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RESUMEN

Mendez NG, Mota CE, Arellano RB, Monroy BJI, Diaz AE. Tec Pecu Mex. 1999;37(3)43-50. En un

criadero de perros Schnauzer miniatura se presentaron diez abortos en mayo de 1997; una de esta,~

perras que habia abortado entre los 40 a 45 dias de gestacion, se lIevo allaboratorio de diagnostico. Los

resultados serologicos fueron positivos a B. canis y negativos a Leptospira spp. A los animales del pie

de cria se les realizo una inspeccion clinica; un estudio serologico con las pruebas de tarjeta y

2-mercaptoetanol; un estudio bacteriologico de cuatro fetos abortados y de secrecion vaginal; y extraccion
de ADN de los pulrnones e higados fetales para realizarles la prueba de Reaccion en Cadena de la

Polimerasa (PCR) .En la palpacion de los testiculos y epididimos de siete perros, tres resultaron con
alteraciones (42.8%). En el estudio serologico, de 33 animales se encontraron 15 positivos (45.4%) a B.

canis (tres machos y doce hembras maduros sexualnlente). En el estudio bacteriologico de los fetos
abortados, se obtuvieron dos aislamientos de B. canis a partir de pulnlon fetal, los cuales tambien fueron

positivos con la tecnica de PCR. Se determino que el brote de abortos de este criadero de perros fuc

causa do por B. canis, el cual se origino por el ingreso al criadero de un semental alquilado, seropositivo

a B. canis.

PALABRAS CLAVE: Brucella canis, Perros, Abortos, Diagnostico, PCR,

La brucelasis es una enfermedad
infectacantagiasa de cursa subaguda a

cr6nica, causada par diversas especies del
genera Brucella y que afecta a animales
damesticas, silvestres y al ser humana"
Las especies del genera Brucella, se

clasifican cama lis as a rugasas; las de

tip a lis a camprenden a Brucella abortu!;",

B. meliten.\is, B. sui\' y B. neotomae y las

rugosas son B. ovi.\. y B. cani.\'. Las brucelas

del tipo rugoso carecen de la cadena

"0" del lipopolisacflrido de membrana

externa (1).

La brucelosis canina es principalmente

producida por B. canis que es una bacteria

gram negativa, de morfologia cocobacilar,

inmovil, carece de capsula, espora y tlagelos.

La temperatura optima de crecimiento es de

37°C, es fuerte productora de ureasa, no

produce H2S, debit productora de oxidasa

y produce aglutinacion con acritlavina. La

B. canis fue aislada por primera vez en

1966 por Carmichael, a partir de abortos

y partos fallidos, en un criadero de perros
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varias pruebas las cuales varfan en sus

valores de sensibilidad y de especificid4d;
las pruebas mas usadas son las de rosa de

Bengala y 2-mercaptoetanol, y aunque las

pruebas de fijaci6n del complemento y
ELISA presentan mayor sensibilidad y

especificidad, no esta estandarizado su uso

en Mexico. El diagn6stico bacteriol6gico se

lleva a cabo a partir de muestras de sangre,

secreciones vaginales, utero, semen y

testiculos; de los tetos abortados, se prefiere

pulm6n, hfgado y liquido estomacal (6,7).

raza Beagle en los Estados Unidos de

America (2).

El ser humano es relativamente resistente

a la intecci6n por B. canis, sin embargo,
se puede contagiar accidentalmente en el

laboratorio o teniendo contacto con

animales intectados (3).

Cuando B. cani". penetra en el perro, se

presenta una bacteremia prolongada,
diseminandose por todo el organismo y
alojandose principalmente en los n6dulos

linfaticos, bazo, higado, utero, glandula
mamaria, testiculos, pr6stata, vesiculas

seminales y medula 6sea (4).

Actualmente existen herramientas

diagn6sticas de biologfa molecular como

lo es la tecnica de Reacci6n en Cadena de

la Polimerasa (PCR), que permite la

identitlcaci6n de un tragmento del genom a

bacteriano por medio de la generaci6n de

multiples copias del mismo. Este fragmento

de ADN se puede visualizar posteriormente

en un gel de agarosa tenido con bromuro

de etidio, bajo una fuente de luz

ultravioleta. La tecnica de PCR es muy

sensible y ademas de ser mas rapida que

la bacteriologfa, es menos riesgosa para el

laboratorista que trabaja con muestras

contaminadas, ya que estas pueden ser

inactivadas con calor u otros desint'ectantes,

como el t'enol, antes de iniciar la labor

diagn6stica (8).

En el perro, los signos de la entermedad
pueden ser inaparentes; cuando se hacen
presentes, en el macho la infecci6n cr6nica

se caracteriza por presentar orquitis,
epididimitis y atrofia testicular (4) .En

ambos sexos hay lesiones en articulaciones,

inflamaci6n de los n6dulos linfftticos,
retrofaringeos e inguinales, pudiendo
llegar a producir intertilidad en etapas
reproductivas. En la perra, se presenta el
aborto a los 40-45 dias de gestaci6n, no

habiendo respuesta tebril. La bacteria es

eliminada durante el aborto, pudiendose
encontrar una gran cantidad de
microorganismos en el teto, asi como en

subsecuentes descargas vaginales,
persistiendo de cuatro a seis semanas

despues del aborto. En los machos
intectados la orina y el semen son fuentes
de contagio, alojftndose el agente en las
vias genitales y excretftndose en torma

intermitente (1,4,5).

El objetivo de este trabaja fue seguir el

desarrolla de un brote de brucelasis en un

criadera de perros, utilizanda para ella

estudias serol6gicas, bacteriol6gicas y de

bialagfa molecular.

El criadero de perros en estudio, se

encuentra localizado en la zona centro del

Distrito Federal, tenia un total de 33

animales, 26 hembras de uno a seis afios

El diagn6stico serol6gico de B. canis' en

perros, se realiza utilizando antigenos de

celulas completas o subcelulares; existen
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De las diez hembras que habfan abortado,
se obtuvieron con hisopos esteriles

muestras de secreciones vaginales, qlle se

colocaron en medio de transporte de Stuart
y se mantuvieron en refrigeraci6n a 4 °C

hasta realizar la inoculaci6n en los medias

de cultivo. De una perra seropositiva,
cruzada con un macho seropositivo, se

pudieron obtener cuatro fetos que se

mantuvieron en congelaci6n a -20°C, para
posteriormente realizar los cultivos
bacterio16gicos y la extracci6n de ADN

por la tecnica de fenol-CTAB (9).

de ectad y 7 machos de uno a siete afios

de ectad, de la raza Schnauzer miniatura.

En el criadero no se tenian antecedentes
de serologia positiva a B. rani!" ni de

presencia de abortos, De enero a mayo de

1997, se presentaron diez abortos durante
el ultimo tercio de la gestaci6n. Como
antecedente, antes de que empezaran los

problemas se habia realizado la monta,
utilizando un perro de la raza Schnauzer

miniatura, que no era de la jauria, yel
cual habia sido alquilado al criadero. En

mayo de 1997, fue llevada a un lab oratorio
privado de diagn6stico veterinario, una

perra, raza Schnauzer miniatura, de tres
afios de edad, a fin de etectuarle las
pruebas serol6gicas de tarjeta y 2-

mercaptoetanol para el diagn6stico de

brucelosis y de microaglutinaci6n para
leptospirosis; la historia clinica reteria que

15 dias antes de la techa del diagn6stico,
habia abortado entre los 40 a 45 dias de

gestaci6n. Los resultados serol6gicos
obtenidos fueron positivos a B. rani!" y

negativos a leptospirosis.

La prueba de tarjeta se realiz6 en placas

de plastico, depositando 0. 03 ml del

antigeno y 0.03 ml del suero problema,

homogenizando la mezcla y agitando
lentamente durante 4 min. La lectura se

realiz6 en un transluminador, considerando

reacci6n positiva la presencia de

aglutinaci6n ( 10) .

Para la prueba de 2-mercaptoetanol, se
hicieron diluciones dobles de los sueros
problema y se mezclaron con la soluci6n
del 2-mercaptoetanol, se agregaron 0.03
ml del antigeno de B. canif,',. las diluciones
trabajadas tueron: 1:25, 1:50, 1:100 y
1 :200. Se incubaron a 37°C durante 24 h

para despues realizar la lectura, con el

criterio de dar como reacci6n positiva la
presencia de aglutinaci6n a titulos de 1:25

o mayores (10).

Se realiz6 un exarnen clinico y un muestreo
de suero sanguineo y tejidos, de los demfls

animales del ciiadero para diagnosticar
brucelosis en ellos. Observaci6n y
palpaci6n de los testiculos de siete perros,

considerando su consistencia, la simetria

testicular y el tamafio del epididimo. Se

obtuvo suero sanguineo de 33 animales, y
se mantuvo a -20°C hasta su evaluaci6n.
Haciendo un lavado previo del prepucio

con agua y jab6n, se obtuvo por

masturbaci6n semen de siete perros,

colectflndose en bolsas esteriles de plilstico
y manteniendolas en retrigeraci6n a 4 oC,

hasta realizar la inoculaci6n en los medias
de cultivo, en un lapso no mayor de 4 h.

Para ambas pruebas se uti1iz6 un antigeno
de ce1ulas comp1etas de B. canis' en
soluci6n amortiguadora de carbonato -

bicarbonato y rosa de Benga1a a un pH de

8.9 (10).

Las muestras de los 6rganos tetales :

pulm6n e higado, se maceraron con
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soluci6n salina, y aunadas a las muestras
de semen, secreciones vaginales y liquido

estomacal, por medio de hisopos se
inocularon por duplicado en los medios
de agar sangre y agar chocolate, incubando

a 37°C, en atm6stera normal durante ocho

dfas (6).

una reacci6n de PCR con un juego de tres

iniciadores (PCR 1) ; estos permiten la

amplificaci6n de un fragmento de ADN
del genom a de la bacteria, de 440 pares

de bases (Pb) en el caso de B. cani5' (11).

El segundo protocolo se realiz6 con dos

iniciadores (PCR 2), para el cual se tom6
1 ml a partir de la reacci6n de PCR 1 ,

como fuente de ADN blanco. Esta segunda

reacci6n aumenta la sensibilidad de la

prueba y permite la amplificaci6n de un
tragmento de 193 pb (12) (Cuadro 1).

Para la identificaci6n de las colonias

sospechosas de B. canis, se realizaron frotis

y tinci6n de Gram, y reacciones a la urea,

triple azucar hierro, oxidasa, catalasa y

aglutinaci6n con acritlavina (6).
La reacci6n 1 (PCR 1) se realiz6 en l.ln

volumen final de 50 ml con los siguientes

reactivos: soluci6n amortiguadora de

PCR, 1.0 milimolares (mM) de Tris-CI, 1.5
mM de MgCI2, 50 mM de KCI, pH 8.3,

100 micromolares (J.tM) de cada

deoxinucle6tido (dNTP) (Boheringer

Mannheim), 200 nanomolares (nM) de
cada iniciador; 2 unidades (U) de la

bacteria term6fila Thermus acuaticu5. (Taq)

polimerasa (Biotecnologias Universitarias,
UNAM, Mexico), 200 nanogramos (ng)
de ADN; se cuantific6 la cantidad obtenida

en ng/J.t1 de cada muestra en un fluor6metro,

siguiendo las instrucciones del tabricante

(DyNA Quant 200, Hoefer) con dos

Se procedi6 a la extracci6n del AD N de

las cepas aisladas e identificadas como

Brucella, para su posterior estudio por la

tecnica de PCR (9). El ADN extraido de

los pulmones e hfgados de los cuatro fetos

abortados, tambien fue trabajado con la

tecnica de PCR.

Se realiz6 un PCR anidado con iniciadores

que torman parte del gen omp2 de Brucella

abortus, este gen codifica para una porina
de 36 kilodaltones (Kda), el cual fue

secuenciado en B. abortus, pero presenta

una gran homologia con otras especies de

Brucella (11). El primer protocolo incluye

Cuadro I. Secuencia de los iniciadores usados para la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR) anidada, utilizada en el diagnostico de Brucella canis.

PCR 1 a)

b)

c)

5'-GTTATCTCGCCTTTACCG -3'

5'-CTCGGATCGTAAAGGCT -3'

5 '-A TCGTGT AA TCGTTGTCAAC-3

PCR 2 d)

e)

5 '-GCGCTCAGGCTGCCGACGCAA-3 ,

5'-CCAGCCA TTG CGGTCGGTA-3 ,
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repeticianes par muestra y abtenienda el cama asimetria unilateral; estas animales
pramedia y 40 ILl de aceite mineral esteril. eran serapasitivas y tenian una edad entre

das a siete aiias.
El programa en el termociclador (PTC-

100 Programmable Thermal Controller,

J. Research, Inc) fue el

seguido de 32 ciclos a 94°C
58°C por 30 seg, 72°C por 30 seg; y

extension final a 72°C por 15 min.

La reacci6n 2 (PCR anidado) se llev6

cabo

dora de PCR, 50 mM de KCl, 10 mM

Tris-Cl pH 9.0, 0.1% Triton

mM de MgCI2, 200 I1-M de

150 nM de cada iniciador,

polimerasa; 1 11-1 de
del PCR 1, el cual sirvio como blanco

segundo juego de iniciadores y 40 11-1

aceite mineral esteril. El programa en

termociclador fue el siguiente:

seguido de 35 ciclos a 94 oC por 60 seg,

60°C por 60 seg y 72 oC por 60 seg, y

una extension final a 72°C por 3 mill. En los perros del criadero el porcentaje
de reactores positivos a la serologia, fue

del 45.4%. Varios autores hall realizado

seroprevalencias de B. cani!l' en Mexico,

con los siguient~~ porcentajes: 28,0, 11.2,
17.4, 18.0 y 45.4% (13,14,15,16,17).

Se evalu6 la calidad del producto

amplificado por electrotoresis en: un gel

de agarosa l% (peso/ vol. en THE 0.5 x).

Se consider6 como reacci6n positiva

aquella que present6 bandas de 440 pb en

el gel de agarosa, despues del primer PCR;

y una banda de 193 pb, posterior al

segundo PCR o anidado, compar<lndolas

con el marcador de peso molecular, fago

1 cortado con Hindl11 (Sigma, US).

Existen muy pocos estudios en Mexico,

sobre seroprevalencias de B. canis en

criaderos; uno de ellos con una muestra

de 68 perros procedentes de varios

criaderos de la ciudad de Mexil.:J,

notifica un 8.9 % de positivos, cifra que

refleja la presencia de esta enfermedad
en perros de recria ( 14) ; otto estudio en

criaderos del valle de Toluca en el Estado

En el extimen clinico, tres perros (42.8%)
de los siete evaluados presentaron aumento

de tamafio de testlculos y epidldimo, as!
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Figura 1.- PCR anidado para el diagnos-
tico de Brucella canis

semental, ya que se cruz6 con una
hembra que se volvi6 seropositiva y

present6 aborto. Despues, ella tue
cruzada con los sementales del

criadero, ademcls de que probablemente

disemin6 la brucelosis al momento del

aborto, ya que a partir de esto se

present6 el brote de la enfermedad.

Carriles

3 41 2 5 6

Los machos seropositivos y que

presentaban orquitis y epididimitis
clfnica, tenian entre tres y siete afios,
en cambia, de las negativos, dos er:1n

menores de un afio y dos mayores de

un afio, que no habian tenido contacto

con las hembras y machos seropo-

sitivos. La principal via de contagia

es la venerea y por tanto afecta princi-

palmente a los animales sexualmente

activos, aunque no se descartan otras

posibles vias de contagio (3).

Las hembras seropositivas y las que

pTesentaron aborto, eTan de una edad

compTendida entre un alio y medio a

cuatTo alios y del total de hembTas de

ese Tango de edad 91.6% fueTon

seTopositivas. En las hembras menoTes

de un afio y medio, solo una p.ie

seropositiva. POT lo tanto las hembras que
estaban en edad de gestar, presentaban una

elevada posibilidad de enteTmar, por via

venerea 0 pOT secTeciones de las

paTtuTientas con las que estaban en

contacto. La funci6n reproductiva es por

tanto un factor de riesgo en el contagio de

la enfeTmedad y la via sexual paTece ser

la principal via de intecci6n (3) .

1.- Marcador, plasmido pUG 18
2.- Testigo (+), ADN de a. canis
3.- Testigo (-), sin ADN
4- Pulm6n feto 1, positivo a a canis
5- Pulm6n feto 2, positivo a a canis
6.- ADN de a canis, cepa aislada del pulm6n
del feto.

de Mexico, que encontr6 una muy baja

prevalencia de brucelosis (18).

A diferencia de los trabaj os antes

mencionados, este se realiz6 en una
poblaci6n con un brote de la entermedad
y dando seguimiento a un caso, y no como
un estudio de prevalencia.

Los aislamientos obtenidos a partir de

pulm6n fetal, estan de acuerdo con 10
mencionado en la literatura (2,6), sobre

El taco de contagio en el criadero fue el

perro introducido y utilizado como
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AN OUTBREAK OF Brucella Canis IN
A DOG BREEDING UNIT IN MEXICO
CITY

los tejidos a partir de los cuales aislar

B. canis'. Estos aislamientos demuestran
que los abortos deben ser atribuidos a

B. canis'.

ABSTRACT
Al trabajar con el ADN de las dos cepas

de B. cani~., aisladas e identificadas
llediante bacterialagia, la tecnica de PCR

fue un instrullenta util en su identificaci6n;
en el diagn6stica realizada a partir de las

lluestras de las fetas, el PCR dia

resultados iguales a la bacterialagia, pera
debida al pequefia nullera de lluestras

trabajadas na se puede establecer una

camp araci6n bien sustentada. La tecnica

de PCR, presenta calla ventajas sabre la

bacterialagia, su sensibilidad y que na

requiere que las bacterias existentes en la

lluestra esten viables para pader ser

detectadas (9).

Mendez NG, Mota CE, Arellano RB, Monroy BJI,
Diaz AE. Tec Pecu Mex. 1999;37(3)43-50. In May

1997, a breeding unit for miniature Schnauzers
suffered ten abortions. One of the bitches which

had aborted between days 40 and 45 of gestation

was brought to our diagnostic laboratory for testing
for brucellosis and leptospirosis. The results were

positive for B. canis and negative for Leptospira
spp. l!or this reason a study of breeding animals

was carried out, including physical examination
and serunl samples collected for the diagnostic card

and 2 mercaptoethanol tests. Collection of blood,
vaginal secretions and four aborted foetuses for

bacteriological testing was also made. In order to

detemline the genus and species of the causal agent,

biochemical and Polimerase chain reaction (PCR)
tests using specific primers for genus Brucella were

made. Physical inspection of the testes and

epididinluS of seven dogs (two to seven years old)

showed three (43%) to have morphological chang(;s.
In serological tests, of the 33 dogs tested, 15 tested
positive (45%) of which three were males, and 12

females. The ages of these animals ranged from six

months to seven years. In bacteriological tests,
two samples tested as positive from fetal lungs,

which also tested positive to the PCR test. These
two fet\L"es canle from seropositive females. It was

concluded that from the serological, bacteriological
and PCR tests, B. canis had caused the outbreak

of abortions in this breeding unit.

Es de destacar que el semental que fue el

causante de la introducci6n de la

entermedad en el criadero, tue alquilado

por un Medico Veterinario, 10 que refleja

el desconocimiento de la brucelosis canina,

a pesar de que es un padecimiento que se

notific6 en Mexico desde1975 (13).

N o se realizaron estudios diagn6sticos de

brucelosis, en las personas que trabajaban

en el criadero, ni en personas que

estuviesen relacionadas con los perros

involucrados en el brote, ya que aunque la

B. cani!" es pat6gena para el ser humano,

su virulencia es reducida (2) .En este caso,

la grail cantidad de bacterias que son

eliminadas al momento del aborto por el

canal vaginal (3), hacen probable que se

presentara la intecci6n en las personas,

sin embargo, no existieron t'acilidades para

la toma de muestras.

KEYWORDS: Brucella canis, Canine, Abortions,

Diagnosis, PCR.
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