\'{/-\NLIS |

Universidad Nacional
de
General San Martin

Maestria en Microbiologia Molecular

Tesis:

"BRUCELOSIS CANINA: COMPARACION DE LA SENSIBILIDAD Y
ESPECIFICIDAD Y RAZON DE VEROSIMILITUD POSITIVADE 4
ENSAYOS DE PCR PARA LA DETECCION DE Brucella spp EN MUESTRAS

CLINICAS DE CANINOS”

Autor: Eduardo Jorge Boeri. Instituto de Zoonosis Luis Pasteur Ciudad Autbnoma
de Buenos Aires. Division inmunologia y diagnoéstieccion serologia y pruebas
bioldgicas area zoonosis bacterianas.

Director: Dr. Marcos David Trangoni. Laboratorio de Brucella, Campylobacter y
Microbiota. Instituto de Biotecnologia CICVyA-CNIATA.



Buenos Aires, noviembre de 2016
AGRADECIMIENTOS

En primer lugar, a mi tutor Dr. Marcos Trangoni poeptar ser mi guia y aportar su experiencia en
el desarrollo de esta tesis.

A mis companeros del laboratorio Biolégico del itosd de Zoonosis Luis Pasteur de la Ciudad de
Buenos Aires: Dr. Fernando Beltran, Dr. Gabriel uitin, Dra. Julia Madariaga, Licenciada
Nazarena De Salvo y Técnica Maria Teijeiro por aywh el procesado de algunas de las muestras
del trabajo y por todos los aportes y sugerenaiaado las cosas fueron un poco complicadas.

A mi Jefe Dr. Federico Gury Dhomen por permitirmesatrollar ideas no solo en el plano
intelectual si no en el practico.

A mi Jefa Dra. Marta Tealdo por el apoyo en el defla de la tesis.

A la Dra. Nora Castiglia por sus sugerencias méfgflcas y procesadas de los datos estadisticos
del trabajo.

Al Dr. Edgardo Marcos quien siempre insistid eneehpuje para que los profesionales nos
capacitaramos y siguiéramos adelante.

Al Dr. Silvio Cravero quien fuera el que me ensé&®primeros pasos en el mundo de la biologia
molecular.

Al Dr. Sebastian Elena por el procesado de unaaparte de los cultivos microbiolégicos.

A la Dra. Magdalena Wanke por su aporte de expggeg con quién tomamos parte de las
muestras de este trabajo.

A la Dra. Nidia Lucero que me dio la posibilidadidgresar en el mundo de la brucelosis y me guio
en mis primeros pasos en el conocimiento de estaneadad.

A todo el equipo del laboratorio de referencia decbklosis del Anlis, Instituto Malbran: Dra.
Gabriela Escobar, Técnica Sandra Ayala y Técnidaobxdn Hasan por el procesado de algunas de
las muestras para serologia.

A Maria Teresa de Urquiza, comparfiera de maestiéa que cedid cepas de referencia para realizar
una prueba de este trabajo.

A mis compaferas de vida: Carina, Micaela y Paula.

A mi madre y hermanos y a todos los que me apoyaaica que desarrollara este trabajo.

Finalmente, a la memoria de mi gran amigo Diegookicy de mi padre.



Este trabajo fue financiado parcialmente por ladagion Alberto J. Roemmers FAJR 2013 /2015.



INDICE TEMATICO

1.

INTRODUCCION
1.1 Historia de la brucelosis
1.2 Clasificacion taxonémica del génBrocella
1.3 GénerBrucella
1.4 Patogenia
1.5 Enfermedad en humanos y animales
1.6 Brucelosis canina
1.6.1 Diagnoéstico
1.6.2 Zoonosis
1.7 Reaccion en cadena de la polimerasa

1.7.1Regiones génicas blancos para el diagnéstico malecu

HIPOTESIS Y OBJETIVOS
2.1 Objetivo general
2.2 Objetivos particulares

MATERIALES Y METODOS
3.1 Disefio, poblacién y muestras
3.2 Método Gold Estandar
3.2.1 Definicion de animales sanosfgemnos
3.3 Pruebas moleculares para detecci@rdeellaspp
3.3.1 Genes /regiones génicas aroatifis por PCR
3.3.2 Sensibilidad analitica (limitedkteccion)
3.3.2.1 Muestras de sangre
3.3.2.2 Muestras de flujos
3.3.2.3 Muestras de orina
3.3.3 Especificidad analitica
3.4 Indice de concordancia de los 4 ensagd3CGR
3.5 Analisis estadistico

© N oo b~ WD

13
13
13
14

17
17
17
17

18
19
20
21
23
23
24
24
25
25
25
25



4. RESULTADOS

4.1 Muestras

4.2 Pruebas serolégicas y bacteriologieal®sl animales sanos

4.3 Pruebas seroldgicas y bacteriologicamnit@ales enfermos

4.4 Manifestaciones clinicas y epidemiolagimpatible de animales
enfermos

4.5 Sensibilidad analitica / limite de detéo
4.5.1 Sensibilidad analitica en mizsstle sangre
4.5.2 Sensibilidad analitica en messtle flujos genitales
4.5.3 Sensibilidad analitica en muasstle orina

4.6 Especificidad analitica

4.7 Indice de concordancia entre los 4 evsdg PCR

4.8 Sensibilidad y especificidad diagnéstica

4.9 Anadlisis estadisticos de los resultados

5. DISCUSION

5.1 Cultivos bacteriolégicos

5.2 Pruebas serolégicas

5.3 Genes estudiados
5.3.1 Gen codificante para BCSP31
5.3.2 Secuencias de inserci6rlis
5.3.3 Gen 16S-23S rDNA del espaciador
5.3.4 Genesnp2ay omp2b

5.4 indice de concordancia

5.5 Razoén de verosimilitud positiva

5.6 Curvas ROC

5.6 Consideraciones finales

6. CONCLUSIONES

7. BIBLIOGRAFIA

27
27
27
28

28
29
30
31
33
34
34
37

38
38
39
40
41
41
42
43
43
44
45

45

46



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Caracteristicas del géndBoucella

Tabla 2. Combinacién de pruebas para definir el Gold Estaesi@ablecido

Tabla 3. Termociclados realizados con cada par de cebadores

Tabla 4. Cebadores utilizados con la region que amplifiehtamario del
amplicon obtenido

Tabla 5. Limite de deteccion de los 4 pares de cebadoresseqho en
UFC/mL

Tabla 6. Concordancia entre los 4 ensayos de PCR y el GailthHar

Tabla 7. Sensibilidad, especificidad y RV+ de 4 ensayos@R eén 595
muestras contrastadas con el Gold Estandar

Tabla 8. Sensibilidad, especificidad y R\We 4 cebadores en sangre sobre
244 muestras

Tabla 9. Sensibilidad, especificidad y R\te 4 cebadores en flujo sobre
250 muestras

Tabla 10. Sensibilidad, especificidad y R\We 4 cebadores en orina sobre
101 muestras

Tabla 11. Resultados del test de ANOVA mostrando valoresaded bajo

la curva y su valop

21
22

23

32
34

34

35

35

35

37



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Estructura de la envoltura bacteriana de lasdbas lisas y
rugosas

Figura 2. Epididimitis

Figura 3. Dermatitis y edema escrotal

Figura 4. Aborto tardio

Figura 5. Descarga genital patolégica en una hembra

Figura 6. Discoespondilitis severa

Figura 7. Grafico de la distribucion de los signos clinibaiados en 55
de los 298 perros positivos al Gold Estandar

Figura 8. Determinacién de la sensibilidad analitica en nrassie sangre

Figura 9. Determinacién de la sensibilidad analitica en nrassle flujos
genitales

Figura 10. Determinacion de la sensibilidad analitica en nrasgde orina

Figura 11. Especificidad analitica de los 4 grupos de cebadestudiados

Figura 12. Curvas ROC de las 4 PCR con el ABC vy su respetfivie las

595 muestras evaluadas

10
10
11
11
12

28

29

30

31
33

36



ABREVIATURAS

ABC: area bajo la curva

ADN: acido desoxirribonucleico

AGID: inmunodifusion en agar gel

ANOVA: andlisis de la varianza

BPA: antigeno tamponado en placa

CABA: Ciudad auténoma de Buenos Aires
dNTPs: desoxinucleotidos trifosfato

Esp: especificidad

GE: Gold estandar

IZLP : Instituto de zoonosis Luis Pasteur
LPS: lipopolisacarido

ME: membrana externa

mL: mililitros

pL: microlitros

MpM : marcador de peso molecular

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa
PCR1: cebadores B4/B5

PCR2 cebadores ITS66/ITS279

PCR3: cebadores JPF/JPR CA

PCR4: cebadores 01/02

gPCR: PCR en tiempo real

ROC: Caracteristica Operativa del Receptor
RSAT: aglutinacion rapida en placa
RSAT-2ME: aglutinacién rapida en placa con agregado uheaptoetanol
RV+: razén de verosimilitud positiva

S. sensibilidad

SENASA: Servicio Nacional de Sanidad Animal
TAE: Tris-acetato-EDTA

TE: buffer Tris EDTA

TSB: buffer tris base salino

UFC: unidad formadora de colonias



RESUMEN




RESUMEN

La brucelosis canina es una enfermedad infectogm#a que afecta caninos salvajes y
domeésticos dando sintomas de infertilidad en maghoambras y, ocasionalmente, se transmite al
hombre. El diagndstico es dificultoso a pesar de las nuedasicas disponibles entre ellas
seroldgicas, bacteriolégicas y moleculares. Paon estdn, se deben realizar varias pruebas para
llegar a un resultado confiable para la toma désgeres. Al momento no se encuentra publicado
ningun trabajo que evallie el empleo de distintaggones génicas para el diagnéstico de esta
enfermedad. Por tal motivo, el objetivo de estbajafue comparar la sensibilidad, especificidad y
razon de verosimilitud positiva de 4 ensayos de P@Rccion en cadena de la polimerasa) para la
deteccion deBrucella spp en muestras clinicas de caninos. Fueron eladua44 muestras de
sangre, 101 de orina y 250 de flujos, dando un t&ab95 entre animales sanos y enfermos. La
muestra fue equilibrada para poder obtener logeslde cribaje de los 4 ensayos de PCR (reacciéon
en cadena de la polimerasa) contrastados con dlgstdndar establecido. EI mismo fue predefinido
por medio de diferentes combinaciones de pruebaslégeas, bacteriolégicas y nexo
epidemioldgico. Se utilizé como prueba tamiz lantéa de RSAT (aglutinacidon rapida en placa) y
como prueba confirmatoria la AGID (inmunodifusion agar gel) y el iIELISA (inmunoensayo
enziméatico indirecto). A todos los animales serksizé hemocultivo y a los caninos machos,
ademas, urocultivo. Los genes evaluados en lossdyes de PCR fueron los siguientes: gen
codificante para la proteina BCSP31, el gen rib@aal espaciador 16S-23S rDNA, las secuencias
de insercion 1811y los genesomp2ay omp2b.De la totalidad de animales muestreados, 297
correspondieron a animales sanos y 298 positiv@oll estandar. La sensibilidad y especificidad
de los ensayos de PCR fue la siguiente: gen cadificpara la proteina BCSP31 sensibilidad 45,64
% (IC 39,81 -51,46) y especificidad 95,62 % (IC1E3; 98,12); gen ribosomal del espaciador 16S-
23S sensibilidad 69,80 % (IC 64,42 - 75,18) y espatad 93,94 % (IC 91.06 - 96.82); genes
omp2ay omp2bsensibilidad 39,26 % (IC 33,55- 44,97) y espeidifid 97,31 % (IC 95,30 — 99,32);
secuencias de insercion7/lBL sensibilidad; 22,82% (IC 17,89 — 27,75) y espeidéid 99,66 % (IC
98,84-100). Se concluy6 que el gen ribosomal fuguel mejor sensibilidad diagnostica tuvo y que

los 4 genes testeados tuvieron una muy buena ésjaad entre el 95y 99% (IC 91.05 -100).
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1.1 Historia de la brucelosis

La brucelosis es una enfermedad infectocontagmsanotica y de curso agudo a cronico
producida por bacterias del gén@nucellaque afecta distintas especies de mamiferos incklida
hombre. Se encuentra distribuida a lo largo deldouron mas de 500.000 personas afectadas en
América Latina, Asia central y varias regionesrdetiterraneo (Von Bargen y c@012).

El antecedente mas remoto de posible brucelogmiede ver en el libro de Epidemias de
Hipdcrates, donde se describe una condicion deefisfcurrente con una duracion de 4 meses, y
muerte en el afilo 450 AC (Hughes ML, 1897). En uundés del afio 2002, se describieron lesiones
tipicas de brucelosis en restos 6seos de persar@gerecieron en la erupcion volcanica del
Vesubio en el 49 a. C (Capasso, 2002).

Existen varios reportes de fiebre ondulantes darblog siglos XVI, XVII y XVIII, los que
fueron tomando diferentes nombres como ser: Fibtediterranea, Fiebre de Malta y Fiebre de
Gibraltar entre otros.

Willam Burnett fue el primero en estudiar la enfedad en la isla de Malta en soldados
britAnicos que estaban en recuperacion durantedaayde Crimea. En 1861 Jeferry Allen Marston,
sargento britanico que contrajo la fiebre de Madisgribido en detalle los sintomas clinicos de su
propia afeccion: fiebre irregular durante 90 d&wstomas gastrointestinales y dolores musculares.

El microorganismo fue aislado por primera vez pawiD Bruce en Julio de 1887 del bazo
de un soldado muerto por la enfermedad y lo lldidrococcus melitensif2udo observar que el
crecimiento era mejor con altas temperaturas \blesti® que las cabras eran el reservorio de la
enfermedad identificAndolo en sangre, orina y ledBstos hallazgos ayudaron a explicar la
epidemiologia de la enfermedad.

En 1895 un veterinario de Dinamarca, B. Bang, asidmicroorganismo del utero de un
bovino que habia abortado y lo identificé con®atillus abortu$ (actualmenteB. abortu3. En
1914 J.Traum llamodmerican mellitenisal aislamiento obtenido a partir de un abortocpuo,
actualmenteB. suis.En 1920 Meyer y Shaw denominarBnucella abortusy Brucella mellitensis
en honor a D. Bruce, creando de este modo el g8racella. Recién para el afio 1956 se describe
una nueva especie cuando Buddle reporta como regplende la epididimitis en carneros y abortos
en ovejas de AustraliaB ovis Poco después, en 1957, Stoenner y Lackman des&imeotomae
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aislada de roedores del desierto. Afios mas tam@®iChael y Kenny, aislaB. canisde abortos de
un criadero de caninos en 1968. Mas recientemEngger en 2007, aislé B cetiy B. pinnipedalis
a partir de cetaceos y focas. Al afio siguiente §08cholz aisld. microtia partir de Microtis
arvalus y dos afios mas tarde (2010), el mismo ,aafslaB. inopinataa partir de un implante
mamario de una paciente de 71 afios. En los Ultoloesafios, se aislaron nuevas especies que se

comentan mas adelante.

1.2 Clasificacion taxonomica del génerBrucella

De acuerdo con el analisis de la secuencias ddb aihonucleico 16S (ARNr 16S), el
géneroBrucellaesta categorizado dentro del grupo alfa del sulog2uge la clase Proteobacteria la
cual tiene relacion filogenética comBartonella, Rickettsia, Agrobacterium, Rhizobium vy
Rhodobacteracea@lorenoy col.,1990).

Estudios de hibridacion DNA-DNA han demostrado twanologia mayor a un 95% entre
los distintos tipos dBrucella(Tomas Fitch, 2010) lo que ha generado cierta ovatsia respecto a
la clasificacion de las diferentes especiesBdecella Sin embargo, actualmente se utiliza la
taxonomia clasica que diferencia a las especiesspoafinidad con el hospedador y ha sido
reconocida nuevamente por el Subcomité de Taxondeaucella (Osterman y Moriyon, 2006):
B. melitensigiene preferencia por caprinos y ovinBs,abortuspor bovinosB. suispor cerdosB.
canispor caninosB. ovispor ovinos,B. neotomagoor ratas del desiert®. cetaceagor cetaceos,
B. pinnipedialispor focas yB. microti por un roedor de campo. Recientemente se aislaron dos
especies nuevag. papionissp. en mandrilefWhatmore y cal 2014) yB. vulpissp en zorros
colorados (Scholz y cgl2016). Cada especie tiene una gran afinidad pohaspedador sin
embargo, pueden encontrarse en diferentes espeat@esanimales ocasionando sintomas
inespecificos.

En latabla 1 se resumen las caracteristicas del géBeuoella.
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Tabla 1. Caracteristicas de las especies del géarrecella.

Brucella

Lisas

Rugosas

Nuevas
especies

B. melitensis | Cabras, ovinos, 1,2,3 Alta
camélidos
B. abortus Bovino 1,2,3,4,5,6,9 Moderada
B. suis Cerdo, roedores| 1,2,3,4,5 | Moderada / alta segur
salvajes biovar
B. ceti Ballenas y delfine ND baja
B. pinnipedalis;  Focas, lobos ND ND
marinos
B. inopinata Humanos ND ND
B. neotomae Roedores ND ND
B. microti Roedores y zorro ND ND
B. ovis Ovinos ND
B. canis Caninos ND Baja
B. papionis Mandriles ND ND
B. vulpis Zorros colorados ND ND

ND: no descripto

1.3 GéneroBrucdla

Brucella es una bacteria Gram negativa inmévil de estructw@obacilar de 0,5 a 0,7
micrones () de diametro y de 0,5 a 1,5 p de laBgotemperatura Optima de crecimiento es de 37
°C enun pH de 6,6 a 7,4. No posee capsula ni fespara y carece de plasmidos. A diferencia de
muchas otras bacterias, su genoma esta constgarddos cromosomas circulares con un tamafio de
2,2 Mb y 1,1 Mb, conteniendo un 58 — 59 % de GuanirCitosina (G+C) (Michaux-Charachory S
col., 1997).Brucella e aerdbica estricta y posee un metabolismo oxidlatilizando nitratos como

aceptores de electrones. No atacan la gelatinadificen la leche, son catalasa y oxidasa positivos

y en general no fermentan los azucares (Wilfert C886).
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En base al aspecto de las colonias obtenidas eiomélido, las diferentes especies de
Brucella se clasifican habitualmente como lisas (S) o rugd$y. Dentro de las primeras se
encuentrarB. abortus, B. melitensi8. suisy B. neotomaey dentro de las segund&s ovis y B.
canis El aspecto que adquieren las colonias se debexgpresion del lipopolisacarido (LPS) en la
superficie bacteriana, LPS-S en las lisas y LPS$tRag rugosas, aunque durante su crecimiento en
los medios de cultivo pueden experimentar mutasianee afectan la expresion del LPS (Ariza
Cardenal J, 1995)

Brucella posee la membrana celular similar en su estructuratras bacterias Gram
negativas, sin embargo, tiene caracteristicas ajdéddrencian en los componentes de la membrana
externa (ME) como ser los lipidos y polisacaridos.

El peptidoglicano si bien es similar, se encuehiteatemente asociado a la ME y el LPS esta
unido a proteinas Omp del grupo 3 (Freer y,d&196).

Dentro de los fosfolipidos que se encuentran conyomaconcentracion esta la
fosfatidilcolina, lo que la diferencia de otras fBraegativas que poseen fosfatidiletanolamina. La
estructura del LPS esta compuesta por el polisaz&i el nucleo y el lipido A. En fegura 1 se

describe el esquema de la envoltur&decella.

CADENA O
NUCLEO

LPS

LIPIDO A

GLICANO NUCLEO

EXTERNA

LIPIDO A

MEMBRANA
EXTERNA
MEMBRANA

J— LIPOPROTEINA
LIPOPROTEINA

PEPTIDOGLICANO

B D dddd ’_PEPTIDOGLICANO

MEMBRANA
INTERNA

U( UQ FOSFOLIPIDOS

MEMBRANA
INTERNA

Brucelalisa Brucellarugosa

Figura 1. Estructura de la envoltura bacteriana de lasdbasdisas y rugosas. Las cepas rugosas carecen
de la cadena O del LPS. Adaptado de Brucelosis @niBlasco J.M. y Gamazo C. Investigacién y
Ciencia (1994), 218: 56-62

El polisacérido O es capaz de producir reacciorzatta con anticuerpos contra el

polisacarido deYersinia enterocolitica PseudomonasVibrio cholerae, E. coli, Xanthomonas
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maltophiliay Francisella tularensigFreer y cal, 1995) y esta formado por un homopolimero lineal
con un numero de aproximadamente 100 perosaminasidkeo del LPS esta formado por
glucosamina, glucosa, manosa y quinovosamina. fdldi A de Brucella tiene un esqueleto
disacarido de diaminoglucosa y acidos grasos, akyde ellos de cadena larga. Estos junto con los
lipidos de ornitina y fosfatidilcolina contribuyem la mayor resistencia de la ME a los antibioticos
y péptidos cationicos (Cherwonogrodzky y.ctB90).0tros polisacaridos, como el hapteno nativo
(homopolimero de perosamina), se encuentran hicicEente asociados con el LPS.

Las brucelas no son acidorresistentes, aunque puedestir a la decoloracion por acidos
débiles o por alcalis (Corbel y Morgan, 1984). Taénbson microorganismos aerobios que poseen
un metabolismo respiratorio. Algunas cepas exiggriemento de un 5 a 10% de £@ara su
crecimiento, en especial para el primer aislamieStm exigentes para su crecimiento y requieren
agregados de tiamina, nicotinamida, biotina y maaga (Lucero, 1996).

La supervivencia del géneBrucellaen el medio ambiente varia segun las temperatuias y
presencia de humedad: en agua a 37 °C y pH 7,%ustieme viable un dia; en agua a 8 °C y pH 6,5
57 dias; en materia fecal en veranol dia, miemfugsen invierno permanece viable 53 dias; en
fluidos y secreciones en verano son viables sot@Paminutos (Castro y cl2005). En los restos
de 6rganos congelados, las bacterias pueden sabngei muchos afios. Los materiales desecados
gue contengan materia organica y estén protegielte ldz solar pueden tener capacidad de infectar
por mucho tiempo. En contraste, son bastante dessab calor. Asi, una suspension diluida de
Brucellase destruye rapidamente al ser sometida a la pastedn o al exponerla a temperaturas
de 60 °C por 30 minuto8rucellaes muy sensible a la radiacion ionizante y se memmeapidez al
exponerla a la luz ultravioleta (5 minutos). Tambsén sensibles a la mayoria de los desinfectantes
de uso comun a las concentraciones recomendadagxo@pcion de las sales cuaternarias de
amonio. Como sucede en otras bacterias, la sustiglgiil se reduce en presencia de materia
organica o a bajas temperaturas. El etanol, isemapioddforos, hipoclorito de sodio diluido y el
fenol al 1% son eficaces para desinfectar la pipluesta érucella (World Health Organization,
2005).

1.4 Patogenia
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Las especies dBrucella pueden sobrevivir y replicarse dentro de las aélfidgociticas del
sistema reticuloendotelial como asi también enagoditicas tales como trofoblastos. Esto implica
una temporal fusion de la vacuola que contBneellacon el lisosoma y la exclusion posterior de
las proteinas lisosomales (Star T y.c@008). Siguiendo éste proceso, la vacuola queiertnt
Brucella se asocia con el reticulo endoplasmico. Estos adimentos (reticulo endoplasmatico y
vacuola con brucelas) son el nicho para la repbcaimtracelular dentro de los macrofagos, células
epiteliales y trofoblastos placentarios. Una vemnpglido este proceso, las bacterias pueden
establecer una infeccion cronica (Anderson y, d®86a, 1986b, Pizarnp col., 1988, Celli y cal,
2003).

Brucella carece de los clasicos factores de virulencia caeo capsula, presencia de
fimbrias, plasmidos y endotoxinas (Gorvel y More2002). Algunos de los factores de virulencia
como el LPS, enzimas antioxidadntes y GMP (guamo&monofosfato) son criticos para la
supervivencia dentro de las células fagociticapdhae y col., 2005, Xiang y cpR006). Mientras
qgue la persistencia prolongada Bricella en los macréfagos conduce a la infeccion croreca,
amplia replicacion de las bacterias en los trofstbka placentarios produce sintomas agudos del
tracto reproductivo provocando el aborto en huéspedturales (Roop y cp2009).

El ciclo de vida deBrucella tiene dos fases: a) la fase aguda, donde invadecdlulas
epiteliales dando patologia del tracto reproductibpla fase crénica, donde el microorganismo
sobrevive dentro de los fagocitos. La placenteetignan cantidad de receptores de manosa Yy eritritol

lo que podria explicar el tropismo Beucellapor este 6rgano (Corbel, 1997).

1.5 Enfermedad en humanos y animales

La brucelosis humana es una de las mas importao@sosis distribuidas a lo largo del
mundo. AunqudB. abortus, B. suig B. canisson potenciales agentes patdgemosnelitensiges la
mas virulenta ya que pequefias cantidades del mganismo (entre 10 y 100) son suficientes para
provocar la infeccion aguda y crénica (Bossi P,420Bugier y cal 2007). Los veterinarios,
personal de frigorificos, mataderos y de establiecitns ganaderos adquieren la infeccion a traves
de lesiones en la piel por contacto con fluidobgreos de animales infectados (Hartigan P, 1997).

El personal de laboratorio puede infectarse a sraeaerosoles (por lo cual siempre debe trabajar
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en cabina de bioseguridad nivel 2) o por inyeceiécidental de antigeno durante la produccion del
mismo (Wallach y co] 2004).

Luego de la exposicion a la bacteria, las maniéest@s clinicas pueden aparecer dentro de
los 5 a 60 dias. Muchos pacientes presentan siatogemerales como fiebre ondulante,
linfoadenopatia, hepatoesplenomegalia y sudorasidbi@ embargo, algunos individuos presentan
una forma crénica con problemas articulares, edfitimd artritis, problemas genitourinarios,
abscesos y en algunos casos endocarditis (Fugar, 2007).

En pequefios rumianteB, melitensigprovoca abortos en el dltimo tercio de la gestacwm
reduccion de la produccion de leche en hembraguites en machos. En la mayoria de los casos, la
ruta primaria de transmision @sucellaes la placenta, liquidos fetales y las descarggisates. La
excrecion es también comun en secreciones de éayudm el semen. En algunos casos, se puede
aislarBrucella de varios tejidos como ser los ganglios linfatidesla cabeza, los asociados con la
reproduccién y también de lesiones artriticas (ABIG y col, 1988).

Los bovinos son afectados pBr abortusy esta especie puede afectar también a bufalos,
camélidos, cabras y caninos dando cuadros levegeges asintomaticos. Después de la infeccion
por B. abortus las hembras adultas en gestacion desarrollanplacantitis que, por lo general,
provoca el aborto entre el quinto y el noveno megyestacion. Incluso en ausencia de aborto se
produce una gran excrecién de microorganismosvadrde la placenta, los liquidos fetales y los
exudados vaginales. Las mamas y los ganglios ilboftregionales también pueden infectarse y los
microorganismos pueden aparecer en la leche. Letagienes posteriores llegan por lo general a
término pero la infeccion uterina y la mamaria spiten con un numero reducido de
microorganismos en los productos del parto y enletzhe. En las infecciones agudas, el
microorganismo esta presente en la mayoria dedogligs linfaticos. Los machos adultos pueden
desarrollar orquitis y la enfermedad puede caustaribgdad en ambos sexos. Una manifestacion
corriente de la brucelosis bovina en algunos pdiepgales son los higromas, por lo general en las
articulaciones de las patas, que pueden represehtanico indicador de la infeccion. No es
importante la via venérea como forma de contagimigmo se produce por contacto directo con los
loquios de abortos y fetos abortados. Tampoco pagecimportante el rol de los machos bovinos
en la diseminacion de la enfermedad (OIE, 2016).

Los cerdos son afectados @r suisdando sintomas leves o ausentes lo que dificulta su
diagnostico. Cuando la enfermedad es evidente egepian abortos y sintomas en el aparato
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genital. La trasmision es por via venérea y @akuisse libera durante largos periodos por semen y
orina. Los machos presentan orquitis, epididimiyis problemas articulares como artritis,
discoespondilitis y pardalisis. A veces la infeccidmloniza solo las glandulas sexuales y no hay
problemas de fertilidad. Sin embargo, la liberac@bexterior sigue teniendo importancia a pesar de
no presentar sintomas clinicos evidentes. Las resygareden tener abortos en cualquier periodo de
la gestacion, pudiendo dar también crias débileshones natimortos (Xavier y ca2010).

1.6 Brucelosis canina

La brucelosis canina se encuentra distribuida alalgo del mundo con diferentes
prevalencias segun el pais y la regiéon. En la Aigarexisten distintos estudios de prevalencia que
oscilan entre el 5y 12 % de animales serologicéenpasitivos (lachini y col 2004, Delgado y
col., 2008, Boeri y col 2008, Lopez y co) 2009).

B. canisafecta a caninos domésticos y salvajes como zgrtaisos provocando en machos

orquitis-epididimitis y edema escrotéigura 2 A-B, figura 3).

Ry
Figura 2 A-B. Epididimitis. Las flechas indican el epididimo g@agico (imagen tomada durante el desarrollo del
trabajo)
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Figura 3. Dermatitis y edema escro{@uente: presente trabgjo

En hembras falla en la concepcion, abortos entighalltercio de la gestaciorrigura 4),
descargas genitaleBigura 5) y nacimiento de cachorros débiles los cuales gmuedo sobrevivir.

Figura 4. Aborto tardio (Cortesia: Dr. Gustavo Lopez)
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Figura 5 Descarga genital patol6gica en una hembra (Fuprdgsente trabajo)

En ocasiones, los animales nacidos en aparieno@s sparesentan la enfermedad pasada la
pubertad. Muchas veces las hembras no presentanssiginicos evidentes luego del aborto,
pudiendo en el ciclo siguiente entrar en celo sablemas e incluso quedar prefiadas presentando o
no aborto posterior (Greene y Carmichael, 2012 Hato es de importancia zoonética ya que una
perra positiva eliminara en el celo cantidades raltgs de brucelaal medio ambiente (1x1®
UFC/mL).

En ambos sexos se presenta esporadicamente ur@edgfisadilitis severaF{gura 6)
provocando en algunos animales paresia con pargldnlor importante (Carmichael y cd990).
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Figura 6. Discoespondilitis severa. El circulo marca lal@ssis y proliferacion 6sea de la base de lasekéas

afectadas. (Imagen tomada durante el desarrollprdeknte estudio)

B canisse ha aislado a partir de animales pertenecientesderos comerciales, refugios y
vagabundos. La via de ingreso es oral y ocular,urendosis infectiva minima de 1X¥101x10¢*
UFC/mL respectivamente, existiendo también la trasi®n venérea, cuya dosis infectiva no se
conoce con exactitud (Carmichael y Joubert, 1988 vias de eliminacion son por orina
especialmente en machos, semen, flujos genitalestgrial de abortos (Serikawa y ¢dl979,
Carmichael y Joubert., 1988).

Si bien se sabe que cada especieBdecella tiene afinidad por su hospedador, existen
reportes de brucelas lisas aisladas de muestrasasliy de necropsi8. suisse encontrd en caninos
gue habian estado expuestos durante una cacejédoalees (Rammamorty S y coP011). Los
animales dieron positivos a la prueba de BPA yogedl el aislamiento a partir de testiculos en dos
casos. También se ha encontr&lomellitensisen un canino que tuvo severos sintomas clinicos
seguido de muerte. En Grecia (pais de donde epeite) se utiliza la vacuria melitensisREV1
para pequefios rumiantes. Los autores concluyerempuado haber sido una ingestién de dosis altas
de la misma lo que lo llevé al animal a padecenfermedad (Hinic W col., 2009. Por ultimo,B.
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abortusha sido aislada en caninos de granjas y estalbecgre la puerta de entrada pudo ser via

oral por ingestién de abortos bovinos (Forbes LE0).

1.6.1 Diagnéstico

El diagnéstico se realiza por medio de pruebadd@&@goas utilizando como técnica de tamiz
la aglutinacion rapida en placa (RSAT) (Carmichaebl., 1987) y RSAT con el agregado de 2-
mercaptoetanol (RSAT 2-ME) debiendo estas ser woatlas por pruebas mas especificas. Para
ello, se utiliza el inmunoensayo ligado a enzinadirecto (IELISA) (Lucero y co] 2002) o la
inmunodifusion en gel de agar (AGID) (OIE, 2014). diagnostico definitivo es el cultivo
bacteriano, considerado como el estandar de ote. riessiempre se logra ya que, a pesar de los
largos periodos de bacteriemia, después de lossésmmost infeccion esta se vuelve intermitente
(Wanke M.M., 2004).

1.6.2 Zoonosis

B. caniscomparada corB. melitensis B. suisy B. abortuses menos patégena para el
hombre. Sin embargo, su potencial zoondético es a@daoy ha sido descripto en accidentes
laboratoriales (Carmichael, 1990, Wallach y cddQ4), personas inmunodeprimidas (Lucero y col.,
2010) y brotes familiares (Lucero y c&009). El nUmero de personas infectadasBoranisno es

muy alto quizas por la falta del diagndstico (Lucgrcol, 2005).

1.7 Reaccion en cadena de la polimerasa

Existen en la literatura diferentes ensayos de R Ra el diagnostico de muchas
enfermedades infecciosas. La reaccion en cadefeapi#imerasa (PCR) se ha ido incorporando al
diagndstico buscando como blanco las regiones el@rga mas conservadas del microorganismo
estudiado, obteniéndose diferentes resultados werdé a la técnica utilizada: PCR a punto final,

anidada, multiplex y cuantitativo o a tiempo real.
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Cada grupo de investigadores ha ido desarrollarsiimtths ensayos con potencial aplicaciéon
en la practica en los laboratorios de diagnéstiopleando muestras clinicas y cultivos puros de
Brucella.

En los primeros tiempos de la PCR, Noordhoek y(@®93) cuestionaron la posibilidad de
repetir resultados en diferentes laboratorios degia molecular orientados al diagnéstico. Hoy en
dia, el avance tecnoldgico ha optimizado el furemiento de los mismos para la obtencion de
resultados similares. El advenimiento de las colsrae extraccion de ADN por ejemplo, es una de
las grandes ventajas disponible en estos dias oeniza los problemas de amplificacion del ADN
proveniente de muestras clinicas como por ejent@lpresencia de inhibidores (Queipo-Ortufio
col., 2008, Tomaso H y cgl2010). Sumado a esto, el avance tecnolégico déstasocicladores
disponibles ha permitido mejorar los tiempos yegldimiento de los ensayos diagnosticos mediante
PCR.

En 1994, Bricker y Halling desarrollaron un ensdgd®CR multiplex para poder discriminar
B. abortusbiovares 1,2 y 48. melitensisB. ovisy B. suisbiovar 1; al que denominaron AMOS. Un
afo después, los mismos autores incorporaron c¢tmsdores al ensayo para poder detectar la cepa
vacunalB. abortusS19 yB. abortusRB51 (Bricker y Halling, 1995). Mas recientemeritépez
Gonii y col. (2008), publicaron un trabajo donddugeron las cepas clasicas, cepas vacunales y las
marinas comd. ceti y B. pinnipedialisDicho trabajo es recomendado por la OIE como prueba
rapida para la identificacion de especieBdecella (OIE, 2009). Mas tarde, Shung y col., (2011)
incluyeron cebadores especificos para diferencaectamentd. canis de B. suien el ensayo de
Lépez Goii Bruce ladder multiplex Lépez Goiii y col., (2011) mejoraron el trabaj @008
incorporando nuevos cebadompse permitieron también, diferenciar correctamdéhteanisde B.

neotoma y de los biovares d& suis

1.7.1 Regiones génicas blancos para el diagnéstmolecular

La secuenciacion del genoma completddenellitenisfue publicado por Del Vecchio y col.
(2002) y, en el mismo afio, Paulsen y col. (2002j)adhi a conocer el d& suis.Mas tarde, Halling y
col. (2005) describieron el genomaRleabortus en 2009, Audic y col., (2009) el & microtiy en
2007 se conocio el d& canis(Setubal y col., 2007).
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Uno de los primeros genes drucella en ser clonado y caracterizado como blanco
diagnostico fue la region que codifica para lagirea BCSP31, la cual esta conservada en todas las
especies de esta bacteria (Mayfield y col., 1988sados en ésta region, Baily y col., (1992)
disefiaron un ensayo de PCR simple, robusto y den$farios autores utilizaron este protocolo en
muestras clinicas de animales y humanos con exeslemlores de sensibilidad y especificidad
(Cortez y col.,2001, Gallien y col. 1998, Moratta y col., 1998, Queipo Ortufio y coBP91).
Cientificos italianos evaluaron el comportamient ld PCR desarrollada por Baily empleando
muestras de queso blando contaminadasBrogella Las mismas eran provenientes del uso de
leche no pasteurizada y obtuvieron buenos resudtddcsensibilidad y especificidad (Serpe y col.,
1999).

Luego del trabajo realizado en 1992, otras regioo@sservadas ddérucella fueron
empleadas para el diagndstico. El gen ribosomalrRB88\ fue utilizado por Romero y col., (1995a)
para deteccién de diferentes cepa8decellade laboratorio, vacunales y aislamientos de magstr
clinicas humanas y animales. Este estudio inclukas dacterias filogenéticamente relacionadas a
Brucella, siendo el ensayo muy especifico en la detecciors tddle, se descubrio que la region
génica del espaciador del 16S-23S rRNA podria hrimédgiones ain mas especificas que el 16S
rRNA (Rijpens y col., 1996). Investigadores del Bralisefiaron cebadores especificos para esta
region génica ¥encontraron una sensibilidad y especificidad etel@ccion de un 95% y 100% en
muestras de sangre, flujos vaginales y semen deosanfambién, la concordancia fue buena con
las pruebas seroldgicas (Keid y col., 2007a, 202@h0).

En 1989 se descubrieron dos genes codificantegparas muy similaresimp2by omp2a
los cuales presentan un 85% de homologia entreciescia (Ficht y col., 1989). En el afio 1995,
Leal-Klevezas y col., desarrollaron una PCR empuleagstos genes para la detecciorBdecella
spp. en muestras de leche y sangre de bovinos.tavide, investigadores japoneses disefiaron un
ensayo a partir de ese blanco para cultivos pue@swutella(Imaoka y col., 2007).

Otra region conservada empleada en el diagnoséd&rutellaes la distribucién de secuencias de
insercion 1911, la cual presenta la ventaja que todas las espdeRrucellacontienen al menos 5
y hasta 35 copias del elemento distribuido a Igdate sus genomas: 7 a 10Bermelitensisg a 8
enB. abortus, B. suig B. canis,y mas de 28 eB. ovis(Ouahrani y col., 1993, Halling y col., 1993,
Nakkas Al A.F y col., 2002).
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Numerosos autores han utilizado la PCR para conguitan el diagnéstico en muestras de
sangre en humanos (Queipo-ortufio y col., 1997, &aNoy col., 2002, Mitka y col., 2007,
Baddour y col., 2008, Al-Ajlan HH y col., 2010), sangre de animales (Leal-Klevezas y col., 1995,
Keid y col., 2010) en sueros humanos y animales (Zerva, L. y 2001, Keid y col.2010,
Garshasbi y col., 2014) en flujos vaginales y seprecaninos (Keid y col., 2007a, 2007b ). Otros
reportes evaluaron diferentes genes mediante PE&Radeteccion dBrucellaspp. en desordenes
reproductivos con muestras de distintas especigsates. Un estudio incluyé cabras, bufalos,
bovinos y un solo canino y se evaluaron a partircditivos deBrucella por medio de PCR
(Ghodasara y col., 2010).

Investigadores esparioles utilizaron un ensayo de &Ctiempo real (QPCR) en 10 muestras
clinicas de orina de pacientes humanos amplificaidgen codificante para BCSP31 encontrando
resultado positivo solo en uno de los casos (Queipgio y col., 2006). Mas recientemente,
Kauffman y col., (2014) evaluaron 165 muestras atgge, 65 de flujos y 6 de orina de caninos
mediante qPCR, amplificando el gemp25 El gen codificante para BCSP31 ha sido evaluado
recientemente para la detecciénBteacellaspp en orina de caninos con excelentes resultdes

contrastados con el urocultivo (Boeri y col., 2016)
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Hipotesis y objetivos

2. HIPOTESIS

La sensibilidad y especificidad para la detecciéBuicellaspp. en caninos difiere segun el

gen amplificado por PCR estandar y la muestracgiampleada.

2.1 OBJETIVO GENERAL

En la literatura no se encuentra descripto unyensamparativo de distintos genes para la
deteccién ddrucellaspp. en muestras clinicas de sangre, flujos y aineaninos. En vista de los
antecedentes explicados, el objetivo de este estueli

v' Comparar la sensibilidad (S), especificidad (Esmgzapn de verosimilitud positiva (RV+) de
4 ensayos de PCR para la detecciérBdecella spp. en diferentes muestras clinicas de
caninos.

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES

v Estimar la sensibilidad y especificidad analitiedas 4 ensayos de PCR en muestras clinica

de sangre, flujo y orina de caninos.

v' Estimar la fuerza de concordancia de cada ensayBGR respecto aGold Estandar
establecido.

v' Evaluar la exactitud diagnéstica de los 4 ensayoP@R por medio del empleo de curvas
ROC.

v' Determinar cual ensayo de PCR fue el mas util pathagndstico molecular de brucelosis

canina.
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Materiales y Métodos

3.1 Disefio, poblacion y muestras

Se realiz6 un estudio comparativo observacionabktrarsal a muestras relacionadas durante
el periodo octubre 2013 /octubre 2015 en caninoshosay hembras de la Ciudad Autonoma de
Buenos Aires (CABA) y de diferentes zonas de lavip@a de Buenos Aires. Fueron muestreados
animales entre 8 meses y 9 afos de edad cuya pragadfue la siguiente: caninos que
concurrieron al Servicio de Cirugia del Institue£bonosis Luis Pasteur (IZLP) de CABA; caninos
provenientes de criaderos comerciales con preselgcia enfermedad vy libres de la misma; por
altimo, caninos de refugios y de veterinarias mtasade CABA. No se incluyeron aquellos que
presentaran signos clinicos de enfermedades noatines con brucelosis ni los que estuvieran
bajo tratamiento con antibiotico. Las muestrasdodomadas en forma consecutiva hasta alcanzar
un numero equilibrado de 299 enfermos y 299 sareifsajandose con un intervalo de confianza del
95% vy un error del 5%programa OpenEpi, version 3.01)as mismas fueron procesadas por
diferentes operadores asegurando de este modeetiisiomes cegadas e independientes. Se obtuvo
sangre entera de machos y hembras, flujos genidaldeembras y orina de machos. Los datos se
volcaron en un ficha conteniendo la siguiente mi@cion: a) datos del propietario/tenedor
responsable: direccién / teléfono / barrio/zonacalidad y b) datos relacionados con el canino:
Sexo (macho/hembra) / Edad (en afios segun lo defgrdr el responsable) / Raza (especifica/
indefinido/ mestizo).

Previa explicacion del objetivo del estudio a losppetarios de los animales, se realizo el
consentimiento escrito para la toma de muestras.

Los caninos del IZLP fueron muestreados una vestesiados y listos para la intervencion
quirurgica, los de los criaderos se sujetaron emdosegura (colocacion de bozal y uso de collar y
correa) por los cuidadores del establecimiento,altisnales de refugios por los trabajadores del
lugar y los de casas patrticulares con la ayudasi@ropietarios. Primero se procedio a rasurar la
zona de la gotera yugular, se limpié con alcoh@08b y se embrocé con iodopovidona al 10% para
la extraccion de sangre en forma aséptica. Congarde 10 mL y aguja 25/8 se punzo la vena
yugular, una vez obtenida la sangre se cambidumapr una nueva para luego colocar 2 mL en un
tubo para hemocultivo al lado de una llama, corssetu a temperatura ambiente hasta su siembra

bacteriologica.
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Luego se descarto la aguja y se colocaron 900 jidrghtros) en un tubo libre de ARNasas
conteniendo 100 pL de citrato de sodio al 2,5% camicoagulante para la prueba de PCR. Se
conservo refrigerado a 4 °C hasta su procesamiento.

En ambos casos se homogeneizé bien la muestraepdea la coagulacion. Luego se
colocaron 3 ml en un tubo limpio y seco para praederoldgicas, centrifugandose de inmediato
para evitar la hemolisis. Para las muestras dea@@nobtuvo 6 ml por sondaje vesical utilizando
sonda K-30 o K-33 (segun el tamafio del animal) caido 3 ml en un tubo estéril para
bacteriologia y 1,5 ml en tubo libre de ARNasaafCR (por duplicado), completando un total de
3 ml de orina. Se conservaron a 4 °C hasta su gaogento. Con un hisopo de dacron se realizaron
hisopados vaginales colocandolos en un tubo parRad®@teniendo buffer TELO mM Tris-HCI pH
8,0 1 mM disodium EDTA pH 8.0) para su conservagifuosterior procesado.

3.2 Método Gold estandar

Se siguieron los pasos metodoldgicos para valarad#otest diagnosticos (Castiglia, 1998)
definiendo en primer lugar el Gold Estandar (GEppgaoder contrastar los ensayos de PCR. Para
esto, se tomd la combinacion de los resultadosnditizos hallados en las pruebas seroldgicas y
bacterioldgicas, teniendo en cuenta también lasosiglinicos compatibles con brucelosis canina y
epidemiologia compatible. Se detallan a continuacié

* RSAT: como técnica de tamiz, con antigenos deentea del Instituto Malbran o SENASA
(Servicio Nacional de Sanidad Animal) se emple@dpaB. canisvariante M- (Carmichaeg}
col., 1987).

* AGID: utilizandola cepa dd3. ovisREO 198(OIE, 2014).

* |ELISA: de acuerdo al protocolo descripto (Lucercoy., 2002).

« RSAT 2-ME: de acuerdo al protocolo descripto (Calhael y col., 1987).

» Aislamiento bacteriano: para bacteriologia se Hemaa cabo las recomendaciones
bibliograficas (Alton y col., 1988), realizandosétivos de sangre entera y orina.

» Aglutinacién con antigeno tamponado en placa (BIEA)la prueba para detectar anticuerpos
anti brucelas lisas. Se realiz6 siguiendo los mhimsientos estandarizados (Angus y col., 1984).
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» Epidemiologia compatible:

v/ Convivencia con animales positivos
Origen: de criadero / refugio / via publica / cpasticular
Antecedentes de servicios no testeados previamente
Estadia en pensionado

Salida con paseador

AN N NN

Habitos: se clasifico a partir de la informaciofergla por el responsable en :
a. domiciliario: no sale o lo hace con correa
b. peri domiciliario: sale con supervision
c. vagabundosin duefio, callejero
v" Antecedentes de servicios: si / no sabe
Se considerdé como epidemiologia compatible condbogis canina el cumplimiento de uno o
mas de los items antes descriptos.
e Sintomas compatibles con brucelosis canina:
v presencia de orquitis / epididimitis
atrofia testicular
dermatitis escrotal
muerte embrionaria
falla en la concepcion
aborto
muerte perinatal
cachorros natimortos

cachorros débiles

AN N NN Y U N NN

disco espondilitis

3.2.1 Definicidn de animales sanos y enfermos

Se defini6 como sano a todo canino negativo anasb@as seroldgicas y bacterioldgicas, en
conjunto con la ausencia de signos y sintomascosniompatibles con brucelosis canina. A su vez,
se definid6 como enfermo a todo canino que cumpkerala combinacién de diferentes pruebas

diagnésticas siguiendo los patrones que se muestrétabla 2.
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TABLA 2. Combinacion de pruebas para definir el GE estatibeci

RESULTADO pos
PATRON ORO

RSAT +
AGID +
IELISA +
RSAT 2-ME +
Aislamiento +
bacteriano

+

Signos compatibles
con Brucella spp.
Epidemiologia +
compatible

pos

pos

pos

+/-

+/-

pos

+/-

+/-

pos pos
- +

+ +/-
+/- +/-

pos

pos

pos

neg

neg

pos: positivo, neg: negativo,+

. positivo,-: negativo

3.3 Pruebas moleculares para deteccion drucella spp.

La extraccion del ADN (acido desoxirribonucleic@) i®aliz6 con columnas de extraccion

High Pure PCR Template preparation kit Roche-agpdigence siguiendo el protocolo del

fabricante. Luego de obtenido el ADN purificado,psecedido a medir la concentracion del mismo

en un equipo Nanodrop ND1000 para saber la cangdadta a utilizar en cada reaccion de PCR

(30 — 50 ng/uL).

La tabla 3 muestra los termociclados utilizados para la dinptiion de ADN de cada

ensayo de PCR.
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Tabla 3. Termociclados realizados con cada par de cebadores.

Cebadores Desnaturalizacion Ciclos Extension
inicial final
94 °C 60 segundos
B4 95°C 5 minutos| 62°C 60 segundos 72°C
B5 72°C 60 segundos 10 minutos

Total: 35 ciclos
95 °C 30 segundos
ITS66 95°C 2 minutos| 62°C 30 segundos 72°C
ITS279 72°C 30segundos 5 minutos

Total : 40 ciclos
95°C 60 segundo

JPF 95°C 5 minutos| 65°C 60 segundos 72°C
JPR ca 72°C 60 segundos 7 minutos
Total : 35 ciclos
93°C 60 segundos
01 93°C 45 segundos 69°C 60 segundos 72°C
02 72°C 60 segundos 1 minuto

Total : 35 ciclos

Para las reacciones se utilizd un TermocicladoeBkgprf Mastercycler personal.

La amplificacion del ADN se llevé a cabo en tubos @5 pL de volumen final por reaccion
conteniendo: 0,5 uM de cada cebadfmrward/revers¢ 200 uM de cada uno de los cuatro
desoxinucleétidos trifosfato (ANTPsh pL de buffer 5X con cloruro de magnesio a una
concentracion final por reaccion de 1,5 mM (PROME®AGreen GoTaq® Flexi Buffer Migration
Pattern) y 1 Ul/ mL ddaqADN Polimerasa. Cuando fue posible, se utilizé carontrol interno de
PCR los iniciadores para amplificar un segment8&i@b (pares de bases) del exén lll del gen de
beta-actina humana (mini beta actina), (Secuereigeladores 5 -3rorward GAG ACC TTC AAC ACC CCA
G / Reverse ATC ACG ATG CCA GTG GTA c)(Byodinamics SRL)olocando 0,5 pM de cada cebador. La
cantidad de ADN por tubo fue entre 30 a 50 ng/uladeerdo a las mediciones obtenidas luego de
la extraccion. Como control positivo de la reaccds amplificacion por PCR se utilizO ADN
purificado a partir de la ceda. canisRM6/66 a una concentracion de 30 ng/pL y como obntr
negativo de reaccion se emplearon 5 puL de agtemputa para biologia molecular.

Los amplicones obtenidos fueron resueltos en gd#desgarosa al 1,5% conteniendo 0,5
png/mL de bromuro de etidio. Para cada reaccion@e Bvaluada se sembraron 10 pL por calle
respetandose el siguiente orden: control negativexdraccion de ADN, muestras, control negativo
de PCR, control positivo de PCR y el marcador depwolecular (MpM) en la dltima calle. Se

realizo una corrida electroforética a 100 voltiosstante durante 30 minutos en buffer TAE. (Tris-
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acetato-EDTA). La visualizacion se realiz6 empleand transiluminador de luz UV. Finalmente
las corridas fueron registradas empleando una madoiografica kodak Easy Share 27590 con

filtro para luz UV.

3.3.1 Genes /regiones génicas amplificados por RC

1.CebadoresB4/B5 (PCR 1), amplifica la region codificante para BCSP31.
2.CebadoresITSS66 / ITSS279PCR 2),amplifica laregion del espaciador 16S-23S rDNA.
3.CebadoresJPF/JPR céPCR 3),amplifica la regibhomp2ay omp2b.
4.CebadoresO1/0O2(PCR 4), amplifica la region 1311.

Tabla 4. Cebadores utilizados con la regién que amplifiehtamarno del amplicon obtenido.

Regidén génica

Cebador Secuencia (5-3") blanco Tamarfio del amplicon  Referencia

B4 tggctcggttgccaatatcaa BCSP31 223 pb Badgl.,.1992

B5 cgcgcttgcctttcaggtctg

ITS66 acatagatcgcaggccagtca 16S-23S rDNA del espaciador 214 pb keidy col.,.2007

ITS279 agataccgacgcaaacgctac

JPF cgcctcaggctgccgacgcaa omp2b omp2a 187 pb Imaokay col.,.

JPR ca cctttacgatccgagcecggta 2007

01 tccgcaagcttcaagccttctatcc 78 325 pb Nakkay col.,.
2002

02 gcgtgtctgcattcaacgtaacc

Para todos los ensayos de PCR se considerd nedgmtfatia de observacion directa de la
banda en el gel de agarosa y positivo a la bansieredda a la misma altura que el control positivo.

3.3.2 Sensibilidad analitica (limite de deteccion)
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Se realiz6 una re suspensiéon en TSB (Tris buffinaade una colonia aislada &e
canisRM6/66 y 100 pL por placa de la misma fueron lusgmbrados en agar triptosa e incubadas
a 37 °C durante tres dias. Las bacterias fueroecbaslas empleando 3 mL/placa de TSB y
colectadas en un tubo conico de 15 mL. Luego saraem por centrifugacion a 4.000 g durante 5
minutos. El pellet fue re suspendido de manera lggémea en 4,5 mL de TSB. Finalmente, alicuotas
de 750 plL/tubo fueron conservadas en tubos de 1,5am80 °C. La determinacion de la
concentracion del inoculo fue realizada una sentEspués mediante la siembra en medio agar
triptosa de diluciones seriadas al décimo.

Una vez obtenido el recuento de bacterias, quecdimo resultado 1,8x1®UFC/mL
(Unidad formadora de colonias por mililitro), saligd la sensibilidad analitica a las tres muestras
clinicas para establecer el limite de deteccion cdela ensayo de PCR siguiendo las

recomendaciones descriptas (OIE, 2014).
3.3.2.1 Sangre

La muestra de sangre empleada fue tomada a pantin dnimal sano y para la obtencion de
las distintas concentraciones seriadas se prodadla siguiente manera: 50 pL de la cepa fueron
colocadas en un tubo con 450 pL de sangre mezctadaitrato de sodio al 2,5 %, obteniéndose
asi la dilucién de 1xfQUFC/mL. Luego, se tomaron 50 pL de la sangre infit(dilucién 1x19
UFC/mL) y se colocaron en un nuevo tubo conteniefeld uL de sangre, obteniendo la dilucién
1x10 UFC/mL y asi sucesivamente hasta llegar a 1Xx1BC/mL para luego extraer el ADN de
cada uno de los tubos con las diferentes concemtieszdeBrucella

3.3.2.2 Flujos

La muestra de flujos genitales fobtenido de una hembra sapgara la obtencion de las
distintas concentraciones seriadas realizé lo siguiente: se tomarbA pL de la cepa 1,8x1D
UFC/mL y se colocaron en un tubo conteniendo 450dg@lflujo, obteniéndose asi la dilucion de
1,8x10 UFC/mL por diluciones seriadas al décimo y siguéemglial protocolo que el descripto

previamente para sangre entera.
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3.3.2.3 Orina

La muestra de orina empleada fue colectada de iamabeano y con la misma se realiz6 el
siguiente protocolo: se tomé una alicuota de 500de.la cepa 1,8x1BUFC/mI colocandola en
4.500 uL de orina obteniéndose asf la dilucién0I*dFC/mL. A partir de la misma se realizaron
diluciones seriadas 1/10 hasta llegar a ’XI8C/mL, de la misma forma que para las muestras de
sangre. Luego se transfirié una alicuota de 1 nihd®ina infectada del tubo correspondiente a la
dilucién 1,8x18 UFC/mL a un tubo nuevo vaciose centrifugd a 15.000 g durante 10 minutos,
descartando el sobrenadante. Se adicioné una alieuata de 1 ml de orina de la misma dilucion y
se repitid este paso tres veces mas aseguranda alfencién depellet visible. EI mismo fue
resuspendido con 200 pL de buffer fosfato sali@S)Pestéril y utilizado luego como muestra para

la extraccion de ADN.
3.3.3 Especificidad analitica

Los 4 ensayos de PCR se realizaron con ADN de fextemparentadas filogenéticamente
con Brucella para establecer la especificidad analitiegnas pertenecientes a la Coleccion de
Cultivos del Servicio Antigenos y Antisueros delPBI (Instituto Nacional de Produccion de
Bioldgicos - ANLIS "Carlos G. Malbran!)Las bacterias empleadas fuer&scherichia coli(EC
0304),Shigella flexner(SHI 0086) y Salmonella enteritidiESSAL 0176).

3.4 Indice de concordancia de los 4 ensayos de PCR

Se calcul6 el coeficiente kappa utilizando el panga Epidat 4.0 y para los valores de fuerza

de concordancia se siguieron las recomendacionAfirdan (1991).
3.5 Anadlisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 con el progr&palat version 3.1 para tablas de 2x2 y
gréficos de curvas ROC. Se evalud la sensibilidagecificidad y RV+ de cada PCR con las tres
muestras (sangre-flujos-orina) con los respectimtsrvalos de confianza del 95% (IC 95) para
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poder comparar los resultados (Johnson, 2004, @axdGreiner, 2006). Para establecer si hubo o
no diferencias significativas entre los ensayopee® del area bajo la curva (ABC) de las curvas
ROC, se realizo el andlisis de la varianza a mexis repetidas (ANOVA) utilizando el programa
WinPepi version 11.43. (Copywright J Abramson julie 2014).
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4.1 Muestras

Fueron evaluadas 244 muestras de sangre, 101 rdey&50 de flujos, dando un total de
595 entre animales sanos y enfermos. La muestraquiibrada para poder obtener los valores de
cribaje de los 4 ensayos de PCR contrastados c@GieBSe muestrearon un 70,75 % de hembras
(421/595) y un 29,24 % de machos (174/595). Eleoride los animales fue el siguiente: criadero
comercial 33,10% (197/595), refugio 9,24% (55/5%%3sa particular 48,90 (291/595), encontrado
en la via publica 8,73% (52/595). Se registraramosias clinicos compatibles en un 9,41%
(56/595) y epidemiologia compatible en un 50,4290(395).

4.2 Pruebas seroldgicas y bacteriologicas de lasmales sanos

De la totalidad de animales muestreados, 297 @mneeron a animales sanos con
resultado negativo a las pruebas serolégicas deyBRBAT como asi también a los hemocultivos y

urocultivos realizados.

4.3 Pruebas seroldgicas y bacterioldgicas de animalesfermos

Al total de los 298 animales positivos al GE serkslizo la prueba de BPA y RSAT. La
primera dio negativo el 100% (298/298) es decingan animal tuvo anticuerpos anti brucellas
lisas. La segunda arrojé un 74,16% (221/298) déipos. Cuando fue posible, se realizé la prueba
de RSAT-ME encontrando un total de 31,21% (69/2i&lpositivos. Igual situacion ocurrié con la
prueba de IELISA detectando un 87,17% (34/39) @ecsupositivos. La prueba de AGID se realiz6
en 50 sueros obteniendo un 62% de positivos (31/B0jodos los animales se les realizo
hemocultivo (a machos y hembras) y urocultivo (saldos machos) obteniendo los siguientes
resultados: hemocultivo 19,12% (57/298) positivo,01% (6/298) contaminados. Urocultivo
16,43% (12/73) positivos y 5,47% (4/73) contamireado
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4.4 Manifestaciones clinicas y epidemiologia comjiale de los animales enfermos

Dentro de los 298 positivos al GE, el 84,56% (292)2uvo epidemiologia compatible y el
18,45% (55/298) tuvo sintomatologia compatible.

En lafigura 7 se muestran los sintomas clinicos hallados ere36s298 animales positivos
al GE. Se observa que el aborto fue el sintomapmgslente seguido por infertilidad, epididimitis,
cachorros natimortos y discoespondilitis.

Figura 7. Gréfico de la distribucion de los signos clinicadlddos en 55 de los 298 perros positivos al GEesgula en
porcentaje.

4.5 Sensibilidad analitica / limite de deteccién

La patogenia de la brucelosis canina hace predileceleccion de sangre, flujo genital y
orina como muestra para el diagnéstico moleculadaQuna de las mismas posee una matriz con
una composicion global definida que difiere entrePara evaluar el efecto de la matriz de la
muestra en la amplificacion de ADN dgucella, se emplearon las muestras antes mencionadas

sobre las cuales se determiné la eficiencia dBGR y posibles efectos en la amplificacion.
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4.5.1 Sensibilidad analitica en muestras de sangre

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 123 14

A
< 223 pb
Control
interno —>

B

<214 pb
C

<187 pb
D

<350 pb

Figuia o. peteliiaciuil ue id sersiviiuau diidiiucd el imasue sdliyie. Lied L. CUIlUUI 1eydlvu ue exvaue ADN, ”neaS 2
a 11: dilucién 1,8x1%a 1,8x18 UFC/ml, linea 12: Control negativo de PCR, linea@8ntrol positivo de PCR, linea 14: MpM 100
pb DNA Roche xiv 11721933001. Las flechas sobiadd derecho muestran el tamafio del amplicon de padde cebadores. Del

lado izquierdo se observa la flecha que marca etrGbinterno de PCR.

La figura 8A muestra el limite de deteccion de los cebadoréBB4e puede observar una
banda visible hasta la dilucién 1,8%1QWFC/mL. La figura 8B muestra los cebadores
ITS66/ITS2279 observandose banda visible hastal®83FC/mL. La figura 8C muestra los
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cebadores JPF/JPR ca viéndose banda visible h@sth0lUFC/mL y por dltimo, laifjura 8D

muestra la sensibilidad analitica de los cebad®@®€2 con una banda visible hasta 1,8x10
UFC/mL.

4.5.2 Sensibilidad analitica en muestras de flujagenitales

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

A
Control <223 pb
interno
B
<214 pb
C
<187 pb
D

<— 350 pb

Figuia 9. velerinmaciui ue id Selisiviiudau dlidalituca €1l 1massue 11ujus yerldies. Liiea L. control negatik'i)

extraccion de ADN, lineas 2 a 10: dilucién 1,8%a01,8x10 UFC/mL, linea 11: Control negativo de PCR, linea 12

Control positivo de PCR, linea 13: MpM 100pb DNAdRe xiv 11721933001. Las flechas sobre el ladedather

muestran el tamafio del amplicon de cada par delosds Del lado izquierdo se observa la flechamaeca el Control
interno de PCR.
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La figura 9A muestrael limite de deteccion de los cebadores B4/B5 ofdseiose banda
visible hasta la dilucién 1,8xYQFC /mL. En lafigura 9B los cebadores ITS66/ITS2279 muestran
banda visible hasta 1,8XA0FC/mL. Lafigura 9C muestra los cebadores JPF/JPR ca los cuales
arrojan una banda visible hasta 1,8WEC/mL. Lafigura 9D presenta a los cebadores O1/02 con
una banda visible hasta 1,8R10FC/mL.

4.5.3 Sensibilidad analitica en muestras de orina

1 2 3 4 5 67 8 9 10 1112 13 14

<« 223pb
A
Control
interno >
B <« 214 pb
Control —»
interno
C
< 187pb
D

< 350 pb

Figuia 1U. DeLENnacior ue la sersiviuada aidiiuca erl massge orird. Linea 1. COruol riegauvo ue exudceae I-\DN, Il'neas 2
a 11: dilucién 1,8x1ba 1,8x10' UFC/mL, linea 12: Control negativo de PCR, linea @8ntrol positivo de PCR, linea 14: MpM
100pb DNA Roche xiv 11721933001. Las flechas sebtado derecho muestran el tamafio del amplicécada par de cebadores.
Del lado izquierdo se observa la flecha que mdr€i ée PCR.
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La figura 10A muestra el limite de deteccion de los cebadoréBBdbservandose banda
visible hasta la dilucién 1,8x10FC/mL. Lafigura 10B muestra los cebadores ITS66/ITS2279 los
cuales arrojan banda visible hasta 1,81BC/mL. Lafigura 10C muestra los cebadores JPF/JPR
ca los cuales permiten ver banda visible hastal0?8%FC/mL vy lafigural0D O1/02 banda visible
hasta 1,8x10UFC/mL.

La banda de PCR del control interno se puede véasefiguras 8, 9 y 10 Ay figura 10B. Se
observa que a medida que el target de ADN bacteriBsminuye, aumenta la visualizacion del

control interno.

Para una mejor visualizacion, los resultados deils#éidad analitica obtenidos para cada

grupo de cebadores en los tres tipos de muestmassinados en labla 5.

Tabla 5. Limite de deteccion de los 4 pares de cebadorassagio en UFC/mL

MUESTRA
SANGRE FLUJO ORINA
CEBADOR
B4/B5 1,8x10" 1,8x10° 1,8x10°
ITS66/ITS279  1,8x10° 1,8x10° 1,8x10°
JPFIJPRca  1,8x1C° 1,8x10° 1,8x10°
01/02 1,8x10* 1,8x10° 1,8x10*

Se puede observar que el limite de deteccion egresdne de 1,8xTOUFC/mL para los
cebadores ITS66/ITS279 y JPF/JPR ca, seguidos ,8ald UFC/mL en B4/B5 y 01/02. En
muestras de flujo, los cebadores ITS66/ITS279 thiee 1,8x10 UFC/mL mientras que JPF/JPR
ca y 01/02 detectaron 1,8X10FC/mL. Los cebadores B4/B5 detectaron 1,8%1BC/mL. Por
dltimo, en orina, la mejor deteccion fue para lebatores ITS66/ITS279 con 1]8R UFC/mL,
seguido por B4/B5 con 1.8xA@WFC/mL. En tercer lugar, los cebadores JPF/JPRooal,8x16
UFC/mL y finalmente 01/02 con 1.8X'10FC/mL.

Los resultados obtenidos corresponden al emplem coatriz de muestras provenientes de
animales negativos. Es importante tener preseméageomposicion de la matriz se vera modificada
ante la presencia de la enfermedad y que los Bndite sensibilidad antes mencionados podrian

variar.
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4.6 Especificidad analitica

Con el objetivo de reevaluar la especificidad dicaliy utilizando los cebadores descriptos
en la Tabla 4, se realiz6 la amplificacion mediante PCR del ADMNKtemido a partir de
microorganismos filogenéticamente relacionadosBrutella Escherichia col(EC 0304) Shigella
flexneri (SHI 0086) Salmonella enteritidi$SAL 0176). Lafigura 10 muestra los resultados de la
especificidad analitica realizada.

1 2 345 6 7 8 9 10 112

223pb —» < 214 pb

<« 350pb
187 pb —»

Figura 11. Especificidad analitica de los 4 grupos de cetedestudiados. Linea 1: cdpscherichia colijinea 2: cepa
Shigella flexnerilinea 3: cepa&almonella enteritidislineas 4 y 10: control negativo de PCR, linea 51y control
positivo de PCR, linea 6yl12: MpM, linea 7: cdpscherichia coli,linea 8: cepashigella flexneri,y linea 9: cepa
Salmonella enteritidisFila superior. Lineas 1 a 5: cebadores B4/B5, lineas 7 a 1ladmbs ITS66/ITS27%ila
inferior. Linea 1 a 5: cebadores JPF/JPR ca, linea 7 abhtleres 01/02. Las flechas indican el tamafio Baraa de
PCR de cada ensayo.

Los resultados obtenidos concuerdan con los espenagreviamente publicados (Baily y
col.,, 1992, Keid y col., 2007a, Nakkas y col.,, 200@aoka y col., 2007), demostrandose la

especificidad de los cebadores al gérdaella
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4.7 indice de concordancia entre los 4 ensayos de PCR

Para determinar la reproducibilidad de las pruetasPCR, se estimO la fuerza de
concordancia entre los diferentes ensayos estuslip@bGE establecido previamente. Se calcul6 el
indice de concordancia (indice kappa) con sus césps IC, el cual se muestra enflabla 6.

Tabla 6. Concordancia entre los 4 ensayos de PCR y el GE.

indice Intervalo Fuerza
PCR de de
Kappa confianza concordancia
PCR 1 0,42 0,339-0,485 Moderada
PCR 2 0,637 0,575-0,699 Buena
PCR 3 0,365 0,291-0,440 Débil
PCR 4 0,483 0,431-0,535 Moderada

En latabla 6 se pude ver que la PCR 2 tuvo una fuerza de coacoial buena seguida por la

PCR 1 y 4 con una concordancia moderada; por Ullam®CR 3 con una fuerza de concordancia
débil.

4.8 Sensibilidad y especificidad diagnostica

Tabla 7. Sensibilidad, especificidad y razén de verosiomlitpositiva de los 4 ensayos de PCR en 595 muestras
contrastadas con el GE.

PCR1 PCR 2 PCR 3 PCR 4

S 45,64 % (IC 39,81 - 51,46)69,80 % (IC 64,42 - 75,18 39,26 % (IC 33,55 -44,97) 22,82 % (IC 17,89 - 27,75)
Esp 95,62 % (IC93,13-98,1293,94 % (IC 91,06 - 96.82 97,31 % (IC 95,30 —99,32) 99,66 % (IC 98,84-100)

RV+ 10,43 (IC 6,04-18) 1152 (IC 7,31-18,13) 14,58 (IC 7,25- 299) 67,77 (IC 9,47 — 484,89)

S: sensibilidad, Esp: especificidad, RV+: razove®similitud positiva

La tabla 7 muestra los valores de sensibilidad, especificigachzén de verosimilitud
positivade los 4 cebadores contrastados con el GE. Pwezde gue la PCR 2 dio mejores valores
de S seguidos por PCR 1, PCR 3y PCR 4. La esgideifi fue similar en los 4 ensayos.
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Para una mejor visualizacion de los resultadosnadte, se realizaron los calculos de valores de
cribaje en sangre, flujos y orina que se detallalastablas 8, 9 y 10.

Tabla 8. Sensibilidad, especificidad y Razon de verosindliwsitivade los 4 cebadores en sangre sobre 244 muestras

PCR1 PCR2 PCR3 PCR4

S 33,61 % (IC 24,81 —42,40) 65,57 % (IC 56,73 -74,41) 25,41 % (IC 17,27 —33,54) 19,67 % (IC 12,21 — 27,14)

Esp 98,36 % (IC 95,70 -100) 95,08 % (IC 90,83 -99,33) 96,72 % (IC 93,15 - 100) 100 % (IC 99,59 - 100)

RV+ 20,5 (IC 5,07 -82,88) 13,33 (IC6,05-29,04) 7,75 (IC 2,82 - 21,29) 0% (IC)

Como muestra laabla 8, la PCR2 fue la que tuvo mejor sensibilidad diagonasen

muestras de sangre seguido por la PCR1, PCR3 y.PCR4

Tabla 9. Sensibilidad, especificidad y razon de verosimlipositivade los 4 cebadores en flujo sobre 250 muestras

PCR1 PCR2 PCR3 PCR4

S 49,60% (IC 40,44 - 58,76) 70,40% (IC 62 —78,24) 52 % (IC 42,84 -61,16) 28,80% (IC 20,46- 37,14)

Esp 95,20% (IC 91,05 - 99,35) 95,20% (IC 91,05 -99,35) 99,20% (IC 97,24 -100) 99,20% (IC 97,24 - 100)

RV+ 10,33 (IC4,64-2301) 14,67 (IC 6,66 — 32,28) 65 (IC 9,16 — 4616 ) 36 (IC 5,01 — 258,52)

La tabla 9 muestra que la PCR2 detecté mejor en muestrasugesiguido por la PCRS3,
PCR1y PCRA4.

Tabla 10. Sensibilidad, especificidad y razén de verosiomlipositivade los 4 cebadores en orina sobre 101 muestras

PCR1 PCR2 PCR3 PCR4

S 64,71 % (IC 50,61 —-78,80) 78,43% (IC 66,16 -900) 41,18 % (IC 26,69 —55,66) 17,65% (IC 6,20 —29,09)

Esp 90% (IC80,68-99,32)  88% (IC77,99-98,01) 94% (IC 86,42 - 100) 100% (IC 99-100)

RV+ 6,47 (IC 2,75-15,23) 6,54 (IC 3,04 -14,04) 6,4 (IC 2,18- 21,57) 0% (IC)

Latabla 10 muestra que la PCR2 detecto mejor seguido paCRIPPCR3 y PCRA4.
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Los resultados reflejados en las tablas 8, 9 y dfiugstran que el empleo de la PCR2
(ITS66/ITS279) fue la que mejor sensibilidad obtinaependientemente de la muestra empleada.

La exactitud diagnoéstica de los ensayos de PCRat#ss en este trabajo se evaluo realizando una
curva ROC para cada una de las pruebas, las aelasestran en feggura 12. El analisis del ABC

al ser el mejor indicador de la exactitud diagrdstestas areas sirvieron para la comparaciorsde la
distintas PCR.

Sensibilidad
e © o © o o o o =
(8 ] (] F N (4, ] (] -J (=] w [=]

0,14}---~

00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1,0
1-Especificidad

CURVA COLOR ABC IC (95 %)
1) PCR 1 Rojo 0,71 0,68 0,74
2) PCR 2 Verde 0,82 0,79 0,85
3) PCR 3 Amarillo 0,68 0,65 0,71
4) PCR 4 Azul 0,61 0,59 0,64

Figura 12. Curvas ROC de las 4 PCR con el ABC y su respet@ivite las 595 muestras evaluadas. Cada PCR tiene un

color detallado en la figura para una mejor vis#aion de las diferentes ABC.

Se observa que el ABC de la PCR 2 fue mayor reszeltis demas ensayos (0,82 IC 0,79-

0,85). También se corresponde con la curva en&icgrque mas se acerca al vértice superior
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izquierdo donde se encuentran la mayor cantidactiaderos positivos y menor cantidad de falsos
positivos.

4.9 Analisis estadisticos de los resultados

Con el objetivo de analizar en cuanto se increméntehance de que el individuo este
enfermo si la PCR dio positiva, se realizé la dateacion de RV+. Los valores hallados de RV+ no
arrojaron resultados concluyentes. Por otro ladbjdb a que se encontré una diferencia en los IC
del ABC de la PCR 2, se realiz6 un test de ANOVAeadiciones repetidas para analizar entre que

ensayos hubo o no diferencias significativas. lessiltados se muestran erndhla 10.

Tabla 11.Resultados del test de ANOVA mostrando valoresated bajo la curva y su valpr

PCR Area bajo Valor p
la curva

PCR 1/PCR 2 0,71vs 0,82 <0,01
PCR 1/PCR 3 0,71vs 0,68 >0,05

PCR 1/PCR 4 0,71vs 0,61 <0,01
PCR 2/PCR 3 0,82 s 0,68 <0,01
PCR 2/ PCR 4 0,82 vs 0,61 <0,01
PCR 3/PCR 4 0,68 vs 0,61 <0,01

En latabla 11 se muestra mediante el test de ANOVA que hay elii@as significativas
entre todas las PCR, salvo entre la PCR1 y la PCRS3.
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Discusién

En el afio 1996, Carmichael y Shin, publicaron losblemas diagndsticos existentes para
obtener un resultado confiable para brucelosisneagilo llamaron el dilema diagnostico De
hecho, recomendaron la utilizacion de antigenagféeencia probados para las pruebas serologicas
y asi minimizar la aparicion de los falsos possivpe llevan a errores de manejo. Hoy en dia, 20
afos después, ese inconveniente sigue vigent®@Rano escapa a ese concepto respecto a su uso
en el diagndstico de la enfermedad.

5.1 Cultivos bacterioldgicos

Los aislamientos microbiolégicos obtenidos en dsédajo mostraron que, si bien es
especifico para un diagndstico inequivoco, la bajesibilidad es constante con este método ademas
de los riesgos que el mismo conlleva para el operda relacion entre el tamafo del inoculo y el
crecimiento bacteriano ha sido descripto (Zimmermacol., 1990) y hay autores que sugieren
varias muestras de sangre debido a la baja pr@pmod organismos circulantes en la porcion
leucocitaria (Hollet, 2006). Esto no fue posible este estudio debido a la resistencia de los
propietarios a dicha practica; Quizas, esto Ultpodria ser la base para futuros estudios. También
es importante tener en cuenta que si bien un hdthacyositivo confirma la presencia de la
enfermedad, uno negativo no la descarta (Wanke B{N4, Carmichael y Shin 1996, Green EG y
Carmichael LE 2012, Hollet 2006).

5.2 Pruebas seroldgicas

La prueba serologica de tamiz RSAT mostré niveles sénsibilidad similares a los
descriptos en otros estudios (Keid y col., 2008992 Kaufmman y col., 2014). Esta prueba no
registro falsos positivos tal como los descriptodeeliteratura. Una posible razén se deba a gee, d
la totalidad de los animales positivos al GE ddbnien latabla 2, todos los reactivos se
confirmaron por otras técnicas o por combinacionsiidomas y epidemiologia compatible con
brucelosis canina.

El test de IELISA se realiz6 sobre 50 sueros del@des 34 dieron resultado positivo. A su

vez, 5 sueros dieron positivo en ausencia de @aeclas demas pruebas. Esto pudo deberse a que
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el iIELISA detecta anticuerpos en forma tempran@&sague la técnica tamiz de RSAT (Wanke,
2009).

La prueba AGID detect6 resultados positvos en desneon historia de curso cronico de la
enfermedad. En 11 de los 50 sueros testeados f@otéesica se obtuvieron resultados positivo y
negativo al RSAT, lo que coincide con los hallazdesKeid y col. (2009). En 20 casos positivos
hubo coincidencia (RSAT y AGID) y solamente hubeadsos RSAT positivo y AGID negativo.
Esto pudo deberse a que el antig&oovis REO 198 utilizado en Argentina para AGID es
completo, es decir, tiene componentes de paredacgiule citoplasma. En otras partes del mundo,
existen pruebas de AGID que utilizan antigenoptasmaticos o del lipopolisacarido (LPS) lo que
difiere respecto a la sensibilidad y especificidados resultados obtenidos (Greene y Carmichael,
2012).

5.3 Genes estudiados

En este trabajo se compararon 4 genes: gen coddigara la proteina BCSP31, 16s-23s
rRNA (ribosomal del espaciador),1E1 (secuencias de insercidmnp2ay omp2b(gen codificante
para porinas) los cuales se contrastaron con upr&Establecido. El método de extraccion de ADN
fue el de columnas de extraccion comerciales las gu teoria, disminuyen los problemas de
inhibicion de la reaccion. De hecho, una buenannmid@ de ADN es el primer paso en la
realizacion de cualquier PCR diagnostica para gqeelg haber resultados confiables (Yu y Nielsen,
2010) debiéndose utilizar un método robusto y ibleefOIE, 2014).

Los resultados obtenidos en el limite de deteccmmesponden al empleo como matriz de
muestras provenientes de animales sanos. Sin emlsafgen se han obtenido limites de deteccion
iguales entre la PCR 1 y PCR 4 en sangre por egeftgilla 5), al comparar con los resultados de
las muestras de sangre de animales enfermos, astj@ron una sustancial diferencieabla 8).
Esto podria explicarse debido a las diferenciasexyigten entre los ensayosvitro, donde se ha
infectado la muestra en forma artificial, respexto que ocurre en las infecciones naturales.

En algunos casos, el aislamiento bacteriano desugesno concordd con la PCR y viceversa. En el
primer caso pudo deberse a que la muestra al bajeercarga bacteriana si se siembran rapidamente
en medios de cultivos enriquecidos, se puede ob&mesarrollo dd&rucellacon mucha facilidad.

Por otro lado, los componentes de la matriz dedagtna sobre la cual se extrajo el ADN, pudieron
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haber interferido en la reaccién como por ejemplabidores propios de la muestra (grupo hemo,
urea, mucopolisacaridos) degradaciéon @eget o cantidad del mismo por debajo del limite de
deteccion (Romero y col1995a, 1995b). Otra razon, pudo haber sido quelammrolumnas de
extraccion ROCHE utilizadas en este estudio, seemdtADN de sangre total y no de la capa
blanca. De hecho, un estudio reciente obtuvo nmejoesultados con medios especiales de
extraccion a partir de la fraccidn leucocitariarfggy col., 2014).

En los casos que hubo PCR positiva sin detecci@rnigsodemas combinaciones del GE,
podria explicarse si se considera que dichos aesniivieron contacto coBrucella en dosis
menores a las requeridas para el desarrollo defeaneedad (dosis infectante minima 1%t
conjuntival y 1x16 UFC/mL via oral (Carmichael y coRp12). En este caso, no se habria generado
la produccion de anticuerpos detectables con lasbais seroldgicas y mucho menos, los sintomas

clinicos compatibles.

5.3.1 Gen codificante para BCSP31

El gen codificante para la proteina BCSP31 haestflodiado por muchos autores obteniendo
excelentes resultados de sensibilidad y espeaficidos cebadores utilizados en este trabajo fueron
los disefiados por Baily y col., (1998ue, originalmente, fueron testeados en cultiva®gue
Brucella. Posteriormente, muchos investigadores los evaluarapleando muestras clinicas de
sangre humana y liquidos fetales de animales conbmeanos resultados (Queipo - Ortufio y col.,
1997, Navarro y col., 2002, Gallien y cdl998 Cortez y col2001). En este trabajo, los resultados
obtenidos mostraron una concordancia moderada ates@@ GE fabla 6) y los valores de
sensibilidad y especificidad no fueron los obtesidor dichos autores. Queipo-Ortufio y col. (1997)
por ejemplo, obtuvieron una sensibilidad del 1009%6@ muestras de sangre de pacientes humanos
que dieron positivo a pruebas serologicas y batégiicas. Dentro de las combinaciones posibles
para realizar la tabla de 2x2 para obtener valdeesribaje, faltan los individuos que dieron
negativo a todas las pruebas es decir, solo sadevason los individuos reactivos y no lo que
estaban sanos, mientras que, en este trabajo,nggac® individuos sanos con enfermos (disefio
metodolégico de test diagnostico, Castiglia, 1998avarro y col., (1999) cuestionaron los

resultados de Morata y col., (1998) dado que ndepod reproducir los mismos siguiendo las
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especificaciones del trabajo publicado. Esto haef@sar en la dificultad de la PCR para reproducir
resultados similares (Noordhoek y cdR93).

BCSP31 ha sido evaluado también como region blancla deteccion dBrucella spp. en
orina de pacientes humanos (Queipo-ortufio y cO06?y, recientemente, en orina de caninos
machos con excelentes resultados cuando se lastnton urocultivos y el test de iELISA (Boeri
y col., 2016). En el presente estudio, la deteccion dstizad deBrucella spp mediante PCR
empleando los cebadores B4/B5 en orina fue buenauno64,71% de sensibilidad (IC 50.61—
78.80). Sin embargo, fue algo mas baja que la al#emediante la PCR 2apla 10). Las
diferencias de resultados observadas respectawdi@sitado anteriormente, pudieron deberse a
gue en el presente trabajo se emple6 como GE #lauacteriolégico sumado a diferentes
combinaciones de pruebdalfla 2).

Al momento de escribir este trabajo, no se encarireeportes de evaluacion diagndstica de

estos cebadores en flujos genitales de caninosrasmb

5.3.2 Secuencias de insercion T8l

Nakkas A.F.Al y col., (2002) utilizaron cebadorspexificos para la amplificacion de/I&.con
valores de sensibilidad y especificidad del 100%narestras clinicas de sangre en humanos. Sin
embargo, estos cebadores mostraron baja sengibdidda deteccion de muestras clinicas de caninos.
Una de las posibles causas de los resultados dbseal emplear la secuencia de insercigiilon
estos cebadores, pudo deberse a la poca cantidampids presentes &) caniscomparada con otras
especies dBrucellacomoB. melitensisB. abortuso B. ovis Ademas, el ensayo de Nakkas y col., 2002
fue una nested PCR en la que usaron otros cebgidweela segunda ronda los cuales no se utilizron

este trabajo.

5.3.3 Gen 16s-23s rDNA del espaciador

Respecto al gen 16s-23s rDNA del espaciador, lesstigadores brasileros Keid y col.
(2007a)encontraron valores muy altos de sensibilidad e@§pidad en muestras de sangre, los
cuales no coinciden con los presentados en el mes$eabajo. Varias Razones podrian explicar
estos resultados:
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a) El método de extraccion de ADN. Aqui se utilimd kit comercial de ROCHE el cual, en
teoria, ayuda a la eliminacion de los contaminaatesibidores propios de cada muestra. También
se obtiene un ADN cristalino libre de impurezas. dbstante, Keid y col., (2007a), realizaron la
extraccion empleando el método de fenol cloroforAsu vez, en muestras de sangre obtuvieron
una sensibilidad analitica de 1 UFC/mL y en estied&s se obtuvo 1,8xFQFC/mL.

b) En este trabajo contrastamos la PCR diagnésticaun GE pre establecido por medio de
combinacion de técnicas serologicas y el cultivotdr@ano. Sin embargo, Keid y col. (2007a)
compararon con RSAT / 2ME-RSAT y hemocultivo peradileron las muestras en grupos distintos
de animales con y sin aislamiento bacteriano.

c) El antigeno utilizado para la prueba serolégieaRSAT utilizado por Keid y col., (2007a,
2007b, 2007c, 2009, 2010) fue diferente al empleadeste trabajo. Aqui se utilizé la cdpacanis
M- que reduce la cantidad de resultados falsogiposien un 50% (Carmichael and Joub&®g7),
mientras que la cepa @ ovis(Badakhsh y col., 1982) utilizada por los invedligi@s brasileros,
no es la recomendada como prueba tamiz para bsigenina. Esto haria pensar en una sustancial
diferencia en los resultados obtenidos.

Keid y col., (2007b, 2007c) obtuvieron iguales teglos de sensibilidad analitica al emplear
tanto muestras de flujos genitales como de saritge.trabajo utilizd6 como GE la misma PCR
combinada con resultados de sangre y/o flujos.w&lInnhetodolégico, no seria correcto el disefio
utilizado para estimar valores de sensibilidad/e$ipelad diagndstica si es la PCR la que se quiere
medir. En el presente estudio, la sensibilidadificealen flujos dio valores de 1,8X10FC/mL. A
pesar de no coincidir con los estudios previos, desadores diseflados por los investigadores
brasileros arrojaron muy buenos valores de sertiadily especificidad con sus respectivos IC.

5.3.4 Genesmp2ay ompz2b

Leal-Klevezas y col., (1995) desarrollaron una Pdi&gnostica amplificando la region
omp2bde B. abortuscon muy buenos resultados utilizando para ellockisadores JPF/JPR. El
ensayo de los autores mexicanos hace hincapié erételdo de extraccion de ADN como una
limitante del proceso. En efecto, sin una buenastnaig/ un protocolo de extraccion de ADN que
asegure la ausencia de inhibidores, no es posiiener resultados confiables. Los autores dicen
también textualmentela Sensibilidad de la prueba con bacterias diluigassangre no se intento
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debido que Brucella es un parasito intracelular tlerde los leucocitos, por lo tanto, cualquier
resultado de este tipo de experimentos no podniadsevalor practico” En nuestro trabajo la
sensibilidad analitica se realiz6 de ese modo gasgusiguieron las recomendaciones descriptas por
la OIE (OIE, 2016). Otro detalle que llama la aténes que las muestras de sangre las procesaron
con citrato de sodio o heparina. Se sabe que #stalinhibe la reaccion de PCR lo cual resulta
muy discordante con los resultados del presenteliestn el cual se uso citrato de sodio y columnas
de extraccion de ADN. En nuestro trabajo se utitinaos cebadores el JRérward y el JPR ca
reverse este ultimo fue desarrollado por Imaoka y c@Q0{7) para amplificar solo regiones Be
canis y B. suiskl limite de deteccién de este ensayo de PCR figedoanparada con la PCR 2 y la
PCR 1. Los valores de sensibilidad y especificigstdivieron en tercer lugar después de la PCR 2 y
PCR 1 lo que haria poner en duda su utilidad paraestras clinicas. A pesar de ello, muy buenos
resultados han sido obtenidos al emplear los cebadi’F/JPR ca en muestras de cultivos puros
(Ghodasara y cql2010, Imaoka y col2007).

5.4 indice de concordancia

El indice de concordancia evalla la reproducihilidde la nueva prueba diagndstica
comparada con el GE. Distintos autores han recoatengresentar este indice (kappa) con los
datos de muestreo ya que el mismo, puede ser @bepta la prevalencia de la enfermedad y no ser
adecuado por si solo para generalizar resultadosnffpson y Walters 1998, De Vet, 1998). En el
presente trabajo se siguieron las recomendacidaatepdas por dichos autores y el indice kappa
obtenido present6 una fuerza de concordancia blEma&onjunto con los demés resultados, éste

indice contribuyo en la solidez de los mismabl@ 6).

5.5 Razon de Verosimilitud Positiva

Este indicador muestra en cuanto se incrementhdace de que el individuo este enfermo
si la PCR dio positiva y tiene la ventaja de noarshfluenciado por la prevalencia de la
enfermedad. Valores mayores o igual a 10 muestrarfuerte probabilidad de tener la enfermedad
si la prueba (PCR) da positiva (Johnson, 2004, zargt Greiner, 2006). Las tablas 7, 8, 9 y 10
permiten ver que todos los ensayos dieron resudta@oRV+ entre 6 y 20. A su vez, los IC se

solapan en los 4 ensayos independientemente deidatra analizada con valores muy alejados
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entre si. La RV+ es un cociente y, al mostrar Emoniento entre los 4 ensayos, este indicador no
sirvio por si solo para mostrar la utilidad de pasebas de PCR. Por esta razén, se recurrié al
analisis del ABC de las curvas ROC explicado grueto 5.6.

5.6 Curvas ROC

La exactitud diagnodstica puede medirse por medicadalisis del ABC de las curvas ROC, las
cuales son la representacion gréfica de la RV+.cueva ROC nos da una idea visual del
rendimiento global de un test. Basado en un aoitarbitrario, Sweet y col., (1988), sugirieron los
siguientes valores asignandoles categorias: 0,6 laafo, 0,7 a 0,9 moderado y 0,9 a 1 alto.

Como se puede ver enfigura 12, las 4 ABC permitieron evaluar cual de los ensal@$CR fue

el mejor en el presente estudio, luego de la atlin del test estadistico ANOVA a mediciones
repetidas El andlisis del ABC obtenido para los distintosagias no permitio una clasificacion
diferencial segun las categorias antes descrifiasembargo, mediante las curvas ROC se pudo

determinar graficamente una mejor performance dederios ensayos.

5.5 Consideraciones finales

Desde sus comienzos, la PCR ha ido incorporandeedifes técnicas para deteccion de
ADN con fines diagnostico en muchas enfermedadesdivsas. Los resultados varian de acuerdo a
cada grupo de investigacion y tecnologia utiliza&gsafundamental conocer bien la enfermedad para
saber que muestra clinica podra ser de mejor adilhra encontrar el ADN del microorganismo en
cuestion. Siempre se debe tener presente que Iseymiede decir es hay o no hay ADN del
microorganismo, del hospedero o de ambos en latraupsro no se puede inferir prondstico ni
estado del individuo enfermo con un resultado. T@opse puede decir si la bacteria se encuentra
viable 0 no, si se esta eliminando o son solo fexgos de ADN. Finalmente, se podria decir que la
PCR es un complemento diagndstico y quizas, emtumd, pueda reemplazar otras técnicas de uso

actual.
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6.1 La discusion de los resultados obtenidos seguabljEtivos planteados en este trabajo, permitié

arribar a las siguientes conclusiones:

v El empleo de los cebadores ITSS66/ITSS279 (PCRogjruna mejor sensibilidad en la
deteccion ddrucellaspp. en muestras clinicas de caninos seguido legB4/B5 (PCR
1), JPF/IPR ca (PCR 3) y 01/02 (PCR 4) respectinanéa especificidad fue alta en

los 4 ensayos y la RV+ no arrojo resultados coreitss.

v’ Los cebadores ITSS66/ITSS279 (PCR2) tuvieron negosibilidad analitica en muestras

clinicas de sangre, flujo y orina de caninos.

v' Los cebadores ITSS66/ITSS279 (PCR 2) mostraronbueaa concordancia con el GE
respecto de los otros tres ensayos, por lo tantBA&R 2 es tan util como el GE

establecido y se recomienda realizarla junto al GE.

v Los cebadores ITSS66/ITSS279 (PCR 2) tuvieron umgomexactitud diagnéstica
respecto a los demas cebadores empleados, repdsenqor una mayor area bajo la
curva ROC.

v' El andlisis de los intervalos de confianza mediaatgas ROC sumado a las diferencias
significativas de los cebadores ITS66/ITS279 (PGRe&pecto a las demas pruebas de
PCR (p < 0,01), determinaron su mayor utilidad a&dédteccion d@rucella spp. en las

muestras clinicas de caninos evaluadas.

-45 -



BIBLIOGRAFIA




Bibliografia

A

10.

11.

. Al-Ajlan HH., Ibrahim AS., Al-Salamah AA., 2010. Comparison of different PCR

methods for detection of Brucella spp. in humarotleamplesPol J Microbiol.60 : 27-
33.

Altman DG. 1991. Practical statistics for medical reseaChapman and Hall New
York.

Alton GG., Jones LM., Angus RD., Verger JM.,1988 Techniques for the brucellosis
Laboratory. Paris: Institut National de la Recherélgronomique.

Ariza Cardenal J., 1995 Brucelosis. En: Farreras-Rozman, Medicina Intertizra
Edicion Barcelona: Mosby-Doyma libros S.A.; p.232-

Audic S, Lescot M, Claverie JM, Scholz HC.,2009. Brucella microti: the genome
sequence of an emerging pathog@kl.C Genomics4; 10:352.

Angus RD., Barton CE., 1983. The production and evaluation of a buffeptate
antigen for use in a presumptive test for brucelo3rd. International Symposium on
Brucellosis, Algiers, ArgeliaDev Biol Stand56: 349-56.

Anderson TD., Cheville NF.,1986. Ultrastructural morphometric analysis of Brucella
abortus-infected trophoblasts in experimental piatie. Bacterial replication occurs in
rough endoplasmic reticulumm J Pathol124: 226-37.

Anderson TD., Meador VP., Cheville NF.,1986. Pathogenesis of placentitis in the
goat inoculated with Brucella abortus. Il. Ultrastiural studiesVet Pathol.23: 227-39.

Baddour MM., Alkhalifa DH ., 2008 Evaluation of three polymerase chain reacti
techniques for detection of Brucella DNA in peripgdlehuman bloodCan J Microbiol.
54: 352-7

Badakhsh FFE, Carmichael LE., Douglass JA., 1982. Improved rapid slide
agglutination test for presumptive diagnosis oficarrucellosisClinical Microbiology,
15: 286-289.

Baily GG., Krahn BJ., Drasar BS., Stoker N.G.,1992. Detection of Brucella
melitensisandBrucella abortusoy DNA amplification.J. Trop. Med. Hyg95: 271-275.

- 46 -



Bibliografia

12.BiodynamicsS.R.L. Disponible en: www.biodynamics.com.ar/mitdaetina. pdf

13.Blasco J., C Gamazo0.1994. Brucelosis animal. Investigacion y cienci8,256-62.

14.Boeri E., Escobar G., Ayala SM., Sosa-Estani S., kero N.,2008.Brucelosis canina
en caninos de la ciudad de Buenos Aires MedicinAifgs) 68: 291-297

15.Boeri EJ, Lopez G, Guido GG, Ciocca M, Elena SC anwanke MM., 2016
Usefulness of Urine as a Sample for Detection afcBia Spp in Male Canines.Vet
Sci Med Diagrb:4. 1-6

16.Bossi P.,Tegnell A., Baka A., Van Loock F., Hendriks J., Wener A., Maidhof H.,
Gouvras G., 2004. Bichat guidelines for the clinical managemehtorucellosis and
bioterrorism-related brucellosiBuro Surveill9: E15-16

17.Bricker, BJ., Halling, SM., 1994. Differentiation of Brucella abortus bv. 1,dhd 4,
Brucella melitensis, Brucella ovis, and Brucellassov. 1 by PCRJ. Clin. Microbiol.
32: 2660—2666.

18.Bricker, BJ., Halling SM., 1995. Enhancement of the Brucella AMOS PCR assay fo
differentiation of Brucella abortus vaccine straBs9 and RB51J. Clin. Microbiol. 33:
1640-1642.

C

19.Capasso L.2002. Bacteria in two-millennia-old cheese, andtesl epizoonoses in
Roman populationsl Infect45:122-127.

20.Carmichael LE., 1990. Brucella canis. In: Nielsen K, Duncan JR (eds.) mali
Brucellosis. Boca Raton, Fl: CRC Press, p 335-50

21.Carmichael LL., Joubert JC., 1987. A rapid slide agglutination test for the
serodiagnosis of Brucella canis infection that emgpla variant (M-) organism as
antigen.Cornell Vet.77: 3-12.

22.Carmichael LE., Joubert JC., 1988. Transmission of Brucella canis by contact
exposureCornell Vet78: 63-73

23.Carmichael LE., Shin SJ., 1996. Canine brucellosis: a diagnostician s dilemm
Seminars inVeterinary Medicine and Surge($mall Animal). 11: 161-5.

24.Castro HA., Gonzalez SR., Prat MI.,2005. Brucelosis: una revision practica. Acta
Bioquim Clin Latinoam. 39:203-16

-47 -



Bibliografia

25.Celli J., de Chastellier C., Franchini DM., PizarroCerda J., Moreno E., Gorvel JP.,
2003 Brucella evades macrophage killing via VirB-depemidsustained interactions
with the endoplasmic reticulurd.Exp Med 198: 545-56.

26.Cherwonogrodzky JW., Dubray G., Moreno E., and Maye H., 199Q Antigens of
Brucella, En. K. Nielsen and J. R. Duncan (ed.). Animalckiiosis. CRC Press Inc.,
Boca Ratén, Florida. Pp. 19-64.

27.Corbel MJ., Morgan WJB., 1984. Genus Brucella Meyer and Shaw 1920, 173IAL.
Holt JG, editos. Bergey’s manual of systematic é&aalogy vol. 1. Baltimore (MD):
Williams and Wilkins, 377-88.

28.Corbel MJ., 1997. Brucellosis: an overvielmerg Infect DiS}: 213-21.

29.Cortez, A., Scarcelli, E., Soares, R.M., Heinemanm.B., Sakamoto, S.M., Genovez,
M.E., Ferreira, F., Richtzenhain, L.J.,2001. Detection oBrucellaDNA from aborted
bovine foetuses by polymerase chain react#arst. Vet. J79:500-501.

D

30.De Vet H. 1998. Observer reliability and agreement. En: itage P, Colton T, editores.
Encyclopedia of Biostatistics Vol. 4. Chichestahd Wiley & Sons; 3123-7.

31.Delgado M.G., Armoriaga C., Miranda N.,2008. Diagnostico serologico de brucelosis
canina en la ciudad de San Luis. XVII Reunion dfer@-técnica. Asociacion Argentina

de Veterinarios de Laboratorio de Diagnostico. E-17

F

32.Ficht TA., Bearden SW., Sowa BA., Adams LG1989. DNA sequence and expression
of the 36-kilodalton outer membrane protein genBroicella abortusinfect. Immun57:
3281-3291.

33.Forbes LB., 1990. Brucella abortus infection in 14 farm dogsAm Vet Med Assoc.
196: 911-6

34.Freer E., Rojas N., Weintrabub A., Lindberg A, Moreno E., 1995. Heterogenety of
Brucella abortudipopolysaccharide®kes Microbioll46:569-578.

35.Freer E., Moreno.E., Moriyon.l., Pizarro-Cerda J., Weintraub. A., Gorvel. J-P.,

1996 Brucella-Salmonella lipopolysaccharide chimeras are less permeable to

-48 -



Bibliografia

hydrophobic probes and more sensitive to catiorj@tides and EDTA than their native
Brucellasp. counterparts). Bacteriol 178:5867-5876.
36.Fugier E., Pappas G., Gorvel JP.2007. Virulence factors in brucellosis: implications

for aetiopathogenesis and treatmépert Rev Mol Me®: 1-10.

G

37.Gardner IA., Greiner M., 2006.Receiver-operating characteristic curves and hicsld
ratios: improvements over traditional methods foe tevaluation and application of
veterinary clinical pathology testget Clin Pathal 35: 8-17.

38.Garshasbi M., Ramazani A., Sorouri R., Javani S., Mradi S., 2014. Molecular
detection of Brucella species in patients suspgimuBrucellosis from Zanjan, IraBraz
J Microbiol. 45: 533-8.

39.Ghodasara S., Ashish R., Rank DN., Bhanderi BR.2010. Identification of Brucella
spp from animals with reproductive disorders byypwrase chain reaction assay.
Bufallo bulletin.vol 29 N°2

40.Green CE., Carmichael LE., 2012. Infectious diseases of the Dogs and Cat. WB
Saunders, Philadelphia, 399-411.

41.Gallien, P., Dorn, C., Alban, G., Staak, C., and Rutz, D.,1998. Detection oBrucella
species in organs of naturally infected cattle blymerase chain reactioWet. Rec142:
512-514.

42.Gorvel JP., Moreno E.,2002. Brucella intracellular life: from invasion iatracellular
replication.Vet Microbiol.90: 281-297.

H

43.Hartigan P., 1997 Human brucellosis: epidemiology and clinical mastationsIrish
Vet J.50: 179-80.

44.Halling SM., Tatum FM., Bricker BJ., 1993. Sequence and characterization of an
insertion sequence, IS711, from Brucella 0@snel33: 123-7.

45.Hini ¢ V., Brodard 1., Petridou E., Filioussis G., ContosV., Frey J., Abril C., 2010.
Brucellosis in a dog caused by Brucella meliteRes 1.Vet Microbiol 141: 391-2.

- 49 -



Bibliografia

46.Hollet RB., 2006. Canine brucellosis: Outbreaks and compliamberiogenology 66:
575-7.
47.Hughes ML., 1897. Mediterranean, Malta or undulant fever. Lamdviacmillan

48.lachini, R.H., Boeri, E.J., Castro, J., Gramajo, FO., 2004. Prevalencia serolégica de
brucelosis canina en diferentes barrios de la du#aBuenos Aires. Comunicacion libre
A4, Congreso Argentino de Zoonosis, Buenos Aires

49.Imaoka K., Kimura M., Suzuki M., Kamiyama T., Yamada A., 2007-Simultaneous
Detection of the Genus Brucella by CombinationaRRIon J. Infect Dis 60: 137-139

J

50. Johnson NP.,2004. Advantages to transforming the receiveraipey characteristic
(ROC) curve into likelihood ratio co-ordinaté&tat Med23: 2257-66.

K

51.Kang SI., Lee SE., Kim JY., Lee K., Kim JW., Lee HK, Sung SR., Heo YR., Jung
SC., Her M., 2014. A new Brucella canis species-specific PCsaagor the diagnosis
of canine brucellosisComp Immunol Microbiol Infect Dig7: 237-41

52.Kauffman LK., Bjork JK., Gallup JM., Boggiatto PM., Bellaire BH., Petersen CA.,
2014. Early detection of Brucella canis via quantitte polymerase chain reaction
analysisZoonoses Public Healt®l: 48-54.

53.Keid LB., Soares RM., Vieira NR., Megid J., SalgadovR ., 2007. Diagnosis of
Canine Brucellosis: Comparison between Serologacal Microbiological Tests and a
PCR Based on Primers to 16S-23S rDNA InterspatstrRes CommuBl: 951-965

54.Keid LB., Soares RM, Vasconcellos SA., Chiebao DP2007. A polymerase chain
reaction for detection of Brucella canis in vagisalabs of naturally infected bitches,
Theriogenology2007; 68: 12060-1270

-50 -



Bibliografia

55.Keid LB., Soares RM., Vasconcellos SA., Chiebao DPMegid J., Salgado VR.,
Richtzenhain LJ., 2007.A polymerase chain reaction for the detection of BHlaccanis
in semen of naturally infected dogsheriogenology67: 1203-10.

56.Keid LB., Soares R., Vasconcellos S., Megid J., §ado V., Richtzenhain L.,2009.
Comparison of agar gel immunodiffusion test, rapstide agglutination test,
microbiological culture and PCR for the diagnodisanine brucellosisRes Vet S@6 :
22-26

57.Keid LB, Soares RM., Vasconcellos SASalgado VR., Megid J., Richtzenhain LJ.,
2010. Comparison of a PCR assay in whole blood serdm specimens for canine
brucellosis diagnosid/et Rec2010. 167: 96-99

L

58.Lapaque N., Moriyon |., Moreno E., Gorvel JP.,2005 Brucella lipopolysaccharide
acts as a virulence fact@urr Opin Microbiol.8: 60-6.

59.Leal-Klevezas DS., Martinez-Vazquez 10., Lopez-Meno A., Martinez soriano JP.,
1995 Single —Step PCR for detection of Brucella sppmfrBlood and milk of infected
animals.J.Clin Microbiol. 33: 3087-3090

60.Lopez G., Ayala SM., Efron AM., Gomez CF., Lucero ., 2009. A serological and
bacteriological survey of dogs to detect Brucatifiection in Lomas de Zamora, Buenos
Aires provinceRev.Argent.Microbiol.41: 97-101

61. Garcia-Yoldi D., Marin CM., de Miguel MJ., Mufioz PM., Blasco JM., Jacques.|
Grayon M., Cloeckaert A., Ferreira AC, Cardoso R, Corréa de Sa Ml.,
Walravens K., Albert D., Garin-Bastuji B., 2008 Evaluation of a multiplex PCR
assay (Bruce-ladder) for molecular typing of alu&ella species, including the vaccine
strains.Clin Microbiol. 46: 3484-7.

62.Lopez-Gofii I., Garcia-Yoldi D., Marin C., de Miguel M., Barquero-Calvo E. ,
Guzman-Verri C., Albert D., Garin-Bastuji B., 2011. New Bruce-ladder multiplex
PCR assay for the biovar typing of Brucella suid #re discrimination of Brucella suis
and Brucella canid/eterinary Microbiology154: 152-155

63.Lucero, N.E. 1996. Brucella. Microbiologia biomédica Eds. JBasualdo, C.E. Coto,
R.A de Torres, ATLANTE, Buenos Aires.

-51 -



Bibliografia

64.Lucero NE., Escobar Gl., Ayala SM., Lopez G.2002. Sensitivity and specificity of an
indirect enzymelinked immunoassay for diagnosiBfcella canisinfection in dogs.J
Med Microbiol.51: 656-60

65.Lucero, N.E., Escobar Gl., Ayala SM., Jacob N.,2005. Diagnosis of human
brucellosis caused by Brucella carisurnal of Medical Microbiology54: 457-461.

66.Lucero N., Corazza R., Almuzara MR., Reynes E., Esbar G., Boeri E., Ayala S.
2010. Human Brucelosis canis outbreak linked to infattio dogsEpidemiolog. Infect.
138: 280-5

67.Lucero NE., Escobar Gl., Ayala SM., Maldonado P., lkufman S., Escobar G., Boeri
E., Jacob Néstor.2010.Brucella caniscausing infection in an HIV — infected patient.
J Vector Borne Zoonotic Di40: 527-9.

M

68.Mayfield JE., Bricker BJ., Godfrey H., Crosby RM., Knight DJ., Halling, SM.,
Balinsky D., Tabatabai L.B., 1988. The cloning and nucleotide sequence of & gen
coding for an immunogeni8rucella abortugprotein.Gene.63: 1-9.

69.Michaux-Charachon S., Bourg G., Jumas-Bilak E., Gugue-Talet P., Allardet-
Servent A., 'Callaghan D., 1997 Genome structure and phylogeny in the genus
Brucella J Bacteriol 179: 3244-9.

70.Mitka S., Anetakis C., Souliou E., Diza E., Kansouzidou A2007. J. Clin. Microbiol.
45: 1211. Evaluation of different PCR assays fatyedetection of acute and relapsing
brucellosis in humans in comparison with converdlanethods.

71.Morata P., Queipo-Ortuno MI., Colmenero JD., 1998. Strategy for optimizing DNA
amplification in a peripheral blood PCR assay usedliagnosis of human brucellosiks
Clin. Microbiol. 36: 2443—-2446.

72.Moreno, E., Stackebrandt, E., Dorsch, M., Wolters, J., Buzh, M., Mayer, H., 1990.
Brucella abortus 16S rRNA and lipid A reveal a giggnetic relationship with members
of the alpha-2 subdivision of the class Proteobactd Bacteriol 172:3569-76.

N

-52 -



Bibliografia

73.Nakkas AF.Al., Wright SG., Mustafa AS., Wilson S.2002 Single-Tube. Nested PCR
for detection the diagnosis of human brucellosiKinvait. Ann Trop Med Parasitdd6:
397-403

74.Navarro E., Fernandez JA., Escribano J., Solera J1999 PCR Assay for Diagnosis of
Human BrucellosisJ Clin Microbiol. 37: 1654—-1655.

75.Navarro E., Escribano J., Fernandez J., Solera J.2002. Comparison of three
different PCR methods for detection of Brucella spghuman blood samples. FEMS
Immunol Med Microbiol34: 147-51.

76.Noordhoek, G., van Embden JD., Kolk AH.,1993. Questionable reliability of the
polymerase chain reaction in the detectioMgtobacterium tuberculosidlew Engl. J.
Med 329: 2036.

O

77.0IE., 2009. Manual of diagnostic test and vaccines éorestrial animals. In Bovine
Brucellosis. Oficce Internatiolal des epizooticari®. Chapter 2.4.3

78.0IE., 2014 Manual of Standards for Diagnostic Tests aadcihes. Ovine epididymitis
(Brucella ovi3. Paris: Office International des Epizooties hi&d. (Chapter 2.7.9); p 1-
14.

79.0IE, 2014. Manual de las Pruebas de Diagndstico y d¥dasinas para los Animales
Terrestres en: desarrollo y optimizacion de lagpas de deteccion de acidos nucleicos.
Capitulo 3.6.3

80.0IE., 2016. Manual of diagnostic test and vaccines faestrial animals. In: Bovine
Brucellosis, Office International des epizooticari®, Chapter 2.1.4

81.Osterman, B., and Moriydn, I.,2006. International Committe on Systematics of
Prokaryotes, Subcommitte on the TaxonomBafcella Minutes of the meeting, 17
September 2003, Pamplona, Spamternational Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiologye6, 1173-1175.

82.Ouahrani S., Michaux S., Sri Widada J., Bourg G., durnebize R., Ramuz M.,
Liautard JP., 1993. Identification and sequence analysis of (865an insertion

-B3 -



Bibliografia

sequence in Brucella spp.: relationship betweeromén structure and the number of
IS6501 copies] Gen Microbiol.139: 3265-73

P

83.Paulsen, I.T., Seshadri, R., Nelson, K.E., Eisen,.Al, Heidelberg, J.F., Read,
T.D.,Dodson, R.J., Umayam, L., Brinkac, L.M., Beana, M.J., Daugherty, S.C.,
Deboy, R.T., Durkin, A.S., Kolonay, J.F., Madupu, R Nelson, W.C., Ayodeji, B.,
Kraul, M., Shetty, J., Malek, J., Van Aken, S.E., Redmuller, S., Tettelin, H., Gill,
S.R., White, O., Salzberg, S.L., Hoover, D.L., Linr, L.E., Halling, S.M., Boyle,
S.M., and Fraser, C.M. 2002. The Brucella suis genome reveals fundamental
similarities between animal and plant pathogenssymebionts. Proc Natl Acad Sci U S
A 99, 13148-13153.

84.Pizarro-Cerda J., Méresse S., Parton RG., van der @t G., Sola-Landa A., Lopez-
Goiii I., Moreno E., Gorvel JP.,1998. Brucella abortus transits through the autophagic
pathway and replicates in the endoplasmic reticubfrmonprofessional phagocytes.
Infect Immun66: 5711-24.

Q

85.Queipo-Ortufio MI., Morata P., Ocon P., Manchado PO., Colmenero D., 1997.
Rapid diagnosis of human brucellosis by periphblad PCR assay. Clin. Microbiol
35: 2927-2930

86.Queipo-Ortufio MI., Colmenero JD., Mufioz N., Baeza G Clavijo E., Morata P.,
2006. Rapid diagnosis of Brucella epididymo-orghitly real-time polymerase chain
reaction assay in urine sampl@dJrol. 176: 2290-2293.

87.Queipo-Ortuiio Ml ., Tena F, Colmenero JD, Morata P., 2007. Comparison of seven
commercial DNA extraction kits for the recoveryBrucella DNA from spiked human

serum samples using real-time P@&Rr J Clin Microbiol Infect Dis.27: 109-14.

R

-54 -



Bibliografia

88.Rijpens NP., Jannes G., Van Asbroeck M., Rossau R., HermaloM., 1996.Direct
detection of Brucella spp. in raw milk by PCR aedarse hybridization with 16S-23S
rRNA spacer probe#&ppl Environ Microbiol 62: 1683- 1688

89.Romero C., GamazoC., Pardo M., Lopez Gofi I., 1995 Specific Detection of
BrucellaDNA by PCR.J Clin Microbiol, 33: 615-617

90.Romero C., Pardo M., Grillo MJ., Diaz R., Blasco M, Lopez Gofi I., 1995.
Evaluation of PCR and Indirect Enzyme-Linked Immsmrbent assay on Milk
Samples for Diagnosis of Brucellosis in Dairy Gatil Clin Microbiol. 33: 3198-3200.

91.Roop RM 2" Gaines J M., Anderson ES., Caswell CC., Martin, /., 2009.
Survival of the fittest: how Brucella strains adéptheir intracellular niche in the host.
Med. Microbiol. Immunol 198: 221-238.

92.Ramamoorthy S., Woldemeskel M., Ligett A., Snider R Cobb R., Rajeev S.2011.
Brucella suis infection in dogs, Georgia, UEAerg Infect Disl7: 2386-7

S

93.Setubal,J.C., Bowns,C., Boyle,S., Crasta,O.R., CzM.J., Dharmanolla,C.,
Gillespie,J.J., Kenyon,R.W., Lu,J., Mane,S., Mohapaa,S., Nagrani,S.,
Purkayastha,A., Rajasimha,H.K., Shallom,J.M., Shathm,S., Shukla,M.,

Snyder,E.E., Sobral,B.W., Wattam,A.R., Will,R., Wiliams,K., Yoo,H., Bruce,D.,
Detter,C.,Munk,C. and Brettin,T.S., 2007.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/161617991?répgenbank

94.Serikawa T., Muraguchi T., Nihon Juigaku Zasshi.,1979. Significance of urine in
transmission of canine brucellosiap. J. Vet. Sc41l: 607-616.

95. SerpelL., Gallo P., Fidanza N., Scaramuzzo A., Fenizia D1999. Single-step method
for rapid detection of Brucella spp. in soft chebésegene-specific polymerase chain
reaction.J.Dairy Res66: 313-317.

96.Scholz HC., Revilla-Fernandez S, Al Dahouk S, Hammerl JA, Zygmunt
MS., Cloeckaert A., Koylass M., Whatmore AM., Blom J., Vergnaud G.,Witte

-B55 -



Bibliografia

A., Aistleitner K., Hofer E., 2016. Brucella vulpissp. nov., isolated from mandibular
lymph nodes of red foxes (Vulpes vulpds}.J Syst Evol Microbiol66: 2090-8.

97.Starr T., Ng TW., Wehrly TD., Knodler LA., Celli J. 2008. Brucella intracellular
replication requires trafficking through the latedesomal/lysosomal compartment.
Traffic. 9: 678-94.

98. Sung-Il Kang., Moon H., Jong Wan Kim., Ji-Yeon Kim., Kyung Yuk Ko., Yun-Mi
Ha, Suk Chan Jung.,2011. Advanced Multiplex PCR Assay for Differetita of
Brucella SpeciesAppl Environ Microbiol 77: 6726—-6728.

99. Swets JA1988 Measuring the accuracy of diagnostic syst&unignce. 240:1285-1293.

T

100.Thompson WD, Walters SD. 1998. A reapraisal of the kappa coefficiehtClin
Epidemiol; 41:949-58.

101.Tomas Ficht.,2010. Brucella taxonomy and evolutibature Micrdoiol 5: 859-866.

102Tomaso H., Kattar M., Eickhoff M., Wernery U., Al Dahouk S., Straube E.,
Neubauer H., Scholz HC.,2010. Comparison of commercial DNA preparatiors kar
the detection of Brucellae in tissue using quativieareal-time PCRBMC Infect Dis 20;
10:100.

V

103Vicente C. Castiglia.,1998. Principios de investigacion biomédica. 2g¢iéd. Buenos
Aires. Editorial Sudamérigaag. 111-131

104.Von Bargen K., Gorvel J-P., Salcedo SP 2012. Internal affairs: investigating the
Brucella intracellular lifestyle. FEMBIlicrobiol Rev 36:533-62.

W

-56 -



Bibliografia

105.

106.
107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

Wallach JC., Giambartolomei G.H., Baldi P, Fossati CA., 2004. Human
Infection with M- Strain of Bucella canis. Emerg Infect Di40: 146-148
Wanke MM. 2004. Canine brucellosi8nim Reprod Sci82-83: 195-07.
Wanke Maria Magdalena, 2009. Diagnostico y seguimiento de la brucelgsisina
mediante métodos seroldgicos basados en antigenteicps de Brucella spp. Tesis
Doctoral. Universidad de Buenos Aires, Facultadrdamacia y Bioquimica Instituto de
Estudios de la Inmunidad Humoral (IDEHU) Catedrdraeunologia Argentina, 148 h
Whatmore A. M., Davison N., Cloeckaert A., Al Dahouk S.,Zymunt M. S., Brew
S. D, Perret L.L., Koylass M. S., Verghaud G., Quace C., Scholz H. C., Dick E. J.
Jr., Hubbard G.,Schlabritz-Loutsevitch N. E., 2014. Brucella papionis sp. Nov.,
isolated from baboons (Papio spp.). Int. J. Sygbl. Microbiol 64 (Pt 12): 4120-8.
Wilfert CM., 1986 Brucella En: Zinsser, Microbiologia. Joklik WK, Willet HP,mos
AB. 18 Edicidon. Buenos Aires: Editorial Médica Paraicana; p. 764-71.
WORLD HEALTH ORGANIZATION . 2005. WHO Laboratory Biosafety Manual,
Second Edition. WHO, Geneva, Switzerland.

Xiang Z., Zheng W., He, Y.,2006. BBP: Brucella genome annotation with literatu
mining and curatiorBMC Bioinformatics7: 347.

Xavier M., Pixao T., den Hartigh A., Tsolis R., Satos R., 2010. Pathogenesis of
Brucellaspp.Open Vet Sci. 4:109-118..

Yu WL., Nielsen K. 2010. Review of Detection of Brucella sp. by Pograse Chain
ReactionCroat Med J51: 306-313.

-57 -



Bibliografia

114. Zimmerman SJ., Gillikin S., Sofat N., Bartholomew WR., Amsterdam D., 1990.
Case report and selected blood culture study ot@la bacteremial Clin Microbiol.
28: 2139-2141.

115. Zerva L., Bourantas K., Mitka S., Kansouzidou A., Legakis NJ.,2001. Serum Is the
Preferred Clinical Specimen for Diagnosis of HumBrucellosis by PCRJ Clin
Microbiol. 39: 1661-1664.

- 58 -



