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RESUMEN

La Brucelosis canina es una enfermedad infectocontagiosa zoondtica causada por la
bacteria Brucella canis, afectando principalmente el sistema reproductivo de los perros en
ambos sexos. Los signos de esta enfermedad no son evidentes clinicamente e incluso
muchos pueden ser asintomaticos. Se caracteriza por producir aborto tardio en hembras y
orquitis, epididimitis e infertilidad en machos, pero muchas veces estos signos pueden pasar
desapercibidos. En este estudio se determina la sensibilidad analitica de un ensayo PCR
tanto para muestras de sangre contaminadas como en cultivos puros para el diagnéstico de
brucelosis canina, comparando dos métodos de extraccion de DNA. Como resultado se
obtuvo que la prueba PCR es capaz de detectar la bacteria en sangre pero obteniendo
resultados positivos sélo con uno de los métodos de extracciéon, detectandose DNA hasta el

nivel de los femtogramos.
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ABSTRACT

Canine brucellosis is a infectious zoonotic disease caused for the bacteria Brucella canis,
mainly affecting the reproductive system of animals. The signs of this desease are not
evident clinically and even may be asymptomatic. Is characterized by producing late-term
abortion in females and orchitis, epididymitis and infertility in males. In this study, it was
determined the analytical sensitivity of a PCR assay both on contaminated blood samples
and pure cultures for the diagnosis of canine brucellosis, comparing two DNA extraction Kits.
The result are showing that the PCR test is capable of detecting bacteria in blood, although

just with only one kit. In pure cultures, PCR detection was made at the level of femtograms.
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INTRODUCCION

Brucella canis es un bacteria rugosa o mucoide, Gram-negativa e intracelular facultativa, que
tiene a los canidos como principal reservorio (8). Fue aislada por primera vez por Leland
Carmichael en 1966, y se diferencia de las otras especies del género Brucella (excepto B.
ovis) en que forma colonias rugosas. Los perros pueden ser infectados por cuatro de las
seis especies de Brucella (B. canis, B. abortus, B. melitensis y B. suis, excluyendo B. ovis y
B. neotomae) (8). A pesar de la descripcion de casos de brucelosis en perros causada por
B.melitensis, B.suis y B.abortus, éstas producen sdlo infeccion ocasional, siendo de

importancia epidemiolégica sélo B.canis, causante de la brucelosis canina (15).

La brucelosis en perros, es una enfermedad caracterizada por abortos en hembras y
epididimitis, atrofia testicular e infertiidad en machos. Es una enfermedad insidiosa y
muchos perros no tienen signos prominentes (4). Los signos clinicos van desde
asintomatico, linfoandenopatia, orquitis y epididimitis, muerte embrionaria, abortos y atrofia
testicular (8). Afecta a todas las razas de perros y puede ocasionalmente afectar al ser
humano. En el medio ambiente, perros callejeros y salvajes siguen siendo reservorios

predominantes (8).

Un estudio realizado por Gémez (2007) sobre seroprevalencia de brucelosis canina en
clinicas veterinarias de la Regién Metropolitana, arrojé un porcentaje de un 16,8% lo que

indica que es una enfermedad de importancia en la poblacion canina.

Las rutas de entrada de este patégeno son la mucosa oronasal, genital y conjuntival.
También se ha observado que la convivencia con machos infectados puede resultar en
infeccion (15). Una via predominante es la transmision sexual, donde la probabilidad de
propagacion sigue siendo alta, debido al gran numero de organismos liberados en

secreciones reproductivas (8).

Perros asintomaticos portan organismos de B. canis por intervalos prolongados (8). La
bacteria se localiza en nédulos linfaticos, bazo, medula 6sea y tracto reproductivo (4). Una
caracteristica comun e importante para el diagnéstico de la enfermedad es el largo periodo
de sostenida bacteremia donde mas de 10° bacterias/mL de sangre son cominmente
encontradas después de un mes post infeccion. La bacteremia puede ser tan corta como
hasta seis meses, pero comunmente persiste por mas de uno o dos afios y se ha observado

por hasta cinco afios (4). A continuacién los organismos se localizan en los tejidos



genitales y desde ahi se liberan en forma continua o recurrente, lo que puede durar de

meses a afios (8).

En los machos, la préstata y epididimo sirven como sitio efectivo para la transmision
bacteriana. Estos dos tejidos son un sitio focal para la diseminacion si el macho sigue siendo
activo reproductivamente. Inicialmente las muestras de semen tienen una mayor
concentracion de la bacteria durante los primeros dos meses post infeccion, seguida de una
excrecion esporadica y a menor escala durante varios afios, en que el hospedero no

muestra enfermedad aparente (8).

El sintoma clasico de brucelosis canina en hembras es el aborto tardio, entre 30 y 57 dias
de gestacion, con una mayor frecuencia observada entre los dias 45 y 55. Los cachorros
abortados usualmente aparecen parcialmente autolisados y muestran las lesiones
caracteristicas de una infeccion bacteriana generalizada: edema subcutaneo, congestion y
hemorragia subcutanea de la region abdominal, pérdida de fluido peritoneal sero-
sanguinolento, con infiltracion focal de células linfoides y lesiones degenerativas en higado,
bazo, rifiones e intestino. La perra contindia eliminando una descarga pardusca o verde- gris

durante un largo periodo (15).

En machos durante la fase aguda, el epididimo aumenta de tamafio, acompafado de dolor y
de la presencia de fluido serosanguinolento. En la fase croénica, el epididimo disminuye de

tamafio, su consistencia es mas dura y los testiculos se atrofian (15).

Se han desarrollado métodos directos e indirectos de diagnéstico, entre los que se

encuentran:

- Aislamiento bacteriano: es el Unico método directo que proporciona un diagnostico
definitivo de brucelosis en perros. Sin embargo, esto no siempre es posible y un diagndstico
inequivoco no se ha alcanzado en algunos casos (15). Ademas es de lento desarrollo,
apareciendo las primeras colonias a los 2 a 3 dias de incubacién a 37 °C (2).

- Métodos indirectos: son las técnicas realizadas actualmente, y se basan en la
deteccién de anticuerpos. Uno de los principales problemas que enfrenta este tipo de
diagnostico es que no pueden detectar titulos de anticuerpos antes de la tercera semana
post infeccion y que los anticuerpos disminuyen fuertemente en los periodos abacterémicos

por falta de estimulacion antigénica (2). Ademas, se pueden obtener falsos positivos, ya que



IgM tiene reacciones cruzadas con otras bacterias tales como Streptococcus,
Staphylococcus y Pseudomonas al utilizar antigenos desde B.ovis y B.canis (15).

Las pruebas convencionales detectan anticuerpos contra componentes de la pared celular
(2). Existen pruebas de aglutinacion rapida en placa (SAT) y lenta en tubo (TAT), de
inmunodifusion en gel de agar (AGID) (4,8,14,15), contrainmunoelectroforesis (CIEF)
(2,7,14), Inmunofluorescencia indirecta (IFA) (4,,14,15) y ensayo por inmunoabsorcion ligado
a enzimas (ELISA) (2,8,14,15).

La prueba de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) tiene el potencial para satisfacer
la necesidad de mejores herramientas de diagndstico, es un proceso rapido, simple y
requiere poca mano de obra. Siempre y cuando se dé una atencidén cuidadosa para evitar
contaminacién, el método es muy seguro y por lo general altamente reproducible en un
laboratorio debidamente equipado (3). Esta prueba es una alternativa a los métodos
bacterioldégicos para el diagndéstico de brucelosis, ya que detecta directamente el DNA
bacteriano y no depende de la viabilidad bacteriana, ademas de ser sensible y especifico
(9,10,11,12).

La deteccién de DNA de Brucella spp., en sangre por PCR ya ha sido reportada en perros,
bovinos, caprinos, bufalos y en los seres humanos (10). En perros, ademas se ha utilizado
en muestras de suero (12), sangre (9), torulados vaginales (11) y en semen (9),
obteniéndose resultados favorables. Otro estudio realizado por Aras y Ucan (2010),
aplicando la técnica de PCR a muestras de linfonodos inguinales para la deteccion de B.
canis, también reportd una alta sensibilidad y especificidad, lo que sugiere que es una

técnica de buen rendimiento para el diagnéstico de la enfermedad.

Este estudio tiene como objetivo determinar la sensibilidad analitica de dos kits diagndsticos
de extraccion de DNA, de una prueba de PCR para el diagnostico de B.canis tanto, en

muestras de sangre contaminadas como en cultivos puros.



MATERIALES Y METODOS

Este estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Enfermedades Infecciosas de la Facultad
de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile (FAVET), considerando las
normas de bioseguridad para el manejo de bacterias zoondticas, tales como: utilizacion de
guantes, uso de delantal exclusivo para el laboratorio, uso de campana de bioseguridad,

separacion del material utilizado y su posterior esterilizacion en autoclave.
1. La bacteria

Se utiliz6 una cepa de B. canis aislada en el Laboratorio de Microbiologia FAVET, desde
una muestra de orina de un animal positivo serolégicamente a brucelosis canina. El animal
presentaba signos tales como discoespondilitis, atrofia testicular, endocarditis, entre otros.

La cepa se encontraba almacenada a -80 C° mediante sistema Microbank®.
2. Muestras de sangre:

La sangre fue obtenida a partir de dos animales negativos a brucelosis canina por prueba de
PCR, extrayendo de cada uno 3 mL desde la vena cefalica (6 mL totales) y recolectada en
tubo citrato de sodio al 4,5 %. De esta sangre, se utilizaron 450 uL distribuida en 6 tubos de

1,5 mL, obteniendo 6 muestras totales.
3. Extraccion de DNA

En el estudio se utilizaron los kits: High pure PCR template kit (Roche®) y Genome DNA

purification kit #0512 (Fermentas®), segln las indicaciones de los laboratorios productores.
4. Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR):

Para este ensayo se utilizaron los partidores de Brucella spp. 26 A1y 26 B indicados en la
Tabla 1.

Este trabajo se realizé en triplicado tanto para las muestras de sangre contaminadas como
para los cultivos puros, y el sitio blanco a amplificar fue el gen bp26 que codifica una
proteina inmunodominante en infecciones causadas por Brucella spp. en bovinos, ovinos y
humanos (5). Esta proteina se encuentra en el espacio periplasmico y es altamente

conservada dentro del género Brucella (6)



Tabla 1: Partidores utilizados y tamafio del producto esperado

. Tamario del
Secuencia duct
Partidor Blanco producto
(5°—3) ob
bp26 D
26 Al gccgtgtggtggaaatcagtg
386
26 B bp26 R gagcgtgacatttgccgata

Las muestras de sangre como las obtenidas a partir de cultivos puros, fueron tratadas de la

siguiente forma:

4.1 La reaccién de amplificacion del DNA fue efectuada en un volumen final de 12,5 uL,
utilizando: buffer PCR (Invitrogen®), 1,6 mM de MgCl, (Invitrogen®), 0,2 mM de dNTPs,
1 mM de los partidores y 0,5 unidades de Tag DNA polimerasa (Invitrogen®). La reaccion se
llevé a cabo en un Termociclador (ATC 201ver.509), considerando una denaturacion inicial
de 5 min a una temperatura de 94°C, y posteriormente 33 ciclos consistentes en
denaturacion a 94°C por 40 s, hibridacién a 55°C por 40s, extension a 72°C por 1 min y
finalmente una extension final a 72°C durante 7 min.

4.2 Para la electroforesis se utilizé agarosa al 1%, marcador de peso molecular de 50 pb
(Invitrogen®), buffer de carga 10X (Invitrogen®) y Buffer TE (Winkler®)1X. Este proceso se
llevo a cabo durante 1 hora a 100 Volt. Finalmente el DNA fue visualizado por tincién con
bromuro de etidio y observacion en transiluminador UV, esperando como resultado

positivo la visualizacion de bandas de 386 pb.

4. Andlisis de sensibilidad analitica en sangre:

Se realiz6 un cultivo de B. canis en 3 mL de caldo tripticasa-soya (BD®), incubandolo por 72
h a 37°C. Pasado este tiempo, se traspas6 1,5 mL de este cultivo a un tubo de 1,5 mL,
centrifugando a 13.000 x g durante 15 min. Posteriormente se eliminé el medio de cultivo y
se lavdo con agua destilada, resuspendiendo y centrifugando nuevamente. Este
procedimiento se repitié dos veces. Finalmente se utilizé 1 mL de la suspension bacteriana,
la que fue traspasada a un nuevo tubo de 1,5 mL. Se realizaron diluciones de esta

suspension en NaCl al 0,9%, desde 10 hasta 10°.



Se prepararon seis tubos 1,5 mL cada uno con 450 pL de sangre, y se afadieron 50 uL de
las diluciones obtenidas anteriormente a cada tubo, mezclando homogéneamente.
Finalmente se realiz6 extraccion de DNA de cada tubo utilizando los kit Roche® y

Fermentas®.

Para el recuento de UFC de las diluciones bacterianas, se inocularon 100 uL en placas agar

Brucella (Difco®) y se incubaron a 37°C durante 48 h.

5. Analisis de sensibilidad analitica desde cultivos puros:

Se realiz6 un cultivo de B. canis en 3 mL de caldo tripticasa-soya (BD®), incubandolo por 72
h a 37°C. Pasado este tiempo, se traspas6é 1,5 mL de este cultivo a un tubo centrifugando a
13.000 x g durante 15 min. Posteriormente se eliminé el medio de cultivo y se lav6 con agua
destilada, resuspendiendo y centrifugando nuevamente. Este procedimiento se repitié dos
veces. Finalmente se utilizé 1 mL de la muestra, la que fue traspasada a un nuevo tubo de
1,5mL.

Posteriormente se extrajo el DNA utilizando los kit Roche® y Fermentas® y se cuantifico
mediante espectrofotometro a 260 nm. A continuacion, se realizaron diluciones 1:10, 1:1000
y 1:1000000 en agua destilada libre de nucleasas (Merck®), de la muestra de DNA obtenida
por cada método. Finalmente se realiz6 la prueba PCR tanto para la muestra sin diluir como

para las diluciones restantes, con ambos kits, comparando asi sus resultados.



RESULTADOS

1. Analisis de sensibilidad analitica en muestras de sangre:

Mediante transiluminador U.V se lograron observar bandas alrededor de los 385 pb con el kit
Roche® a partir de dilucion -1 a la -4, como se puede apreciar en la Figura 1. El kit
Fermentas® no detect positividad en ninguna de las diluciones realizadas. En la Tabla 2 se
pueden ver los resultados de ambos kit y el recuento de UFC correspondiente.

Figura 1. Analisis de sensibilidad analitica de la prueba PCR en muestras sangre contaminada,
Kit Roche®

PM -1 2 -3 -4 -5 6 CP

s .‘f.;_ ;
PM: peso molecular; CP: control positivo

Tabla 2. Sensibilidad analitica de la prueba PCR en muestras de sangre,

comparando ambos métodos de extraccion.

Dilucién Bacterias PCR PCR
Totales/mL Kit Kit Roche®
Fermentas®
-1 2.730.000 - +
-2 306.000 - +
-3 28.000 - +
-4 2.590 - +
-5 249 - -

-6 29,4 - -




2. Andlisis de sensibilidad en cultivos puros:

Luego de extraido el DNA, este se cuantific6 en un espectrofotémetro U.V, obteniéndose los
resultados ilustrados en la Tabla 3.

Tabla 3. Comparacion de DNA obtenido por kit Fermentas®y Roche®, a partir de cultivos puros.

Kit DNA
ng/uL
Roche® 105
Fermentas® 8

Se trabajo con el kit Roche® para determinar la sensibilidad de la prueba en cultivos puros

realizando diluciones en base 100, como se puede apreciar en la Tabla 4.

Tabla 4: Sensibilidad analitica de la prueba PCR a partir de cultivos puros mediante el kit
Roche®

DNA total
Dilucion PCR
ng/uL
0 105 +
0,105 +
2 0,000105 +

3 0,00000105 -




A continuacién, en la Figura 2 se puede observar los resultados de éstas diluciones mediante

electroforesis.

Figura 2. Sensibilidad analitica de la prueba PCR en cultivos puros

PM: peso molecular. 0-3, diluciones 0 a 3.



DISCUSION

Al comparar los resultados de este estudio, con los obtenidos por Keid y col (9), estos se
encuentran dentro de lo esperado, ya que la prueba PCR fue capaz de detectar la bacteria
tanto en muestras de sangre como en cultivos puros.

Una situacion importante observada en este estudio, fue la diferencia obtenida al comparar
dos métodos de extraccion, que en este caso son el kit Roche®y Fermentas®. El kit Roche®
fue capaz de detectar DNA bacteriano en sangre, no asi el kit Fermentas®. Se ha descrito
que existen inhibidores de PCR tales como el grupo hemo presente en sangre, y EDTA y
heparina al utilizarlos como anticoagulantes (12). La heparina es capaz de unirse a la Taq

Polimerasa y el EDTA es capaz de quelar iones Mg *?

necesarios para la reaccion (12). Es
por esto que en este estudio la sangre fue recolectada en citrato de sodio como
anticoagulante y en el caso del kit Fermentas®, al no obtener resultados positivos, se
procedid a lavar y centrifugar la sangre repitiendo el procedimiento 5 veces (9) para evitar
asi la inhibicién de la reaccion, y aun asi los resultados fueron desfavorables.

Al realizar la extraccion, pero esta vez a partir de cultivos puros, nuevamente el kit
Fermentas® mostr6 deficiencias en comparacién con el kit Roche®. La cantidad de DNA
bacteriano extraido, se encuentra muy por debajo de lo que es capaz de extraer Roche®.
Ademas solo fue capaz de detectar bacterias en la muestra sin diluir. Se ha indicado que
cantidades de DNA total superiores a 4ug, puede dar lugar a la inhibicion de la reaccién
(12), sin embargo la cantidad de DNA utilizado era menor a 4ug, lo que podria sugerir que
los resultados poco satisfactorios se deben a una deficiente extraccion por parte de los
reactivos presentes en el kit Fermentas®.

Otra posible explicacién a los malos resultados del kit Fermentas®, es un posible error
humano al no poder visualizar las bandas presentes en el gel de agarosa luego de la
electroforesis. Sin embargo, al comparar con las bandas claras y de facil visualizacion con el
DNA extraido a partir del kit Roche®, se descarta esta posibilidad.

Es por esto que es necesario verificar la eficiencia del método de extraccion a utilizar en una
prueba de PCR y que sea realmente capaz de detectar DNA bacteriano no solo a partir de
cultivos puros, sino también a partir de muestras de sangre, y en general a partir del sustrato

en que se desea hacer la deteccion.



CONCLUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede concluir que la prueba de PCR es capaz
de detectar DNA de B. canis tanto en sangre como en cultivos puros, y la sensibilidad
analitica de la prueba en muestras de sangre y en cultivos puros es mayor a mayor a 249
bacterias/mL y mayor a 0,00000105 ng/pL (equivalente a 1,05 fg/uL) respectivamente. Por lo
tanto es una prueba que puede ser considerada para el diagnéstico de brucelosis canina en
muestras de sangre, pero su eficiencia diagndstica va a depender del método de extraccion
utilizado y de un criterio cuidadoso por parte del profesional, debido a las caracteristicas de

bacteremia intermitente de la enfermedad.
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