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1. RESUMEN

La brucelosis humana es una zoonosis endémica frecuente en el mundo
causada por diferentes especies. Brucella canis (B. canis) afecta a los
canidos y la transmision al hombre ocurre ocasionalmente por contacto
con perros infectados o sus secreciones. Debido a sus manifestaciones
clinicas inespecificas y la ausencia de reaccién cruzada con antigenos de
otras especies de Brucella utilizadas en los métodos diagndsticos
habituales podria estar subdiagnosticada.

Los veterinarios, asi como personal de criaderos, convivientes con perros
enfermos y personal de laboratorio podrian considerarse grupos de alto

riesgo.

Debido a que hay comunicaciones de casos de infeccion humana cada
vez mas frecuentes se decidid realizar este estudio en un grupo

considerado de riesgo.

En el presente trabajo se describe la seroprevalencia de anticuerpos anti
Brucella canis y otras especies, en 60 veterinarios que trabajan con
perros en el partido de La Plata, Argentina.

Como resultado se obtuvo que 1/60 veterinarios (1,6%) presentd pruebas
serolégicas positivas para B. canis mientras que ningun veterinario
presentd pruebas seroldgicas positivas para otras especies de Brucella
spp.. No se registraron casos de infeccion sintomatica.

Debido al escaso desarrollo de investigaciones de estas caracteristicas
seria prematuro establecer una conclusion que permita determinar la
verdadera incidencia de la enfermedad. Sin embargo, se debe mantener
el alerta, obliga a pensar en la enfermedad y a trabajar en forma conjunta
con veterinarios frente a esta zoonosis urbana emergente y escasamente

conocida tanto en el ambito médico como veterinario.



2. ABSTRACT

Human brucellosis remains the most common zoonotic disease worldwide
and may be caused by different species. The transmission of Brucella
canis (B. canis) to man commonly occurs through contact with infected
dogs o their secretions. The disease is underdiagnosed due to a general
lack of serological testing facilities and their variety of clinical

presentations.

Veterinarians, breeding staff, live with dog infected and laboratory

personnel are considered high risk groups.

Because there are reports of cases of human infection becoming more
frequent, it was decided to carry out this study in a group considered at
risk.

In the present work we describe the seroprevalence of antibodies against
Brucella canis and other species in 60 veterinarians who work with dogs in

the municipality of La Plata, Argentina.

As a result, it was found that 1/60 veterinarians (1,6%) presented positive
serological tests for B. canis while no veterinarian presented positive
serological tests for other species of Brucella spp. There were no cases of

symptomatic infection.

Due to the lack of knowledge about this topic, it would be premature to
establish a conclusion that would allow to determine the true incidence of
this disease. However, it is important to keep alert, think about the disease
and work together with veterinarians against this emerging urban zoonosis

that is little known both in the medical and veterinary field.



3. INTRODUCCION

La brucelosis humana es causada por bacterias del género Brucella. Se
detectan mas de 500.000 casos nuevos por afio a nivel global. Se conoce
también como fiebre ondulante, fiebre de Malta o fiebre del Mediterraneo’
3. A pesar de ser endémica en numerosos paises, continlia siendo un
desafio diagnostico debido a sus manifestaciones proteiformes por las
que puede confundirse con otras enfermedades infecciosas y no
infecciosas*’. La brucelosis tiene una distribucion cosmopolita. Algunos
paises del centro y del norte de Europa han logrado su eliminacion; pero,
permanece como un gran problema en las regiones del Mediterraneo,

oeste de Asia, algunas zonas de Africa y Sudamérica®®.

Una cepa de Brucella melitensis se aislo por primera vez en 1930 en la
Argentina. Desde 1932 se incluyo entre las enfermedades profesionales'®.
A pesar de ser una enfermedad de notificacidn obligatoria, el subregistro
seria importante. Aunque rara vez es fatal, genera discapacidad por su
tendencia a la cronicidad y tiene un gran impacto en la Salud Publica
humana y en la veterinaria. En la ultima década el interés por el
microorganismo causal ha crecido debido a su inclusion entre los agentes

del bioterrorismo'"3.

Las especies de Brucella que frecuentemente se asocian a infeccion
humana son B. melitensis, B. suis, B. abortus y B. canis'. El diagnéstico
se basa en criterios epidemioldgicos, clinicos y de laboratorio® °''°. E|
tratamiento antimicrobiano es util para acortar el curso de la enfermedad,

disminuir la incidencia de complicaciones y prevenir la recaida’’""®.

Brucella canis fue aislada por primera vez por Leland Carmichael en 1966
a partir de perros criados en residencias caninas, siendo éste su principal
reservorio’®. Es un cocobacilo gram negativo, aerdbico, intracelular, de
lento crecimiento®. Afecta a todos los canidos, y ocasionalmente al ser

humano'®. En los perros, la transmisién puede realizarse mediante el



contacto directo, por via sexual, oral, nasal o conjuntival®®?#. La
transmision al hombre ocurre por contacto con perros infectados o sus
secreciones y en personal de laboratorio. El riesgo de transmision resulta
elevado no s6lo en el caso de los tenedores de perros, sino para el
personal de criaderos asi como para los veterinarios del area clinica y de

los servicios de apoyo tales como ecografistas y laboratoristas’?.

Es una zoonosis urbana emergente. Aunque la infeccibn humana es
infrecuente, se han comunicado casos aislados o en grupos familiares®*
% |a carga de esta enfermedad podria estar subestimada teniendo en
cuenta que las manifestaciones clinicas son indistinguibles de las
ocasionadas por otras especies de Brucella y que las técnicas empleadas
de rutina para el diagnéstico detectan anticuerpos anti Brucella en fase
lisa y B. canis tiene morfologia rugosa®.

En los pacientes que presentan sintomas compatibles con brucelosis y
cuyos resultados serologicos para las especies de Brucella de morfologia
lisa son negativos, debieran realizarse estudios serolégicos para B. canis,
en especial si son grupos de alto riesgo, en los que la enfermedad podria
estar subdiagnosticada y en consecuencia subnotificada®.



4. JUSTIFICACION

La importancia de la presencia de perros callejeros o domiciliarios con
brucelosis canina y sus implicancias en Salud Publica ha sido
ampliamente reconocida. Numerosos trabajos demuestran tanto la
presencia de anticuerpos anti Brucella canis como el aislamiento del
microorganismo en perros procedentes de las provincias de Buenos Aires,

Coérdoba, San Juan, San Luis y Tierra del Fuego®.

Aunque la infeccion humana es infrecuente, en el Hospital San Martin de
la ciudad de La Plata durante el periodo 2006-2012 se diagnosticaron 6
casos de infeccién humana por B. canis mediante técnicas seroldgicas®’.
De éstos, tres tenian contacto con perros (dos veterinarios), lo que
permitiria inferir un riesgo aumentado en este grupo y en la region.

Debido a que la transmision al hombre ocurre principalmente a través del
contacto con secreciones de perros infectados, y que los veterinarios
tanto de pequefios como de grandes animales son considerados grupos
de riesgo (contacto estrecho con los animales, realizaciéon de partos,
cesareas, y manipulacion de fluidos, a veces sin los elementos de
proteccion adecuados), se decidid realizar este trabajo para conocer el
impacto de la enfermedad en este grupo particular y en el partido de La
Plata. Ello permitiria dar a conocer una enfermedad emergente
principalmente en el ambito médico, sospechar y diagnosticar, asi como
también realizar tareas de prevencion conjuntas con distintas entidades
publicas y privadas para limitar el posible impacto de la enfermedad en la

comunidad.



5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo principal
* Describir la seroprevalencia de anticuerpos anti Brucella canis en
veterinarios que trabajan con perros en jurisdiccion del Partido de
La Plata.
5.2 Objetivos secundarios
* Describir las caracteristicas epidemiologicas, formas clinicas y
evolucion de los casos detectados de enfermedad.
* Describir la seroprevalencia de anticuerpos anti Brucella spp de

morfologia en fase lisa.



6. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
6.1 Diseno

Se recolectaron muestras de personas en forma prospectiva para
determinar la seroprevalencia de anticuerpos anti B. canis y anti-Brucella
spp de morfologia lisa en veterinarios en jurisdiccion del Partido de La
Plata.

El estudio se realiz6 con veterinarios que trabajan con perros o con
grandes animales pero tienen contacto estrecho con perros, conectados
algunos de ellos a través de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional de La Plata y otros de forma personalizada (ya sea
de institutos oficiales o profesionales independientes). En un principio se
habia analizado como posibilidad utilizar el padron del Colegio de
Veterinarios Distrito || de la provincia de Buenos Aires con sede en La
Plata, pero finalmente fue descartado por haberse obtenido las muestras

de la forma antes mencionada.

6.2 Poblacion

Criterios de inclusion

1- Veterinarios que trabajan con pequefios animales incluidos perros
o con grandes animales pero que tengan contacto estrecho con

perros y residan o trabajen en el Partido de La Plata.
Criterios de exclusion

1- Personas que no brinden el Consentimiento informado.

2- Huéspedes inmunocomprometidos (infeccion por el virus de la
inmunodeficiencia  humana/sindrome de  inmunodeficiencia
adquirida [VIH/SIDA], neoplasias activas, uso de corticoides en
dosis > 20 mg/dia de prednisona o equivalente por mas de 15 dias,

uso de anticuerpos monoclonales, trasplantados).



3- Veterinarios que no trabajen con perros.

4- Veterinarios que no residan o trabajen en el Partido de La Plata.

6.3 Procedimientos

Se realiz6 una entrevista personal con cada veterinario, en la que se le
informo sobre el alcance del estudio y se realizé una encuesta recabando
datos personales, laborales, antecedentes de: tenencia de perros,
ocupacion actual y pasada y sintomas compatibles con Brucelosis (Anexo
1). En esa oportunidad también se le solicité el Consentimiento Informado
(Anexo 2).

En la mayoria de los casos, la extraccion de las muestras de sangre se
realizo en el lugar de trabajo de cada participante, y en otros casos,en el
Servicio de Infectologia del Hospital Interzonal General de Agudos
General San Martin de la ciudad de La Plata. En ambos lugares, se
tuvieron en cuenta las normas de bioseguridad para el manejo de sangre

y fluidos.

Se tomo6 una muestra de sangre de 5 mL por venopuncion. El suero se
obtuvo por centrifugacion de la misma durante 10 minutos a 2.500 rpm,
separado en vial estéril y conservado hasta 72 horas a 4°C.

La técnica utilizada para el tamizaje de anticuerpos anti Brucella canis fue
la microaglutinacion en placa (RSAT) con reactivo producido por el
Departamento de Brucelosis del Instituto Nacional de Enfermedades
Infecciosas Dr. Carlos G. Malbran, Administracion Nacional de
Laboratorios e Institutos de Salud (ANLIS). En esta prueba el resultado
obtenido fue cualitativo, positivo o negativo. Las muestras positivas fueron
debidamente acondicionadas y derivadas al Centro Nacional de
Referencia- ANLIS Carlos G. Malbran- para su confirmacion mediante
técnica de enzimoinmunoensayo de inhibicion (IELISA), considerandose

reactivo con un porcentaje de inhibicidn superior a 27.



Para el estudio de las otras especies de Brucella se utilizaron como
pruebas de tamizaje BPA (antigeno buferado en placa) y Rosa de
Bengala, mientras que como pruebas confirmatorias, también
acondicionadas y derivadas al Centro Nacional de Referencia- ANLIS
Carlos G. Malbran- se utilizaron Fijacion de Complemento (FC) y ELISA
de Competicion (CELISA).

6.4 Recursos

Se utilizo la infraestructura del Servicio de Infectologia y del Servicio de
Laboratorio Central del Hospital San Martin de la ciudad de La Plata con
la aprobacion de los respectivos Jefes de Servicio y la Direccion del

establecimiento.

6.5 Plan de analisis y tamaio de la muestra

Para una prevalencia esperada de 15% se calculé un tamafo de muestra
de 60 encuestados. Se informo6 porcentaje de positivos con intervalo de
confianza para el 95%.

Los datos fueron procesados en el programa spss.19.



7. ASPECTOS ETICOS

El Comité de Etica de la Investigacion del Hospital Interzonal General de
Agudos General San Martin (acreditacion N° 010/2010, folio 47, Libro de
Actas N° 1), donde se realiz6 el estudio, evalud el Proyecto conforme a lo

establecido en la ley 11.044 y el Decreto Reglamentario 3.385.

Los investigadores se comprometieron a respetar la Declaracion de
Helsinsky 2013, las Guias Eticas Internacionales para la investigacion
Biomédica (CIOMS 2002) y las Buenas Practicas Clinicas. Se solicito el
Consentimiento Informado a los participantes. Se aseguré la
confidencialidad de los datos, segun lo establecido en la Ley 25.326 de
Proteccion de Datos Personales.
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8. MARCO TEORICO

8.1 Introduccion

La brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa de curso cronico que
afecta tanto al hombre como a los animales domésticos, la fauna silvestre y los
mamiferos marinos. Esta enfermedad es de importancia para la Salud Publica
debido a los costos generados por la discapacidad fisica que produce en el
enfermo y a las pérdidas secundarias ocasionadas por la afectacion del
ganado. Es causada por microorganismos del género Brucella spp, de las que
se reconocen diversas especies. El reservorio lo constituyen especies
domeésticas de ganado vacuno, porcino, caprino y ovino. También pueden
afectar a bisontes, camélidos americanos, alces, algunas especies de ciervos y

de animales silvestres (liebre, zorro, comadreja etc.)*.

La brucelosis humana es una zoonosis frecuente en el mundo. Es conocida
también como fiebre ondulante, fiebre de Malta o fiebre del Mediterraneo'>. En
animales se la puede identificar como aborto infeccioso, aborto contagioso,
aborto epizodtico y enfermedad de Bang en los bovinos?®.

El cuadro clinico fue descrito por primera vez por Marston en 1859. En 1887
David Bruce aisla forma de micrococos en tejido esplénico de soldados
muertos en la Isla de Malta, por una infeccion que se conocia como
Enfermedad de Malta. En 1897, el veterinario Bernard Laurits Fredrik Bang
(Dinamarca) identifica un bacilo intracelular que causa aborto en bovinos y que
denominé Bacilus abortus; la infeccién fue llamada Enfermedad de Bang®.

En Argentina se aislo por primera vez en 1930 una cepa de Brucella melitensis
y desde 1932 se incluyd entre las enfermedades profesionales. En 1994 la
Direccion de Epidemiologia del Ministerio de Salud registré6 455 casos y en
1997 ascendieron a 687 casos marcando un punto de inflexién a partir del cual
empiezan a descender hasta llegar a 300 casos notificados por afio en todo el
pais®. Seguin datos del Boletin Integrado de Vigilancia del Ministerio de Salud
de la Nacion, los casos confirmados hasta la semana epidemioldgica 52, fueron
149 acumulados en 2016 y 89 en 2017; en provincia de Buenos Aires 25 y 21
casos respectivamente®. Se estima que el subregistro es importante debido a
la falta de notificacién de los diferentes efectores.
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A pesar de ser endémica en numerosos paises, continla siendo un desafio
diagnodstico debido a sus manifestaciones proteiformes por las que puede

confundirse con otras enfermedades infecciosas y no infecciosas®*”.

El diagnéstico se basa en criterios epidemiolégicos, clinicos y de laboratorio®
91516 " E| tratamiento antimicrobiano es util para acortar el curso de la
enfermedad, disminuir la incidencia de complicaciones y prevenir la

recaida'’8,

A diferencia de lo que ocurre con otras especies de Brucella, B. canis fue
reconocida mas recientemente y aislada por primera vez por Leland
Carmichael en 1966 a partir de perros criados en residencias caninas, siendo
éste su principal reservorio. Afecta a todos los canidos y ocasionalmente al ser

humano'®.

Tiene algunas caracteristicas particulares que resultan en que la enfermedad
en humanos sea subestimada, ya que las manifestaciones clinicas pueden ser
similares a las ocasionadas por otras especies de Brucella (o incluso ser
asintomatica) y porque ademas requiere para el diagnéstico pruebas
seroldgicas diferentes a las utilizadas para las otras especies de Brucella

spp.%°.

Es una zoonosis urbana emergente. Aunque la infeccibn humana es
infrecuente se han comunicado casos aislados o en grupos familiares®%.

El conocimiento de esta enfermedad tanto en el ambito médico como
veterinario y en la comunidad permiten el alerta, reconocer nuevos casos y
tomar medidas preventivas principalmente para las personas con mayor riesgo
de exposicion ocupacional como los tenedores de perros, personal de

criaderos, veterinarios y laboratoristas’ 2.

8.2 Epidemiologia

La brucelosis es una zoonosis de distribucion mundial. Aunque la prevalencia
mundial en el ser humano es desconocida fundamentalmente por el

subdiagnostico y la subnotificacion, se estima que se detectan mas de 500.000
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casos nuevos por afio a nivel global™ *2. Algunos paises del centro y del norte
de Europa han logrado su eliminacién; pero, permanece como un gran
problema en las regiones del Mediterraneo, oeste de Asia y Sudamérica® °.
Argentina, México y Peru son los paises con mayor prevalencia en América

Latina®?.

A pesar de esto y el alto impacto que genera en los paises de bajos recursos,
la enfermedad continua con escasa consideracion en los sistemas de Salud
Publica, y tal es asi que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la ha

clasificado como una de las diez enfermedades zoonéticas mas olvidadas®.

La infeccidn en humanos esta relacionada directamente con la enfermedad en
animales domésticos. Es mas frecuente en varones, entre los 30 y 40 afos y
en poblacion rural, pero también afecta veterinarios, laboratoristas,

trabajadores de frigorificos y peones de campo®?.
Presenta dos patrones epidemioldgicos,

* patron urbano- alimentario: por consumo de leche y productos no
pasteurizados y por contacto con animales domésticos (perros)
* patron rural-laboral: por exposicion profesional al ganado infectado o sus

productos

Brucella spp tiene afinidad por los tejidos de los dérganos reproductivos; en
consecuencia, los mamiferos sexualmente maduros o en estado de prefiez son
mas susceptibles a la infeccion. Los animales infectados eliminan las bacterias
después de un aborto o de un parto, pero también a través de la leche,
secreciones vaginales, semen, sangre, orina y heces, contaminando pastos,
agua y el medio ambiente. De esta forma, pueden sobrevivir y mantener la
capacidad infectante durante periodos variables de acuerdo a las condiciones
del medio asegurando la contaminacion de otros animales y la persistencia del

germen en la naturaleza® (Tabla 1).
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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
Lanas de depdsitos
Aguaa37°CypH 7,5

Agua a 8°C y pH 6,5

10-30 minutos

110 dias

Menos de 1 dia

Mas de 57 dias

Fetos mantenidos a la sombra 6-8 meses
Descarga vaginal mantenida en el hielo 7 meses
Mantecaa 8°C 1-2 meses
Cuero manchado con excremento de vaca 21 dias
Paja 29 dias
Grasa de ordeiio 9 dias
Heces bovinas naturales 1-100 dias
Tierra himeda a temperatura ambiente 66 dias
Tierra desecada a temperatura ambiente 4 dias

Tabla 1: Supervivencia de Brucella spp en el medio ambiente®

8.2.1 Forma de transmision

Se reconocen distintas formas de transmisién que pueden resumirse en®?:

* Contacto: de piel o0 mucosas con tejidos animales infectados o sus
productos. Es el mecanismo mas frecuente en el medio rural, por lo
que afecta a trabajadores rurales, veterinarios, matarifes, ganaderos
y trabajadores de laboratorio
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* |Ingestion: de alimentos no pasteurizados como leche y sus
derivados (quesos, cremas, manteca, helados). Es menos frecuente
por carne insuficientemente cocida ya que la carga bacteriana en el
tejido muscular animal es baja

* Inhalacién: de polvo en los lugares contaminados donde hay
animales infectados, como establos, mataderos, salas de recepcion
de leche, camiones jaula para transporte de ganado

* Inoculacion: de material infectado-contaminado por Brucella spp.
Afecta a veterinarios, matarifes y personal de laboratorio. También
puede ocurrir por la autoinoculaciéon accidental de vacuna de B.
abortus cepa 19 y B. melitensis Rev. 1, de uso en medicina
veterinaria

* Perinatal: por via trasplacentaria, por la ingestiéon de leche materna
o0 la exposicion a sangre, orina o heces de la madre infectada
durante el parto

* Interhumana: es excepcional, pero se han informado posterior a

transfusion de sangre y trasplante de medula 6sea

8.2.2 Factores de riesgo

* Ocupacionales: veterinarios, granjeros, cuidadores de animales
principalmente domésticos, personas que manipulan productos y
subproductos animales (carniceros, ordefadores), personal de
laboratorio®?

* Alimentacion: ingestion de leche no pasteurizada o derivados
lacteos realizados de forma artesanal con leche no pasteurizada
proveniente de animales infectados®?

* Convivencia con animales: contacto directo con productos de
desecho, tejidos o excretas de animales enfermos o portadores

asintomaticos o con animales de establo®?

8.3 Etiologia

El género Brucella esta constituido por bacilos gram negativos pequefios,

inmoviles y aerobios estrictos de crecimiento lento que no poseen capsula ni
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forman esporas. A diferencia de otras bacterias, su genoma esta conformado
por dos cromosomas circulares y carece de plasmidos. Son oxidasa y catalasa
positivos, no atacan la gelatina ni modifican la leche y en general no fermentan

los aztcares”.

El género Brucella incluye diferentes especies: B. melitensis, B. abortus, B.
suis, B. canis, B. ovis, B. neotomae y B. maris. De ellas, las cuatro primeras
pueden infectar al hombre. En la Tabla 2 se encuentran detalladas las especies
de Brucella, sus hospedadores conocidos, y sus biovariedades que dependen

de caracteristicas bioquimicas y antigénicas®™.

En base al aspecto de las colonias obtenidas en medio sdlido, las diferentes
especies de Brucella se clasifican habitualmente como lisas (S) o rugosas (R).
Entre las primeras se encuentran B. abortus, B. melitensis, B. suis y B.
neotomae, y entre las segundas B. ovis y B. canis®.

El aspecto que adquieren las colonias se debe a la expresién del
lipopolisacarido (LPS) en la superficie bacteriana, LPS-S en las lisas y LPS-R
en las rugosas, aunque durante su crecimiento en los medios de cultivo pueden
experimentar mutaciones que afecten la expresion del LPS. Las cepas de
Brucella en fase lisa son las mas virulentas y su ultraestructura es semejante a
algunas enterobacterias®. Esta distincion es importante para comprender la
patogenia de la enfermedad y las posibles diferencias encontradas en B. canis.

ESPECIE HOSPEDADOR BIOVARIEDAD
B. melitensis cabras, bovinos, ovino, canidos, 1-3
hombre
B. abortus bovinos, canidos, hombre 1-6,9
B. suis cerdos, canidos, hombre 1-5
B. canis canidos, hombre -
B. neotomae roedores -
B. ovis ovinos -
B. maris focas, leones marinos, delfines, -
ballenas

Tabla 2: Especies que integran el género Brucella, hospedadores conocidos y
biovariedades (adaptado de Castro H y col)°
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8.4 Patogenia

Las especies de Brucella son patdgenas intracelulares facultativas, por lo que
se encuentran protegidas de la accion de los antibidticos y de los mecanismos
efectores dependientes de anticuerpos. Esto justifica la naturaleza crénica de la
infeccion, ya que se adhieren, penetran y multiplican en una gran variedad de

células fagociticas y no fagociticas® %',

Cuando estas bacterias ingresan al organismo pueden ser fagocitadas por los
polimorfonucleares (PMN) y macrofagos como parte de la inmunidad innata. Si
no son eliminadas llegan por via linfatica a los ganglios regionales y alcanzan
al torrente sanguineo, donde son fagocitadas por los PMN y macréfagos
circulantes, y transportadas a los diversos organos en los que pueden
sobrevivir y multiplicarse dentro de las vacuolas de los fagocitos circulantes y

tisulares® %14

La membrana externa de Brucella es rica en fosfatidilcolina. Su componente
mas abundante es el LPS (o endotoxina) que contiene tres regiones: el lipido
A, un oligosacarido intermedio llamado nucleo, y el polisacarido O (PSO) que
se encuentra ausente o presente con escasos residuos en las cepas de
Brucella rugosas (LPS-R). El PSO es importante no sélo para la diferenciacion
entre variantes lisas o rugosas, sino que es de interés en la determinacion de
biovariedades. Las proteinas de Ila membrana externa se asocian

estrechamente con el LPS®.

El LPS tiene un rol importante al igual que las proteinas de la membrana
externa para ingresar a las células, a través de receptores de manosa e
integrinas. Las células de la placenta son ricas en receptores de manosa y en
un factor de crecimiento conocido como eritriol presente en tejidos placentarios

animales, lo que explica la avidez de Brucella spp. por los mismos®.

Brucella spp sobrevive dentro de las células por la sintesis de enzimas
antioxidantes y la produccién de GMP (guanosin 5" monofosfato) y adenina, lo

que permite la inhibicion de la fusién fago lisosoma, la degranulacion, la
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activacion del sistema mieloperoxidasa y la produccidon de factor de necrosis
tumoral (TNF) alfa®,

Una vez ingresada la brucella en el organismo, se activan los mecanismos de
defensa que se inician con algunos componentes de la inmunidad innata como
el complemento, los neutréfilos y los macrofagos. La inmunidad celular
principalmente a través de los linfocitos T colaboradores o helper (LTH) y la
secrecion de diversas citoquinas tienen un rol primordial contra
microorganismos intracelulares ya que su amplio patrén de citoquinas
(interlequinas [IL] 2, 3, 6,12,TNF e interferon [IFN]) es esencial para la

activacion de macréfagos y la destruccion bacteriana® ™.

8.5 Manifestaciones clinicas

La brucelosis humana es tradicionalmente descrita como una enfermedad con
manifestaciones proteiformes, puesto que puede afectar todos los parénquimas
del organismo™. El periodo de incubacién es variable y oscila entre 8 a 20

dias. Existen varias formas de clasificarla, segun:

+ el tiempo de presentacion clinica® *®: aguda (0-2 meses), subaguda (3-
12 meses) y cronica (mayor a 12 meses)
+ formas clinico evolutivas®:
= Brucelosis activa: septicémica (aguda) o focalizada (crénica) con
localizaciones en los distintos parénquimas
= Recaida
= Curacidén o latencia secuelar: lesiones cicatrizales, alérgicas o

funcionales

En la fase aguda el paciente presenta temperaturas que pueden llegar a
superar los 40°C, con una curva de tipo continuo o intermitente (fiebre

ondulante). Es una causa de fiebre de origen desconocido® ¥'.

Los pacientes se quejan de gran quebrantamiento general, con intensas
cefaleas, nauseas, vomitos, epistaxis, sudores profundos de olor desagradable
sui generis (paja mojada) y artromialgias generalizadas. En ocasiones puede

cursar con hepatoesplenomegalia, inapetencia y adelgazamiento1’ *,
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El compromiso osteoarticular es la complicacion mas frecuente de la

14,3839 y ha sido ampliamente estudiada en nuestro pais°. Existen

brucelosis
tres formas de presentacion: artritis periférica, sacroileitis y espondilitis.

La artritis periférica es la mas comun, no erosiva e involucra rodillas, caderas,
codos y muiecas, generalmente durante la fase aguda. Se la ha descrito
también como causa de artritis reactiva.

La sacroileitis es diagnosticada habitualmente también en la etapa aguda de la
enfermedad.

La tercera forma de compromiso osteoarticular, la espondilitis, es la mas dificil
de tratar y resulta en dafio residual’®. Las lesiones del cuerpo vertebral son las
mas significativas, siendo patognomoénica la lisis del angulo anterosuperior:
episitis brucelar o signo de Pedro Pons. También se produce aplastamiento del

cuerpo vertebral, formacion de puentes 6seos y zonas de osteomielitis*°.

El sistema reproductivo es la segunda localizacion mas comun. En hombres se
presenta como orquiepididimitis®” (2-5%) y es dificil diferenciarla de otras
etiologias, pero el riesgo de esterilidad resulta minimo™ . En los genitales
femeninos y en la placenta de algunos mamiferos existe un carbohidrato, el
eritriol que estimula el crecimiento de las brucellas. Este compuesto no existe
en la placenta humana, motivo por el cual son excepcionales la placentitis y el
aborto.

El higado puede estar afectado y ocasionar una hepatitis durante la fase
aguda, con discreto incremento de las transaminasas y fosfatasa alcalina sin
aumento de bilirrubinemia. En la fase crénica pueden presentarse granulomas,
hepatomegalia, fiebre y alteraciones enzimaticas, y el diagndstico se realiza
mediante biopsia. La ascitis puede ser temporaria o asociarse a enfermedades

preexistentes’'* *°.

El compromiso del sistema nervioso central esta presente en el 5 a 7 % de los
casos. Puede manifestarse como meningitis, meningoencefalitis, absceso

cerebral o enfermedades desmielinizantes™.

La endocarditis es la principal causa de mortalidad. La valvula adrtica es la que
esta involucrada con mayor frecuencia y es comun que requiera tratamiento

quirargico, ademas del tratamiento antimicrobiano™.
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Las complicaciones respiratorias son raras. En individuos que trabajan en
establos o chiqueros donde existe contaminacion con secreciones o
excreciones infectadas, el contagio por via inhalatoria determina la
presentacion de las bronconeumopatias agudas brucelares. Los cuadros de
neumonia intersticial y bronquitis pueden deberse a brucelosis aguda o

cronica®.

El compromiso hematologico se caracteriza por leucopenia leve, linfocitosis
relativa, y en ocasiones anemia y trombocitopenia’. La pancitopenia en
brucelosis es multifactorial y se atribuye a hiperesplenismo y compromiso de la
medula ésea. La leucocitosis es infrecuente (9%), pero debe hacer sospechar

una complicacién focal®.

La triple astenia (psiquica, fisica y sexual) impiden al paciente llevar un ritmo de
vida normal (sindrome del vago). El cansancio, la pérdida de regularidad de los
horarios, la lentitud, el aletargamiento y el insomnio alteran significativamente la
actividad laboral, por lo que los pacientes pueden verse afectados por despidos

laborales o conflictos familiares®®.

8.6 Diagnéstico

La dificultad en el diagndstico de brucelosis humana se debe a diversos
motivos tales como las manifestaciones clinicas proteiformes, la falta de
sospecha clinica, el escaso rédito de los cultivos, la dificultad para interpretar la
serologia principalmente en areas endémicas y el uso en algunos lugares de
equipos de diagndstico no estandarizados*’. Por lo tanto es un desafio médico,
y requiere de la triada diagnostica clinica, epidemiolégica y de métodos

complementarios de laboratorio.

Entre éstos ultimos existen métodos directos (aislando el microorganismo a
partir de cultivos de sangre, médula 6sea u otros tejidos) o métodos indirectos
o serologicos. Pese a que éstos son los mas utilizados, un resultado serolégico
positivo debe interpretarse con precaucién ya que puede indicar no sélo
infeccion activa, sino contacto accidental con el germen, exposicion a un

microorganismo que presente reaccion cruzada con Brucella spp, o
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corresponder a anticuerpos que persisten después de la recuperacion de la

enfermedad®2.

8.6.1 Meétodos directos

Los métodos directos se basan en evidenciar la presencia de la bacteria o sus
componentes en tejidos animales o humanos. El diagndéstico definitivo requiere

el aislamiento del microorganismo frecuentemente a partir de hemocultivos™.

Tradicionalmente se utilizaba el sistema bifasico de Ruiz Castafieda que
consiste en la inoculacion de sangre en frascos herméticamente cerrados que
contienen, simultaneamente, un medio liquido (caldo triptosa) y un medio sdlido
(agar triptosa). Los cultivos deben mantenerse en incubacion un tiempo no
menor a 30 dias debido a que el género Brucella es de crecimiento lento. En
los ultimos afos se han desarrollado sistemas de hemocultivos automaticos o
semiautomaticos entre los que se destaca el Bactec"'?, que no sélo reducen los

tiempos de cultivo sino que ademas presentan mayor sensibilidad®.

Los cultivos de médula 6ésea son considerados por algunos autores como el
estandar de oro debido a la alta concentracion de Brucella spp en el sistema
reticuloendotelial, lo que facilita su deteccién. Incluso, la eliminacién bacteriana
de la médula ésea es equivalente a erradicacion bacteriana. Sin embargo, al
tratarse de un método invasivo y doloroso, no es utilizado en forma universal y
podria reservarse para los casos en los que haya habido exposicion previa a

antibioticos'.

La sensibilidad depende de varios factores, entre ellos, la fase de la
enfermedad y el uso previo de antibiéticos. En los casos agudos la sensibilidad
del sistema bifasico de Ruiz Castafieda y del método de lisis centrifugacion
alcanza el 80 % y 90% respectivamente, mientras que en los casos cronicos
puede ser tan baja como 30 y 70% (Tabla 3)°.
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TIEMPO DE SENSIBILIDAD

INCUBACION
70-80% (fase aguda)
Ruiz — Castafieda 7-21 dias < 50% (fase cronica)
> 90% (fase aguda)
Lisis centrifugacion 2-4 dias 70% (fase crénica)
97% (fase aguda)
Medula é6sea 4-7 dias 90% (fase subaguda)

50% (fase crénica

Tabla 3: Caracteristicas y sensibilidad de los cultivos en muestras clinicas (modificado
de Franco M y col)

No se recomienda realizar pruebas de sensibilidad antibiotica para infecciones
por Brucella spp ya que son sensibles a una amplia variedad de
antimicrobianos in vitro pero sélo algunos probados in vivo. La mayoria de las

recaidas no se debe a resistencia antimicrobiana'®.

En determinadas situaciones se puede aislar Brucella spp de otras muestras
como tejidos, liquido cefalorraquideo (LCR), liquido pleural, articular o ascitico,

pero su rédito es menor al 10%*.

El desarrollo de técnicas moleculares tales como la utilizacion de la reaccidn en
cadena de la polimerasa (PCR) en muestras de suero o tejidos han demostrado
tener alta sensibilidad y especificidad tanto para el diagnostico de brucelosis
como para el control del tratamiento y las recaidas. La principal desventaja es
su costo, y la dificultad en la técnica, principalmente en areas de bajos

recursos*®#?,

Purwar, S y colaboradores realizaron una revision sobre 400 pacientes con
fiebre de origen desconocido en un area endémica de brucelosis y hallaron una
correlacion adecuada entre las pruebas seroldgicas utilizadas (SAT) con titulos
>1/80 y la PCR, proponiendo ademas que en areas hiperendémicas se podrian
utilizar valores de corte mayores (>1/160) y por tanto en areas de bajos

recursos los métodos seroldgicos aln seguirian siendo de utilidad*.
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Hay que tener en cuenta ademas, que la brucelosis es una de las causas mas
comunes de infecciones adquiridas en el laboratorio, por lo que se debe tener
especial cuidado al manipular la muestra y avisar al personal de laboratorio

ante la sospecha clinica®*?

. De acuerdo a los Centros para Control de
Enfermedades (CDC) de los Estados Unidos, Brucella spp es considerada
patogeno perteneciente al grupo 3 de riesgo y por lo tanto,la manipulacion de
cepas debe ser realizada en laboratorios de bioseguridad 3 (BSL 3)°.

En una revision reciente de casos de brucelosis adquirida en el laboratorio
desde 1982 a 2007 se identificaron 186 casos. La mayoria de ellos (88%) fue
debido a aerosolizacidn durante las practicas habituales para la identificacion
de microorganismos, el 11% por accidentes de laboratorio y en el 1 % no se
pudo identificar la causa. Pese a que los microbidlogos fueron las personas
mas expuestas, existen personas dentro del laboratorio, o que realizan otras
actividades relacionadas con investigacion, manipulacién de vacunas, etc. que
también conllevan riesgo. Si bien la mayoria de los casos se presentaron con
sintomas inespecificos de brucelosis aguda que evolucionaron en forma
favorable al tratamiento antimicrobiano, seis de cuatro embarazadas con
brucelosis adquirida en el laboratorio tuvieron abortos. Aunque no hay
protocolos establecidos para el manejo de la profilaxis postexposicidén, su uso
ha demostrado ser altamente efectivo*.

8.6.2 Meétodos indirectos

Las pruebas serologicas clasicas como Huddleson, Wright y Fijacion de
Complemento se siguen realizando en la actualidad, tienen la desventaja de no
contar con un punto de corte consensuado. Existen técnicas mas nuevas que
son pruebas de tamizaje (BPA, RB y RSAT) que se definen como positivas o
negativas y pruebas confirmatorias (CELISA, IELISA), que ademas de su alta
sensibilidad y especificidad tienen puntos de corte establecidos. A continuacion

se detallan las pruebas utilizadas con mayor frecuencia en nuestro pais*2.

8.6.2.1 Pruebas serolégicas que detectan anticuerpos anti S-Brucella (B.

abortus, B. melitensis, B. suis)
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* Técnica de aglutinacién en placa (Huddleson)

Es una técnica sencilla que se emplea como prueba de tamizaje en algunos
paises de América Latina, aunque esta en desuso fuera del continente. Esta
sujeta a errores operacionales y puede presentar un fendmeno de zona en las
diluciones mas bajas de sueros con titulos altos, en sueros contaminados o
cuando se emplean antigenos no normatizados. Es de baja especificidad, su
resultado es cuantitativo, pero el punto de corte no esta consensuado.

* Técnica de aglutinacién con antigeno tamponado (BPA)

Es una prueba de tamizaje, rapida, practica, econdomica y muy sensible,
recomendada para Bancos de Sangre. Debido a su bajo pH privilegia la
aglutinacion de anticuerpos del isotopo IgG lo que la hace mas especifica. Es

cualitativa.
* Técnica de aglutinacion con Rosa de Bengala (RBT)

Es una prueba de tamizaje, de gran difusion, rapida y econdmica. Es cualitativa

y debido a su bajo pH privilegia la aglutinacién de anticuerpos del isotopo 1gG.
* Técnica de aglutinaciéon en tubo (Wright)

Es la mas antigua (1897) y la mas utilizada para el diagndstico de brucelosis
humana y animal. Tiene la ventaja de detectar en el suero anticuerpos IgM, IgG
e IgA pero es de baja especificidad y no es recomendable en casos cronicos.
No existe consenso en cuanto al punto de corte.

* Prueba de aglutinacion 2- mercaptoetanol (2-ME)

Se realiza conjuntamente con la prueba de Wright tratando previamente el
suero con 2-ME como agente reductor que inactiva los anticuerpos del tipo IgM.

Es de baja sensibilidad y no existe consenso en cuanto al punto de corte.
* Técnica de fijacién del complemento

Es una prueba altamente sensible y especifica y aceptada como confirmatoria.

Detecta anticuerpos del isotopo IgG que predomina en casos crénicos pero
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tiene la desventaja de ser muy laboriosa y de escasa utilidad para casos
agudos. No existe consenso en cuanto al punto de corte.

* ELISA de competicion (CELISA)

Es una prueba de union primaria basada en el uso de un anticuerpo
monoclonal (MAb) especifico para una regién determinada y repetida de un
epitope de la cadena “O” del S-LPS de Brucella. Presenta menos reacciones
cruzadas que las clasicas pruebas de aglutinacion (Huddleson y Wright) y sus
resultados se correlacionan con el curso clinico de la enfermedad. Detecta
casos agudos y cronicos, tiene una sensibilidad del 98,3% y una especificidad
del 99,7%.

8.6.2.2 Pruebas seroldégicas que detectan anticuerpos anti R-Brucella (B.

canis)®* *°

* Técnica de microaglutinaciéon en portaobjeto (RSAT)

Es una prueba de tamizaje, rapida, practica y econdémica que fue descrita para
el diagnostico de brucelosis canina y es utilizada en el diagnostico de
brucelosis causada por B. canis en humanos. Es cualitativa y se interpreta

como positiva o negativa.
* ELISA indirecto (IELISA)

Es una prueba muy sensible y especifica utilizada como confirmatoria, para el
diagnodstico de brucelosis humana, en casos de infeccion por B. canis. Tiene
una sensibilidad y especificidad del 100%.

8.7 Tratamiento
El diagnostico temprano y el tratamiento oportuno tienen como objetivo acortar

el periodo sintomatico, reducir las complicaciones y prevenir las recaidas™?.

Los tratamientos utilizados en la actualidad continuan siguiendo los mismos
principios usados medio siglo atras, y son escasas las modificaciones

realizadas pese a la emergencia de nuevas clases de antibiéticos'®.
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Los regimenes recomendados por la OMS para el tratamiento de la brucelosis
humana datan de 1986. Sugieren la utilizacién en adultos de doxiciclina 100
mg, dos veces por dia por 6 semanas, combinados con rifampicina 600-900 mg
por dia por 6 semanas o combinados con estreptomicina 1 g por dia por 2 a 3

semanas.

Numerosos estudios se han realizado posteriormente para evaluar tanto la
eficacia de diferentes regimenes de tratamiento, como la utilizacion de
monoterapia o terapia combinada, duracion 6ptima, y tratamiento en brucelosis

complicada'® “®.

Ademas existen numerosos obstaculos para elegir el mejor tratamiento debido
a la necesidad de administracion parenteral (en el caso de la estreptomicina),
el riesgo de emergencia de resistencia a rifampicina en paises donde la
tuberculosis es endémica, la dificultad en la adherencia a tratamientos
prolongados, principalmente en areas rurales y los costos en especial en

paises en desarrollo en los que la brucelosis es un problema importante*®.

En noviembre del afio 2006 se realizé la Primera Reunion Internacional sobre
el Tratamiento de Brucelosis humana en loannina, Grecia, y los expertos
concluyeron que el tratamiento 6ptimo para brucelosis no complicada deberia
ser doxiciclina 6 semanas ya sea combinado con rifampicina 6 semanas o con
estreptomicina 2-3 semanas, pudiendo utilizarse otro aminoglucésido,
gentamicina como alternativa a la estreptomicina. También' sugieren otros
regimenes de segunda linea como los utilizados con quinolonas o
sulfonamidas’®. Hasanjani Roushan y colaboradores demostraron que la
combinacion de doxiciclina por 45 dias con gentamicina 7 dias es igual de
efectiva que usando estreptomicina 14 dias*’.

Skalsky y colaboradores en un metaanalisis que incluia 30 ensayos clinicos
sobre diferentes opciones de tratamiento, concluyen que existen menores
tasas de recaidas y fallas de tratamiento cuando se utilizan aminoglucésidos ya
sea bajo la combinacion de dos o tres antibidticos*®.

Solis Garcia del Pozo y Solera, en un reciente metaanalisis de ensayos clinicos
publicados desde 1985 a 2012 sobre distintos regimenes antimicrobianos
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utilizados para brucelosis humana no complicada, concluyeron que la
combinacion de doxiciclina/estreptomicina es superior a doxiciclina/rifampicina
con menores tasas de recaidas y fallas de tratamiento, siendo de similar
eficacia la combinacidn doxiciclina/rifampicina con quinolonas/rifampicina.
Hasta esa fecha habia un s6lo estudio que evaluaba triple terapia por lo que no
pudieron sacar conclusiones sobre su beneficio. Y plantean como alternativa
en paises de bajos recursos y en casos excepcionales la utilizacion de

doxiciclina/cotrimoxazol o doxiciclina como monoterapia®®.

Un estudio randomizado reciente que compara terapia dual
(doxiciclina/rifampicina versus triple terapia
(doxiciclina/rifampicina/levofloxacina) para el tratamiento de brucelosis
aguda/subaguda demuestra mayores tasas de recaida en terapia dual que en
triple terapia, pero con la limitacion que las tasas de recaida en este estudio
son mayores a las comunicadas en otros estudios y que en ninguna de las

ramas se utiliz6 aminoglucésidos®®.

En las formas de presentacion con osteomielitis, endocarditis o meningitis el
tratamiento debe prolongarse 4 a 6 meses, y utilizarse tres o mas drogas
(doxiciclina mas cotrimoxazol mas rifampicina con o sin aminoglucésidos)®2. En
los casos de neurobrucelosis puede indicarse también la combinacion de

doxiciclina, rifampicina y cefalosporinas de tercera generaciénso.
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9. RESULTADOS

Sobre un total de 60 veterinarios que participaron del estudio, y firmaron el
consentimiento informado se analizaron variables epidemiolégicas, clinicas y
de laboratorio y se determiné la seroprevalencia de anticuerpos anti B. canis 'y

otras especies.

9.1 Caracteristicas epidemioldgicas
9.1.1 Caracteristicas generales

De los 60 veterinarios, el 67% fueron mujeres (40/60), con una edad promedio
de 39 afios (24-69 anos).Todos trabajaban con perros y residian y/o trabajaban
en jurisdiccion del partido de La Plata (Abasto, Altos de San Lorenzo, Arana,
Arturo Segui, City Bell, El Peligro, Gorina, Hernandez, Olmos, Los Hornos, Los
Portefios, Gonnet, Melchor Romero, Ringuelet, San Carlos, Savoia, Tolosa,
Villa Castells, Villa Elisa, Villa Elvira, Etcheverry), Figura 1. El 80% convivia con
perros en su domicilio y el 98% referia haber tenido perros durante toda su

vida.

y Savoia
Villa Elisa
*. - Villa Castells
S el ’ Ringuelei
A. Ségui Gonnet " .

Los Portefios

El Peligfa

« " "San Carlos
MelchorRomero {
2
S S
p;desanmrenzo o |

Villa Elvira

Google Earth

Figura 1.Georeferenciamiento de localidades del partido de La Plata

Fuente: Elaboracion propia sobre imagen satelital Google Earth

Las razas de perros involucrados en su actividad y/o convivencia fueron
variables, siendo los mestizos los mas frecuentes 58% (35/60) y en el 78%
hembras (47/60).
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En la Tabla 4 se mencionan las razas de perros involucradas en la actividad.

RAZA NUMERO

PORCENTAJE (%)

Mestizos 35 (58)
Varias 13 (22)
razas

Ovejero 2 (3)
Spaniel 1(1,7)
Breton

Schnauzer 1(1,7)
Jack 1(1,7)
Russell

terrier

Pastor 1(1,7)
belga

Bordercollie 1(1,7)
Box Terrier 1(1,7)
Golden 1(1,7)
Retriever

Caniche 1(1,7)
Cané Corso 1(1,7)
Boéxer 1(1,7)

Tabla 4: Razas de perros involucradas en la actividad/convivencia

9.1.2 Lugar de trabajo

El 48% (29/60) de las muestras se obtuvieron de veterinarios que trabajaban
en el Hospital Escuela (HE) perteneciente a la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata (UNLP), ubicado en la
Diagonal 113 y 62. El HE constituye una herramienta educativa para toda la
Facultad y promueve la formacion de alumnos de grado y posgrado en
cuestiones que involucren la salud y el bienestar animal. Esta integrado por

servicios/laboratorios para la atencion clinica y quirurgica, internacion,
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diagnostico y tratamiento de las diferentes especies animales. Cuenta con una
amplia variedad de servicios, tales como: Servicio Central de Cirugia, Servicio
Central de Laboratorio, Laboratorios de Radiologia, Ultrasonografia,
Endoscopia, Cardiologia, Clinica y Especialidades de caninos y felinos
domeésticos, Servicio de Cirugia y Medicina de grandes animales y Laboratorio
de Fisiologia y Fisiopatologia del equino de Deporte. Ademas, provee servicios
de consultas para veterinarios de la practica privada, criadores y productores.
Trabajan aproximadamente 100 veterinarios entre los distintos servicios con un

promedio de 285 consultas por mes.

El 25% (15/60) de los veterinarios trabajaban en forma exclusiva en
veterinarias privadas de la ciudad, siendo su contacto principal con animales
domeésticos (perros y gatos). Las veterinarias que participaron del estudio
fueron: Veterinaria El Fauro (calle 27 esquina 56), Veterinaria Trudys (Camino
Centenario esquina 489), Veterinaria El Parque (Parque San Martin y 51),
Nutrivet (Diagonal 73 y 5), Centro Veterinario de Diagnostico por Imagenes
(calle 55 entre 21 y 22), Clinica Veterinaria del Sol (calle 24 entre 67 y 68) y
Veterinaria Malta (Plaza Brandsen, 25 y 60).

El 22 % (13/60) de las muestras se obtuvieron de veterinarios que trabajan en
el Instituto Biolégico "Dr. Tomas Peron’, organismo dependiente de la
Subsecretaria de Gestidn y Contralor del Conocimiento, Redes y Tecnologias
Sanitarias del Ministerio de Salud de la provincia de Buenos Aires ubicado en
Avenida Antartida Argentina y 10, Tolosa. El Instituto Bioldégico esta
conformado por cuatro unidades: Direccion de Produccién, Oficina de
Alimentos, Direccion de Laboratorio y Control y Direccion de Coordinacion
Administrativa. Entre sus funciones se encuentran las de desarrollar acciones
de control de calidad de medicamentos, alimentos y otros productos de
consumo relacionados con la salud humana, facilitar acciones de medicina
preventiva y realizar diagnostico de enfermedades infecciosas. Los veterinarios
pertenecian a los Departamentos de Bromatologia, Antirrabico, Departamento
de Sueros y Vacunas, Departamento de Control de Calidad y al Bioterio, y
todos ellos ademas, trabajaban en veterinarias privadas de la ciudad y

alrededores.
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El 5% (3/60) de los veterinarios trabajaban en otros lugares (campos, docencia,

hipodromo).

En la Figura 2 se detallan los lugares de trabajo de los profesionales

entrevistados

(]
La Plata (o
%o

®9
0

A le San

Figura 2: Georeferenciamiento de localizacién de veterinarios entrevistados
Fuente: Elaboracién propia sobre imagen Google Maps

9.1.3 Exposicion de riesgo

Todos los veterinarios trabajaban y tenian contactos con perros de distintas

razas y ambos sexos.

El 53% (32/60) tenian contacto con perros y gatos, mientras que el 47% (28/60)
tenian ademas del contacto con perros, contacto con otros animales (grandes

animales, animales exoticos, roedores).

El 92% (55/60) refirié tener contacto con secreciones y derivados de animales:
sangre 87% (52/60), materia fecal 82% (49/60), orina 78% (47/60), otros (leche,
tejidos) 23% (14/60).
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El 87% (52/60), refirid haber realizado o participado en partos en el trabajo

actual o en trabajos anteriores.

Si bien no se preciso el porcentaje, la mayoria de los participantes acuerdan en
no utilizar medidas de proteccion personal frente al contacto de los animales,

sobretodo en situaciones de urgencia o emergencia.

9.1.4 Otros datos epidemiolégicos de importancia

El 65% (39/60) de los veterinarios refiere haber trabajado en veterinarias
privadas en los ultimos dos anos. El 50% realizé un viaje fuera del partido de
La Plata en los ultimos seis meses, y solo el 30% (18/60) consumio productos

no pasteurizados.
Ninguno recibio transfusiones.

En la Tabla 5 se describen las principales caracteristicas epidemioldgicas de

interés
CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS (n:60) FRECUENCIA'Y
PORCENTUAL (n)

Sexo femenino 67 (40)
Edad 39 aios (24-69)
Residen y/o trabajan en el partido de La Plata 100 (60)
Trabaja con perros y gatos 53 (32)
Trabaja con perros y otros animales 47 (28)
Perros involucrados en la actividad: mestizos 58 (35)
Hembras 78 (47)
Participacion en partos 87 (52)
Consumo de productos no pasteurizados 30 (18)
Contacto directo con derivado de animales 92 (55)

e Sangre 87 (52)

+ Materia fecal 82 (49)

+ Orina 78 (47)

+ Otros materiales 23 (14)
Viajes fuera de la ciudad 50 (30)
Transfusiones 0

Tabla 5: Caracteristicas epidemiolégicas de los participantes
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9.2 Caracteristicas clinicas

El 80% de los participantes no presentd sintomas durante los 30 dias previos a
la toma de muestra (Figura 3).

De los que presentaron sintomas, 13% (8/60) refirieron cefalea, 12% (7/60)
fiebre, 12% (7/60) mioartralgias y 7% (4/60) sudoracion profusa.

Ninguno presenté sintomas o signos de espondilodiscitis, sacroileitis ni

visceromegalia.
El 3% (2/60) refirio tener sintomas inespecificos en la entrevista.

Debido a que la mayoria de los veterinarios conocen los sintomas habituales
de la brucelosis, se les pregunt6 especificamente si los habian padecido y tres
de ellos (5%) refirieron haber padecido sintomas compatibles en los ultimos 30
dias (fiebre, cefalea, sudoracion, repercusion del estado general, astenia), pero

ninguno de ellos realizé consulta y fue asumido como cuadro gripal.

Dos veterinarios refirieron haber padecido brucelosis, pero no pudieron
especificar afo, ni especie de brucella implicada.

B Asintomatico " Cefalea ®Fiebre ™ Mioartralgias ™ Sudoracién

5%

Figura 3 . Caracteristicas clinicas referidas por los encuestados
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9.3 Caracteristicas de laboratorio
9.3.1 Pruebas diagnésticas para B. canis

Un veterinario present6 pruebas de tamizaje (R SAT) y confirmatorias (IELISA)

reactivas para B. canis, lo que determind una seroprevalencia de 1,6%.

9.3.2 Pruebas diagnésticas para otras especies de Brucella spp.

Ningun veterinario presentd serologia positiva en las pruebas de tamizaje para
otras especies de Brucella spp..

9.4 Descripcioén del caso positivo

La seroprevalencia en este estudio fue del 1,6%, es decir, una sola veterinaria
presentd pruebas positivas tanto de tamizaje como confirmatorias para B.

canis.

Después de haber obtenido estos resultados, se realizé una segunda entrevista
con la profesional, en la que se pudieron recabar y analizar otros datos no

obtenidos en la entrevista inicial.

Es una médica veterinaria, de 30 afos, nacida en la provincia de Salta, en la
que realizd sus estudios universitarios completos en la Universidad Catdlica de
Salta, graduada en el afio 2013. Vive en la ciudad de La Plata desde ese afio,
donde vino a realizar su Residencia de Posgrado en una Clinica Veterinaria de
la ciudad.

No refiere enfermedades previas ni embarazos. No presenta antecedentes
familiares de importancia. Convive con un perro mestizo hembra, castrada.
Refiere consumo de productos no pasteurizados principalmente queso de
cabra. No presentaba sintomas cuando se realiz6 la entrevista ni en los 30 dias

previos.
Realiz6 algunas practicas como estudiante, pero en forma ocasional.

Su primer y unico trabajo fue en la Clinica del Sol ubicada en la calle 24 entre
67 y 68 de la ciudad de La Plata, donde trabajan aproximadamente 10
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veterinarios, y 15 auxiliares; atienden las 24 horas, y brindan servicios de

guardia e internacion.

Refiere trabajar con pequefios animales principalmente perros. Tiene contacto
con todo tipo de secreciones: sangre, orina, saliva, materia fecal. Refiere que
utiliza guantes solo al realizar sondeo vesical en perros, o cesareas. Para el
resto de practicas no los utiliza habitualmente. Refiere ademas haber atendido
un perro macho, con brucelosis cuyo motivo de consulta en esa oportunidad

fue torsion de estbmago y tomé las medidas de proteccion habituales.

Pese a que en esa Clinica se obtuvieron muestras de sangre de otros

veterinarios, y todos trabajan de forma similar, éste fue el unico caso positivo.

9.5 Acciones derivadas

A partir de la realizacion de este proyecto, y al estar en contacto con
veterinarios de diferentes lugares de trabajo y distintas instituciones, se fue
expandiendo el conocimiento de la existencia de infeccion humana por B.
canis, desconocida tanto para médicos generalistas, como para los
infectélogos y médicos veterinarios. Esto, sumado a que en la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la UNLP, existe un area dedicada al estudio de
brucelosis se establecié un contacto cercano, de manera tal, que ante casos
positivos de Brucella en perros estudiados en la Facultad o diagnosticados en
algun otro sitio, se pudo estudiar a los convivientes de esos perros.

Fue asi que durante el periodo de estudio se recibieron 10 consultas de grupos
familiares y hubo dos pacientes con serologias positivas (RSAT /IELISA): uno
derivado del Banco de Sangre y el otro sin datos. Ademas hubo un paciente
internado en Sala de Clinica Médica durante el afo 2014, por sindrome febril
prolongado, realizandose diagndstico probable de Endocarditis infecciosa de
valvula nativa, con hemocultivo negativo, y cuyo unico resultado serolégico
positivo fue para B. canis. Siendo trabajador rural y al no encontrarse otra
etiologia se interpretd el cuadro como de probable etiologia brucelar y recibid
tratamiento para ello (datos no publicados).
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10. DISCUSION

Desde que Leland Carmichael aislé por primera vez Brucella canis en 1966, la
brucelosis canina ha sido reconocida como causa de grandes pérdidas
economicas en los criaderos y aun hoy es dificil establecer el diagndstico y
convencer a los criadores que la actividad reproductiva de ese animal ha

terminado®.

Es comun en el sur de los Estados Unidos, América Central y del Sur (México,
Brasil, Argentina y Chile), algunos paises de Europa (Espafa, ltalia, Francia),
Asia (India, China, Corea, Filipinas) y Africa (Nigeria)®.

La transmision de la enfermedad en el perro se realiza mediante el contacto
directo, por via sexual, oral, nasal o conjuntival, ya que la bacteria se encuentra
tanto en el semen y las secreciones vaginales, como en la orina, leche y fetos
abortados de los animales enfermos. La transmision social ocasional es otra
forma de contagio frecuente, que debe considerarse al estudiar un caso ya que
el olfateo y lamido de los genitales representan una forma de comunicacion

canina®.

El contagio ocurre principalmente a través del contacto con secreciones
vaginales de perras infectadas (celo, parto, posparto, aborto). La transmision
venérea es una de las formas de contagio entre perros sexualmente maduros
de distinto sexo, mientras que en los animales prepuberes la transmision
extrauterina se realiza fundamentalmente por via oronasal mediante contacto
directo o indirecto con orina, semen, material abortado, secreciones vaginales y
leche?”. Se estima que la carga bacteriana en secreciones vaginales puede
alcanzar concentraciones mayores de 10'%mL, y en orina 10%-10%/mL, mayor
en orina de machos® y que pueden persistir en el ambiente por meses. Si se
tiene en cuenta que la dosis infectiva via oral es de 10° bacterias y de 10°
bacterias, via mucosa nasal o conjuntival, el riesgo de transmision al hombre
resulta elevado, no s6lo en el caso de tenedores de perros, sino para el
personal de criaderos (principalmente aquéllos sin medidas sanitarias
adecuadas)®, y para veterinarios del area clinica y de los servicios de apoyo
tales como ecografistas y laboratoristas®.
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La importancia de la presencia de perros callejeros o domiciliarios con
brucelosis canina y sus implicancias en Salud Publica ha sido ampliamente

reconocida.

Existen escasos estudios de seropositividad a B. canis en criaderos caninos en
el mundo®', ademas todos fueron comunicados después de un brote®® o un
caso clinico, por lo tanto representan muestras pequefias y alta la prevalencia:
23% en Hungria®® y 60% en Canada®. En Nigeria se hallé una seroprevalencia
de 10,96% de perros atendidos en hospitales y clinicas veterinarias del sur del

pais™.

A nivel latinoamericano se han llevado a cabo estudios de seroprevalencia en
poblaciones de perros callejeros y domésticos, procedentes de ambientes
urbanos®®: en Peru, los datos oscilan entre 3,3 al 28%°’ y en México del 11 al
28%°%; Ecuador registra la presencia de enfermedad en caninos pero sin datos

cuantitativos®®.

En Colombia, son algunas las comunicaciones que evidencian la presencia de
brucelosis canina en perros procedentes de ambientes urbanos. En su mayoria
corresponden a encuestas serologicas llevadas a cabo en caninos de alto
riesgo de infeccion (criaderos comerciales), siendo de 20,3% en Bogota y 20%

en Medellin® ',

Agudelo- Flérez y colaboradores, realizaron un estudio de seroprevalencia en
perros domésticos de 11 comunas de la ciudad de Medellin y encontraron
2,76% de seropositividad, pero variable por comunas siendo mayor para las
comunas Buenos Aires (6,9%) y Villa Hermosa (5,7%). Es interesante ademas
que conjuntamente realizaron una encuesta de factores de riesgo a los
propietarios y hallaron que la seroprevalencia era mayor en machos, caninos
criollos, menores de un afo, caninos de viviendas con fuentes de agua
cercanas, y en los que han permanecido con el duefio por mas de 5 meses y

cuando la vivienda era compartida con otros animales domésticos®®.
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En Argentina, en 1980, Myers y Varela Diaz informaron que el 30,5% de los
sueros de 131 perros vagabundos capturados en Moreno, provincia de Buenos

Aires, presentaron anticuerpos anti B. canis y del 6,2% se aisl6 la cepa®.

En el mismo afo, Ramacciotti comunicé la infeccion demostrada por el
aislamiento de B. canis de un médico veterinario en la provincia de Cdordoba
que habia efectuado un tacto uterino a una perra, de la cual también fue

aislado el germen®,

Un trabajo de Baruta y col, realizado en una poblacion de 1.100 perros en
General Pico, La Pampa, encontré 58 animales positivos por serologia, y en 16
(27,6%) de ellos aislaron B. canis®.

Boeri y colaboradores en un estudio sobre 219 perros de la Ciudad Autébnoma
de Buenos Aires, seleccionados de barrios y asentamientos con bajas
condiciones de higiene, encontraron que el 7,3% tenia anticuerpos anti B. canis
y en 3 se aislo la cepa de hemocultivos. El mayor porcentaje de animales
positivos fue en las zonas de Retiro, Parque Avellaneda, Boca-Barracas y San
Telmo®. Lucero y colaboradores, en una investigacion similar, que incluyé 224
animales procedentes de 13 barrios del partido de Lomas de Zamora, provincia
de Buenos Aires, detectaron 10,7% de perros seroldégicamente positivos y hubo

dos aislamientos de B. canis®®.

En el Servicio de Brucelosis del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas
Dr. Carlos G. Malbran (ANLIS-Carlos G. Malbran), durante el periodo 1996-
2011, se han identificado y tipificado 309 cepas de B. canis, aisladas de perros
de ambos sexos y diferentes razas, procedentes de Buenos Aires, Cdérdoba,
San Juan, San Luis y Tierra del Fuego; algunos con habitos domiciliarios pero

la mayoria peri-domiciliarios o vagabundos?®.

Existe un reducido numero de casos de infeccidn humana comunicados en la
literatura mundial desde su primer aislamiento en 1966 y en la mayoria de los

casos no es sospechado en el cuadro clinico inicial®

. Sin embargo, en los
ultimos anos, se han descrito brotes de infeccidon humana por Brucella canis en
convivientes con perros infectados®. También se han descrito casos en

pacientes con Enfermedad de Gaucher y Sindrome de Guillain Barré®®. Manias
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y col han comunicado el primer caso de endocarditis por B. canis en Argentina
en un paciente adulto con aislamiento bacteriano en hemocultivos?®. Los
huéspedes inmunocomprometidos en contacto estrecho con perros podrian
considerarse con mayor riesgo de infeccibn. Se han comunicado casos

aislados de infeccion por B. canis en pacientes infectados con el VIH®® ¢°.

Si bien en el partido de La Plata no se conocen datos de la prevalencia de
brucelosis canina en animales ni en humanos, el Laboratorio de Inmunologia
de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la UNLP desarrolla desde hace afios
tareas de investigacion y diagnostico de Brucella canis y ha presentado
recientemente la casuistica de brucelosis canina obtenida en el laboratorio en
el periodo comprendido entre octubre 2013-octubre 2015. De 181 muestras
ingresadas provenientes de pacientes de médicos veterinarios dedicados a la
actividad privada y de criaderos comerciales, 31 animales resultaron positivos
por serologia (17%) y en 4 se pudo confirmar la cepa en hemocultivos’®.

Lo que motivo la realizacion de esta tesis, fue un trabajo realizado en forma
retrospectiva de los casos de brucelosis humana atendidos en el Servicio de
Infectologia del Hospital San Martin de La Plata durante el periodo 2006-
2012%'. De 27 casos diagnosticados de brucelosis, 6 (22%) se debieron a
infeccion por B. canis y de éstos, tres tenian contacto con perros, siendo dos
de ellos veterinarios (33%). Uno de ellos presentaba sintomas en la consulta y
el otro fue un hallazgo por control de rutina al realizar trabajos de riesgo. Un
paciente fue derivado del Banco de Sangre por serologia positiva, y al
realizarse las determinaciones en el hospital se diagnosticé infeccion por B.
canis. Todos los casos fueron diagnosticados por pruebas serologicas RSAT y
confirmados por IELISA. Salvo en un caso, las pruebas seroldgicas para otras
especies de Brucella también fueron positivas, 1o que reflejaria las multiples
fuentes de riesgo a los que estan expuestos quienes padecen Brucelosis
(veterinarios, trabajadores rurales, personas que consumen productos no

pasteurizados, tamberos)*".

Aunque existen datos de seroprevalencia de infeccion humana por B. canis en

30, 51, 71,72

distintos lugares del mundo , este es el primer trabajo que analiza la

seroprevalencia de brucelosis canina en un grupo considerado de alto riesgo
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como son los veterinarios que trabajan y tienen contacto estrecho con los

perros y sus secreciones en el partido de La Plata.

Se estudiaron 60 veterinarios de distintos zonas del partido de La Plata que
trabajaban y tenian contacto estrecho con perros. La mayoria de ellos
expuestos a actividades de riesgo como haber realizado y/o participado en
partos y tener contacto directo con derivados de animales principalmente
sangre, materia fecal y orina. Pese a que las condiciones de trabajo fueron
similares en todos los veterinarios, la seroprevalencia en este estudio resultd
de 1,6%, siendo el caso indice una médica veterinaria joven, asintomatica,
cuyo unico trabajo fue en la ciudad de La Plata, y que recuerda haber atendido
un perro con brucelosis. Es importante sefialar ademas que las pruebas
seroldgicas para otras especies de Brucella resultaron negativas en todos los
veterinarios, lo que estaria relacionado con que la mayoria de ellos trabajan

con animales pequefos y domésticos en ambientes urbanos.
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11.CONCLUSIONES

Aunque los datos de este trabajo no pueden ser comparados con los de la
literatura, se destaca la importancia de mantener el alerta frente a una
enfermedad escasamente conocida en humanos, en quienes la mayoria de

las infecciones son asintomaticas.

Es de interés realizar nuevos y mas amplios estudios sobre la seroprevalencia

en canes y humanos expuestos a riesgo.

Si se tiene en cuenta la presencia de perros positivos en la region, y que no
solo los veterinarios pueden estar expuestos a riesgo, sino también aquéllos
que trabajan en criaderos y las personas que conviven con perros, se deben
realizar tareas conjuntas de educacion para la salud con organizaciones de la
sociedad civil e instituciones médicas y veterinarias para limitar el posible
impacto de esta zoonosis urbana emergente en nuestra regién y considerarlo

un problema de Salud Publica tanto en el ambito médico como veterinario.
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Formulario de registro clinico
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ORI\./I,ULARIOD R&IgTﬁO[CLfNI .

L3 Plata

CRITERIOS DE INCLUSION

Veterinarios

[ Si [] No

Trabaja con perros

[ Si [] No

Tiene perros
[] Si (Especificar raza/sexo)......ccceeeuuen.. [] No

Tuvo perros
[] Si (Especificar periodo de tiempo)...... [] No

Residente en la ciudad de La Plata y sus alrededores
[] Si (ESPECIfICAr CIUAAT.......vveieee ettt ettt sttt s )

[] No

Formulario de consentimiento informado firmado

[ Si [] No

DATOS PERSONALES

Fecha [/

Nombre Completo

Fecha de Nacimiento //

Edad: __ afos

Domicilio

Teléfono
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Sujeto N° [ ]

DATOS LABORALES

Aio de graduacién

Lugar de trabajo

Antigliedad en el trabajo_afios

Tipo de animales involucrados en la actividad

Contacto con derivados de animales

[] Si [] No
Especificar qué tipo de derivados
Realizacién y/o participacion de partos

[] Si [] No
Lugar de trabajo en los ultimos 2 afos
Consumo de productos no pasteurizados

[] Si [] No

Transfusiones

[] Si [] No

Viajes en los ultimos 6 meses

[] Si [] No

Lugar

DATOS CLINICOS

¢Tuvo alguno de estos sintomas en los Gltimos 30 dias?
Fiebre mayor 382

[] Si [] No

Sudoracion profusa

[] Si

Cefalea

0
[] Si [] No
0

No

Mialgias/artralgias

[] Si

No

éPresentd sintomas compatibles con Brucelosis en los ultimos 30 dias?

[] Si [] No

¢Alguna vez tuvo Brucelosis? Especifique afio

[ Si No [
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Sujeto N° [ ]

¢En el ultimo mes le han constatado alguno de los siguientes signos?
Hepatomegalia

[] Si [] No
Esplenomegalia

[] Si [] No
Espondilitis

[] si [] No
Sacroileitis

[] si [] No

¢Hoy presenta algun sintoma?

[] si [] No

éCual?

DATOS DE LABORATORIO (B. canis)

RSAT

[] Positiva [] Negativa
IELISA

[] Positiva [] Negativa

DATOS DE LABORATORIO (Brucella spp)

Pruebas de Tamizaje

[] Positiva [] Negativa
Pruebas Confirmatorias
[] Positiva

[] Negativa
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Formulario de consentimiento informado
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Estudio de Seroprevalencia de Infeccién por Brucella canis en Veterinarios del Partido de La
Plata

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

(ANEXO 1)

En el dia de hoy se lo esta invitando a participar de este estudio que tiene como
objetivo conocer la prevalencia de la infeccidn por Brucella canis en personas adultas
en contacto estrecho con perros en la ciudad de La Plata y sus alrededores. Esto se
debe a que se ha registrado un incremento en la prevalencia de esta bacteria en perros
estudiados en distintos partidos de la provincia de Buenos Aires y a que la infeccién
humana es cada vez mas frecuente. Se incluiran 60 veterinarios.

El trabajo requiere de la toma de una muestra de sangre de una vena de la
zona del pliegue del codo. Esta muestra de sangre sera obtenida en el Servicio de
Infectologia del Hospital San Martin de La Plata o en su lugar de trabajo. Las muestras
extraidas seran analizadas en el Laboratorio Central del Hospital San Martin y las que
resulten positivas para Brucella canis seran enviadas al Instituto Nacional de
Enfermedades Infecciosas Dr. Carlos G. Malbran para su confirmacién, siguiendo el
protocolo de estudio habitual de las muestras analizadas para Brucelosis y que
resulten positivas. Conjuntamente con este procedimiento se procedera a realizar el
estudio de otras especies de Brucella que podrian resultar de interés en su profesién
(B melitensis, B suis, B abortus). La muestra de sangre extraida sera utilizada sélo para
estas determinaciones. Las pruebas seroldgicas de tamizaje utilizadas seran: reaccién
de Huddleson, prueba de Rosa de Bengala (RBT), antigeno tamponado en placa (BPA) y
pruebas de seroaglutinacion (SAT).

En general, para los médicos es importante determinar cual es el
comportamiento de esta infeccion y poder realizar las acciones de prevencion en la
poblacién general.

Este estudio no implica ningun tipo de intervencidn terapéutica y por lo tanto
es un estudio sin riesgos para el participante.

Los resultados de este estudio no tendran ningun beneficio directo. Sin
embargo, Ud. Podria beneficiarse si se llega a detectar una serologia positiva durante
el estudio. Los riesgos por participar se limitan a las escasas complicaciones que
podrian surgir de la extraccion de sangre (dolor, hematoma).

Sus datos seran guardados confidencialmente y no serdn revelados por ningun
motivo. Su identidad sera preservada y su nombre no figurara en los informes del
estudio.
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Sujeto N° | ]

Una copia de este formulario le serd entregada una vez que sea firmado.
Mediante la firma del mismo Usted acepta que lo ha leido, comprendido, que se han
respondido sus preguntas, y que lo firma libre y voluntariamente.

Version 1.0-Mayo 2014-Hospital General San Martin de La Plata —
Médica Maria Laura Yantorno



Sujeto N° | ]

PAGINA DE FIRMAS

El presente trabajo de investigacién ha sido evaluado por el Comité de Etica del
Hospital General San Martin de la ciudad de La Plata, inscripto en el Registro Provincial
de Comités de Etica en Investigacién con el nimero 010/2010en folio 47 dependiente
del Comité de Etica Central en Investigacién- Ministerio de Salud de la provincia de
Buenos Aires.

Usted puede contactar al investigador principal (Maria Laura Yantorno) al nimero 221
4234214, Servicio de Infectologia del Hospital General San Martin, calle 1 y 70, La
Plata, y/o al Comité de Etica del mismo hospital. Tel: 221 425 1717; int. 299 (Dra. Delia
Marifo)

Firmando abajo Usted da Consentimiento para participar en el estudio descripto

Apellidos y nombres del Participante Aclaracion DNI
Apellidos y nombres del Testigo Independiente  Aclaracién DNI
Apellidos y nombres del Investigador Aclaracion DNI
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Médica Maria Laura Yantorno



