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PREVALENCIA DE LA BRUCELOSIS CANINA EN LA CIUDAD

DE VALLEGRANDE®
(PROVINCIA DEL MISMO NOMBRE, DEL DEPARTAMENTO
DE SANTA CRUZ-BOLIVIA).

Galvis, B.E.?; Cruz, P.J.®)

.- RESUMEN

El presente estudio de investigacion, referido a conocer la prevalencia de la
Brucelosis Canina, fue realizada en la ciudad de Vallegrande (zona urbana), en
el periodo comprendido entre los meses de marzo - abril del 2002. Para el efecto
se utilizé dos pruebas diagnosticas: La prueba Bufferada de aglutinacion en
Placa, con la finalidad de averiguar la posible presencia de anticuerpos
producidos por las Brucellas clasicas (abortus, suis y melitensis) y la prueba de
Inmunodifusién en Gel de Agar , con el propoésito de encontrar anticuerpos
producidos por la presencia de las Brucellas canis u ovis. Dichas pruebas fueron
realizadas en el ex Laboratorio de Investigacion Veterinario de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la U.A.G.R.M., bajo la responsabilidad
entonces del Dr. Jorge Cruz P. Los resultados a los que se arribo, fueron los
siguientes: No se encontré presencia alguna de anticuerpos producidos por
ninguna de las especies de brucellas que pudieran producir la enfermedad en los
canes. La importancia del presente estudio radica en el que el perro juega un
papel importante en la cadena epidemioldgica de la enfermedad tanto para su
transmision al hombre como a otros animales.

1 Tesis de grado presentado por Erwin Galvis Banegas, para obtener el titulo de
Licenciado en “ Medicina Veterinaria y Zootecnia”.

2 Mairana Av. Principal.

3 Profesor titular de Enfermedades Infecciosas, Bacteriologia y Micologia
Veterinaria, Fac. Med. Vet. y Zoot. U.A.G.R.M., Santa Cruz — Bolivia.



I1.- INTRODUCCION

La brucelosis es una enfermedad bacteriana, que segun la historia, existen algunos
escritos que data de la época de Hipdcrates 400 afios antes de Cristo, pero datos mas
exactos sobre el particular recién existen desde los afios 1.854 — 1.856, donde se
presentaba en el humano una elevada fiebre, muy particular, estos hechos ocurrieron

en el mediterraneo (Isla de Malta).

Es asi que en 1.887 un médico Holandés David Bruce aislé por primera vez al agente
etioldgico de la fiebre de malta de unos soldados ingleses que viajaban junto a un
rebafio de cabras. De ahi en adelante se fueron identificando las otras especies de
Brucella que a la fecha son seis (abortus, suis, melitensis, ovis, canis y neotomae)
y que producen todas ellas una enfermedad llamada Brucelosis, en todos los animales
domésticos y en algunos silvestres y sin duda en el hombre al tratarse de una

Z0ooNnosis.

La presencia de esta enfermedad en América no se conoce con exactitud cuando y
donde hizo su aparicion, pero existen evidencias de que lo hizo en la época de la
conquista y que pudo haber ingresado de Europa (Espafia) principalmente y de otros

paises.

En América del Sur se reporta como el primer caso de la enfermedad en los

humanos, en Venezuela 1.898, posteriormente en el Pert 1.907.
Como se vera brevemente por lo expuesto, estos son los datos que la historia revela,
para explicar de algin modo el origen y la difusién de la misma a través del tiempo y

el espacio, asi como en las distintas especies animales.

Hablar de la Brucelosis pareceria una de las enfermedades mas estudiadas al existir



muchos trabajos referidos al conocimiento de la prevalencia y/o incidencia en los
diferentes paises y dentro del mismo en sus diferentes regiones, ademas en las
diferentes especies explotadas y/o de compafiia. Sin embargo falta mucho por

conocer la situacién en cualquier parte del mundo al no existir informacién suficiente.

Si este hecho lo trasladamos a nuestro pais son muy pocos los trabajos realizados a
través del tiempo respecto a la brucelosis, sin lugar a dudas el departamento de Santa
Cruz es la regién con el mayor numero de trabajos al respecto, sin embargo estamos

en el umbral de un mundo lleno de incgnitas por resolver.

Si hablamos de la Brucelosis humana en el mundo, para el afio 2000 los paises con
mayor indice de casos en el hombre son: Turquia con 10.742 casos, Espafia 1.104,
Pert 1.072, Portugal 500 casos, Argentina 507, Rusia 423, Macedonia 422 casos,
para citar algunos datos interesantes (segin OIE). Dicha informacion por si sola habla

de la importancia de esta enfermedad zoonética.

Nuestro pais no cuenta con informacion suficiente de la situacion de esta enfermedad
en las diferentes especies domésticas asi como en el hombre; existiendo solo trabajos
aislados que hablan de la citada enfermedad en algunas especies domésticas y muy
pocas en el hombre, algunos de estos datos estan publicados por Garcia C., en 1.987

en su libro Brucelosis en las Américas.

Consecuentemente por lo dicho se deduce la enorme importancia de su estudio, para
aportar con informacion util, lo que servira para elaborar estudios epidemiol6gicos de
comportamiento de lo cual se deducira el o los planes para establecer programas de
control y / o erradicacion. Por otro lado, no deja de ser menos importante el rol que
los caninos juegan en la cadena epidemioldgica, sobre todo por la estrecha relacion de
convivencia con el hombre y por la prolongada permanencia de las bacterias en los

animales afectados, circunstancias que potencian de modo considerable el contagio.



Por otra parte, los investigadores ain no han logrado un tratamiento eficaz ni vacuna
protectora, motivo por el cual la identificacion y registro de un animal portador de
Brucelosis no solo es pertinente sino fundamentalmente necesario con un efectivo
control de esta enfermedad en los perros tendriamos los humanos el resguardo de la
salud comunitaria, de modo tal que la relacién con las mascotas sean siempre un

motivo de esparcimiento sin riesgo.

Los objetivos que nos planteamos fueron: Determinar la prevalencia de la Brucelosis
canina (producida por las Brucellas cléasicas y/o canis y ovis.), en la ciudad de
Vallegrande del Dpto. de Santa Cruz — Bolivia. Determinar las variedades edad,
sexo, raza. Conocer la Difusion de la enfermedad considerando la zona urbana.

Aportar con estos datos al estudio epidemiolégico de la citada enfermedad.



111. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1. DEFINICION.

Enfermedad contagiosa que afecta principalmente al ganado bovino, porcino, ovino y
caprino, asi como a los perros, causadas por bacterias del género Brucella y
caracterizada por aborto en la hembra y en menor grado, orquitis e infeccion de las
glandulas sexuales accesorias en el macho. La enfermedad es comun en casi todo el
mundo. La brucelosis afecta, a veces, a los caballos. La enfermedad en el ser humano,
que a menudo se conoce como fiebre ondulante, es un problema serio de salud
publica (Mercky Col., 1.988).

3.2. HISTORIA.

En la historia de la medicina consideraron que la brucelosis era una enfermedad
conocida desde Hipocrates (400 afios A.C.) pero las primeras descripciones en las que
se presentaba con claridad, son las de Cleghorn (1.551). Antes de 1.567, se conocio
en forma contagiosa el aborto del ganado vacuna. En 1.861, Marston contrajo un
enfermedad febril en la zona del mediterraneo y la descripcion de su propio
padecimiento hace suponer; casi con certeza que estaba sufriendo Brucelosis, una
enfermedad prevaleciente en la isla de Malta se conocié como fiebre de Malta. En
1.887, Bruce aislo un pequefio organismo gram negativo de los soldados Britanicos
acantonados en Malta, mas tarde denominado Micrococus melitensis Hughes en
1.897 escribié la primera monografia al respecto y propuso el nombre de Fiebre
Ondulante. EI mismo afio en que aparecié la monografia de Hughes, Bang en
Dinamarca, de vacas que abortaron, aislé un bacilo Gram negativo y lo denomino
Bacillus abortus. En 1.918, Evans, publicé pruebas convincentes de que

Micrococcus melitensis de las cabras y Bacillus abortus de las vacas, no podian



diferenciarse morfoldgicamente ni por sus reacciones de cultivo, y bioquimicas; pero
que presentaban diferencias antigenicas demostrables por absorcion de aglutininas.
Keefer, aislo Brucella en Maryland, de la sangre de un paciente que nunca habia
tenido contacto directo o indirecto con cabras, las publicaciones de Huddleson y otros
demostraron que la infeccién por Brucella abortus, era una extendida en Estados
Unido. En realidad la enfermedad es de amplitud mundial como se demuestra en el
libro de Spink y por publicacion sobre Brucella suis en roedores de Kenya, Africa y
en Karibl en el circulo artico de Alaska. En 1.920 Meyer y Shaw, propucieron el

nombre de Brucella para estos microorganismos (Achay Col., 1.986).

Brucella suis, fue descubierta por primera vez por Traum en 1.914, la Brucella
neotomae, fue observada por primera vez por Stonner y Lack Man, en 1.957, se aislé
de la rata selvatica del desierto, posteriormente en el afio 1.961 se identifico al biotipo
4 de Brucella suis aislada del reno por David y que inicialmente se le dio el nombre
de Brucella rangiferi tarandi.. Brucella ovis, fue observada por primera vez en
1.956, finalmente la Brucella canis, ha sido identificada en Estados Unidos en el afio
1.967, por Carmichael, como agente etioldgico del aborto contagioso de los perros
(Ramasiotti, 1.976).

3.3. DISTRIBUCION GEOGRAFICA.

La distribucion de las diferentes especies de Brucella y sus biotipos presenta
variaciones geograficas. B. abortus es la mas ampliamente difundida; B. melitensis
y B. suis tienen una distribucion irregular; B. neotomae se aislo de ratas del desierto
(Neotoma lépida), en Estados Unidos, y su distribucion se limita a los focos naturales,
sin haberse comprobado la infeccion por B. canis se ha comprobado actualmente en
muchos paises de varios continentes, y puede afirmarse que su distribucion es
universal. B. ovis parece estar distribuida en todos los paises donde la cria de ovinos
es importante (Acha, y Col., 1.986).



3.4. ETIOLOGIA.

En el género Brucella se reconocen actualmente seis especies: B. melitensis, B.
abortus, B. suis, B. neotomae, B. ovis y B. canis. Las tres primeras especies
(denominadas como “brucellas” clasicas) se han subdividido a su vez en biotipos,
que se distinguen por diferentes caracteristicas bioquimicas y/o comportamiento
frente a los sueros monoespecificos A.(abortus) M. (melitensis). Se define al genero
Brucella y a las especies que lo componen como cocobacilos o bastoncitos que
miden 0,5 micras de diametro por 0,5 a 2 micras de longitud. Son inmdviles,
intracelulares, no forman esporas, se presentan aislados o en cadenas cortas, carecen
de capsulas, no son &cidos resistentes y son Gram negativos. No toman la coloracion
bipolar, quimioorganotrofos, metabolismo respiratorio. Para su crecimiento son
indispensables las siguientes vitaminas: tiamina, niacina, biotina, son oxidasa
positivos, salvo Brucella neotomae y Brucella ovis. Los nitratos son reducidos a
nitritos (salvo Brucella ovis). No utilizan el citrato, no producen inddl y son rojo de
metilo y Voger Proskaver negativas. No oxidan la leche tornasolada. Son bacterias
aerobias estrictas, algunas de ellas necesitan para su conocimiento que se les afiada
del 5 al 10% de CO2 sobre todo en el aislamiento primario. Su temperatura 6ptima de
crecimiento es de 37° C (temperatura extrema de 20 — 40° C): su pH 6ptimo va de 6,6
a 7,4. La principal caracteristica de estos microorganismos, es su patogenicidad
paralelos mamiferos y tienen predileccion como veremos mas adelante por la vida
intracelular. Brucella melitensis, aerobio, solo produce trazas de H2S en un medio
peptonado crece en presencia de fuscina basica y tionina. Posee en general un
antigeno “M” predominante. Generalmente patdgeno para los caprinos y ovinos; pero
puede infectar a otras especies, entre ellos los bovinos y el hombre. La cepa de
referencia FAO/OMS; Brucella melitensis 16 M, se reconocen 3 biotipos. Brucella
abortus: suele necesitar a que se le afiada CO2 5 a 10% para crecer sobre todo
durante el aislamiento primario. Produce en general, cantidades moderadas de H2S;
pero puede también no producirlas. Suele crecer en presencia de fucsina basica, pero

es inhibido por la tionina. Posee en general un antigeno A predominante. Los cultivos



en fase S sufren lisis por el bruceléfago TB, en la dilucion corriente de prueba
(D.C.P). en general es patégeno para los bovinos en los cuales provoca abortos, pero
puede también infectar a otras especies, entre ellos el hombre. Cepa biotipo de
referencia FAO/OMS Brucella abortus 544. Se reconocen nueve biotipos. Brucella
canis: aerobio, no produce H2S; no crece sobre la fucsina bésica; pero si sobre la
tionina los cultivos, durante el primer aislamiento no estan en fase S y no poseen los
antigenos Ay M, de las Brucellas lisas. No experimentan lisis por el bruceléfago TB.
Aglutinacion cruzada con Brucella ovis y con las variantes R de las demas especies
de Brucella. Patdgeno para el perro; en el que provoca una epididimitis y abortos
cepa de refencias: RM 6/66 (FAO/OMS., 1.972).

Brucella canis: ha sido recuperada de sangre de descargas vaginales, fetos abortados,
placenta, nddulos linfaticos y drganos obtenidos durante la necrépsia. EI organismo
puede crecer en Triptosa Agar (difco) Brucella Agar (albimi). Agar Tripticosa Soya
(BBL). Crecera bien en medio de selectivo con sdlo antibioticos pero no en medio
selectivo, con cristal violenta y antibidticos. No se requiere la tension de CO2 para su
crecimiento, las colonias se vuelven visibles alrededor de 96 horas y después de 3 a 4
dias de incubacién, las colonias varian en tamafio de 0,1 a 2 mm. Los animales mas
comunmente considerados como fuente de infeccién del hombre, en nuestro pais, son
las cabras, las ovejas, las vacas y los cerdos. En ciertas partes del mundo tiene
también importancia epidemioldgica, la infeccion producida por el reno, el carib( y
los camellos. La Brucelosis, ataca a casi todos los mamiferos con el agravante que se
ha extendido a los animales salvajes y a los artrépodos, los que pueden desempefiar
un papel importante en la difusion de la enfermedad entre los animales (Jones y Col.,
1.968).

3.5. EPIDEMIOLOGIA.

Los gérmenes se transmiten al hombre por ingestion. La infeccion por ingestion, se



produce a través del aparato gastrointestinal o por penetracion de las mucosas de la
garganta. Los vehiculos de infecciéon, mas frecuentes para el hombre son: Productos
alimenticios no tratados, preparados con leche cruda de animales infectados,
legumbres crudas contaminadas, por excremento de animales infectados, visceras de
la medula espinal y los ganglios linfaticos de canales contaminados, en los que las
Brucellas pueden permanecer con vida, durante mas de un mes después del sacrificio
del animal y mucho mas tiempo si la carne ha sido congelada o refrigerada. El agua,
por ejemplo, la de cisternas y pozos que ha sido contaminada por excrementos de
animales enfermos. A medida que se conocen mejor los hébitos alimentarios de
ciertos paises, se descubren, nuevas cadenas de transmision, por ejemplo las regiones
articas y subarticas, los nifios y adultos, pueden infectarse con Brucella suis, biotipo
A, ingiriendo carne cruda de animales infectados. Una fuerte proporcion de casos de
enfermedad en el hombre, se debe, al contacto con materias contaminadas, como
secreciones vaginales, restos de abortos, placentas, orina, excremento, animales
sacrificados, animales descuartizados. Los gérmenes penetran por la piel y las
mucosas, entre ellas, la conjuntiva. La infeccion por contacto, es especialmente
frecuente entre Veterinarios, agricultores, personal de mataderos y fabricas de
embutidos, o que se ocupe de los animales, asi como el que se dedica a las primeras
fases de la elaboracion de la lana y personal de laboratorio. El peligro de infeccion
por contacto, es particularmente grande en la época en la que se produzcan los
abortos, principalmente por contaminacion masiva de las instalaciones. Las
infecciones por contacto son muy de temer, a causa del clima se llevan los animales a
las casas, donde transmiten sus gérmenes, especialmente a los nifios que juegan con
ellos. En verano, una menor higiene personal debido a posibles restricciones del agua,
aumenta las posibilidades de que se transmita la infeccion al hombre. En invierno, las
temperaturas sumamente bajas, pueden tener resultados analogos por mayor contacto
entre animales infectados y pastores. La infeccién puede transmitirse también por
inhalacién de sustancias desecadas de origen animal, como el polvo de la lana o de
los vehiculos o vagones que han transportado animales, el de los mataderos al hacer

la limpieza. La infeccion por inoculaciéon accidental no es para entre veterinarios y
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personal de laboratorio (FAO/OMS, 1.972).

Los perros y los gatos pueden jugar un papel parecido al llevar los gérmenes y la
infeccion a los alimentos, la infeccidn canina es causada casi siempre por la ingestion
de materias procedentes de animales domésticos y salvajes como los lobos y zorros,
al ingerir carne contaminada, haya adquirido una caracteristica propia,
transformandose en una nueva variedad, los abortos sobrevienen a los 40 — 50 dias de
la gestacion Meyer aislo el germen de un hematoma de humano. Ademas las hembras
pueden contagiarse por el esperma infectado. La infeccidn por heridas cutaneas tiene
muy poca importancia. Las brucellas que entran al organismo llegan a los 6rganos
por via linfatica y por el torrente hematico. Se produce una infeccion general, que
primeramente cursa sin sintomas clinicos. Los gérmenes se alojan en los ganglios
linfaticos regionales, bazo e higado, preferentemente se multiplican en las mamas,
donde forman nodulos que pueden persistir durante varios afios. Si el animal esta
gestante, los microbios se albergan sobre todo en las envolturas fetales y en el feto.
La mucosa uterina, no obstante puede estar libre de gérmenes durante la gestacion y
después de la involucion; en el parto y periodo puerperal, las bacterias emigran
también alli, para desaparecer cuando el Utero, involuciona. Mientras que no como
puede observarse los focos brucel6cicos del Gtero sélo tienen caracter periodico, los
de la mama, son mas duraderos. El organismo reacciona de diferentes maneras frente
a la infeccion; clinicamente en forma de partos normales o precoces, trastornos
puerperales, inflamacion de las articulaciones y vainas tendinosas. Seroldgicamente la
reaccion se manifiesta por la aparicion de anticuerpos. La forma en que cursa la
infeccion depende de la virulencia y de la cantidad de gérmenes, asi como la
sensibilidad del animal, estando de desarrollo y de gestacion. Por ello el proceso del
curso puede ser muy diferente. Si en un animal gestante se multiplica una gran masa
de Brucellas, se origina una proliferacion intensiva con crecimiento de los gérmenes
en los érganos, sobre todo en la mama y si la gestacion es avanzada, en la envoltura
fetal y en el feto. La transmisién en perros ha sido informada que ocurre mas

rapidamente en las perras, en las cuales los perros estan alojados en grupos y en
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barreas, los perros estan alojados individualmente. Las perreras grandes que tenian
1% normal de abortos, promedio del 2%, antes del comienzo de esta enfermedad
mostraban un ascenso dentro de un afio del 25% al 40%, los abortos después
gradualmente decrecian; pero continuaron la fallas de cria, el contagio natural ocurre
por contacto con descargas vaginales infectadas y fetos abortados y tejidos
placentarios, los machos afectados transmiten la enfermedad a las perras, durante la
cria. La transmision ha sido mostrada en estudios experimentales por via intravenosa,
subcutanea, oral, intravaginal o por contacto de descargas vaginales o machos
infectados, siguiendo la exposicion experimental a Brucella canis los perros
desarrollan bacteremia en una a tres semanas, en algunos animales por lo menos un
afio, los nddulos linfaticos agrandados y los microorganismos existieron en el bazo,
higado, pulmones y érganos de machos, por o menos 6 meses, es el problema mas
largo observado. Los perros mantuvieron nivel muy alto de anticuerpos a lo largo de
todo el periodo de bacteremia los sujetos declinaron en aquellos perros que se

volvieron negativos al hemocultivo (Jones y Col., 1.968).

La transmision es por contacto directo con materiales infectados de tejidos expedidos
0 descargas vaginales de hembras que han abortado o la orina de machos infectados,
son las fuentes primarias de la infeccion. Los machos infectados, son las fuentes
primarias de la infeccion. Los machos siembran el microorganismo con su orina por
largos periodos de tiempo. EI microorganismo también puede ser transmitido por la
copulacion. Su entrada puede ocurrir a través de membranas mucosas. Estudios
recientes conocidos por el centro M.S.U., para recursos de animales de laboratorio,
mostraron que la mayor parte de las infecciones ocurrian como resultado de
exposiciones orales. La Brucella canis, ha sido transmitida experimentalmente a
ganado, cerdos, ovejas o cabras, ha habido por lo menos 5 casos conocidos en
humanos, se cree que en el humano ocurre por contaminacion de heridas abiertas o
membranas mucosas, en las cuales se deposita material infeccioso, por ejemplo orina
0 tejidos abortados (FAO/OMS., 1.972).
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3.6. SIGNOS CLINICOS.

Clasicamente no hay sintomas apreciables en los primeros momentos con excepcion
de un incremento pasajero de la temperatura, hasta que se produce un aborto o parto
prematuro. También puede aparecer artritis y asi mismo puede observarse, tras el
parto, una inflamacién mas o menos manifiesta de la mama en uno o varios cuartos.

La complicacion mas frecuente es la retencion de secundinas con esterilidad
consiguiente. Dada la intensa proliferacion de gérmenes en el organismo animal,
podran ser eliminados grandes cantidades de Brucellas con liquidos del parto y con
las secundinas asi como la leche. Cuando se ingieren pequefias cantidades de
gérmenes poco virulentos y también cuando los animales no estdn gestantes, la
infeccion cursa entonces de forma latente. Segun el estado del bévido afectado puede
originarse una infeccion mamaria con eliminacion de los gérmenes o bien, si la vaca
gestante se llegara a la infeccion del contenido uterino con aborto o con el parto
normal, infectado que ayuda a difundir las bacterias. Si la infeccion es muy débil,
porque se ingieren muy pocas bacterias o se trata de cepas poco virulentas, los focos
latentes sobre todo en animales no totalmente desarrollados, pueden ser combatidos
por las defensas normales del organismo, que llegan a destruirlos. La enfermedad se
caracteriza por aborto, que sobreviven del 40 a 50 dias de la gestacion, muerte fetal
precoz e inaparente, secreciones vaginales prolongadas, después del aborto,
hipertrofia de los ganglios linfaticos, esplenitis y bacteremia prolongada. Los machos
pueden estar aparentemente normales o bien presentar los siguientes sintomas:
Epididimitis, prostatitis, atrofia testicular, pérdida de vigor o fatiga, lesiones linfaticas
y bacteremia. A veces puede producirse la curacion expontanea; pero la enfermedad
es muy larga y puede determinar la esterilidad de ambos sexos. El germen puede
aislarse de la sangre de los machos y hembras; en el moco vaginal y en la leche de las
perras, que hayan abortado recientemente, en la placenta, higado, pulmones fetales y
en la orina de los machos. La infeccion se propaga en el momento del acoplamiento y
del parto. Como las demas especies de Brucella, esta especie afecta principalmente al

sistema reticulo endotelial y al aparato reproductor. Tanto en la infeccion
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experimental como en la natural, la bacteremia persiste sin fiebre, es un sintoma
particular de la enfermedad. Los titulos son altos durante todo el periodo bacterémico
y no obstante, su disminucién cuando hemocultivos se vuelven negativos, pueden
persistir durante algun tiempo (FAO/OMS., 1.972).

Las perras generalmente segin encuestas, han abortado entre 40 a 50 dias de
gestacion, mas comunmente alrededor de los 50 dias. Los estudios experimentales
sugieren, que fallas aparentes en la concepcion pueden ser enteramente no detectadas
de 10 a 20 dias después del rechazo del embridn. Las placentas retenidas no han sido
observadas como casos clinicos, las descargas vaginales pueden ser vistas de 1 a 6
semanas del aborto. Los examenes bacterioldgicos de la descarga, han demostrado
que tienen abundantes microorganismos, aungue las perras ocasionalmente aparecen
deprimidas por varias semanas, la mayor parte parecian saludables antes y después de
un aborto. Los fetos expedidos después de 40 a 50 dias de gestacion frecuentemente
parecian normales, algunos estaban en varios estadios de descomposicion, las perras
infectadas tuvieron entre 1° y 20 dias, del termino, parian tanto vivos como muertos.
Los perros nacidos de perras artificialmente infectadas fueron sacrificados a 2 meses
de edad y tenian nddulos linfaticos agrandados, una infeccion generalizada, aunque
ellos parecian saludables. Los perros machos pueden mostrar epididimos agrandados,
degeneracion testicular, atrofia frecuentemente unilateral, algunos de estos resultaron
fértiles y produjeron cachorros normales, otros tenian espermas anormal, pérdida del
libido o esterilidad, en la edicion de las lesiones especificas, se informo por sus
duefios que tenian una capa seca de pelo sin lustre, se secaba facilmente en los
ensayos de campo y otros mostraban comportamiento anormal de su manera de ser
(Jonesy Col., 1.968).

El informe del comité de expertos dice: que sabe desde hace tiempo que el perro
puede ser a la vez vector mecanico y vector bioldgico de Brucella abortus, suis, y
Brucella melitensis. La infeccion canina es causada siempre o casi siempre por la

ingestion de materias procedentes de animales salvajes y domésticos, como los lobos
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y los zorros. No es dificil que esta nueva variedad, al ingerir carne contaminada de los
animales, haya adquirido una caracteristica propia, transformandose en una nueva
variedad y no nos llame la atencion que con el tiempo suceda lo mismo con el zorro
y el lobo. La enfermedad que produce esta especie se caracteriza por abortos que
sobreviven de los 40 a 50 dias, de la gestacion, muerte fetal precoz e inaparente,
secreciones prolongadas, después del aborto, hipertrofia de los ganglios linfaticos,
espledinitis y bacteremia prolongada. Los machos pueden estar aparentemente
normales o bien presentar los siguientes sintomas: epididimitis, prostatitis, atrofia
testicular, atrofia testicular, pérdida del vigor y fatiga, lesiones linfaticas vy
bacteremia. Bovinos, ovinos y porcinos expuestos a Brucella canis, por via
conjuntival, han resultado poco sensibles, no se conocen casos de localizacion en el

aparto genital ni transmisién de un animal a otro (Ramasiotti, 1.976).

Desde que Carmichael aislé e identifico en 1.967 a Brucella canis, como agente
etimoldgico del aborto contagioso de los perros, se han verificado casos de la
enfermedad en 38 estados por lo menos de los Estados Unidos, aunque las pruebas de
la infeccion se han fundado principalmente en datos serolégicos. Por lo que se sabe,
el perro es la Gnica especie animal infectada de manera natural, por Brucella canis.
Brucella canis, tiene también importancia desde la salud publica, porque se han
producido infecciones en el hombre, por accidentes de laboratorio y por contacto con
perros infectados. La enfermedad prevalece sobre todo en los centros de reproduccion
canina, donde los animales se renuevan a menudo. Como resultado de los estudios de
vacunacion y tratamiento, no han sido satisfactorios, las actividades de lucha contra la
enfermedad deben orientarse a identificar, por métodos seroldgicos y bacteriol6gicos,
los perros infectados y a eliminarlos (Alton, 1.976).

Los cambios microscopicos patoldgicos incluyen hemorragias subcutaneas y edema;
bronconeumonia, linfadenitis, hepatitis, miocarditis, hemorragia y congestion de
muchos organos. La brucella canina, puede ser particularmente dafiosa en el macho

en el cual puede ocurrir esterilidad irreversible. La prostatitis es el signo clinico mas
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comun en los perros infectados, se muestran relativamente asintomaticos (Mccovney,
1.972).

3.7. DIAGNOSTICO.

La deteccion de animales infectados, se logra mejor por muestreos repetidos
seroldgicos buscando un titulo de anticuerpos en aumento. Esta es la prueba
especifica para perros usando solamente antigeno de Brucella canis y no es llevado a
cabo por el laboratorio del departamento de Estado de Agricultura. Los cultivos de
sangre en estado bacterémico, descargas vaginales y los nédulos linfaticos afectados
también, pueden ser usados para fines de diagnostico. No hay medios efectivos de
tratamiento o de vacunacién hasta la fecha, todos los perros infectados deberian ser
sacrificados. En suma no hay ningun signo clinico distintivo en los perros adultos
infectados. No es una enfermedad muy difundida en la poblacién de los perros,
hemos visto solamente dos casos en la clinica, muestra hasta febrero de 1.964. la
mayor parte de los casos informados sobre literatura han sido investigaciones en
colonias de beagles. Ha habido casos en perreras de cria de perros puros, en algunos
casos de propietarios particulares. Si en una perrera se desarrolla una subita
infertilidad especialmente si ocurren abortos, uno deberia sospechar de brucelosis. La
mejor manera de detectar un macho no infectado, es dejarle con hembras no
infectadas. La inseminacion artificial también protegia al macho tanto como el, no
este fisicamente expuesto a una hembra infectada o a sus descargas. Las perras
esencialmente en cria con machos infectados, usualmente contraen la enfermedad si
se usa la inseminacion artificial. Cualquiera que tiene un animal de gran valor para
la cria, deberia considerar, hacer la prueba de su animal anualmente y requerir la
prueba de los perros criados con el (FAO/OMS, 1.972).

Carmichael y Kenny, informaron que la prueba de aglutinacion es bastante especifica,

aunque hay un bajo nivel de reacciones cruzadas, 1:25, que puede ocurrir en otros
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organismos gram negativos tal como puede ocurrir con la Bordetella
bronchiseptica. Perros con titulos de 1:100 o mas altos se mostré que estaban
activamente infectados como puede demostrarse por hemocultivos positivos titulos

1:50 o por encima, deberian ser considerados positivos (Merchant, y Col. 1.980).

Brucella canis, se caracteriza por su tipo rugoso y por no compartir los antigenos de
superficie de las brucelas lisas. Por tanto el antigeno empleado en las pruebas
serologicas para Brucella abortus, suis, melitensis, no es posible detectar
anticuerpos contra Brucella canis. Ademas la propiedad mucoide del germen a
dificultado la produccion de un antigeno estable satisfactorio y de una prueba de
aglutinacién util para diagnosticar la enfermedad, otro factor que ha dificultado las
pruebas seroldgicas es la aparicion de reacciones aglutinantes en sueros de algunos
perros no infectados por Brucella canis. Las pruebas que se describen en el presente
capitulo, han dado buenos resultados para detectar infecciones caninas y han
permitido eliminar eficazmente la mayoria de las reacciones en sueros de perros no
infectados por Brucella canis. Prueba modificado de aglutinacién en tubo con
mercaptoetanol. Prueba de fijacion de complemento. Prueba de difusién en gel.
Conviene sefialar que pueden utilizarse indistintamente Brucella canis, o Brucella
ovis, para preparar el antigeno, porque se ha demostrado la relatividad cruzada
(Meyers y Col., 1.972).

El Unico método que permite establecer un diagndstico definitivo es el aislamiento y
la identificacion de los gérmenes. Se ha aislado Brucella canis, en exudado vaginal,
fetos abortados, leche, orina, semen y diversos tejidos, pero la sangre es la muestra
bacterioldgica por excelencia, porque los perros infectados padecen bacteremia antes
que se detecte un titulo que permita diagnosticar la infeccion y suelen seguir
padeciéndola durante largos periodos (hasta varios afios). Sin embargo los perros
infectados siguen siendo seroldgicamente positivos varios meses después de haber
padecido la bacteremia (Jones y Col., 1.976).
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a) Seroaglutinacion Rapida en placa con antigeno Bufferado:

El método ofrece la ventaja de ser rapido y sencillo, lo que permite aplicarlo en escala

masiva en las campafias de control, erradicacion y en muestreo para establecer la

prevalencia de la enfermedad. Sin embargo, el método tiene el inconveniente de las

aglutininas inespecificas.

Desarrollo de la prueba

Lavar, desengrasar con alcohol etilico y secar cuidadosamente la placa de
vidrio. En ambientes con temperaturas inferiores a 18°C o superiores a 26° C
no debe trabajarse.

Con una pipeta de Bang en posicién de 45° y apoyada sobre la placa de vidrio
depositar 0,08ml de suero.

Mantener el gotero en posicion perpendicular a la placa y desde una altura de
3cm colocar una gota ( 0,03 ml) de antigeno, sin burbujas, sobre el suero.
Mezclar bien el suero con el antigeno, abarcando una superficie de 3 cm de
diametro.

Retirar la placa de vidrio e imprimir dos o tres movimientos rotativos para
homogeneizar la mezcla.

Colocar la placa sobre el aglutinoscopio. Cubriendo con la tapa para evitar la
evaporacion, permaneciendo la luz apagada y se comienza a tomar el tiempo.
Efectuar una nueva rotacion a los 5 minutos.

A los 8 minutos rotar nuevamente la placa y con la luz encendida proceder a

la lectura.

Interpretacion:

Reaccidn positiva: cuando se forman grumos .

Reaccion negativa: cuando la mezcla del suero y el antigeno es de turbidez

homogénea y sin grumos (Meyers y Col., 1.972).
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b) Descripcién de la técnica de inmunodifusién en gel agar:

Posteriormente los sueros en grupos de 100 fueron sometidos a esta prueba, cuyo
procedimiento se detalla a continuacion:

En primer lugar se prepararon las soluciones a utilizar:
Solucioén salina normal
(08 I\ T .8,5 grs.

Agua destilada c.S.p............. 1.000 ml.

Solucion tope de Sorensen

Na2HPO4 (Anhidro)................... 8 grs.
KH2PO4 (Anhidro).......cccccevvenene 1,1grs.
H20 destilada C.S.p.....ccevrvvennene 1.000grs.

Seguidamente se prepar6 la solucion salina tope de sorensen con pH 7,2 -7,3;
mezclando las soluciones (a 'y b) en la siguiente proporcion:

1] {111 {o] W - ) IR 1.840 ml.

Solucion (B).....coovvviiiice e, 160 ml.

Una vez obtenidas estas soluciones anotadas anteriormente se procede a preparar el
medio de agar en la forma siguiente:
Agar DifCo.....c.ccovvviiiiiin e, 1,25 gr.

Sol. salina tope sorensen............. 100 ml.

El nombrado agar junto con una solucién, se los coloca en un erlenmeyer y se
procede a agitar en presencia de calor, hasta su completa disolucién, se deja un
tiempo de 20’ en reposo, se agrega merthiolate en una concentracion de 1:10.000,
como preservativo, se agita bien, luego con una pipeta de 10ml. se fracciona el medio

en tubos de 15x150 mm. Con tapa de gasa en una cantidad de 9 ml. por cada tubo y
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se conserva en refrigeracion, hasta el momento de realizar la prueba.

Montaje de la placa

Se saca la cantidad de tubos con medio del refrigerador proporcional al
numero de muestras a procesar, estos se los coloca en bafio maria a 100° C,
para que el agar se funda completamente, luego se coloca las placas de vidrio
de 75 x 50 mm. Sobre una superficie plana, las cuales deben estar
completamente limpias y desgrasadas, con una pipeta se coloca del agar
fundido unas 3 gotas al centro de cada lamina e inmediatamente se esparce en
toda la superficie de la lamina formando de esta manera una pelicula fina (este
esparcimiento se lo realiza con el dedo mefiique), sobre la cual se deposita la
capa de agar, finalmente se deja solidificar durante 10°.

Seguidamente se carga 8 ml. del agar fundido con una pipeta de 10 ml. y se
procede a dejar caer este medio sobre la lamina yendo desde los 4 bordes al
centro, para formar una superficie plana de agar, sobre la lamina, tratando de
no desbordar, caso contrario se tendra que repetir la operacion, si en la
superficie se forman grumos o pequefias burbujas de aire, estos son
reventados con una aguja hipodérmica. Dejamos en reposo unos minutos y
luego lo introducimos a un freezer, para ayudar a su completa solidificacion.
Prosiguiendo con la técnica se saca del refrigerador las laminas con el medio y
se procede a perforar cada una de ellas con un sacabocados especial, se
perfora simultdneamente 10 hoyos, para los sueros y una ranura o trinchera
central, para el antigeno, esta ranura tiene 60 mm. De longitud y 4 mm. De
ancho. A cada lado de la ranura central y a 3 mm. Del borde respectivo se
ubican 5 hoyos de 6 mm. Cada uno, separados entre si por 4 mm. Se retira el
agar de dentro de las ranuras de cada uno de los hoyos con la ayuda de una
aguja hipodérmica, pinchando y retirando, con un movimiento rapido.

Luego cada una de estas laminas, se colocan dentro de las cajas petri,
colocando puntos de referencia o sefial en el a&ngulo superior izquierdo, con

fines de identificacion y las tapas de las cajas petri, se coloca un nimero de
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laminas preparadas con respecto al nimero de sueros a procesar con fines de

identificacion (Meyers y col., 1972).

Montaje de la prueba:

Inmediatamente después de preparar la placa de agar se procede a montar la
prueba, para evitar que la deshidratacion provoque una absorcion muy rapida
de los reactivos.

En la ranura central con una pipeta pasteur, se deja caer aproximadamente 0,5
ml. de antigeno, hasta su completo llenado evitando siempre el desborde de
este, (el antigeno viene liofilizado en viales que son reconstituidos al
momento de la prueba con agua destilada estéril. Posteriormente al primer
hoyo superior izquierdo, se deja caer aproximadamente 0,1 ml. de suero
control positivo conocido. De igual forma se procede con cada uno de los
problemas (canes) evitando siempre su desborde.

Al mismo tiempo se registra en planillas el orden de las laminas su nimero y
el nimero del suero problema.

En casos de examinarse menos de 9 sueros, que es la capacidad de cada
lamina, se deben llenar los hoyos restantes con solucion salina, o repetir el
ultimo suero tantas veces como hoyos vacios, hayan, “no debe quedar nunca
un hoyo vacio”.

Una vez realizado todo este proceso, se deben manipular las placas petri,
dentro de las cuales se encuentran las laminas con mucho cuidado para evitar
posibles salidas de los reactivos que produzcan la mezcla de estos.

Finalmente en el fondo de las placas petri, se deja caer unos 3 ml. de agua
destilada estéril, para mantener humedad en el medio. Luego se incuban a
temperatura ambiente (20 —25°C) por el término de 72 horas (Meyers y col.,
1972).

Lectura e interpretacion de los resultados:

Las lecturas se hacen a las 48 - 72 horas. En las lecturas se aconseja mantener las
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laminas dentro de las placas petri, para evitar cualquier movimiento que pudiera
ocasionar pérdidas o mezcla de los reactivos. La ultima lectura se la realiza
extrayendo las laminas de las placas petri (72horas). Esta lectura se la efectda bajo
una haz de luz indirecta y sobre fondo oscuro, ayudados ademas con una lupa
manual.

Los sueros que presentan bandas tipicas de precipitacion, se clasifican de la siguiente
forma:

Positivo: Lo que sucede con el suero patron positivo y aquellos en los que no se
observan bandas de precipitacion.

Negativos: Estas bandas como podran ver se presentan en la zona comprendida entre
el borde de la ranura y el borde del hoyo, las cuales se registran dibujando en una
hoja de papel el diagrama de la prueba con bandas y los correspondientes nimeros

que identifiquen los sueros examinados (Meyers y Col., 1972).

3.8. TRATAMIENTO.

La terapia antibidtica ha sido intentada, pero no ha sido satisfactoria, los examenes de
vacunacion estan todavia en proceso, la protecciobn y control son dos
responsabilidades del propietario del perro. La prueba de aglutinacidn, parece ser mas
segura, muchos test se realizan a intervalos mensuales, las pruebas y separacion de
los perros infectados es lo que se aconseja momentaneamente, todos los animales al
ser introducidos en una perrera limpia deben ser sometidos a cuarentena hasta que las

pruebas seroldgicas aseguren como negativos (Phillip y Col., 1.972).

No hay posible elaborar ninguna vacuna que sirva y la quimioterapia es eficaz se
puede eliminar la infeccion en una colonia de perros procediendo todos los meses al
examen bacteriolégico de la sangre y eliminando todos los animales que hayan dado
reacciones positivas. Los investigadores de laboratorio, han registrado por lo menos

cuatro casos de infeccion accidental. Bovinos, ovinos y porcinos que fueron
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expuestos a Brucella canis, por via conjuntival han resultado, poco sensibles. No se
conocen casos de localizacion en el aparato genital ni la transmisién de un animal a
otro (FAO/OMS, 1.972; Harris, y Col., 1.934).

No hay medios efectivos de tratamiento o de vacunacion hasta la fecha, todos los

perros infectados, deberian ser sacrificados (Ramasiotti, 1.976).
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IV. MATERIAL Y METODOS

41. LOCALIZACION DEL AREA DE ESTUDIO.

El presente trabajo se realizo en la ciudad de Vallegrande, capital de la provincia del
mismo nombre perteneciente al Departamento de Santa Cruz, la cual se encuentra
situada geograficamente al sur oeste del Dpto, se halla localizada entre los 63° de
longitud oeste y 18° a 19° de longitud sur, una altitud de 2.040 m.s.m.n., con una
temperatura promedio anual de 18° C, y una humedad relativa del 60% y una
precipitacion pluvial promedio de 550 mm.( 1.G.M., 1994.) (Anexo 1)

42. MATERIAL

Para el presente estudio se utilizd el suero sanguineo de canes que corresponden al
area urbana, asi como el material pertinente para su obtencion, separacion,

conservacion, asi como para el envio, los registros adecuados, etc.

4.3. METODOS.

4.3.1. Método de muestreo

No existe un censo que precise la poblacion canina, pero segin estimacion se calcula
en unos 1500 animales, haciendo una relacion de animal/hombre 1: 4.5, se tomo
muestras de sangre entera de canes que viven en los distintos barrios, en la que esta
dividida la ciudad (ver anexo2), en la cantidad de 300 muestras sanguineas de
cantidad determinada de acuerdo a la tabla de Thrusfield con un nivel de confianza
del 95% para poblaciones superiores a 1.000 animales.
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4.3.2. Método de campo

Las muestras sanguineas fueron tomadas de la vena cefélica en jeringas en la
cantidad de 4 a 5 ml, aproximadamente, dichas muestras fueron tomadas en los
domicilios particulares, de los diferentes barrios; dichas muestras estaban
acompafiadas de unos datos (ficha de recoleccidon de muestras, con la informacion

pertinente).

3.3.3.Método de laboratorio

El material de estudio fue sometido a 2 pruebas laboratoriales:

1.- Prueba Bufferada en Placa (BPA).

2.- Inmunodifusion en gel Agar (1.D.G.A.).

La primera se la realiz6 para conocer la presencia de anticuerpos especificos de
Brucellas clasicas. La segunda para conocer la presencia de anticuerpos especificos
de Brucellas canis y/u ovis. Los antigenos fueron importados de la Republica
Argentina de los Laboratorios de Sanidad Ganadera y SENASA respectivamente,
ambos con timbre del organismo oficial (SENASA) cert.93068 S. 038, venc. 12 — 02.
Dichas pruebas se realizaron en el laboratorio de Investigacion Veterinaria de la
F.M.V.Z. (LIVE). el procedimiento de la técnica asi como la interpretacion de las
mismas se lo efectu6 de acuerdo a los organismos internacionales standares para el

caso. (como se detalla en el capitulo de revisién bibliografica.

4.3.4. Método estadistico

Se calcul6 el intervalo de confianza binomial exacto para la prevalencia mediante el

programa de correlacién Epi info G.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION.

A través de un muestreo Aleatorio simple, se tomaron 300 muestras sanguineas, las
cuales fueron sometidas a las pruebas seroldgicas antes dicha, todas dieron reaccion
negativa a ambas técnicas diagnosticas (100.00%). En consecuencia la prevalencia de
la Brucelosis canina en la citada ciudad es 0.00%.

Si comparamos nuestros resultados con los realizados por Villafani, C.L ; 1980 y los
realizados por: Siles,E., Rivero,C.M.;1991 y Caballero,R.N.1992; todos realizados en
la ciudad de Santa Cruz de la Sierra, no existen diferencias estadisticas significativas,
aungue ellos encontraron una prevalencia baja 1 —2% para Brucella canis u ovis y
ningun caso para las brucellas clésicas.

En los cuadros 2 y 3, realizamos una distribucién por raza y edad, no encontrandose
ningdn reaccionante positivo .  Si comparamos nuestros resultados con los
investigadores antes nombrados, tampoco existen diferencias estadisticas
significativas.

En el cuadro N° 4, realizamos una distribucion por barrios en los cuales esta dividida
la ciudad claramente, como se mencionan en el cuadro correspondiente, con los
resultados ya mencionados (0.00%), los otros investigadores dividieron la ciudad de
Santa Cruz de la Sierra en los 4 cuadrantes (norte, sur, este, oeste), no encontrado
diferencia significativa.

No existen otros trabajos similares realizados en otros distritos del pais con los cuales
podamos compararlos. Sin embargo sefialaremos algunos resultados producto de las
pesquizas que realizamos en otros paises:

La incidencia y/o prevalencia en otros paises es variable tal como sigue:

Mateu, de Anténio,E.M, Delgado, S., Martin,M.,en Espafia, 1998, encontraron el
4 5% de reaccionantes positivos a la prueba IDGA.

Cicuta, M.E., Miranda, A.O; 1990, en Argentina, se han realizado trabajos de
aislamiento e identificacion de Brucella canis.

Se han reportado casos en humanos (ocupacional), en Médicos Veterinarios, causado
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por descargas vaginales en el laboratorio, en perro con Brucella canis

(www.futer.unr.edu.ar/divule-cientif/)
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CUADRO N° |

PREVALENCIA DE LA BRUCELOSIS CANINA EN LA CIUDAD DE
VALLEGRANDE (Prov. VALLEGRANDE, DEPARTAMENTO DE SANTA
CRUZ - BOLIVIA ATRAVES DE LA BRUEBA BPA e IDGA
(Marzo-abril 2002)

No. MUESTRAS P. BUFFERADA INMUNO. EN GEL AGAR IC
POST. % POST. %

300 0 100.00 0 0.00 00-1,2%
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CUADRO N° 11

BRUCELOSIS CANINA DE ACUERDO AL SEXO

SEXO N°. MUESTRAS % POSITIVOS %

HEMBRAS 111 37.00 0 0.00



CUADRO N° 111

BRUCELOSIS CANINA DE ACUERDO A LA RAZA

29

RAZA N° MUESTRAS % POSTIVOS %
CRIOLLA 252 84.00 0 0.00
OTRAS (*) 48 16.00 0 0.00

(*) Pequines, Pastor Aleman, Doberman, Dalmata, Boxer, Mestizo



CUADRO N° IV

BRUCELOSIS CANINA SEGUN LA EDAD

EDAD
ANOS N° MUESTRAS % POSITIVOS %
<1 145 48.33 0 0.00
2 e 200 0 000
s % 1200 0 000
e 2 73 0 000
s 466 0 000

30
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CUADRO N°V
BRUCELOSIS CANINA SEGUN BARRIO
BARRIO N° MUESTRAS % POSITIVOS %
B/ MURALLA 33 11.00 0 0.00

S BNUEVO 4 1466 0 000
 BICENTRAL 123 a0 0 000
 BMOGOTE ¢ 2 1066 0 000
BICRISTO 4 486 0 000
 B/BUENAVISTA 7 2338 0 000
BILASANTACRUZ 20 666 0 000

B/MAGISTERIO 27 9.00 0 0.00
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V1. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

De acuerdo con los resultados encontrados se concluye que, la prevalencia de la
Brucelosis canina en la ciudad de Vallegrande es de 0.00%, con un intervalo de

confianza del 95%.

De acuerdo a nuestros objetivos planteados se midieron las variables Edad,
Sexo, Raza y Barrios, no encontrandose ningln reaccionante positivo a la citada

enfermedad.

Se sabe que esta especie animal estudiada (canes), son susceptibles a padecer la
enfermedad, por cualquiera de las especies de Brucella, no habiendo encontrado
ningin reaccionante positivo tanto a las Brucellas clasicas (abortus, suis y

melitensis), asi como a las Brucellas canis u ovis.

El perro juega un papel importante en la cadena epidemioldgica de la enfermedad,
tanto para su transmisién al hombre como a otros animales, cuyos resultados
concuerdan con los trabajos realizados por otros investigadores en las otras
especies animales (bovinos, ovinos) y el hombre.

El presente trabajo de investigacion viene a contribuir en gran medida al
conocimiento de esta enfermedad zoonotica, aportando con sus resultados a la

elaboracién de un mapa epidemioldgico, que por cierto es muy escaso.

Para mantener el estado libre de esta enfermedad y/o controlada se deben tomar
medidas de prevencion generales hacia todas las especies domésticas, referidas a
la introduccion de ellas con fines genéticos y/u otras motivaciones que podrian ser

las responsables de la introduccion.
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La divulgacion por todos los medios de la informacion, de manera que se consiga
el conocimiento, asi como concientizacion de la comunidad y de sus autoridades

que es mejor prevenir que curar.

La responsabilidad de las autoridades pertinentes, para hacer cumplir los

reglamentos y leyes que sobre el particular estan expresas.
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ANEXO 2
MAPA DE LA PROVINCIA VALLEGRANDE

Caballero




