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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue caracterizar los hallazgos
patoldgicos y su relacion con los resultados clinicos y serolégicos
en carneros infectados experimentalmente (IE) con Brucella ovis.
Se utilizaron 18 carneros de 1 a 4 afios y libres de B. ovis; que
se distribuyeron en tres grupos: Grupo 1 (n= 6): inoculacion en
mucosas (B. ovis); Grupo 2 (n= 6), inoculacién via intravenosa
y Grupo 3 (n= 6) Control. Se llevé a cabo el seguimiento de un
carnero' grupo™' durante 189 dias (d) post-IE. Se obtuvieron
muestras de 2 mL de suero sanguineo y semen entre los dias 0 y
189 post-IE para realizar pruebas serolégicas de Inmunodifusion
en Gel de Agar (IGDA) y ELISA. El semen se proceso por
la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa PCR. El
analisis estadistico se realiz6 mediante modelos categéricos y
mediciones repetidas. ELISA mostré mayor sensibilidad (P<0,05)
para la deteccion de carneros seropositivos (CS) a partir del d 3
post-IE, a los 21 d post-IE, alcanzé su maxima deteccién de CS
(100%) en ambos grupos IE (P<0,05). En el d 56 post-IE, la tasa
de CS comenzd a descender (P<0,05). En 83% de los CS no
se logré el aislamiento de B. ovis por cultivo bacteriano ni PCR.
Se presentaron lesiones induradas: 50% en testiculo derecho y
33,3% en testiculo izquierdo, en carneros con IE via endovenosa.
En este grupo, el 16,6% de CS presentaron adherencias y
granulomas en cabeza, cuerpo y cola del epididimo derecho. La
utilizacion de la prueba de IGDA, la cual es la establecida por
la Norma Oficial Mexicana (NOM-041-Z00-1995) imposibilitaria
la deteccion temprana de animales seropositivos lo que restaria
eficacia a los programas de control de la enfermedad.
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ABSTRACT

The aim of this research was to characterize the pathological
findings and their relationship with clinical and serological results
in rams experimentally infected (El) with Brucella ovis. It was
used 18 rams from 1 to 4 years old and free from B. ovis. They
were divided into three groups: Group 1 (n = 6): inoculation (B.
ovis) via mucosal; Group 2 (n = 6), intravenous inoculation and,
Group 3 Control (n = 6). Ram ' group' was monitored for 189
days (d) post-El. Blood serum samples of 2 mL and semen were
obtained between 0 and 189 d post-El to perform serological tests
of agar-gel immunodiffusion and ELISA; whereas, the semen was
processed by polymerase chain reaction PCR. The statistical
analysis was performed using categorical models and repeated
measurements. ELISA showed a higher sensitivity (P <0.05) for
the detection of seropositive rams (CS) from the 3 d post-El and,
at 21 d post-El, reached its maximum detection of CS (100%)
in both groups EI (P <0.05). On the 56th post-El d the CS rate
started to decrease (P <0.05). At 83% of the CS, the presence
of B. ovis was not found using either PCR or bacterial isolation.
The lesions with indurations were: 50% in the right testicle and
33.3% in the left testicle, in El rams via intravenous, and in this
group, 16.6% of CS presented adhesions and granulomas in the
head, body and tail of the right epididymis. The use of the IGDA
test, which is established by the Official Mexican Standard (NOM-
041-Z0O0-1995), would make it impossible to detect seropositive
animals early, which would make the disease control programs
less effective.

Key words: Ovine epididymitis; Brucella ovis; AGID; ELISA.
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INTRODUCCION

La epididimitis causada por Brucella ovis (B. ovis) es una
enfermedad contagiosa de transmision venérea que causa
falla reproductiva [3], y se caracteriza por producir epididimitis,
subfertilidad e infertilidad en carneros (Ovis aries) [2, 9]. En
los carneros, las lesiones crénicas causadas por B. ovis se
restringen al aparato genital, especificamente al epididimo
y eventualmente testiculos y glandulas asociadas al aparato
reproductor; por lo que, dichas lesiones provocan significativas
pérdidas econdémicas a nivel mundial [1, 28], en consecuencia,
se requiere del diagnéstico temprano. Al respecto, las técnicas
de diagndstico serolégico mas utilizadas incluyen Inmunodifusion
en Gel de Agar (IGDA), ELISA, y fijacion de Complemento [2, 28].

De acuerdo con investigaciones, en torno a los efectos
de B. ovis, se sugiere que maximo el 50% de los carneros
infectados muestran lesiones palpables en el epididimo [2] y
algunos animales infectados por esta bacteria presentan un
efecto reducido en la calidad espermatica. Sin embargo, otros
individuos afectados por B. ovis mostraron disminucion en la
motilidad, concentracion y morfologia del esperma. Asi mismo,
la tasa de abortos en las hembras y de muerte perinatal varian
(1 a 2%) [11]. No obstante, los estudios experimentales, aunque
reducidos [6, 17, 20], reportan tasas de aborto entre 0 y 8% [11].
Por ello, el objetivo de la presente investigacion fue caracterizar
los hallazgos clinicos patolégicos y la respuesta seroldgica en
carneros infectados experimentalmente con B. ovis.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevd a cabo en el Centro de Investigacion y
Estudios Avanzados en Salud Animal de la Universidad Autébnoma
del estado de México (UAEM) (40°24°59,87” N) durante los
meses de marzo a noviembre, 2012. El estudio fue aprobado por
el comité de Bioética de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la UAEM con fecha 26/06/2012.

Animales

Se emplearon dieciocho carneros de las razas Columbia,
Romanov y Pelibuey, todos con edad entre 1-4 afios. Los
carneros procedian de un establecimiento libre de B. ovis. Se
constatd que los animales no presentaran signos de epididimitis
mediante el examen clinico, también fueron sometidos a dos
pruebas seroldégicas de IGDA y cultivo bacteriolégico en semen
y en lavado prepucial, las cuales resultaron negativas. Los
animales fueron alimentados ad libitum con heno avena (Avena
sativa) y alimento comercial (14% Proteina cruda).

Los carneros se distribuyeron aleatoriamente en tres
grupos (n= 6 grupo™) y sometidos a los siguientes tratamientos:
Grupo 1 inoculacion en mucosas: instilacion de B. ovis en la
mucosa conjuntival y prepucial con 0,5 mL de inéculo con una
concentracion de 3,9X10° unidades formadoras de colonias
(UFC) en ambas mucosas, Grupo 2: inoculacién de B. ovis via
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intravenosa con la aplicacién de 1 mL del in6culo en la vena
yugular a la misma concentraciéon y Grupo 3: Control al que se le
administro instilacion conjuntival y prepucial de 0,5 mL de solucién
salina al 0,9% (SS). La instilacion en conjuntiva se realizé en el
ojo izquierdo de cada animal con el volumen y concentracion
antes mencionados, mientras que la administracion prepucial
consistié en la introduccion del inoculo o la SS segun el grupo
usando una jeringa sin aguja y posterior masaje con la abertura
prepucial cerrada.

Preparacion del inéculo de desafio

Se inocularon placas de agar sangre con la cepa de campo
B. ovis 01Zac-INIFAP obtenida del epididimo de un carnero con
epididimitis en el estado de Zacatecas, México, que se incubaron
a 37°C durante 48 horas (h), en una atmésfera con 10% de CO,,.
Se cosecharon con SS. Al inéculo se le realizé conteo de UFC
[14] y se estandarizé a una concentracién de 3,9x10 ® UFC/mL.

Examen clinico

Se realizé el examen clinico del aparato genital previo a los
muestreos, registrando las lesiones y su ubicacion en el testiculo
y el epididimo. A las lesiones se les clasificé en grados de la
siguiente manera: grado uno (*), carneros con lesiones leves
que incluyeran edema y problemas de deslizamiento; grado dos
(**), lesiones mayores que incluyeran induraciones y grado tres
(***), casos con lesiones mayores que incluyeran adherencias y
granulomas.

Muestreo

De los carneros de cada grupo se colectaron muestras de
sangre para la obtencion de suero para realizar las pruebas
serologicas IGDA y ELISA y semen para la deteccién de B. ovis
por PCR, a lo largo de 6 meses en los dias (d) 0; 3; 7; 13; 21;
28; 42; 56; 70; 80; 105; 147; 167 y 189 completando un total de
14 muestreos. Las muestras de sangre (5 mL), se obtuvieron en
tubos estériles (BD Franklin Lake NJ, EUA), se separo6 el suero
por centrifugacion (Becton Dickinson Clay Adams, EUA) y se
conservaron -80°C en ultra congelador (Thermo Fisher Scientific/
Revco, ULT1786-3-A40, EUA) hasta utilizacion.

La extraccion del semen se realizé con electroeyaculador
(transformador 12 VCT, 500 mA, de fabricacién propia), con
sujecion del animal en decubito lateral y protrusion del pene y
coleccién en vial estéril el cual fue conservado en congelacién a
-80°C hasta su utilizacion [10].

A los carneros se les practicod eutanasia, el sacrificio de
los animales se realizd6 como lo establece la Secretaria de
Agricultura, Ganaderia y Desarrollo Rural (SAGARPA) en la
Norma Oficial Mexicana [21]. Previa electro insensibilizacion a los
189 d posteriores a la infeccion experimental (IE), post-mortem
se extrajeron las glandulas seminales, ampulas del conducto
deferente, glandulas bulbouretrales, testiculos, cola, cuerpo y
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cabeza de los epididimos e inmediatamente se obtuvieron las
muestras correspondientes de cada 6érgano 1 cm? para realizar los
estudios de histologia y cultivo bacteriolégico. Para los estudios
histopatoldgicos, las muestras se fijaron en formol amortiguado
al 10% con excepcion de los testiculos, mismos que se fijaron
en solucidn de Bouin. Se incluyeron en parafina y se realizaron
cortes en microtomo (Nicrom GmbH, HM 325, Alemania), de 5
pUm de espesor que se tifieron con hematoxilina y eosina.

Bacteriologia de semen y érganos del aparato reproductor

Para la realizacion de estudios bacterioldgicos, las muestras
de semen y 6érganos del aparato reproductor fueron transportados
inmediatamente al laboratorio. Para el caso de las muestras
de drganos, éstas fueron maceradas con SS en bolsa estéril y
cultivados en Agar Sangre y Agar Sangre Skirrow en condiciones
microaerofilicas durante 7 d [17].

Prueba de PCR para diagnoéstico de B. ovis en semen

De las muestras de semen se extrajo el ADN con el kit
comercial Kapa express extrac (KAPA BIOSYSTEMS, Boston
Massachusetts, EUA), se siguieron las instrucciones del
fabricante utilizando para la extraccion de ADN 8 mL de semen,
una vez completada la extraccion se suspendié el ADN en 25 mL
de solucién buffer de Tris-HCla 10 mMy EDTAa 0,1 M (TE) y se
almacend a-20°C enrefrigerador (Delca Cientifica, VPC-200-MIX,
México), hasta realizar el PCR. Para la prueba de PCR se utilizd
un kit comercial de PCR (QIAGEN, Alemania), los iniciadores
utilizados fueron ISP1 (5’- GGTTGTTAAAGGAGAACAGC- 3’) e
ISP2 (5’-GACGATAGCGTTTCAACTTG- 3’) [13, 16]. El volumen
final para la reaccion fue de 25 pL y se constituyé por 12,5 pyL
2x QUIAGEN Master Mix, 0,5uL de cada iniciador, 5 L de 5xQ-
solution, 6 uL de H,0 libre de RNasas y 1uL del ADN extraido.

La amplificacion del ADN se realiz6 en termociclador
(BIO-RAD, T100, EUA) bajo las siguientes condiciones:
desnaturalizacién inicial de a 96°C durante 10 minutos (min),
35 ciclos con las etapas de desnaturalizacion a 94°C por 30
segundos (seg), alineacién a 57°C durante 60 seg y extension
de la cadena a 72°C durante 60 seg; finalmente se realizd
una extension final a 72°C durante 6 min permaneciendo en el
termociclador a 4°C hasta realizar la corrida electroforética. Los
productos de la PCR se corrieron en camara de electroforesis
(VWR, ® Midi 10 Electroforesis System, EUA), en gel de agarosa
al 1% preparado en una solucién amortiguadora de Tris base
40 mM, acido acético 20 mM y acido etilendiaminotetraacético
(EDTA) (TAE 1X), para la corrida se utilizé como amortiguador la
misma solucién usando Brumuro de Etidio (APEX, Et Br Dropper
Bottle) a una concentracion de 0,5 mg/mL para visualizar las
bandas de ADN con luz ultravioleta (UV) en un transluminador
(DNr Bio-Imaging Systems, Mini bis 16mm, Israel). Una clara
banda de 690 pb fue considerado positivo.

Prueba de Inmunodifusion en Gel de Agar (IGDA)

Para la prueba de IGDA se utilizé el antigeno HS, obtenido
por extraccion salina caliente, suministrado por el Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias
(INIFAP), la prueba se realiz6 sobre un gel de agar noble, NaCl,
y tampdn borato; dicho gel se colocé en placa de petri formando
un lecho de 2,5 milimetros (mm) de profundidad el cual se perford
con roseta que tiene un pozo central rodeado por seis pozos
separados entre si y el central con 3 mm [24], en el pozo central
se colocaron 30 mL del antigeno y en los pozos periféricos se
depositaron los sueros problema con controles positivos y
negativos. Posteriormente se realiz6 la incubacion a temperatura
ambiente en camara humeda y se procedio a la realizacién de las
lecturas alas 24; 48 y 72 h [7].

Prueba de ELISA

Se utilizo el kit de ELISA (CHEKIT BRUCELLA QVIS, IDEEX,
Suiza) para deteccion de anticuerpos de B. ovis en suero, se
siguieron las recomendaciones del fabricante. El kit posee placas
de 96 pozos sensibilizadas con el antigeno, sueros controles
positivo y negativo, solucidn tapon para lavado y para realizar
la dilucién de los sueros, conjugado (anticuerpo anti IgG ovina
conjugado con peroxidasa), sustrato, solucion de paro de la
reaccion.

Se realizaron diluciones de 1/200 de los sueros problema,
asi como de los controles positivo y negativo, los cuales fueron
distribuidos en la placa de microtitulacion que posee antigeno
contra B. ovis en un volumen de 100 yL pozo. La placa se cubrié
con papel de aluminio y se incub6 por 1h a 37°C y se realizaron
tres lavados con solucién de lavado (CHEKIT wash solution). Se
agrego el anticuerpo antirrumiante conjugado con peroxidasa
(CHEKIT Antiruminant-lgG-PO-Conjugate), se tapo6 la paca y se
incubd 1h a 37°C. Posteriormente, se realizaron tres lavados y se
afiadio el sustrato (CHEKIT-TBM-Substrate): 100 L por pocillo.
Se incubé por 15 min a temperatura ambiente con agitacién
continua, se agrego la solucién de paro (CHEKIT-Stop Solution
TBM) y finalmente se realizd la lectura en lector de placas de
ELISA a 405 nm (BIO-TEK, ELx800, EUA).

El lector de placas de ELISA fue conectado a un equipo de
cémputo al que previamente se le instalé el programa XChek
3.3 (IDEXX, Maine, EUA), mismo que proporciona valores
(%) que permiten clasificar las muestras en positivos (> 50%),
sospechosos (>10% a 50%) y negativos (<10%). La prueba se
considero valida cuando la diferencia entre los promedios de los
controles positivo y negativo fue > 0,3 de densidad optica (DO) y
los controles positivos no excedieron 2,0 de DO, y los negativos
no sobrepasaron 0,5 de DO.

Analisis estadistico

Con la informacién recabada se elaboré una base de datos
para su andlisis estadistico mediante las metodologias de
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TABLA |
RESULTADOS DE LAS PRUEBAS SEROLOGICAS Y HALLAZGOS CLINICOS EN TESTICULO
Y EPIDIDIMO DE ACUERDO CON EL GRUPO Y CARNERO

Serologia Testiculo

Epididimo Derecho

Epididimo Izquierdo

ID
39
44
68
67
61
37

IGDA ELISA
+ +

Dcho

*

Izdo

*

@
o

C
°

o

* *%

* *%

NDL *k

Mucosas

* *

+ + + +

NDL *

+ + + + +

66,6
33,3NoL

50,0

83,3" 50,0

Porcentaje 100,0*

45
36
49
38
56
50

*% *%

NDL

*%

+ + + + + +

Endovenoso

*% *%

33,3
50,0"
16,6M°"

66,6

66,6* 333"

Porcentaje 100*

35
58
43
40
42
65

Porcentaje

Control

0,0* 0,0*

Cza

*
NDL
*%

*%

50,0
33,3"

16,6M°

NDL
NDL

NDL

*%

*%

16,6
33,3"

50,0N0t

Cola

*%

Cza

*

Cola

*%

Cpo

NDL

Cpo

*

NDL * NDL *% *

NDL * * * *%

NDL *% %% *% *%

* %% *% k% *%

* *% *% *% *%

33,3
50,0
16,6N0L

NDL

33,3
66,6N0L

33,3
66,6"

33,3
66,6"

16,6°
83,3"

NDL *%

NDL NDL *% *%

NDL NDL *kk

NDL *% *% *% *%

NDL *% * *% *%

*% %% k% *%

16,6
50,0
16,6
16,6N0L

k%

16,6
50,0
33,3N0L

16,6
83,3NoL

33,3
66,6"

83,3"
16,6™

100M*

IGDA= pruebas serologicas de inmunodifusion en Gel de Agar

ELISA= prueba serolégica Ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas.
ID= Identificacién del carnero; Dcho= Derecho; Izdo= Izquierdo, Cza= Cabeza; Cpo= Cuerpo

+ = Seropositivo; - = Seronegativo.

*= grado uno, lesiones leves que incluyeran edema y problemas de deslizamiento; ** = grado dos, lesiones mayores que incluyeran induraciones;

Tk —

grado tres, lesiones mayores que incluyeran adherencias y tumoraciones; "°'= No se detectaron lesiones.

Modelos Categoéricos (CATMOD, siglas en inglés) y Modelos de
Efectos Fijos para aplicar el método de mediciones repetidas y
las diferencias entre grupos se obtuvieron a través del método de
Ji cuadrado (X 2) para el caso del analisis mediante CADMOD y
medias de minimos cuadrados (LsMeans, siglas en inglés) para
el caso de mediciones repetidas, ambos métodos a un a<0,05
[8, 12].

RESULTADOS Y DISCUSION
Serologia

De acuerdo con los resultados de las pruebas seroldgicas, se
pudo observar que, los carneros del grupo control se mostraron
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negativos durante todos los muestreos del estudio, tanto en la
prueba IGDA como en la de ELISA (TABLA I). Para el caso de
los resultados, de acuerdo con la prueba serolégica y el grupo,
la prueba de ELISA detectdé mayor tasa de seropositivos (100%),
durante el tiempo del trabajo experimental (189 d) post-infeccion
experimental (IE), tanto en el grupo de carneros infectados
via mucosas como en el grupo de carneros |IE con B. ovis via
endovenosa. Mientras que la prueba de IGDA, detecté 83,3
y 66,6% de carneros seropositivos en los grupos IE por via
mucosas y endovenosa, respectivamente (TABLA I).

En relacion con el analisis estadistico utilizando la informacion
obtenida durante los 189 d de muestreo post- IE, se pudo observar
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TABLA Il
TIEMPO MINIMO PARA DIAGNOSTICAR SEROPOSITIVIDAD Y MAXIMA SEROPOSITIVIDAD
EN CARNEROS INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE CON Brucella ovis

Tiempo minimo

Maxima seropositividad

Prueba/Via de Dia post-infeccion Tasa (%) EE Dia post- Tasa (%) EE
infeccién promedio infeccion promedio
ELISA/Mucosa 3 332 14 21 1002 14
ELISA/Endovenosa 3 508° 14 28 1002 14
IGDA/Endovenosa 13 172 14 28 500 14
IGDA/Mucosa 13 17%c 14 70 67° 14
EE= error estandar;
Literales *® indican diferencias (P<0,05) dentro de columna
TABLA Il

TIEMPO MINIMO PARA DIAGNOSTICAR SEROPOSITIVIDAD Y MAXIMA SEROPOSITIVIDAD
EN CARNEROS INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE CON Brucella ovis

Tiempo minimo

Maxima seropositividad

Prueba/Via de Dia post-infeccion Tasa (%) EE Dia post- Tasa (%) EE

infeccién promedio infeccion promedio

ELISA/Mucosa 3 332 14 21 1002 14

ELISA/Endovenosa 3 502° 14 28 10072 14

IGDA/Endovenosa 13 1728 14 28 50° 14

IGDA/Mucosa 13 17ec 14 70 67° 14

EE= error estandar;

Literales *® indican diferencias (P<0,05) dentro de columna

efecto de la prueba serolégica sobre la tasa de deteccion de

seropositivos para B ovis (P<0,001) independientemente de ;ig ) ﬂ ..... —— x Prueha/Via

la via de infeccidon utilizada en esta investigacion (mucosas 5 o0 :E:;I’IEM":W’

o endovenosa), lo mismo sucedié con la interaccion prueba g o o "% A1D A Eadovenned
2 0,60 ",

serolégica*via de infeccién (TABLA ).

En cuanto a la mayor efectividad de las pruebas analizadas,
ELISA fue la que detecté mayor tasa de seropositividad
(P<0,05), tanto en carneros infectados por mucosas como por
via endovenosa. Sin embargo, se establecié que a partir del d 3
post-IE, la prueba de ELISA presenté una tendencia hacia una
mayor deteccion de seropositivos: 33 y 50% en carneros IE via
endovenosa y mucosas, respectivamente. Mientras que en el d
21 post-1E esta prueba alcanza su maxima deteccion en carneros
IE en ambos grupos (100%), ello en comparacién con la prueba
IGDA, la cual solo detecta seropositivos a partir del d 13 post-IE
(17%), hasta el d 70 post-IE es cuando detecta la maxima tasa
de seropositividad (P<0,05) en carneros IE via mucosas (67%)
o endovenosa (50%) (TABLA lll). Posterior a los 70 d post-1E, la
prueba detecta menor cantidad de seropositivos (FIG. 1).

. DIGDAMucosa

020 y PR B i R
0,10 Vs e T TNy
0,00 S gt o = = R Y
-60  -30 3 T 13 21 28 42 S6 70 80 105 147 167 189
Infeccidn Dias post-infecciin 3
- - IDGAEndovenosay= -0.006x2+ 0.105% -0 2687 *** . Elisa/Endovenosay=-0022x4+ 0.4169x - 1 0242
Rom 037 Re=085
.. _ IDGAMucosa y=-00112x%+02205x - 0.7092 Elisa/Mucasay=-0.0133x2+ 02355 - 0 3702
R#=044 RZ=0.46
FIGURA 1. COMPORTAMIENTO DE LAS PRUEBAS

SEROLOGICAS (ELISA VS IGDA) PARA LA DETERMINACION
DE SEROPOSITIVIDAD DE EN BORREGOS INFECTADOS
EXPERIMENTALMENTE CON Brucella ovis DE ACUERDO
CON LA ViA DE INFECCION (MUCOSA O ENDOVENOSA) Y
LOS DIiAS POST-INFECCION.

En cuanto al comportamiento de la prueba de ELISA de
acuerdo con el grupo, se observo que, la tasa de seropositivos fue
mayor (P<0,05) en el grupo IE via endovenosa (52%) vs grupo |IE
via mucosas (40%). Mientras que la tasa de sospechosos fue <
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15% en los grupos endovenoso y mucosas (FIG .2), por lo que se
realizaron pruebas subsecuentes para validar los resultados en
este estudio. En este sentido, se encontr6 que en la mayoria de los
casos, los animales sospechosos en las pruebas subsecuentes
presentaron seropositividad a B. ovis.

100
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" O Mucosa Sospechoso
80 7
[0 Endovenoso Positivo

70
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60
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X
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X
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Literales =& < indican diferencias (P<0,05) entre grupos

Tasa (%)

FIGURA 2. COMPORTAMIENTO DEL DIAGNOSTICO
SEROLOGICO DE Brucella ovis MEDIANTE LA PRUEBA DE
ELISA DE ACUERDO CON LA ViA DE INFECCION (MUCOSA
O ENDOVENOSA).

Hallazgos PCR y aislamiento bacteriano

En cuanto a los resultados de PCR, en el 83% de los
individuos IE no fue posible constatar la presencia de Brucella
ovis, unicamente en el 16,6% se logré obtener la identificacion
ADN de B. ovis (FIG. 3). En lo que respecta al aislamiento
bacteriolégico en muestras de semen, tampoco se logré dicho
aislamiento de B. ovis en carneros IE.

750 bp
630 bp
S00 bp

FIGURA 3. PCR PARA LA IDENTIFICACION DE Brucella ovis
EN SEMEN: M MARCADOR DE PESO MOLECULAR; LINEA 1
CONTROL POSITIVO; LINEA 2 CONTROL NEGATIVO; LINEA
5 MUESTRA POSITIVA; LINEAS 3, 4, 6, 7, 8, 9 MUESTRAS
NEGATIVAS.

HALLAZGOS PATOLOGICOS

En el 83,3% de los carneros IE (via mucosas y endovenosa)
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se encontraron lesiones macroscopicas en los genitales.
Estos hallazgos fueron principalmente unilaterales e incluian
la deformacion e incremento de volumen y consistencia del
epididimo, asi mismo se encontraron adherencias entre las
envolturas testiculares. Solo se observd, en un carnero IE via
endovenosa, una lesion con contenido purulento caseoso (FIG.
4). No se observaron cambios macroscopicos en las glandulas
anexas.

FIGURA 4. LESIONES MACROSCOPICAS EN EL CARNERO
49, SE OBSERVA EN LA COLA DEL EPIDIDIMO 1ZQUIERDO
LA PRESENCIA DE EXUDADO CREMOSO E INCREMENTO
DE TAMANO EN CABEZA, CUERPO Y COLA DEL EPIDIDIMO.

Microscopicamente se observaron alteraciones, a nivel
de epididimo, que incluyeron: aumento del tejido fibroso
intersticial, infiltrado linfoplasmocitario. Ademas, la mucosa
del epididimo mostré presencia de vesiculas intraepiteliales,
hiperplasia y metaplasia escamosa. La formacién de granulomas
espermaticos, solo se presentd en un animal. Por ultimo, en las
glandulas anexas se observaron, como principales cambios,
infiltracion linfocitica e hiperplasia del tejido glandular

Hallazgos clinicos

Los resultados de las lesiones clinicas (TABLA |) mostraron
que, los carneros del grupo control no presentaron lesiones en
el aparato reproductor. Para el caso de los carneros |IE con B.
ovis, (via mucosas o endovenosa), éstos mostraron letargo,
inapetencia y fiebre durante las 48 h post-IE. Ademas, a partir del
d 6 post-IE se detectaron clinicamente cambios palpables que
incluian incremento de la circunferencia y del contenido escrotal
en el 66,6% del total de los carneros IE. Cambios afectaron entre
el 50 y 66% de los carneros conforme trascurrieron los d post-1E
hasta el término de la fase experimental; cabe destacar que los
cambios detectados por palpacion se localizaron principalmente
en la cola del epididimo y en forma unilateral.

Para el caso de las lesiones leves que incluyeran edema y
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problemas de deslizamiento en testiculos, éstas se presentaron
mayormente en el testiculo derecho del grupo de carneros IE
via mucosas (66,6%), mientras que, en el grupo inoculado via
endovenosa, presentd mayor porcentaje de lesiones induradas
(50,0%) en el testiculo derecho. Respecto al testiculo izquierdo,
los carneros IE via mucosa, presentaron, edema y alteraciones
en el desplazamiento testicular (50,0%) asi como induraciones
(50,0%), para el caso de los carneros IE via endovenosa,
las lesiones observadas en el testiculo izquierdo fueron
principalmente edema y alteraciones en el desplazamiento
testicular (66,6%) vs lesiones induradas (33,3%) (TABLAI).

En cuanto a las lesiones a nivel de epididimo se concentraron
en la cola y la cabeza tanto derecho como izquierdo mientras
que los cuerpos epididimales presentaron menor porcentaje
de lesiones en los grupos con |E estas se caracterizaron por la
presencia de induraciones. Por ultimo, las lesiones mayores que
incluyeron adherencias y granulomas, Unicamente se encontraron
en un carnero (n°49) IE via endovenosa, dicha lesion se localizd
en el epididimo izquierdo; en la cabeza, cuerpo y cola (TABLA ).

La epididimitis infecciosa causada por B. ovis, es un
problema que limita la productividad y eficiencia reproductiva, en
consecuencia, producen pérdidas econdmicas en los sistemas
productivos afectados. Por lo que el diagnéstico de la infeccién
cobra relevancia; el diagnéstico de B. ovis puede realizarse a
través de la demostracion de las lesiones tipicas en aparato
reproductivo, pruebas seroldgicas y por aislamiento de B. ovis
en laboratorio. Sin embargo, la enfermedad puede transcurrir
sin lesiones aparentes por lo que se pueden encontrar animales
serolégicamente positivos sin lesiones clinicas [26]. Los cambios
clinico-patoldgicos observados en este estudio son semejantes
a los reportados previamente en otras investigaciones [2, 3, 15,
18], lo que refuerza la premisa de que B. ovis tiene predileccién
principalmente por érganos del aparato reproductivo de los
carneros.

En esta investigacion, todos los carneros infectados
experimentalmente presentaron lesiones en testiculos y en el
epididimo, aunque en algunos se presentaron lesiones en el
testiculo derecho o izquierdo o en ambos, de igual modo, las
lesiones se presentaban en el epididimo derecho o izquierdo
0 en ambos; en cabeza o en cola o en ambas. Y el grado de
las lesiones fue desde edema y problemas de deslizamiento e
induraciones hasta lesiones mayores que incluyeran adherencias
y granulomas (TABLA 1). Comportamiento que concuerda con
otras investigaciones [5, 22] y por lo que es recomendable utilizar
dos 0 mas pruebas para el diagndstico, de manera que se detecte
un mayor niumero de carneros infectados.

En cuanto a la presencia de lesiones clinicas en este estudio,
fue posible detectarlas a partir de d 6 post-I1E; lesiones que fueron
intermitentes y en algunos casos hubo carneros cuyas lesiones
no remitieron durante todo el estudio, no asi en algunos carneros
en los cuales desaparecian esporadicamente para volver a

aparecer. Hallazgo importante, ya que bajo condiciones de campo
los carneros infectados con B. ovis que no presentan signos de
esta enfermedad son fuente de transmision, en consecuencia,
no se logra controlar la epididimitis en los rebafos [2, 15, 20,
26]. Los resultados obtenidos en esta investigacion concuerdan
con reportes anteriores, en donde la evaluacion clinica permitia
identificar carneros afectados intermitentemente, la mayoria de
las lesiones son incipientes y desaparecen (FIG. 1) y reaparecen
en algunos carneros con infecciones cronicas. Sin embargo, en
carneros que no desarrollan tales lesiones, la infeccion o fue
abortiva o bien transitoria [25] y posiblemente controlada por la
respuesta inmune del carnero afectado (FIG. 1).

Como en otras investigaciones [27], el mayor porcentaje
de carneros detectados por las pruebas serolégicas se da
entre los 30-60 d post-IE; en este estudio, con la prueba de
ELISA, se encontraron carneros positivos desde el d 3 post-IE;
independientemente de la via de inoculacion (TABLA Il). Mientras
que, con la prueba IGDA, la seropositividad se encontré hasta el
d 13 post-IE. La prueba de ELISA ofrece una temprana deteccién
de la enfermedad y ademas provee de mayor tasa de deteccion
a los 21 d post-IE (100%) vs la prueba de IGDA, cuya maxima
tasa de seropositividad (67%) la alcanza a los 70 d post-IE en
carneros infectados experimentalmente via mucosa (TABLA II).

Lo recomendable entonces es la utilizaciéon de ambas pruebas
seroldgicas, ademas de la revisién clinica en los carneros [3, 19,
20]. En relacion a la respuesta seroldgica a B. ovis detectada a
través de la prueba de ELISA (TABLA Il), se observa que a partir
del d 56 post-IE, la tasa de seropositividad comienza a descender,
lo que podrira representar un problema en la identificacién de los
animales expuestos a la infeccién por Br. ovis en los programa
de control y erradicacion de la epididimitis del carnero por B. ovis
[23].

En este estudio, también se observd (P < 0,05), la
presencia de carneros sospechosos a B. ovis con la prueba
de ELISA (15%) (FIG. 2) los cuales se volvieron seropositivos
en muestreos posteriores. Todos estos factores (inicio de la
enfermedad, tipo de prueba, signos (ausencia o recurrencia),
animales seroldgicamente sospechosos, B. ovis controlada
por la respuesta inmune del carnero) afectan la eficacia de los
programas de control y la erradicacion de esta enfermedad a
nivel de campo [15, 23, 29].

Las lesiones encontradas en este trabajo muestran la
preferencia de la bacteria por el tejido del aparato reproductivo en
los carneros, cabe destacar que una vez que la B. ovis cursa mas
de los 30 d post infeccion, la bacteria tiene mayor capacidad de
causar lesiones dentro del aparato reproductivo y su capacidad
de vivir dentro de los macroéfagos, hara dificil el control de la
infeccion por el propio organismo, tornandola asi, una infeccion
cronica, y con las afecciones en la fertilidad dentro del hato [1].
Otro problema a resolver para el diagndstico oportuno de B. ovis
es la dificultad para aislar o identificar esta bacteria en muestra
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de semen o de tejidos, aun en aquellos carneros que resultaron
con lesiones y seroldgicos positivos [4]; tal como sucedid en la
presente investigacién. Otro aspecto a considerar en el control
de la enfermedad es que algunos individuos son capaces de
controlar la infeccién o bien, la infeccién puede ser transitoria o
abortiva [25].

CONCLUSIONES

Las vias de administracion del inéculo, asi como la
concentracion del mismo, fueron adecuadas para montar una
infeccion experimental y lograr las seroconversion de los carneros
inoculados. En este aspecto cabe destacar la capacidad de
montar la infeccion a través de las mucosas, dado que ésta, es la
via de infeccion que naturalmente ocurre en los carneros.

ELISA mostrd ser una prueba seroldgica mas sensible que
IGDA para el diagnéstico de carneros positivos, sin embargo
IGDA es més especifica, por ello es importante establecer
un plan de diagndstico que contemple la utilizacién de ambas
pruebas con la finalidad de detectar al mayor niumero posible de
casos positivos; lo que serviria incluso en fases incipientes de la
infeccion. La utilizacion solo de la prueba de IGDA la cual es la
establecida como prueba indicada por la Norma Oficial Mexicana
(NOM-041-ZO0-1995) imposibilitaria la deteccién temprana de
animales seropositivos lo que restaria eficacia a los programas
de control y erradicacion de la enfermedad.

La infeccion de B. ovis no muestra un patrén definido,
las lesiones son intermitentes e incluso desaparecen
esporadicamente para volver a aparecer. Ademas, no siempre
es posible establecer su presencia por aislamiento bacteriol6gico
o por PCR. Esto anticipa complicaciones en la deteccion
temprana de B. ovis en rebafos infectados. Los programas de
control y erradicacion deberan incluir revisiones clinicas, pruebas
serolégicas IGDA utilizada como prueba tamiz y pruebas de
ELISA cuando los programas de control se encuentren en etapas
avanzadas de desarrollo.

Es importante seguir desarrollando estudios que permitan
conocer mas la interrelacion de B. ovis-hospedador-inmunidad
para establecer estrategias que permitan tener mayor certeza en
el diagnéstico, independientemente del tiempo en que se contrajo
dicha enfermedad.
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