, 2019).

Figura 2. Representacion de la fagocitosis de Brucella abortus por un polimorfonuclear
Fuente:(Ramirez, 2018)

Priscilla Natalie Cajamarca Cango 27



UCUENCA

Brucella spp. resiste dentro de los macrofagos por que inhibe la formacion
del fagolisosoma (Tobar, 2019), inhiben la activacién del sistema mieloperoxidasa-
haluro y la degranulacién, ademas resisten el medio acido de la célula secretando
proteinas, sintetizando adenina, enzimas antioxidantes y produciendo guanosina
5"'monofosfato (GMP) (Ramirez, 2018).

Esta bacteria tiene como sintoma principal el aborto repetido pues tiene una
afinidad por la placenta debido a que es rica en receptores de manosa y el eritritol
gue es un factor de crecimiento. El aborto es la consecuencia de la inflamacion
placentaria y necrosis de los cotiledones, en los bovinos, por la invasion bacteriana.
Estos tejidos se vuelven amarillentos, blandos y con un exudado parduzco (Salazar,
2019).

3.4.8 Respuesta inmunitaria

Cuando el género Brucella spp. ingresa a organismo induce la respuesta
inmune innata, aqui se activan los neutrofilos, macréfagos, células Natural killer, el
complemento C (Santamaria, 2018). En esta etapa temprana las células fagociticas
y el complemento se encargan de reducir el nimero de bacterias (Ramirez, 2018).

Los neutrdfilos responden a estimulos quimicos fagocitan la bacteria y
desencadenan la degranulacion para lisis de la misma. Los macréfagos producen
citoquinas, cumplen funcion fagociticas y generan anticuerpos que presentan a los
linfocitos T por la via del complejo mayor de histocompatibilidad (Ramirez, 2018).

Al activarse los linfocitos T se desencadena lo que se conoce como la
respuesta inmune adaptativa la cual puede sintetizarse en: la produccion de INF-y

por parte de las células T CD4+ y CD8+ para iniciar la actividad bactericida de los
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macrofagos. Los macréfagos infectados son eliminados por las células T CD8+. Las
células Thl producen IgG2a para que se unan al patégeno y faciliten la fagocitosis
(Ramirez, 2018).

La respuesta humoral se caracteriza por la produccion de anticuerpos en
primera instancia se producen los IgM los cuales disminuyen los tres meses
después de iniciada la infeccion; para la segunda semana las IgG aumentan (Tobar,
2019) las cuales estan presentes por mas tiempo y alcanzan niveles mas altos,
cuando existe aumento persistente de esta inmunoglobulina es debido a que la
infeccion ha sobrepasado los mecanismos primarios de inmunidad del hospedador
motivo por el cual el aumento persistente se vincula a la presencia de infeccion
(Marifio-Jannaut, 2000).

3.4.9 Signos y sintomas

El curso de la infeccion por Brucella en algunos animales puede ser
asintomatica (Colmenero, 2018) pero en caso de presentarse sintomas los comunes
son: inflamacion u ojos nublados, infeccion de los discos de la columna vertebral,
debilidad, letargo, inflamacién de los ganglios linfaticos, fiebre, movimientos
involuntarios en casos crénicos(Tobar, 2019).
3.4.9.1 Sintomas de Brucella canis

Este patdgeno fue descrito por primera vez en el sudeste de estados unidos
en el afio de 1966, pertenece al grupo de LPS-R es decir rugosa (Arcos, 2018). Los
canidos son los hospedadores naturales (Maza & Morales, 2016) aunque el ganado

y el hombre pueden contraerla (Santamaria, 2018).
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Generalmente los perros infectados no presentan fiebre y el examen clinico
no es suficiente para un diagnostico. En la hembra canina el signo principal es el
aborto que ocurre entre el dia 45 a 55 para el 75% de los casos(Tobar, 2019).

En otros casos ocurre un aborto temprano que pasa desapercibido
confundiéndose como una falla de concepciéon (Pérez, 2019). Cuando las crias
llegan a término pueden morir al poco tiempo, nacer débiles o desarrollar después
la enfermedad (Tobar, 2019).

Los machos presentan degeneracion testicular, orquitis, epididimitis,
dermatitis escrotal e infertilidad, la Gltima debido a las anormalidades en el semen,
la falta de eyaculado, la falta o baja concentracion de esperma y el dafio su
movilidad (Arcos, 2018).

Los humanos que han contraido la infeccién pueden presentar o no sintomas,
cuando existen, los méas caracteristicos son alteracion en los movimientos causados
por dafio degenerativo del sistema osteomuscular (Ramirez, 2018).
3.4.9.2 Sintomas de Brucella abortus

Este patdgeno es el mas conocido a nivel mundial se reporta con mayor
frecuencia en Latinoamérica; se distinguen 7 biovariedades, afecta a los bovinos
domeésticos, bufalos y puede infectar a otros rumiantes como ovejas, cabras, ciervos
y camellos (Ramirez, 2018).

En los bovinos afecta principalmente a la reproduccion, el sintoma principal
es el aborto en el dltimo tercio de la gestacion debido a que la bacteria invade el
endometrio y prolifera en la placenta; cuando el feto sobrevive nace prematuro y

poco viable, también se observan casos frecuentes de retencion placentaria e
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infertilidad (Salazar, 2019). En los bovinos machos podemos observar orquitis,
abscesos testiculares, epididimitis, inflamacién articular e higromas (Ramirez,
2018).

En el perro B. abortus puede ocasionar fiebre leve de 38.5°C (Baek et al.,
2003), aungue son raras otras manifestaciones en la bacteriemia transitoria se
observan linfoadenopatias (Miceli et al., 2019).
3.4.9.3 Sintomas de brucelosis en humanos

Fiebre ondulante es como se denomina a la brucelosis humana se considera
una zoonosis endémica en los paises de tercer mundo y afecta a personas de todos
los grupos etarios y sexo. Las especies que producen esta patologia son: B.
melitensis, B. suis, B. abortus y B. canis (Leonidas et al., 2020)0.

La brucelosis humana se manifiesta como un sindrome febril acompafiada
de escalofrios, sudoracién, dolor articular y malestar general. Esta puede afectar a
cualquier 6rgano; por ejemplo, es muy caracteristico encontrar adenopatias en
pacientes pediatricos; el higado generalmente es uno de los 6rganos mas afectado
y de los pacientes contagiados un 20% desarrolla esplenomegalia, ademas
podemos observar alteraciones maculo pulposo en la parte abdominal de los
infectados (Colmenero, 2018).

También se reportan esterilidad, abortos, inflamacion testicular e impotencia
sexual. Por otro lado, el 20 al 60% de los casos presentan artritis, osteomielitis y
espondilitis, asi como también existen reportes de complicaciones a nivel de
sistemas nervioso central presentandose cuadros de meningitis, encefalitis y

abscesos cerebrales. Otras complicaciones menos frecuentes son pericarditis,
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endocarditis y abscesos de cayado. También se pueden ver comprometidos el
sistema respiratorio, genitourinario y gastrointestinal (Ramirez, 2018).
3.4.10 Métodos diagndsticos

Los métodos de diagndstico para detectar Brucella son dos: los directos y los
indirectos (Pérez, 2019).
3.4.10.1 Métodos directos
3.4.10.1.1 Cultivo microbioldgico

Estos detectan la presencia del agente; las muestras predilectas para el
aislamiento de este patdégeno son orina, sangre y tejidos recuperados de fetos
abortados (Pérez, 2019). El crecimiento se da entre 5 a 7 dias y se necesitan
pruebas bioquimicas y subcultivos en medios coloreados para determinar la
variante (Carlosama, 2013).
3.4.10.1.2 Reaccién en cadena de polimerasa (PCR)

Este es un método de deteccion molecular que revela la presencia de
material genético de Brucella spp., es muy confiable pues tiene alta sensibilidad y
especificidad, que ademas permite identificar las biovariantes existentes
(Carlosama, 2013).
3.4.10.2 Métodos Indirectos

Estos detectan la presencia de anticuerpos inducidos en respuesta al
contacto con Brucella spp. (Pérez, 2019).
3.4.10.2.1 Rosade bengala

Se trata de una prueba tamiz que pertenece a las conocidas como prueba de

antigeno tamponado; es una técnica cualitativa de ejecucion y observacion rapida.
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Se fundamenta en la inhibicion de aglutinas inespecificas a pH bajo; la cual
evidencia anticuerpos de tipo 1gG (Salazar, 2019).

Cuando la prueba se realiza en bovinos puede darse el caso de observar
falsos positivos, generalmente ocurre en animales vacunados con cepa C19
(Carlosama, 2013).

Pourquier* Rose Bengale Ag, es una de las marcas mas utilizadas el antigeno
que utiliza este kit es cepa 99, Weybridge. Esta prueba considera positiva todo suero
en el que haya aglutinacion y negativas todos aquellos en los que no se observe
(IDEXX, 2015)
3.4.10.3 ELISA

Es un inmuno ensayo que detecta anticuerpos especificos para brucelosis en
muestras de suero; los antigenos que utiliza son extractos o fracciones de los
microorganismos en estudios absorbidos de microplacas. Es una de las pruebas
mas sensibles en la actualidad (Remache, 2019).
3.4.10.3.1 ELISA Indirecto IDEXX Brucellosis serum

Es un inmuno ensayo que detecta anticuerpos frente a Brucella abortus. El
suero analizar se diluye e incuba en los pocillos de las placas de revelado tapizadas
con el lipopolisacarido (LPS) de Brucella. Si hay un anticuerpo especifico en la
muestra analizada se forma un complejo LPS de antigeno anticuerpo; después de
un lavado se agrega un conjugado de anticuerpo anti-rumiante unido a una enzima,
tras otro lavado se coloca un sustrato que se oxida y colorea azul que cambia a

amarillo cuando se coloca una solucion de frenado. La potencia del color depende
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de la cantidad de anticuerpos especificos en el suero. Es asi como una muestra

sera positiva al comparar su densidad optica con la del control positivo (Idexx, 2019)

3.4.10.3.2 ELISA en base sélida ImmunoComb® Canine Brucella Antibody
Test Kit

Es un kit que contiene dos componentes principales, una tarjeta de plastico
en forma de peine y una placa de revelado con varios compartimientos. Este test es
una prueba ELISA modificado en base sélida que detecta los niveles de anticuerpos
en suero, plasma o sangre total; tiene una especificidad de 93% y una sensibilidad
de 98% (Biogal Galed Labs, 2007).

Este es un ensayo puntual etiquetado con enzima en manchas de prueba,
los anticuerpos IgG especificos para B. canis en las muestras recolectadas se unen
al antigeno en los puntos de prueba; finalmente si una muestra estudiada es positiva
se observara una coloracién gris-violeta la intensidad dependera de la cantidad de
anticuerpos en la muestra, todas estas seran positivas si son igual 0 mas oscuras
gue el control positivo. La lectura de los resultados en el InmunoComb se realiza
con una escala de color incluida en el kit, la coloracion del punto superior o control
positivo es el que se marca como S3, generalmente la coloracion sera gris-violeta;
S3 es el punto de corte de anticuerpo IgG y equivale a una respuesta inmune
positiva aun titulo de 1:200 segun el ensayo inmunofluorescente, esto le confiere a
la prueba la cualidad de semicuantificar los anticuerpos presentes en las muestras

analizadas (Biogal Galed Laboratories Acs Ltd, 2018).
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Figura 3. Comb Scale
Fuente: Autora

Tabla 4. Interpretacion de resultados

IC* Resultado Situacion Interpretacién Recomendaciones
Puntaje Clinica
0 Negativo  Perro sano Indetectables niveles  Volver a comprobar
de anticuerpo IgG antes de la siguiente
para B. canis cria
Perro Volver a comprobar
sospechoso en 7-10 dias
1-2 Bajo Perro sano Insignificantes niveles  Volver a comprobar
de anticuerpos IgG antes de la siguiente
para B. canis Los cria
Perro resultados pueden Volver a comprobar
sospechoso ser no especifico en 7-10 dias
3 Mediano  Perro sano Positivo titulo de Llevar a cabo
anticuerpos IgG. confirmatorio, aislar
Confirma exposicién  al perro hasta que se
Perro del perro a B. canis  tome una decision
sospechoso sobre su destino
24 Elevado Perro sano Titulos de IgG Aislar al perro hasta
significativa. Confirma que se tome una
Perro exposicion del perroa  decisién sobre su
Sospechoso B. canis destino

Fuente: (Biogal Galed Labs, 2007)
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4 MATERIALES Y METODOS
4.1 Materiales
4.1.1 Materiales biologicos
e Muestras sanguineas de perros ferales
e Carnadas
4.1.2 Materiales fisicos
e Tubos vacutainer sin anticoagulante
e Agujas vacutainer
e Cooler
e Lazo torniquete
e Guantes de Nitrilo
e Gradilla
e Céamara fotografica
e Tubos eppendorf
¢ Puntas de pipetas desechables
e Jaulas
e Centrifuga
e Incubadora
e Pipetas automaticas
e Piseta
e CronOmetro

e Lector de placas ELISA

Priscilla Natalie Cajamarca Cango



UCUENCA

4.1.3 Materiales quimicos
e Alcohol 70%
e Agua destilada
¢ Kit ELISA Competitivo Svanova- Brucella Abortus
e ImmunoComb® Canine Brucella Antibody Test Kit
¢ Reactivo Rosa de Bengala- IDEXX
4.1.4 Materiales de oficina
e Fichas de campo
e Medios Extraibles (Memory USB)
e Computadora
4.2 Métodos

4.2.1 Localizacion geogréfica del estudio

1‘ :
Relleno Sdnl!drlo

/"L‘ PI(,"Idey Y3 .

HAC[ENDA

Centro LOI’pOrdN\'O de LA PLAWTA

hl
reciclaje “EliChorro"

Figura 4. Ubicacion satelital del Relleno Sanitario Pichacay
Fuente: Directorio cartografico de Google Maps, 2020

La investigacion se realizo en el Relleno Sanitario de Pichacay, el cual cuenta

con un area 123 hectareas, ubicado en la parroquia Santa Ana a una distancia de
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21 km de la ciudad de Cuenca, con una ubicaciéon exacta dadas en coordenadas
geograficas 2°57'56.10"S 78°55'47.96” O; en un piso altitudinal de 2619 msnm. El
clima de la zona es templado-seco. Su funcionamiento inicié el 3 de septiembre del
2001 y cuenta con licencia ambiental otorgada por el Ministerio del Ambiente para
su funcionamiento desde el 14 de diciembre del 2002. Segun las toneladas diarias
de basura que recibe se estima que su funcionamiento sera hasta el afio 2031. La
parroguia Santa Ana tiene una extension territorial de 4731.94 Ha, segun el INEC
hasta el 2010 tenia 5366 habitantes (Conto & Tipan, 2018).
4.2.2 Poblacion: Muestra

El célculo de la muestra se basé en la formula de Canon y Roe para
determinar la presencia de una enfermedad en un sitio de interés (Jaramillo &
Martinez, 2010); para esto se utilizé una poblacion de 400 perros (Porras, 2019),
con una prevalencia estimada en la zona mas cercana de 6.78%(Tuemmers et al.,
2013), con un nivel de confianza de 95% y 5% de error. Siendo necesario evaluar

50 perros.

4.2.3 Criterios

4.2.3.1 Criterios de inclusion
¢ Animales mayores de un afio de edad.
e Se incluyen hembras y machos.

4.2.3.2 Criterios de exclusién

¢ Animales menores de un ano de edad.
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4.2.4 Seleccion de los animales

Se recolecto 50 muestras sanguineas de forma aleatoria, de perros que
frecuentan el Relleno Sanitario Pichacay, todos estos en edad reproductiva sin
distincién de sexo, raza, peso y tamafio.
4.2.5 Recoleccion de sangre
4.2.5.1 Capturay sedacion de animales

La captura se realizd6 en horas tempranas de la mafiana, para esto se
utilizaron trampas de jaula con carnada de pollo; el sistema consiste en que el perro
toma la presa y al halarla se cierra la puerta quedando atrapado dentro de la jaula.
La sedacion fue mediante dardos que contiene la combinacion anestésica de
ketamina y xilacina, la mezcla se deposita intramuscular la cual produce su efecto
sedante al cabo de 3 a 7 minutos, los perros toman una posicién decubito y pueden
permanecer bajo los efectos de los medicamentos alrededor de 25 minutos.
4.2.5.2 Toma de muestras, transporte y centrifugacion

Se extrajo 5ml de sangre de la vena cefélica de en tubos vacutainer sin
anticoagulante; el area de puncion se desinfecto previamente con alcohol al 70% se
dej6 secar y se procedio. Las muestras se transportaron en un contenedor de cierre
hermético con una temperatura interna de entre 4° a 8°C. Una vez en el laboratorio
las muestras fueron centrifugadas a 3000 r.p.m. por cinco minutos para la obtencion
del suero, seguido se hicieron dos alicuotas en tubos eppendorf y se almacenaron

a -20° C hasta ser analizadas.
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4.2.6 Determinacion de la presencia de anticuerpos a Brucella canis

Se evaluaron las muestras de suero obtenidas de cada animal con

ImmunoComb® Canine Brucella Antibody Test Kit, el protocolo a seguir es que

describe el fabricante (Biogal Galed Laboratories Acs Ltd, 2018).

Primero se atempero todos los componentes del kit al igual que el
suero problema a 37°C.

Se agito la placa de revelado para mezclar los reactivos, se perfora
con las pinzas la cubierta protectora de cada pocillo de la fila A que se
vaya a utilizar.

Se deposita 5ul de suero en la fila A y se pipetea para logar que se
mezcle el suero con el reactivo.

Se retira el protector al peine y se introduce el mismo en la placa de
revelado y se hacen movimientos de arriba hacia abajo para que se
mezcle de mejor manera.

El peine se introduce por 5 minutos en la fila A para que incube,
mientras tanto se perfora la cubierta de la fila B y asi de cada fila segun
se vaya utilizando.

Pasado el tiempo de incubacion se retira el peine se sacude el exceso
y se introduce por 2 minutos en la fila B.

Se perfora la cubierta de la fila C se le retira el exceso al peine y se

incuba por 5 minutos en la fila C.
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e Seguido se retira la cubierta de la fila D se retira los excesos y se
introduce el peine por 2 minutos en esta fila.

e Se repite el proceso y tiempo para la fila E.

e Se retira el exceso del peine y se lo introduce por 5 minutos en la fila
F cuando termina el tiempo de incubacién se retira el exceso y para
finalizar se regresa el peine a la fila E por 2 minutos; se lo retira y se
deja secar por 5 minutos antes de leerlo.

Todos los sueros que resultaron positivos mostraron una coloracién gris-
purpura en la parte inferior del peine. Para le interpretacion de los resultados se
tomo como referencia el punto en la parte superior del peine que es el denominado
control positivo, ademés se categoriza las reacciones con ayuda del CombScale
gue incluye el kit.

4.2.7 Determinacion de la presencia de anticuerpos a Brucella abortus

Primero se aplico el test Pourquier® Rose Bengal Ag como una prueba filtro:
se siguio el protocolo que plantea el fabricante (IDEXX, 2015).

e Primero se atemperara el reactivo y el suero a temperatura ambiente
a 18" por 30 minutos.

e En la placa de titulacion dividida en cuadriculas se coloc6 30pul del
control positivo y 30ul control negativo.

e En seguida y respetando las divisiones de la placa de titulacion se
colocaron las muestras de suero de tal forma que no se junten entre

ellas.
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e Se depositd 30ul de cada suero a testear y enseguida se coloca 30pl
del reactivo Rosa de Bengala.

e Con un palillo se mezclé el suero con el reactivo, luego se continuo
mezclando con movimientos circulares durante cuatro minutos.

Se considero positivas todas las muestras que mostraron aglutinacion y todas
las que no fueron negativas.

Se realizé una prueba confirmatoria para esto se utilizé IDEXX Brucellosis
Serum este es un inmuno ensayo para la deteccion de anticuerpos para brucelosis,
para realizar esta prueba se siguio las instrucciones del fabricante (Idexx, 2019).

e Primero se prepar6 la solucion de lavado concentrada a una dilucion
de 1:20 en agua destilada.

e Después se prepar6 el conjugado, se diluyd el Conjugado
Concentrado a una proporcion de 1:100 con la solucién tampon n°1.

e Se separ6 los pocillos tapizados con antigeno que vamos a utilizar y
los dejamos que alcancen los 18°C.

e Se coloco 190ul de Solucion Tampon de dilucién n°2 en cada pocillo

e Se dispenso6 10ul de Control Negativo no diluido en pocillos duplicados

e Se coloc6 10ul de Control Positivo no diluido en pocillos duplicados

e Se coloco 10ul de muestra no diluida en el resto de pocillos

e Mezclar el contenido de los pocillos en un agitador

e Se cubrid la placa e incubar por una hora a 26°C
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e Se eliminé el contenido de los pocillos y lavo con 300ul de Solucion de
Lavado, se repitié 3 veces
e Se coloco 100ul de Conjugado diluido en cada pocillo
e Se dejo incubar a 26°C por 30 minutos
e Se lavo por segunda vez
e Se coloco 100ul de Substrato TMB n°13 en cada pocillo
e Se dejo incubar por 20 minutos a 26°C
e Se coloco 100ul de Solucién de Frenado n°3 en cada pocillo
e Finalmente se midio los valores de Densidad Optica a 450nm
Se considerd positivas todas las muestras que alcanzaron un porcentaje de
densidad 6ptica sea mayor o igual a 120, negativas todas aquellas menores o igual
a 110% y todas las que se ubicaron entre 110 y 120 se consideraron dudosas.
4.3 Analisis estadistico
Se realizé una estadistica descriptiva mediante tablas de contingencia, los
datos fueron tabulados mediante la hoja de calculo Excel y para el calculo de la
prevalencia se realiz6 un analisis en relaciobn a la proporcibn de animales
seropositivos a B. canis y B. abortus al total de animales muestreados segun la
férmula (Santamaria, 2018):

Total de muestras positivas
= x 100

Total de muestras
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5 RESULTADOS Y DISCUSION
Fueron analizados 50 sueros de perros, de las muestras obtenidas el 66%
pertenecen a hembras y el 34% machos. A todos los sueros se les aplicé el
ImmunoComb® Canine Brucella Antibody Test Kit, Pourquier® Rose Bengal Ag y
IDEXX Brucellosis Serum para detectar B. abortus.

Tabla 5. Total, de muestras analizadas y la proporcion entre hembras y machos.
Distribucion de muestras segun el sexo

Sexo NUmero Porcentaje

Hembras 33 66%
Machos 17 34%
Total 50 100%

Fuente: Autora

5.1 Prevalencia de Brucella canis

Después del analisis de las muestras con ImmunoComb® Canine Brucella
Antibody Test Kit se obtuvo un total de 19 sueros positivos para anticuerpos a B.
canis y los 31 restantes fueron negativos.

Tabla 6. Prevalencia total de perros expuestos a Brucella canis.
Prevalencia de B. canis

Casos Numero de casos  Porcentaje

Positivos 19 38%
Negativos 31 62%
Total 50 100%

Fuente: Autora

Basados en esto la seroprevalencia general de B. canis se calcula en un 38%
considerada alta, eso significa que un perro en ese lugar tiene el 38% de

probabilidades de estar afectado. El dato que mas se aproxima se reporta en Nigeria
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donde se testearon 123 sueros de perros con el ImmunoComb® Canine Brucella
Antibody Test Kit, los animales estudiados pertenecian a mataderos, clinicas
veterinarias y algunos que presentaron antecedentes de fallo reproductivo en sus
hogares; asi observaron una prevalencia de 27.7% (Anyaoha et al., 2020), en
condiciones diferentes en el distrito los Olivos en Lima Pera donde evaluaron 288
perros que llegaron a centros veterinarios y obtuvieron una prevalencia de 4.9%
(Maza & Morales, 2016).

En el Ecuador se reporté una prevalencia del 15% de 75 perros domésticos
analizados de la comunidad San Agustin de Callo en la provincia de Cotopaxi, esta
prevalencia se considera baja, pero hay que especificar que los animales viven bajo
condiciones o6ptimas (Tobar, 2019), también es necesario recordar que esta
patologia esta ligada a caninos callejeros, de albergues y criaderos (Maza &
Morales, 2016). Un estudio realizado en Paraguay donde se muestrearon 52
hembras caninas del barrio Primavera ciudad de Concepcién donde para identificar
las muestras positivas utilizaron prueba inmunocromatogréfica aqui obtuvieron una
positividad de 9.6% lo que es decir 5 animales han estado expuestos a B. canis
(Colman et al., 2017).

5.1.1 Prevalencia de B. canis segun el sexo
Del total de las muestras positivas se observa que 13 sueros de perros

pertenecen a hembras mientras que solo 6 pertenecen a machos.
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Tabla 7. Resultados del test de Brucella canis por sexo
Resultados de B. canis por sexo

Casos Positivo  Negativo Prevalencia %
Hembras 13 20 39,4
Machos 6 11 35,3

Fuente: Autora

La prevalencia para B. canis en hembras representa un 39.3% de los casos
positivos mientras que los machos tienen un 35.2% de positividad, datos parecidos
a los que se reportaron en un estudio en la comunidad de Chorocopte provincia de
Canar donde se analizaron 200 sueros caninos mediante ELISA cuantitativo de los
cuales 20 (10%) resultaron ser positivos, de estos el 55%, es decir 11 de los casos
eran hembra y el 45% restante que son 9 casos eran machos (Delgado, 2021).
Anyaoha y col (2020) también reportan seroprevalencia de 21.3% en hembras y
6.0% en machos, lo que atribuyen a la mayor afinidad que tiene la bacteria por el
aparato reproductor de la hembra ademas de la placenta que produce eritritol que
es un factor de crecimiento para la misma. Podriamos atribuir también a que la
poblacion de caninos hembras es mayor en la jauria.

Como ya se explicé antes el ImmunoComb® Canine Brucella Antibody Test
Kit trae adjunto una escala para poder semicuantificar los titulos de anticuerpos
contra B. canis siendo asi que se obtuvo 5 reacciones por encima de S3, es decir
mayores a 1:200 titulos de anticuerpos; de estas 4 muestras pertenecen a hembras
y 1 a macho; en el estudio de Anyaoha y col (2020) atribuyen esto a las infecciones
recurrentes provocadas por un macho con infeccion persistente. Las 14 muestras

positivas restantes se ubicaron en S3.
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Tabla 8. Niveles de titulos de anticuerpos para Brucella canis y segun el sexo.
Escala de seropositividad segun el InmunoComb

Casos Hembras Machos Porcentaje

Titulos Ac 2 S4 4 1 26,32
Titulos Ac S3 9 5 73,68
Total 13 6 100

Fuente: Autora

5.2 Prevalencia de Brucella abortus
Se sometié las muestras a la prueba tamiz Rosa de Bengala una muestra

resulté seropositiva

Figura 5. Suero positivo a Rosa de Bengala
Fuente: Autora

Al evaluar las muestras con el test ELISA indirecto IDEXX Brucellosis Serum
todas las muestras fueron negativas. Los resultados obtenidos concuerdan con el
estudio realizado en Nigeria donde la prevalencia de Brucella abortus en perros es

0% (Anyaoha et al., 2020) pero difiere de un estudio en Argentina donde fueron

Priscilla Natalie Cajamarca Cango 47



UCUENCA

testeados 67 caninos con una prueba BPA (aglutinacion rapido) como prueba tamiz,
18 (26.8%) animales resultaron positivos, luego de esto realizaron pruebas
confirmatorias SAT y 2-Me donde solo el 7.5% fueron realmente positivo; los falsos
positivos obtenidos en las pruebas tamiz se justifica por una reaccion cruzada con
otras bacterias Gram negativas que comparten caracteristicas de la membrana
celular con el género Brucella spp. (Miceli et al., 2019).

En Corea del Sur el Departamento de Salud Publica de la Universidad
Nacional de Chonbuk publicé un estudio en tres perros mestizos que resultaron
positivo a B. abortus, afirman que estos canes se contagiaron naturalmente al
convivir con 131 vacas lecheras de las cuales 84 fueron sacrificadas por resultar

positivas al patdégeno (Baek et al., 2003).
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6 CONCLUSIONES

Se confirmd la presencia de anticuerpos frente B. canis y la usencia
de anticuerpos frente B. abortus en las muestras recolectadas de
perros que frecuentan el Relleno Sanitario Pichacay.

La prevalencia calculada para Brucella abortus en los perros de este
estudio es nula, mientras que la prevalencia para Brucella canis (38%)
es considera alta en relacion con otros estudios en el pais,
probablemente se deba a que estos animales viven en situacion de
abandono.

Se determind que la prevalencia de B. canis es mayor en hembras
(39.3%) que en machos (35.2%), posiblemente este se deba a la
afinidad que tiene la bacteria por el 6rgano reproductor gravido de las
hembras, ademas de que un solo macho tiene la capacidad de infectar

y reinfectar a varias hembras.
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7 RECOMENDACIONES

Deberia ampliarse las investigaciones sobre brucelosis en perros,
enfocandose en sitios donde se encuentran animales en situacion de
abandono, haciendo énfasis en los botaderos de basura en las
diferentes ciudades del pais, pues son los lugares 6ptimos para el
asentamiento de jaurias porque brinda acceso a alimentos y facilitan
la reproduccion.

Los perros deben incluirse en los programas gubernamentales para el
control y la erradicacion de la brucelosis, porque pueden actuar como
vectores para la propagacion de la enfermedad a otros perros, otros
animales domésticos y el hombre.

Luego de haber demostrado que los perros en condicién de abandono
tienen una alta tasa de prevalencia de B. canis, una de las medidas
preventivas importantes es promover la reduccion de la poblacion
canina en abandono, estableciendo programas educativos sobre
tenencia responsable, ademas de establecer programas de

esterilizacion para perros abandonados.
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9 ANEXOS

Anexo 1. Modelo de la ficha usada para la recoleccion de datos.
UNIVERSIDAD DE CUENCA
FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
CARRERA DE MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA
FICHA DE LABORATORIO

Responsable:
Fecha:
Fecha Sexo Resultado
Fecha de .
Muestra_perro| toma de B. B. . Observaciones
andlisis | Hembra | Macho .| Negativo
muestra abortus | canis
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10




UNIVERSIDAD DE CUENCA

FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS

CARRERA DE MEDICINA VETERINARIAYY ZOOTECNIA

FICHA DE CAMPO

Responsable:

Fecha:

Sexo
Muestra perro Edad Raza Observaciones
Hembra Macho

O | N|O UL |DIW|IN |-

[EY
o
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Anexo 2. Recoleccion de muestras sanguineas

Extraccion de la muestra sanguinea
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Anexo 3. Imagenes de las actividades realizadas para identificar B. canis.

Aplicacion del kit Lectura de los resultados
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Anexo 4. Prueba Rosa de Bengala

Observacion de aglutinacion
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Anexo 5. Actividades del ELISA indirecto

i

Preparando muestras y reactivos para el analisis de las muestras
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Solucién de lavado, Solucion de frenado y conjugado diluido
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Desarrollo de la prueba
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Incubacion

Main Menu
[ auiek
[ protocol

[ Resuts

| Instrument

Lectura placa ELISA
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IDEXX Laboratories, Inc. Test With Confidence I:EM
One IDEXX Drive
Westbrook, ME 04092
USA
15/10/2011 Reporte de analisis de casos
TESIS PRISCILA BRUCELOSIS-BrucS
60 -
55 4
50 4
Recuento 3
45 4
MadiaG 0,978
40 4 Madia 1,739
35 4 SD 5,090
% CV 2927
g 301 Min 0,518
]
2 254 Méx 28,748
]
[+ :
20 4 Téc AV
Fecha 15/10/2021
13
10 4
S o
0+ }
Negative Positive
Resultada
Resultados
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Caso TESIS PRISCILA BRUCELOSIS - TESIS PRISCILA CAJAMARCA BR
Bruct - 15/10/2021 - AV

Pacilla 0.D. % S/P Resultado
Meg Al 0,045

Meg B1 0,052

Pos c1 1,263

Pos D1 1,312

1 El 0,044 -0,359 Neg
2 F1 0,043 -0,439 Neg
3 Gl 0,059 0,837 Neg
3 H1 0,048 -0,040 Neg
5 A2 0,050 0,120 Neqg
& B2 0,047 -0,120 Neg
7 c2 0,049 0,040 Neg
8 D2 0,047 -0,120 Neg
g E2 0,054 0,439 Neg
10 F2 0,044 -0,359 Neg
11 G2 0,047 -0,120 Neqg
12 H2 0,133 6,738 Neqg
13 A3 0,409 28,748 Neqg
14 B3 0,326 22,129 Neg
15 c3 0,058 0,758 Neg
16 D3 0,048 -0,040 Neg
17 E3 0,043 -0,439 Neg
18 F3 0,044 -0,359 Neg
19 G3 0,051 0,199 Neg
20 H3 0,058 0,758 Neg
21 Ad 0,048 -0,040 Neg
22 B 0,044 -0,359 Neg
23 C4 0,047 -0,120 Neg
24 D4 0,057 0,678 Neg
25 E4 0,058 0,758 Neg
26 F4 0,155 8,493 Neg
27 G4 0,056 0,598 Neg
28 H4 0,045 -0,279 Neqg
29 AS 0,050 0,120 Neqg
30 BS 0,044 -0,359 Neg
31 C5 0,052 0,279 Neg
3z D5 0,055 0,518 Neg
33 ES 0,084 2,831 Neg
34 F5 0,043 -0,439 Neg

Resultados
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IDEXX Laboratories, Inc.

One IDEXX Drive

Westbrook, ME 04092

USA

15/10/2021 Reporte de analisis de casos
Caso TESIS PRISCILA BRUCELOSIS - TESIS PRISCILA CAJAMARCA BR

Brues - 15/10/2021 - AV

Pocillo 0.D. % S5/P Resultado
35 G5 0,051 0,199 Neq
36 H5 0,050 0,120 MNeq
37 AG 0,044 -0,359 Meg
38 BG 0,042 -0,518 Meq
39 Ch 0,044 -00,359 Neq
40 D6 0,044 -01,359 Meg
41 EG 0,047 -00,120 Meg
42 F& 0,057 0,678 MNeg
43 GB 0,046 -{1,199 Neg
44 HE 0,045 -0,279 Meg
45 A7 0,044 -00,359 Meg
46 B7 0,044 -0,359 Meg
47 c7 0,046 -01,199 Meg
48 o7 0,144 7,616 MNeq
49 EY 0,168 9,530 MNeg
50 F7 0,044 -00,359 Neq
51 &7 0,056 0,598 MNeg
52 H7 0,100 4. 107 Meq
Yo S5/P
Mediak 1,739
MediaG 0,978
S0 5,090
oo OV 2927
Min -0,518
My 28,748
Resultados
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