Con el uso de la enzima Sa/ I solo se generan dos patrones, reconaciendo que
la mayoria de las especies de cepas analizadas se ubican en el patréon 1 (P1),
mientras que un grupo de B. canis produce el patron 2 (P2).

Esta variacidon genética observada fue empleada para diferenciar acorde a este

sistema las cepas de campo aisladas en el presente estudio.

Con el uso de la enzima Ava /i, las cepas de campo aisladas en el laboratorio
presentaron el P3, en la que se obtienen cuatro fragmentos (cada una de cerca
de 182, 281, 356 y 388 en los geles de poliacrilamida 9%) del ADNc,
hipotéticamente dos sitios de corte, pero en diferente sitio del gen que codifica
para la omp-31. Con esta enzima B.ovis y B.melitensis generaron un patron
diferente (Vizcaino ef al.,, 1997) de tres fragmentos pero de tamario diferente
(Figura 17 y 18). Con esta enzima las 6 cepas de B.canis mostraron esta
caracteristica de forma constante. Estas mismas cepas de B.canis
aparentemente resistieron el corte con la enzima Sal ! (Figura 17 carril 9 y figura
18 carril 7), y generaron un patron de corte similar al obtenido por Vizcaino y
colaboradores para B. canis (Vizcaino et al, 1997). Esto no sblo confirmé
molecularmente que las cepas aisladas de los perros seropositivos
corresponden a B.canis sino también que estas cepas pertencen a uno de los
dos grupos genéticos reportados para B.canis (Vizcaino et al, 1997). Este
grupo es diferente al grupo donde se ubica la cepa de referencia RM6/66
(ATCC 23365, BCCN R18) de B.canis, el cual aparentemente es el mas
numeroso, y corresponde a un grupo de aislados de B.canis recuperados de un
perro en Canada (BCCN 8765) y otro de México (BCCN 87.62) pero de
fuente/hospedador no conocida.

En la figura 17 se muestra los productos de PCR asi como los patrones de
restriccion obtenidas con las enzimas Ava /l y Sal I en las cepas de B.ovis
(Cepa Reo 198, BCCN R22) y B.melitensis (cepa REV). Ambas cepas mostraron
un patrén de restriccion idéntico (Patron 1 en ambos casos) con las enzimas

usadas (Figura 17 carriles 2 [Ava Il] y 3 [Sal l] para B.ovis y carriles 9 [Ava ll] y
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10 [Sal 1] para B.melitensis). Acorde a lo reportado por Vizcaino y
colaboradores ambas especies pueden diferenciarse subsecuentemente
mediante el uso de la enzima de restriccidon Sau3Al (Vizcaino et al., 1997), no
obstante, este experimento no fue llevado a cabo en el presente trabajo.
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Figura 17. Resuitados de los cortes de restriccién con las enzimas Ava Il y Sal | en
productos de PCR de controles positivos y negativos y cepas de campo de B. canis. En
el carril 1, es el producto de digestion con Ava // del ADNc del antigeno del estuche
diagnostico para detectar anticuerpos contra B. canis de Synbiotics, Co., que utiliza la
B. ovis cepa Reo 198 (BCNN R22) USA. Carril 2, es la misma muestra que la anterior,
solo que la enzima Ava // es de un laboratorio diferente. Carril 3, muestra la digestion
del ADN con Ava Il dei control de B. melitensis cepa REV del antigeno de la vacuna
melirev — N. Carril 4, producto de digestion con Ava // del ADN de una de las cepas de
campo de B. canis — C-4. Carril 5, marcador de peso molecular de 100 pb
(Invitrogen®). Carril 6 al 9, corresponden a las mismas muestras antes mencionadas,
pero digeridas con la enzima de restriccién Sa/ /.
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Figura 18. Electroforesis en geles de poliacrilamida 9% de productos de PCR y RFLP
de controles positivos y negativos y de cepas de campo de B. canis digeridos con las
enzimas Ava Il y Sal I. Carril 1, producto de amplificacion por PCR con los iniciadores
318D y 31TER del ADN del antigeno dei estuche diagnéstico para detectar anticuerpos
contra B. canis de Synbiotics, Co., que utiliza la B. ovis cepa Reo 198 (BCNN R22)
USA. Carril 2, producto de digestion con la enzima Ava /)l del ADN del antigeno del
estuche diagndstico para detectar anticuerpos contra B. canis de Synbiotics, Co., que
utiliza la B. ovis cepa Reo 198 (BCNN R22) USA. Carril 3, misma muestra anterior
digerida con la enzima Sal I. Carril 4, marcador de peso molecular de 100 pb de
Ivitrogen. Carril 5, producto de amplificacion por PCR con los iniciadores 31SD y
31TER del ADN de una de las cepas de campo de B. canis — C-4. Carril 6, producto de
digestion con Ava I/f del ADN de una de las cepas de campo de B. canis — C-4, que
muestra el Patrén 3 (P3). Carril 7, producto de digestion con Sal f del ADN de una de
las cepas de campo de B. canis — C-4. Carril 8, producto de amplificacion del control
positivo, antigeno de la vacuna melirev — N Cepa REV de B. melitensis. Carril 9,
producto de digestion del ADN con la enzima de restriccion Ava {f del control de B.
melitensis cepa REV del antigeno de la vacuna melirev — N, Carril 10, producto de
digestion del ADN con la enzima de restriccion Sal I del control de B. melitensis cepa
REV del antigeno de la vacuna melirev — N.
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CAPITULO 4

DISCUSION

La brucellosis canina, causada por B. canis, es una enfermedad de amplia
distribucion mundial (Hollet, 2006). En México, la presencia de B. canis fue
demostrada en el Distrito Federal en 1976 (Flores-Castro et al.,1976) y en el
area metropolitana de Monterrey Nuevo Ledn en 1989 (Alonso, 1989). Estos y
subsecuentes estudios seroepidemiolégicos han revelado que la B. canis es
endémica en este pais afectando a diferentes grupos de perros con diversos
estados clinicos (Ramirez, 1992; Alonso, 1989; Flores-Castro et al., 1976,
Flores-Castro et al., 1977, Méndez-Narez, 1998; Arredondo, 2003). Acorde a los
datos obtenidos en el presente estudio referentes al alto porcentaje de
ejemplares seropositivos, el aislamiento de Brucella canis, asi como la
identificacién bioquimica y molecular de esta bacteria reafirnan el caracter
endémico de ésta infeccion en la poblacion de perros de Monterrey y su area
metropolitana. Ademas, muestran que B. canis ha sido capaz de mantenerse y
diseminarse en esta poblacién desde los primeros reportes de su aislamiento en
perros del area (Alonso, 1989). Dado lo anterior y debido al caracter zoonotico
de B. canis (Méndez-Narez, 1998; Shin and Carmichael, 1999; Ortega-Pacheco,
2001;) es menester sefialar la importancia de profundizar en estudios
especificos de seguimiento en los diferentes grupos de perros (criadero, casa,
campo, etc.) para establecer protocolos de manejo del perro bruceloso y educar
a los propietarios y manejadores de esta especie (Shin and Carmichael, 1999;
Wanke, 2004). Recientemente, en el estado de Georgia de los Estados Unidos
de Ameérica, se han establecido protocolos de manejo de perros y criaderos con
brotes 0 antecedentes de infeccién por B. canis debido al potencial zoonotico de
esta bacteria (Hollet, 2006). Ademas, este microorganismo ha sido ubicado
dentro de los agentes infecciosos con viabilidad de uso como arma bioldgica



(Hoover and Friedlander, 1997). De esta manera, la brucelosis canina, causada
por B. canis, es una de las enfermedades zoonoticas mas importantes en
pequefas especies (Corbel, 1997; Shin, 1999, Wanke, 2004) y ha ganado una
gran relevancia su estudio dado el estrecho contacto que guarda el humano con
sus mascotas. Esta bacteria, previamente ha sido reportada serologicamente en
la zona estudiada en diferentes periodos de tiempo y en diferentes grupos de
perros con diferentes estados de salud (Flores-Castro et al., 1977; Carmichael
and Joubert, 1988; Alonso, 1989; Ramirez, 1992; Flores-Castro, 1995; Méndez-
Narez et al., 1998; Aredondo, 2003).

Su actividad intracelular y su resistencia a la destruccion lisosomal dentro de los
macréfagos, hacen del tratamiento y su diagnéstico mas dificil (Cozar et al.,
2002) y la sintomatologia inaparente hacen que la transmisién se mantenga
viable y activa entre las especies caninas y también entre los perros y el
humano (Castillo et al., 2003; Cotrino y Espindola, 2004), siendo la forma mas
comun entre canideos a través del apareamiento (Méndez-Narez et al., 1998) y
hacia el humano por contacto directo con perros infectados (Castillo et al.,
2003; Lucero et al., 2005 A).

De este modo, se buscan métodos diagndsticos eficaces que nos pemmitan
detectar la enfermedad antes del apareamiento y de este modo prevenir y
mantener controlada esta enfermedad.

Actualmente los métodos serolégicos, sobre todo las pruebas de aglutinacién,
son los mas solicitados y comercializados, sin considerar que los sueros de
€s0s animales en ocasiones puden dar reacciones cruzadas con otras bacterias
(Alton et al., 1988, Cuttler ef al., 2005, Joklik et al., 1978, Lépez-Merino, 2000).
Aunado a esto, se ha procedido de forma erronea al emitir un diagnéstico
definitivo en base a los resultados serolégicos, con las tipicas consecuencias; el
sacrificio del animal antes de aislar e identificar la bacteria. El protocolo de la
prueba rapida de tarjeta del laboratorio Synbiotics, Co., aclara en su instructivo

que el diagnbstico final de la brucelosis canina, serd el aislamiento e
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identificacion de la B. canis del ejemplar (Carmichael, 1968; Flores-Castro and
Carmichael, 1984; Greene and George, 1990; Johnson and Walker, 1992; Shin
and Carmichael, 1999).

Para esto, el hemocultivo sigue siendo la técnica bacterioldégica confirmatoria
mas recomendada para las etapas tempranas de la infeccién hasta los seis a
doce meses (Ruiz, 1945; Flores-Castro ef al.,, 1977, Leonard, 1992; Lépez-
Merino, 2000). Cuando el hemocultivo resulta negativo, la bacteria puede ser
recuperada de aspirados de médula 6sea debido a su localizacién intracelular
en células reticuloendoteliales (Johnson and Walker, 1992).

Un estudio que respalda lo antes dicho, es el reporte de Wooley y
colaboradores en 1978 en donde aislaron e identificaron la B. canis de un
macho Beagle que resulté seronegativo a la prueba de aglutinaciéon rapida de
tarjeta. Es necesario mencionar, que dicho ejemplar pertenecia a un criadero de
la misma raza que se encontraba en estudios seroepidemiolégicos con casos
de machos y hembras seropositivos (Wooley et al., 1978). Por el contrario, no
se puede descartar el diagnéstico de brucelosis canina en perros seropositivos
que resultaron con hemocultivos negativos, sobretodo si el padecimiento es
crénico, ya que la bacteriemia puede ser intermitente, provocando que la
bacteria no se encuentre constantemente en el torrente sanguineo y por lo
tanto, no se pueda aislar en el cien por ciento de los casos de hemocultivo, mas
sin embargo, podria aislarse de exudados de descargas vaginales postaborto
(siguientes semanas al aborto), de semen (tres a once semanas postinfeccion),
de epididimo (35 a 60 semanas postinfeccion), prostata (después de la semana
64), orina (ocho a 30 semanas postinfeccion), (Johnson and Walker, 1992).

En la presente investigacion se intenta identificar la B. canis por métodos
convencionales de bacteriologia y ademas por técnicas moleculares. Para esto
se realizd el ensayo serolégico como un tamiz para la deteccion de casos
positivos los cuales fueron procesados a cultivos bacteriologicos y

posteriormente moleculares.
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Las pruebas serolbgicas de aglutinacidon pueden tener una sensibilidad del
100% y una especificidad del 95.7% en casos crénicos (Ramirez, 1992). Otros
estudios reportan 62.5% de sensibilidad y 99.7% de especificidad (Wooley et
al., 1978).

Los resultados obtenidos por las pruebas serologicas de aglutinacion fueron en
general del 43.3% de seropositividad (71/164), en comparacién con los estudios
realizados en la regién por Alonso en 1989, Ramirez en 1992 y Arredondo en el
2003 [18.32% (24/131), 11.9% (11/92) y 15.49% (11/71) respectivamente],
nuestros resultados se encontraron por arriba de la media.

En comparacién con estudios realizados en la ciudad de México, donde se han
encontrado en perros callejeros seroprevalencias del 28 y 11.8% (Flores-Castro
y Segura, 1976; Flores-Castro et al., 1977) respectivamente, y 11.21% (12/107)
de seroprevalencia en muestras de sueros de perros importados a la ciudad de
México a través de la Aduana del Aeropuerto Internacional y otras muestras de
clinicas veterinarias (Gutiérrez, 1983), en nuestra investigacion Ila
seroprevalencia fue superior (43.3%-71/164).

Esto hace ver que la seroprevalencia es alta y que la bacteria sigue cada vez
mas activa y propagandose. Sin embargo, si estos se comparan con los
resultados obtenidos por Méndez-Narez en la ciudad de Mexico (45.4%)
(Méndez-Narez et al., 1998), y los reportes de Brisefio en el 2004 (42.8%) de
seroprevalencia de B. canis en México, (Brisefo et al., 2004) concuerdan con
los porcentajes obtenidos en nuestro estudio.

Esto denota que la actividad de la bacteria no solamente continda, sino que va
en aumento y se disemina rapidamente y cada vez son mas razas las
involucradas en estos resultados, ya que las reportadas por Méndez-Narez en
1998 y recientemente por Hollet en el 2006, coinciden con algunas razas
positivas del presente estudio (Méndez-Narez et al., 1998; Hollet, 2006), no asi
las que describe Carmichael y Kenney en 1968 y luego reafirna Moore dentro
de un estudio publicado en 1969 en las que incluyen como raza principal a los
Beagle, por ser el mayor numero de casos de dicha raza. No obstante,

encuentran seropositivos ejemplares de la raza Weimaraner, FoxHound,
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Antiguo Pastor Inglés, Pointer y un galgo de la raza Grayhound (Carmichael and
Kenney, 1968; Moore, 1969). Hollet reporta cerca de 11 razas y ademas perros
criollos, de los cuales concordamos con cinco razas como los son Cobrador
Dorado, Chihuahuas (11 casos positivos de 24), Yorkshire Temier (2 casos
seropositivos de 2 y confirmados bacteriolégica y molecularmente), Poodle (un
solo caso y positivo) y Pomerania (cuatro casos positivos de cuatro).
Méndez-Narez solo trabajd Schnauzer Miniatura con 15 casos seropositivos
(45.4%) de un total de 33 Schnauzer Miniatura y estamos reportando nosotros
en este estudio 21 casos seropositivos de 32 ejemplares de ésta raza.
Interesantemente, los ejemplares de la raza Rottweiler estudiados (16 muestras)
no mostraron seropositividad en ningun caso. Una posible razén puede ser que
los sistemas de prevencién y la capacitacion a criadores y propietarios que han
tenido a través del Club o Asociacion de criadores de Rottweiler en donde
practicamente exigen la prueba de aglutinacién rapida en tarjeta para cualquier
cruza, como lo demuestran los resultados contenidos en los expedientes del la
Unidad de Investigacion Veterinaria en Enfermedades Infecciosas y el
Laboratorioc de Genética Molecular de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la UANL.

Ofra raza que no mostré seropositividad, es el Bulldog, que aunque fueron
pocas muestras, ninguna fue positiva. Esta raza ha sido enlistada por la
Federacion Canofila Mexicana, como una de las razas que deben mostrar el
certificado libre de Brucella canis junto con los Cobradores de Labrador, unicas
dos razas a las que se les pide este requisito obligatorio.

De la raza Beagle, que son de las mas reportadas en brotes y estudios
experimentales, solo tuvimos un caso y resultd negativo. Seria de interés
muestrear mas ejemplares de esta raza en Nuevo Ledn y sus estados vecinos
para poder valorar la susceptibilidad y prevalencia de la enfermedad en esta
raza.

De los 71 casos seropositivos, que se obtuvo en el presente trabajo, solo fue
posible obtener muestras para aislamiento de B. canis de cinco ejemplares. En

todos estos casos |la bacteria fue aislada manifestandose con reacciones
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bioquimicas reportadas para este género y particularmente para esta especie
(Alton et al., 1988; Mac Faddin, 2003). Desafortunadamente, en la mayoria de
los perros seropositivos no fue posible obtener muestras debido principalmente
a la no cooperacion del propietario para confirmar la infeccion mediantes
andlisis bacteriolégico (Alton et al., 1988; Carmichael, 1976). Esta situacion tal
vez refleja el desconocimiento de la poblacion de propietarios con respecto a la
confirmacion de B. canis a través de estudios subsecuentes como ha sido
recomendado previemente por diversos autores (Carmichael and Kenney, 1968;
Moore and Gupta, 1970; Pickeril and Carmichael, 1972; George and
Carmichael, 1974, Wanke, 2004).

En 1989 Alonso, en la misma area estudiada, solo consiguié aislar tres cepas
de una muestra aparente de 24 (12.5%) perros seropositvos (Alonso, 1989) y
aunque desafortunadamente en ese trabajo no se refiere si todos los perros
seropositivos fueron sometidos a andlisis bacteriolégicos es importante senalar
que los datos contrastan con el presente estudio dado que se logré obtener seis
aislamientos de 5 casos diferentes. Interesantemente, en estos aislamiento se
incluye una cepa (“C4-1-20") que fenotipicamente es diferente en el tamaiio a
las otras cepas aisladas pero que bioquimica y molecularmente corresponde a
B. canis. Sin embargo, en ofras investigaciones el indice de recuperacién de B.
canis es de moderado a bajo a partir de perros seropostivos (Flores-Castro y
Segura, 1976; Flores-Castro et al, 1977). Una probable explicacién puede
deberse a la bacteremia intermitente especialmente en casos de infeccion
cronica (Leonard, 1983; Johnson and Walker, 1992).

El contraste entre los resultados de estos estudios con los del presente trabajo,
eventualmente pueden atribuirse a que en esta investigacion solo fueron
muestreados ejemplares de criadero, de propietarios particulares y de criadores
profesionales. En todos estos casos se les exige el certificado de
seronegatividad a B. canis mediante la prueba de aglutinacidon rapida en tarjeta,
mientras que en los estudios previos se basaron en muestras obtenidas de
perros callejeros y de ejemplares recolectados en centros antirrabicos (Flores-
Castro y Seqgura, 1976; Flores-Castro et al., 1977).

76



La deteccion molecular realizada en el presente trabajo bajo un protocolo
(modificado) previamente reportado (Vizcaino et al.,(1997) permitié, reconocer
todas las cepas aisladas de perros seropositivos como B. canis. Este
procedimiento, esta basado en el polimorfismo genético que muestra el gen de
la omp-31 del género Brucella spp. (Vizcaino et al., 1997), pemitié reconocer
que las cepas aisladas en el presente trabajo, pertenecen a un grupo
genéticamente distinto al de la cepa de referencia (RM6/66) aislada en los
Estados Unidos de Norteamérica (George and Carmichael, 1974). Seria
interesante determinar si esta agrupaciéon genética se refleja en otras regiones
genéticas 6 bien si existen mas variantes genéticas dentro de esta especie del
género Brucella. Si bien, las especies del género muestran una alta homologia
genética (Verger et al.,1985; Paulsen et al.,2002), basados en estudios de
secuenciacion de todo el genoma de B. melitensis (Del Vecchio et al., 2002),
B.abortus (Chain et al., 2005; Halling, et al., 2005) y B. suis (Pauisen ef al.,,
2002) ocurren regiones g@enéticas que son especificas de especie y
probablemente algunos marcadores de virulencia entre cepas de la misma
especie (Chain et al.,, 2005). Bajo el protocolo trabajado, los controles positivos
dieron los productos de amplificacion esperados en el experimento, es decir,
bandas de 881 pb, que confirnan la presencia del gen (y regiones adyacentes)
que codifica para la proteina de membrana externa, omp-31 en Brucella spp.
(Vizcaino et al,, 1997). Los controles positivos fueron el antigeno del estuche
diagnoéstico para detectar anticuerpos contra B. canis de Synbiotics, Co. que
utiliza la B. ovis cepa Reo 198 (BCNN R22) USA y el antigeno de la vacuna
melirev — N Cepa REV de B. melitensis cepa RB51. Nuestras cepas
estudiadas, B. canis cepa BC-1, B. canis cepa BC-2, B. canis cepa BC-3, B.
canis cepa BC-4, B. canis cepa BC4-t-20 y B. canis cepa BC-5-CP33, vy los
controles positivos mostraron un patrén de expresion de la proteina OMP-31 de
Brucella spp. caracteristico (Figura 16, carmril 1 y 3).

Con el ensayo realizado usando enzimas de restriccion, los resultados fueron
satisfactorios. Esta técnica sugiere el uso de cuatro enzimas de restriccion para
diferenciar todas las especies del género Brucella spp. En el presente trabajo,
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solo efnpleamos dos enzimas, pues el motivo primario fue la diferenciacion
molecular de las brucelas aisladas de perros seropositivos a Brucelosis. Las
enzimas Ava Il y Sal I cortan en sitios especificos y definidos produciendo un
perfil de tres patrones identificandolos como P1, P2 y P3 (Vizcaino ef al., 1997).
Nuestros aislados de B. canis se sometieron a la digestibn con estas enzimas
dando el patrén P3 de B. canis con la enzima de restriccion Ava /I, mientras
que las otras especies tales como Brucella suis da un patrén de corte P1 y P2,
B. ovis presenta el patron P1, B.melitensis da el patron P1 al igual que B.
neofomae.

B. abortus es descartada inmediatamente ya que desde la PCR no amplifica
con los iniciadores 31SD y 31TER recomendados por Vizcaino para la
amplificacién de una fraccion del gen de la proteina omp-31 (Vizcaino ef al,
1997).

Por otra parte, con la enzima Sal /, las cepas de B. canis aisladas en nugstro
laboratorio presentan el patron P2 mientras que B. melitensis, B. suis, B. ovis y
B. neofomae dan el patron P1.

Por lo tanto, el hecho de haber probado estas dos enzimas de restriccion, Ava /l
y Sal I, nos permitd reconocer que las cepas aisladas de muestras clinicas de
perros seropositivos corresponden molecularmente a B. canis; basados en el
polimorfismo que presenta el gen que codifica para la proteina extema de
membrana omp-31.

El control negativo para la especificidad de los iniciadores 31SD y 31TER, fue el
antigeno vacunal de B. abortus de la vacuna Brucel RB51"® cepa RB51"™ que
en contraste con las otras especies de brucelas, no expres6 la reactividad
contra la proteina OMP-31 del género Brucella spp. ante la técnica de la PCR
con los iniciadores 31SD y 31TER.

De igual forma, a partir de las bacterias y levadura utilizadas en el experimento,
(Bordetella bronchyseptica, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus
cereus, Bacillus thuringiensis, Staphylococcus spp., Streptococcus spp Borrelia
burgdorferi, Leptospira canicola y la levadura Malassezia spp.), no se amplificé
ningun producto ante los iniciadores 31SD y 31TER, mostrando asi, una
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especificidad total de los iniciadores hacia las bacterias del género Brucella,
spp.

El protgolo molecular aqui descrito, puede eventuaimente ajustarse para
encontrar la B. canis en muestras clinicas lo cual facilitaria enormemente el
diagnéstico de la Brucelosis Canina ya sea en animales seropositivos como
seronegativos (Wooley, et al., 1978) a B. canis 6 incluso en aquellos casos de

perros afectados por otros miembros del género Brucella.
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CAPITULO 5
CONCLUSIONES

La identificaciébn molecular a través de dos iniciadores disefiados para el género
Brucella spp. usados en estudios taxondmicos previos, funcionaron bien en la
identificacion de la bacteria Brucella canis aislada de muestras clinicas de
perros seropositivos a brucelosis canina.

Este procedimiento se vidé limitado para encontrar la B. canis en muestras
clinicas tales como sangre, coagulos, contenido estomacal de fetos, restos de
tejidos placentarios de productos de aborto, érganos, asi como de diluciones
bacterianas superiores a la 107! de los cultivos de B. canis.

La confirmacién molecular del gen que codifica para la proteina omp—31 del
género Brucella spp. fué confirmado en el laboratorio al igual que el patron P3
para la enzima de restriccion Ava [/l y el patrén P1 para la enzima Sal /.

Aunque el nimero de ejemplares muestreados para serologia en este estudio
fueron 164, se considera que el nimero de muestras para cultivo
bacteriol6logico fue bajo, ya que tan solo se pudieron colectar especimenes de
cinco ejemplares seropositivos. No obstante, de los cinco perros se logré el
aislamiento e identificacion bioquimica y molecular de la B. canis cumpliendo
con los protocolos en los que se establece que el diagnéstico final de la
brucelosis canina causada por B. canis es precisamente el aislamiento de la
bacteria de perros seropositivos. No se debe declarar un diagnoéstico final
basado solamente en serologia por pruebas de aglutinacion, debe confirnarse

en el laboratorio de bacteriologia.

Este estudio demuestra el caracter endémico de B. canis en perros de

Monterrey, Nuevo Ledn y su area metropolitana. De acuerdo a los datos de
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serologia, existe una probabilidad de 2.3 veces mas de encontrar animales

seropositivos en criaderos que en perros alojados en casas particulares.

En la presente investigacion fueron usados exitosamente las cepas controles
tanto del estuche diagnéstico de Synbiotics, Co. para la deteccidén de
anticuerpos contra B. canis, asi como los antigenos de la vacuna Brucel
RB51YF de B. abortus cepa RB51"™ vy el antigeno de la vacuna melirev — N
Cepa REV de B. melitensis.

A este respecto se llega a la conclusidon que estos productos pueden ser
empleados con confianza tanto como controles positivos y como controles

negativos.

En base a los aislamientos logrados, se concluye que los medios utilizados en
este experimento fueron funcionales y permitieron técnicamente la seleccion de
colonias sugestivas de B. canis, en donde se obtuvo en uno de los casos la
manifestacion de dos tipos de colonias semejantes en forma y tipo, pero
diferentes fenotipicamente en tamafio.

La cepa C-4 con una morfologia tipica y normal del género Brucella spp. y de
un tamafio aproximado de 3 a 4 mm y por otro lado, en el mismo cultivo se
observaba una colonia mas pequefa, menor de 2 mm, que bioquimica y

molecularmente resultd ser también B. canis nominando a esta cepa C-4-t-20.

El presente estudio, demuestra que la técnica de PCR-RFLP puede ser utilizada
en el diagnoéstico e identificacion de colonias bacterianas de Brucella canis
proveniente de muestras clinicas de perros seropositivos, apoyando asi, al
cultivo y aislaﬁiento que es el diagnostico definitivo de la brucelosis canina
causada por Brucella canis. No obstante, se deben realizar ajustes a la técnica
para determinar si este procedimiento puede emplearse para el andlisis de otras
muestras clinicas tales como muestras de sangre, coagulos, sueros, exudados

de fluidos vaginales, semen, saliva, leche y tejidos de 6rganos.
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MATERIALES
Reactivos
PROQUIM: Etanol Absoluto

RESEARCH ORGANICS: Fosfato de potasio monobasico (S39037); Fosfato de
potasio dibasico (P29126), Cloruro de potasio y cloruro de sodio (Lote T41997).

MWG: Primers

GICOBRL: Agarosa ultrapura (1062319), Agua UPE (1070078)
PROMEGA: Taq polimerasa en amortiguador B (Lote 142932), 190930),
dNTP's (Lote 134522), PCR DNA Marker (Lote 1394B13).

INVITROGEN: Marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder (LOte
1216293)

SIGMA: Azul de bromofenol (Lote: 37H3708), Bromuro de etidio (68H3640),
OXOID: Urea 40 % (SR0020K)

QUIMICA DINAMICA SA DE CV: (p) dimetilamino benzaldehido, Acido
Clorhidrico

BECTON — DICKINSON AND COMPANY: Juego de colorantes para Tincién de
Gram

GENTRA SYSTEMS PUREGENER : Genomic DNA Purification Kit

Medios de cultivo
DIFCO: Caldo Infusidn Cerebro Corazén

DIBICO: Medio de Cultivo Agar Biotriptasa, Agar Hierro Triple Azucar, Agar
Hierro Lisina, Agar MIO, Agar Mc. Conkey

OXOID: Agar Base Urea (Christiensen)
BD BIOXON: Agar Soya Tripticasa

MERCK: Agar Citrato de Simons
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Controles Biolégicos positivos para PCR-RFLP
Cepas de Brucella spp.

SYNBIOTICS CORPORATION: Canine Brucellosis Antibody Test Kit.
LITON DE MEXICO PRONABIVE:

Brucel RB51™R Plus, vacuna Brucella abortus cepa RB51MR (Reg. SAGARPA B-
0653-047)

melirev — N, vacuna Brucella melitensis cepa REV (Reg. SARH B-0653-002)

Otras bacterias
FORT DODGE LABORATORIES, INC.:
Bronchi — Shield® 11l Bordetella bonchiseptica vaccine, cultivo vivo avirulento

LCI — GP Leptospira canicola — grippotyphosa- icterhaemorrhagiae — pomona
bacteria.

Lyme Vax® Borrelia burgdorferi bacteria.
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EQUIPO
EPENDORF: Microcentrifuga modelo 5415C
BIORAD:
Camaras para electroforesis horizontal MINI-SUBCELL GT N°. B170-4408 y
B179-4483
Micropipeta de 0.5-10 pl (B166-0505EDU)
Fuente de poder PAC200 y 3000

Transiluminador

CORNING: Potenciometro 430

EXPLORER: Balanza Analitica E 11140 SN D 007024738
OHAUS: Balanza CT 1200

MAYTAG: Congelador de — 20° C Admira 2-35583-001

WHITE - WESTINGHOUSE: Refrigerador convencional
SO-LOW: Ultracongelador — 40° C

MISONIX: Campana de seguridad para PCR

MJ RESEARCH, INC.: Termociclador Programmable Termal Controller (PTC-
100)™ '

Céamara de electroforesis C. B. S. Scientific Co. modelo MGV-102
Camara de electroforesis Zigma, modelo Z 35, 280-2

Fotodocumentador MultiDoc-lt Digital Imaging System UVP

Incubadora bacteriolgica
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PREPARACION DE SOLUCIONES

Para la preparacion de las soluciones, mezclas y reactivos, se utilizé agua
bidestilada y para las soluciones empleadas en Biologia Molecular para la
extraccion de ADN y para la PCR se uso agua ultrapura estéril (H.O UPE) libre
de DNAsa y RNAsa.

1.- Reactivos y Medios para Bacteriologia
Medios de Cultivo
Medio bifasico de Ruiz Castarieda

Solucién A: Se pesa el caldo Soya Tripticasa en proporcion a 30 g/ 1 lto. segun
el volumen a preparar. Cada frasco de medio de cultivo lleva 40 ml de caldo
Soya Tripticasa, por lo tanto, se pesaron 0.75 g y se le agregan 25 ml de agua
bidestilada pH 7.0; se deja remojar por 5 minutos y después se calienta hasta
que se disuelva totalmente; se esteriliza en autoclave a 121° C por 15 minutos.

Solucién B: Se pesa el agar Soya Tripticasa en proporcion de 40 g/1 lto. segin
el volumen a preparar. Cada frasco de medio de cultivo lleva 50 ml de Agar
Soya Tripticasa, por lo tanto, se pesaron 2 g del agar en polvo y se colocaron
en un matraz Erlen Meyer y le agregaron 50 ml de agua bidestilada estéril, se
deja remojar por 5 a 10 minutos y después se disuelve a fuego lento;

se vierte en el frasco oblonga y se tapa y se esteriliza a 121° C/15'.

Medio completo:

Una vez esterilizada la solucién B, se dejan reposar los frascos sobre la mesa
en posicidn inclinada hasta su solidificacion. Después, con una pipeta estéril y
en condiciones de asepsia absoluta, se vierten 25 ml de la solucién A al frasco
del medio quedando la fase soélida unida a uno de los lados del frasco y el
caldo Soya Tripticasa en el fondo del frasco.

Agar Biotriptasa

Este medio especialmente recomendado para el aislamiento de Brucella spp. de
alimentos y muestras clinicas, se prepara en proporciéon a 41 gramos/un litro
segun el volumen requerido. Para 100 ml de medio de cultivo se pesaron 4.1 g
del medio de cultivo y se anadieron 100 ml de agua bidestilada, se dej6é remojar
por 5 a 10 minutos y se disolvié al calor; se le agrega una solucidén de Cristal
Violeta al 0.1 % en proporcion de 1.4 ml por litro de medio, por lo tanto, se
aftaden 0.14 ml de Cristal Violeta al 0.1 % por cada 100 mi de medio de cultivo
Biotriptasa. Se procedié a esterilizar en autoclave a 121° C por 15 min. y se

102



Agar Eosina Azul de Metileno EMB

Se pesa en proporcion de 36 gramosl/litro segun el volumen requerido. Para 100
ml de medio de cuitivo se pesan 3.6 g del polvo del agar EMB y se le aitaden
100 ml de agua bidestilada, se deja remojar por 5 a 10 minutos y se disuelve al
calor; se esteriliza en autoclave a 121° C por 15 minutos. Se deja templar la
temperatura y se vacian cajas de petry con 15 a 20 mi cada una; se dejan
solidificar y se almacenan en refrigeracién.

Agar Mac. Conckey

Se pesa en proporcion de 50 gramos/litro segun el volumen requerido. Para 100
ml de medio de cultivo se pesan 5 g del polvo del agar y se le ariaden 100 ml de
agua bidestilada, se deja remojar por 5 a 10 minutos y se disuelve al calor; se
esteriliza en autoclave a 121° C por 15 minutos. Se deja templar la temperatura
y se vacian cajas de pefry con 15 a 20 ml cada una; se dejan solidificar y se
almacenan en refrigeracion.

Agar Soya Tripticasa

Se pesa en proporcion de 40 gramosliitro segin el volumen requerido. Para 100
ml de medio de cultivo se pesan 4 g del polvo del agar y se le afiaden 100 ml de
agua bidestilada, se deja remojar por 5 a 10 minutos y se disuelve al calor; se
esteriliza en autoclave a 121° C por 15 minutos. Se deja templar la temperatura
y se vacian cajas de petry con 15 a 20 ml cada una, se dejan solidificar y se
almacenan en refrigeracion.

Caldo Infusion Cerebro Corazén (ICC)

Se pesa en proporcién de 37 gramos/litro segun el volumen requerido. Para 100
ml de medio de cultivo se pesan 3.7 g del polvo del caldo y se le ariaden 100 mi
de agua bidestilada, se deja remojar por 5 a 10 minutos y se disuelve con
agitacion constante; no es necesarnio disolverio al calor pero es opscional;

se vacia a tubos de ensayo con 2 0 3 ml y se esteriliza en autoclave a 121° C
por 15 minutos y se almacenan en refrigeracion.
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Medios de Cultivo para Pruebas Bioquimicas

Todos los medios de cuitivo para la identificaciéon bioquimica se
realizaron en tubos de ensayo con agar inclinado o en algunos casos (SIM,
MIO) en posicion vertical. Las variantes en la cantidad de medio que se utiliza
asi como las condiciones de esterilizacion se explican en el cuadro N° 2.

Medio Cul Gr/lto T° Esteril | Tiempo | Posicion | Cantidad
TSI 59.4 118° C 15 Inclinado 3.5ml
LIA 33 121° C 12 Inclinado 3.5ml
MIO 31 121° C 15 Vertical 2.5 mi
FENILALA 23 121° C 15 Inclinado 3.5ml
SIM 30 121° C 15 Vertical 2.5 ml
UREA * 249/950ml | 115°C 20 Inclinado 3.5ml
CITRATO 22.5 121° C 15 Inclinado 2.5ml

* Agar Base Urea. Se le aflade 50 ml de una solucidon de Urea al 40%

Ei agar base urea lleva una preparacidn especial ya que lleva un aditivo
especial que es la urea al 40 %. Se pesa en proporcion de 2.4 gramos/95 ml.,
(249/950 ml). Ya pesados los 2.4 gramos, se depositan en un matraz y se le
afiaden 95 ml de agua bidestilada, se deja remojar por 5 a 10 minutos y se
calienta hasta total disolucion. Se esteriliza en el mismo matraz a 115° C por 20
minutos y se deja enfriar a una temperatura de 40 — 45° C, momento en el cual
se le agrega un vial de urea al 40 % estéril con un volumen de 5 mi. Se
homogeniza el medio en el matraz y con una pipeta estéril se dispensan 3.5 ml
en cada tubo de ensayo previamente esterilizados y secados, los cuales se
dejan en posicién inclinada hasta su total solidificacion. Una vez sélidos los
medios se almacenan en refrigeracion.

Medios de cultivo para pruebas bioquimicas

La preparacion de medios de cutltivo es muy semejante, variando las cantidades
de polvo puro de cada medio, todos se disuelven al calor, se vierten distintas
cantidades en tubos de ensayo y se someten a esterilizacion a diferentes
temperaturas y tiempos (ver tabla arriba) y luego se habran de inclinar algunos
tubos y otros se quedan verticales.

2.- Reactivos para electroforesis en gel de agarosa

Amortiguador TBE 10X pH 8.0
Se prepard una solucion de Tris/Ac. Borico al 2 mM mezclando 108 g de Tris
Base (1 M) con 55 g de Acido Bérico (1 M) diluyendose en 900 mi de agua

desionizada. Posteriormente se agregan 40 ml de EDTA 0.5 M (pH 8.0) y se
afora a un litro. Se esteriliza y se mantiene a temperatura ambiente 0 4° C.
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Amortiguador TBE 1X

Se mezcian 900 ml de agua con 100 mi de TBE 10X y
homogenizar por agitacion.

Gel de Agarosa
Agarosa al 0.8 % (w/v). Pesar 0.8 g de agarosa, afiadir 100 ml de solucién TBE
1X, dejar remojar y agitar por 2 a 3 minutos, calentar en el microondas hasta
completa disolucion.
Agarosa al 1.5 % (w/v). Pesar 1.5 g de agarosa, afiadir 100 ml de solucién TBE
1X, el resto del procedimiento es igual al anterior.
En la presente investigacion, se trabajaron geles de agarosa al 1.8 y al 2 %.
3.- Preparacion de reactivos para electroforesis en gel de poliacrilamida

Ingredientes del gel de poliacrilamida (10 ml)

30 % Bisacrilamida 3.2ml
2 mM Tris base-pH 8 1.6 mi
Agua bidestilada estéril 4.7 mi
10 % APS 196.0 pi
Temed 150l
Solucién bis-acrilamida 30 %

Disolver 29.2 g de acrilamida y 0.8 g de bis-acrilamida, aforar a
100 ml y filtrar en papel Whatmann #1. Almacenar a temperatura ambiente en
frascos Ambar u obscuros.

Persulfato de amonio 10 %

Disolver 1 g de Persulfato de Amonio en 10 ml de agua bidestilada
Colocar alicuotas de 1 ml en tubos eppendorf de 1.5 miy
almacenar en congelacion hasta su uso.

Amortiguador Tris-base [2M] pH 8.8

Tris-base 121¢g
Agua bidestilada 35.0 m|
HCI 4.0 ml*

*Aproximadamente hasta alcanzar el pH de 8.8, luego aforar a 50 ml
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Amortiguador de corrimisnto 10 X

1.5 M Glicina 3469
20 M Tris-base 729

Aforar a 300 ml con agua bidestilada. Para preparar la solucion al
1X se mezclan 25 ml (10X) + 250 ml de agua bidestilada.

4.- Reactivos en general

PBS 150 mM (pH 7.2):

Disolver 0.876 g de NaCl, 1.12 g de KCI, 2.04 de Na;HPO, y 2.613 g de
KH2PQO, aforando a 100 ml de agua desionizada. Ajustar pH con NaOH.
Dispensar en alicuotas y esterilizar en autoclave.

Amortiguador de carga:

Disolver 25 g de azul de bromofenol (Sigma®), 25 mg de xilencianol y 3
ml de glicerol aforando a 10 ml.

Bromuro de etidio 0.1 %:

Se adicionan 20 pl de bromuro de etidio (10Mg/ml) en 200 ml de agua
bidestilada.
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