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RESUMEN

La brucelosis ovina es una enfermedad infecciosa que produce pérdidas en la
ovinocultura, la Brucella ovis, es una bacteria que es capaz de vivir dentro de las células
del huésped, lo que hace dificil su diagnostico y control. En este trabajo se desafiaron
experimentalmente carneros con B. ovis por las vias endovenosa y mucosal (lavado
prepucial e instilacion conjuntival) para evaluar la respuesta inmune humoral y celular,
asi como los cambios patologicos ocasionados por B. ovis sobre los 6rganos del aparato
reproductor de los carneros desafiados. Se utilizaron 18 carneros de 1 a 4 afios y libres
de B. ovis; que se distribuyeron en tres grupos: Grupo 1 (n= 6): Control; Grupo 2(n= 6)
inoculacién en mucosas (B. ovis), y Grupo 3 (n= 6) inoculacioén via intravenosa. Se
evalud la respuesta inmune serologica usando las técnicas de ELISA e IGDA. Se
inunotipificaron por citometria de flujo poblaciones de linfocitos CD4 y CDS a los 120,
150 y 189 dPI, y de WC1 (linfocitos y5) a los 120 dPI. Se llevo a cabo el seguimiento
de un carnero” grupo™ durante 189 dias d post-IE. Se obtuvieron muestras de 2 mL de
suero sanguineo, sangre entera y semen entre los d0 y 189 post-IE para realizar pruebas
serologicas 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
realizd mediante modelos categoricos 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 deteccion de CS (100%) en ambos
grupos IE (P<0,05). En el d 56 post-IE, la tasa de CS comenzé 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-ZO0O-1995) imposibilitaria la deteccion temprana de animales
seropositivos lo que restaria eficacia a los programas de control de la enfermedad. Asi
mismo se encontraron diferencias en las MIF de los linfocitos CD8 en el grupo control y
el grupo endovenoso (p<0,05) a los 120 dPI, con medias de 1027,4 y 499,6
respectivamente. Estas diferencias se observaron también entre los carneros del grupo
control y los grupos mucosal y endovenoso respectivamente para las MIF de los
linfocitos CD4 (p<0,05) a los 189 dPI. Las poblaciones de linfocitos Tyd (WC1) a los

120 dPI presentaron diferencias en MIF entre el grupo control y los grupos mucosal y
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endovenoso (p<0,05). Brucella ovis, puede modular la respuesta inmune del hospedero,
los linfocitos CD4 y CDS8 son importantes para la defensa del hospedero durante la
infeccion causada por B. ovis, estos linfocitos pueden fluctuar durante la infeccion. Los
linfocitos yd podrian ser un factor importante para el control de la infeccion causada por

B. ovis.

ABSTRAC

The ovine brucellosis is an infectious disease that causes economic losses in the ovine
cultura, Brucella ovis is a bacteria that survives inside the cells of the host, its difficult a
diagnosis and control. In this study, rams with B. ovis were experimentally infected by
intravenosus and mucosal routes (preputial and conjuntival instillation) to evaluate the
humoral and the cellular immune response, tha aim was evaluate the pathological
changes caused by B. ovis on the reproductive system, was used 18 rams from 1 to 4
years old and they are free from Brucella ovis: they were placed into three groups:
Group 1(n=6): Control; Group 2(N=6), inoculation in mucous membranes (B. ovis) and
Group 3(n=6): intravenous inoculation. The serological immune response was evaluated
using ELISA and IGDA techniques. Through flow cytometry the changes and relation
ship o the immune response in the challenges rams were determinated using specific
markers for CD4, CDS, lymphicytes y6 (WC1), MHCI and MHCII, IgM, IgG, and IgA.
Thacing of a ram™ group™ was carried out for 189 post-IE were. Samples of 2mL of
blood serum, whole blood and semes between 0d and 189 d post-IE were processed by
the PCR polymerase chain rection technique. The statistical analysis was performed
using categorical models and repeaated measurements. ELISA showed more sensitivity
(P<0,05) for detection of serpositive rams (CS) starting 3 d post IE, at 21 D post IE,
reached its maximum detection of CS (100%) in both groups IE (P<0, 05). At 56d post-
IE, the CS rate stated to fall (P<0,05). In 83% of the CS presentex: 50% in the right
testicle and 33,3% in the left testicle, in rams with intravenous IE. In this group, 16, 6%
of CS presented adhesionsnd granulomas in head, body and tail of the righ epididymis.
The use of the IGDA test, wich is the stablished by the official mexican standard
(NOM-041-ZOO0-1995), it does not allow detect seropositive animals early, wich it does

not allow at the programs control the disease. Were found differences in the MIF of the
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CDS8 lymphocytes in the control group and the endovenous group (p <0.05) at 120 dPI,
1027.4 and 499.6 respectively. These differences were also observed between the rams
of the control group and the mucosal and endovenous groups respectively for the MIF
of the CD4 lymphocytes (p <0.05) at 189 dPI. The lymphocytes Tyd (WC1) at 120 dPI
showed differences in MIF between the control group and the mucosal and endovenous
groups (p <0.05). Brucella ovis, apparently modulate the immune response of the host,
CD4 and CD8 lymphocytes are important for host defense during infection caused by B.
ovis, these lymphocytes can fluctuate during infection. The yd lymphocytes could be an

important factor for the control of the infection caused by B. ovis.
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INTRODUCCION

La epididimitis ovina es una enfermedad infecciosa, contagiosa, de presentacion clinica o
subclinica, y se caracteriza por la inflamacién del epididimo, en forma secundaria puede
desencadenar degeneracion testicular, y en consecuencia causar irreversible en carneros

(Carvalho, et al., 2012).

Brucella ovis (B. ovis) es reconocido como el principal agente causal de la epididimitis en
carneros, su epidemiologia y patogenia se han documento desde hace tiempo (Birbestein, et

al., 1964; Brown, et al., 1973; Burgess, 1982).

La prevalencia de la epididimitis causada por B.ovis varia entre el 5% y el 100% (Beeman, et
al., 1982) de los carneros de un rebaiio, pero habitualmente se encuentra entre el 10% y el
40%. Los estudios serologicos realizados en el altiplano mexicano mediante la técnica de
ELISA demostraron una prevalencia del 22.5%; por otro lado, es importante considerar que la
prevalencia de la enfermedad aumenta en sistemas de producciéon con un alto nimero de

sementales y vientres (Carrera, et al., 2013).

La infertilidad de los carneros deriva de las lesiones que produce la infeccion por B. ovis,
afecta principalmente al epididimo y de manera secundaria a los testiculos, como
consecuencia se produce una mala calidad de semen, esto incrementa la eliminacion de
carneros de los sistemas de produccion (Ridler y West, 2011). En cuanto a las ovejas
infectadas por B. ovis se han reportado abortos y nacimientos de corderos débiles (Huges,

1972; Burgess, 1982; Paolicci, et al., 2013).

Como se mencion6 anteriormente, en los carneros, las lesiones se presentan principalmente en
epididimos, y de manera secundaria en los testiculos, dichas lesiones pueden detectarse por
palpacion a través de la cual, se pueden encontrar engrosamiento y endurecimiento en el
epididimo, especialmente de la cabeza y cuerpo (Paolicchi, et al., 2000; Carvalho, et al.,
2012). Por otro lado, se ha reportado que no todos los carneros afectados presentan lesiones
(Costa, et al., 2012; Paolicci, et al., 2013), sin embargo al encontrarse infectados, pueden
liberar la bacteria de manera intermitente en los eyaculados con la agravante de que no se
muestran enfermos, lo que contribuye a la permanencia de la enfermedad dentro de los
sistemas de produccion ovinos (Ridler y West, 2011; Paolicci, et al., 2013; Ridler, et al.,

2013).



Las pruebas que actualmente son usadas para el diagndstico serologico de la brucelosis en
ovinos, son ELISA, Inmunodifusion doble en gel (IGDA) y Fijacion de Complemento (FC),
recomendadas por la Organizacion Mundial de Sanidad Animal, (OIE 2009) éstas, detectan
anticuerpos en sangre contra la B. ovis, lo que permite separar a los animales infectados; en
términos generales son pruebas rapidas, relativamente econdomicas y practicas (Franga, et al.,

2011; Ridler, et al., 2014; Moustacas, et al., 2015).

Una vez que B.ovis infecta a algin carnero, se encuentra relativamente protegido dentro del
tracto reproductivo del animal infectado, debido sobre todo a la internalizacion de la bacteria
resultado de la fagocitosis, la bacteria es conducida al interior del reticulo endopldsmico
rugoso de las células inflamatorias, lo que le permite evadir la destruccion dentro de los
fagolisosomas, y aunque de esa manera las bacterias no se replican, pueden pervivir dentro
del animal infectado. Esta podria ser la razén por la que en ciertos casos se aisla B.ovis de

carneros infectados a partir de tejidos libres de lesiones histologicas (Paolicchi, et al., 2000).

En este trabajo se evalud la respuesta inmune seroldgica usando las técnicas de ELISA e
IGDA en la infeccion experimental con B. ovis por via mucosal (lavado prepucial, e
instilacion conjuntival), y via endovenosa, asi mismo se revisaron algunos aspectos inmuno
patologicos de la epididimitis y el desarrollo de la respuesta inmune celular, asociada a la

infeccidn con B.ovis en carneros.



EPIDIDIMITIS INFECCIOSA OVINA

Existen muchas enfermedades que causan problemas de fertilidad en los carneros, sin
embargo B. ovis es la causante de un problema que cobra importancia debido que en la
mayoria de los casos, la infeccion ocurre de forma subclinica, y solo al paso de los meses los
productores notan los efectos causados por la enfermedad producida por B. ovis (Ridler y

West, 2002).

Esta enfermedad se produce en carneros y es importante diferenciarla de otras afecciones
causadas por otras entidades, por ejemplo la epididimitis causada por Histophillus, y
Actinobacilus que se presenta principalmente en individuos menores a un afio de edad, a
diferencia de lo que ocurre con la infeccion de B. ovis en donde se ven afectados sobre todo

los animales que han alcanzado la madurez sexual (Al-Katib y Dennis, 2007).

La epididimitis infecciosa ovina es causada por la bacteria B. ovis cuya capacidad para
sobrevivir y replicarse dentro de las células del huésped le confieren un grado importante de

patogenicidad (Estein, 1999; Estein et al., 2009; Galindo, et al., 2009; Cloeckaert, 2002).

La brucelosis a nivel mundial produce pérdidas econdmicas importantes en la produccion
animal, y en el caso de los ovinos, las mermas econdmicas estan relacionadas por conceptos
de manejo extra dentro de los sistemas de produccion tales como vacunaciones, traslado de
animales a enfermeria, lotificaciones especiales, asi mismo existen gastos por disminucion de
la fertilidad y la capacidad reproductiva tanto de hembras como de machos (Gonzélez, 1994;

Godfroid, 2011; Paolicci, 2011).

B. ovis es una bacteria que generalmente se localiza en los tejidos reticuloendoteliales,
organos reproductivos, articulaciones y huesos, ocasionando infecciones crénicas. En los
carneros afecta el aparto reproductor ademads de cursar como bacteriemias recurrentes y en las
hembras puede provocar abortos (Huges, 1972; Estein, 1999; Cloeckaert, 2002; Moreno, et
al., 2002; Grilld, et al., 2009); como se menciond, en los carneros principalmente afecta el
aparato reproductor (Estein, 1999; Paolicchi, et al., 2000; Carvalho, et al., 2012; Costa, et al.,

2013), con la consecuente afeccion en las caracteristicas seminales.

De la epididimitis infecciosa de los carneros se han documentado datos tanto de la patogenia,
y lesiones (Birbestein, et al., 1964; Huges, 1972; Brown, et al., 1973; Ficapal, et al., 1998;
Carvalho, et al., 2012). B. ovis se ha reportado como causante de la enfermedad reproductiva

infecciosa en ovinos con mayor distribuciéon mundial, esta enfermedad puede producir
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inflamacion en las envolturas testiculares con material serofibrinoso en las casos agudos, y en
los casos cronicos, epididimitis y quistes espermaticos (Kimberling, 1987; Carvalho, et al.,
2012); tanto en los casos agudos como en los cronicos, la consecuencia directa son problemas
relacionados con el proceso reproductivo, por un lado con una variable infertilidad en machos
y, en el caso de las hembras abortos y nacimiento de corderos débiles (Gonzalez, 1994;

Grillo, et al., 2009; Praud, et al., 2012; Paolicci, ef al., 2013).

AGENTE ETIOLOGICO: Brucella ovis

A diferencia de otras especies de Brucella, no se han comprobado casos en humanos por B.
ovis (Ficapal, et al., 1998; Acha y Szyfres, 2001), se sabe que tiene predileccion
principalmente por el aparato reproductivo de los carneros donde afecta la calidad seminal

(Estein, 1999; Estein, et al., 2009).

La brucelosis es una enfermedad infecciosa causada por bacterias del genero Brucella, ésta se
caracteriza por ser un cocobacilo Gram negativo, sin capsula, sin flagelo, intracelular
facultativa que puede vivir dentro de macrofagos y células epiteliales (Estein, 1999; Burgess,
1982). A nivel mundial es ampliamente referida como el “microorganismo de la epididimitis
del carnero” B. ovis es conocida como el agente causal mas importante de dicho padecimiento

(Hungerford, 1975).

B. ovis se aislo por primera vez en Nueva Zelandia por Buddle y Boyes en 1953, y McFarlane
et al en 1952 reportaron la infeccion a partir de ovejas que abortaron. En 1953 la epididimitis
en carneros se reportd simultdneamente por Simmons y Hall en Australia y por Buddle y
Boyes en Nueva Zelandia. En 1956 es reportada por primera vez en Norte América y en 1961
en Argentina por Szyfres y Chappel que aislaron B.ovis del semen de carneros con

epididimitis (Burgess, 1982; Paolicchi, et al., 2000).

Brucela ovis es un cocobacilo Gram negativo, no capsulado que mide entre 0.7p a 1.2 p de
largo por 0.5p a 0.7 p de ancho. Se tifie de rojo con la técnica de Ziehl Neelsen modificada y
se tifie de azul con la técnica de Koster modificada. Crece bien en medios basales como el
tripticasa-soya, agar sangre y agar columbia, enriquecidos con 7% de suero o sangre
desfibrinada en una atmdsfera con un 10% de Dioxido de carbono y actualmente hay una sola

biovariedad descrita para B.ovis (Robles, 1998; Estein, 1999).



EPIDEMIOLOGIA

Si bien la transmision venérea es la principal via de contagio en machos sexualmente maduros
(Bulgin y Anderson, 1983; Bulgin y Anderson, 1990; OIE, 2009; Carvalho, et al., 2012), el
contagio de carneros virgenes se produce frecuentemente durante los periodos de estabulacion
prolongada durante los cuales dichos carneros entran en contacto con orina de animales
infectados (Estein, 1999). En estas condiciones la bacteria ingresa al organismo a través de las
mucosas nasal (olfateo), oral (lamido), conjuntival o por la via percutanea a través de heridas
o escoriaciones (Buddle, 1983; Bulgin y Anderson, 1983). Asimismo, la conducta
homosexual de los machos fuera de la época de empadre, favorece la entrada del

microorganismo a través de la mucosa rectal (sodomia).

El carnero infectado con B. ovis constituye el principal reservorio en el rebafio, y el semen es
la fuente de diseminacion de la enfermedad, por otro lado, se ha reportado que la eliminacion
de B. ovis en semen es intermitente y por periodos prolongados, habiéndose hallado cultivos

positivos hasta 80 semanas post-infeccion experimental (Paolicci, 1991; Praud, et al., 2012).

B. ovis no afecta la concepcidon en ovejas, sin embargo puede provocar mortalidad
embrionaria con infertilidad transitoria en la oveja, y en menor proporcion, abortos hacia el
final la gestacion (Paolicci, et al., 2013), al parecer, el aborto es causado por la placentitis
que afecta la nutricion fetal y bien, ocasiona abortos o el nacimiento de corderos prematuros o
débiles, en este ultimo caso, al sobrevivir los corderos infectados, éstos pueden ser un
potencial portador de la bacteria, ademas que puede desarrollar la enfermedad al alcanzar la

madurez sexual (Buddle, 1983; Praud, et al., 2012).

En el caso de las hembras, éstas se recuperan de la infeccion luego del parto o del aborto, sin
embargo, se ha reportado que contintan excretando B. ovis a través de las secreciones
vaginales y uterinas, placenta y loquios. Por otro lado, si bien la leche es una potencial fuente
de infeccion, no existe informacion de la transmision por esta via al cordero lactante (Huges,
1972; Paolicci, et al., 2013), sin embargo en el caso de los desechos vaginales, si constituyen
un elemento importante para la persistencia de la enfermedad dentro del rebafio, puesto que
estos desechos vaginales infecciosos podrian entrar en contacto con carneros susceptible

(Huges, 1972).



TRANSMISION Y PATOGENIA

La B. ovis puede liberarse en el semen de los animales infectados, y en consecuencia ser la
fuente de transmision a los animales susceptibles una vez que la bacteria entra en contacto

con las membranas mucosas (Kimberling, 1987).

Durante la estacion no reproductiva, es comun que se lotifiquen animales de diferentes
edades, asi los carneros conviven con animales de diferentes edades y condicion corporal; si
alguno de ellos se encuentra afectado por la B. ovis, por cualquiera de las vias antes
mencionadas se podria producir el contagio; por otro lado, durante la época de empadre uno o
varios carneros pueden servir a una misma hembra y por este contacto sexual infectarse con el
semen de algun carnero infectado, o bien al entrar en contacto via vaginal con alguna hembra

infectada (Kimberling, 1987).

En resumen, el semen de los animales infectados puede entrar en contacto con los animales

susceptibles por las siguientes vias:

1.- Contacto rectal por coito homosexual

2 Via vaginal de hembras en celo, previamente expuestas a animales infectados
3.- Mucosa de pene y prepucio durante monta homosexual

4.- Pene y prepucio de machos durante coito heterosexual

5.- Mucosas oral y nasal por olisqueo y lamidos de orina y/o material contaminado

(Kimberling, 1987).

Una vez que la bacteria entra en contacto con la mucosa, penetra en el tejido del huésped y
llega a los nodulos linfoides regionales a través de la via linfatica aferente. Posteriormente, se
produce una hiperplasia de células reticuloendoteliales, algunas bacterias pasan a través de los
nédulos y via sanguinea para difundirse en otros organos, finalmente se localizara en el
aparato reproductor tanto en los epididimos, vesiculas seminales, glandulas Bulbouretrales y

ampulas principalmente (Birbestein, et al., 1964; Kimberling, 1987).



Entre los 21 a 45 dias después de la exposicion original, el epididimo puede desarrollar
lesiones macroscopicas, y aproximadamente a los 60 dias, la infeccion se disemina a tanto a
los nddulos linfaticos, al bazo e higado. Una vez que la bacteria llega a localizarse en el
epididimo, se inician cambios alrededor del sitio afectado, los fluidos se acumulan en el tejido
intersticial y las células linfoides y células plasmaticas se congregan en los vasos sanguineos,
especialmente los neutréfilos que migran al interior del conducto epididimal, posteriormente
las células experimentan hiperplasia creando pliegues que obstruyen el lumen y desarrollan

quistes murales (Birbestein, et al., 1964; Kimberling, 1987).

Posteriormente, las masas de espermatidas se acumulan proximas la oclusion y se extravasan
en el tejido intersticial, asi los segmentos de los conductos (repletos de espematidas)
desencadenan una reaccion inflamatoria de tipo granulomatoso. Finalmente, como
consecuencia, y posterior a la obstruccion completa de los conductos epididimarios, los

tubulos seminiferos degeneran y los testiculos se atrofian (Kimberling, 1987).

En cuanto a la calidad del semen, éste puede variar en el numero de espermatozoides,
leucocitos y bacterias, motilidad y deformidades independientemente de las lesiones

macroscopicas mencionadas anteriormente.

Al disminuir la bacteriemia, se desarrolla una respuesta serologica (aproximadamente a los
dos meses), y los anticuerpos séricos pueden aparecer dos semanas después y persistir por

meses o afios (Kimberling, 1987).

CUADRO CLINICO

Al inicio de la infeccion existe una reaccion sistémica caracterizada por fiebre, depresion e
incremento del gasto respiratorio, posterior al proceso de incubacion (2-8 semanas) se
observan las primeras lesiones que en los casos agudos se muestran como leves crecimientos
e induraciones del epididimo, algunas veces concurrentes con dolor, por otro lado, puede
observarse inflamacion y engrosamiento del escroto y su contenido; en esta etapa alin no se
involucran cambios testiculares. En algunos casos agudos los signos pueden remitir y no

presentar lesiones mayores (Hungerford, 1975).

Al avanzar la infeccion, el agrandamiento del epididimo se vuelve fibroso y el testiculo pierde
consistencia y se atrofia. Aunque las lesiones son principalmente en la cola del epididimo, se
pueden ver afectados cuerpo y cola del mismo, es comun encontrar abscesos que pueden ser

fluctuantes a la presion digital (Carvalho, et al., 2012).



Por otro lado los carneros infectados pueden presentar libido normal y la calidad seminal es
variar considerablemente, pudiendo observarse en algunas ocasiones menor cuenta
espermatica, presencia de leucocitos, decremento de motilidad espermatica, incremento de las

alteraciones espermaticas (Kimberling, 1987).

LESIONES MACROSCOPICAS

A la necropsia pueden encontrarse lesiones limitadas al aparato reproductor, La tinica vaginal
puede adherirse en uno o varios puntos al epididimo, en los estadios tempranos de la
infeccion puede observarse un leve crecimiento e induracion de la parte afectada del
epididimo, el testiculo puede no presentar cambios de tamafio (Kimberling, 1987; Paolicchi,

et al., 2000; Carvalho, et al., 2012).

En estados avanzados el epididimo infectado puede estar considerablemente aumentado de
tamafio y mas firme. Al cortar la superficie pueden encontrarse granulomas de células
espermaticas con contenido cremoso (Carvalho, et al., 2012), asi mismo pueden aparecer
también fibrosis y abscesos con focos mineralizados. Los testiculos pueden aparecer suaves y

atroficos (Kimberling, 1987).

LESIONES MICROSCOPICAS

Los conductos del epididimo pueden estar dilatados y parcialmente llenos de espermatides y
leucocitos. Es frecuente encontrar granulomas de células espermaticas; las capas epiteliales
pueden presentar hiperplasia a menudo formando quistes murales. Los tibulos seminiferos
pueden presentar atrofia en diversos grados. Algunos consistentes de capas de membrana
basal con células de Sertoli y otras de membrana basal colapsada (Carvalho, et al., 2012)

(Kimberling, 1987).

En el ampula existe una variedad de cambios tanto en la pared y epitelio del ampula y
conducto deferente, algunas veces se encuentran areas focales de necrosis, y los neutréfilos
pueden estar presentes entre las células del epitelio y distribuidas entre los espermatozoides y

el lumen del ampula.

En las vesiculas seminales los neutréfilos se distribuyen entre las células de la lamina propia
del septo y el epitelio, pueden estar presentes en el lumen de las dilataciones saculares
formadas por el epitelio; los cambios en el epitelio varian desde hiperplasia a cariolisis y

pinocitosis (Kimberling, 1987).



DIAGNOSTICO

CLINICO

El diagnéstico de la epididimitis contagiosa del carnero se basa en la combinacion del examen
clinico y su confirmacion mediante el aislamiento en el laboratorio de B. ovis en el semen y/o
resultados positivos en las pruebas serologicas (Alton, 1988; Nakada, ef al., 2011; Costa, et

al., 2013).

El examen clinico consiste en la palpacion del contenido escrotal, aunque el 50% de los
animales infectados no desarrollan una epididimitis palpable lo que los hace portadores y
transmisores de la enfermedad, sin embargo el hallazgo de un animal con epididimitis dentro
de la granja, es solo orientativo y por tanto, se debe realizar el diagnostico diferencial (Estein,

1999; Ridler y West, 2002).

SEROLOGICO

En el laboratorio se realizan diversas pruebas para el diagnostico seroldgico de la infeccion
causada por B. ovis. Entre las recomendadas por la OIE se encuentran Fijacion de

Complemento, IGDA, y ELISA (OIE, 2009).

Fijacion de Complemento, es una prueba con buena sensibilidad, sin embargo al llevar a cabo
un numero grande de pruebas, la técnica se torna complicada, por otro lado, se ha reportado
que los sueros con algin grado de hemolisis presentan problemas para realizar la lectura de

las pruebas.

Inmunodifusién doble en gel (IGDA) es una prueba excelente para el diagnostico de la
enfermedad, sin embargo se ha reportado con una menor sensibilidad y especificidad que la

prueba de ELISA (Nakada, et al., 2011; Costa, et al., 2013).

La prueba de ELISA supera en sensibilidad y especificidad a algunas pruebas seroldgicas y
permite el procesamiento de un gran numero de muestras simultaneamente, ademas la
hemolisis o anticomplementariedad del suero no afectan la reaccion. La desventaja que
presenta esta prueba es que se requiere un espectrofotometro para la lectura de la placa lo que

implica un mayor costo inicial.

Los mejores resultados para el diagnostico de la Brucelosis ovina se han obtenido por la
combinacion de la inmunodifusion en gel y ELISA resultando en una sensibilidad del 100%

(Estein, 1999).



DIFERENCIAL

El diagnéstico diferencial de la epididimitis causada por B. ovis, requiere considerar
epididimo-orquitis (epididimitis de los corderos) causada por Actinobacullus seminis (Acosta
Dibarrat, et al.,2006; Acosta Dibarrat, et al.,2007) e Histophilus somni (Palomares, et al,
2005) esta enfermedad y la epididimitis infecciosa de los carneros son indistinguibles
clinicamente, sin embargo las pruebas serologicas pueden ayudar a diferenciar los casos entre
ambas enfermedades. También se deben considerar otros problemas tales como
mineralizacion  testicular y varicocele. La mineralizacion testicular es generalmente
unilateral, y en estados avanzados el testiculo es duro como piedra pero puede ser de tamafio
normal, mientras que el epididimo puede estar de tamafio normal. En los casos de varicocele
de la vena interna espermatica, se pueden encontrar masas nodulares firmes en el cordon

espermatico proximal al plexo pampiniforme (Kimberling, 1987).

Los abscesos causados por Corynebacterium pseudotuberculosis pueden ocurrir en cualquier
parte del testiculo, epididimo y tunica vaginal, estas lesiones pueden ser grandes, y mostrar
descarga de exudado a la superficie escrotal a través de una fistula. Los abscesos pequefios en
la cola del epididimo pueden ser indistinguibles de la epididimitis causada por B. ovis, y la

epididimo orquitis.

Por otro lado los cultivos bacterianos pueden servir como una herramienta importante para
identificar especificamente los problemas de caracter bacteriano (Hungerford, 1975;

Kimberling, 1987).

PREVENCION Y CONTROL

La importancia de los programas de control de la enfermedad radican en que su objetivo
principal esta dirigido a evitar la difusiéon de la infeccion entre los cameros (Kimberling,

1987).

Los siguientes procedimientos son efectivos para reducir la incidencia y establecer granjas

libres de la enfermedad:

1.- Separar corderos virgenes de animales mayores y potencialmente infectados, y nunca

mezclar animales libres con animales infectados.
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2.- Realizar pruebas a todos los carneros después de la estacion reproductiva (durante la
estacion de anestro) usando la prueba de ELISA para B. ovis. Identificar y eliminar a todos los
animales positivos. Repetir el procedimiento a intervalos de 45-60 dias durante este periodo
hasta que el rebafio se encuentre libre de B. ovis. Simultaneamente podria realizarse palpacion
de epididimo junto con las pruebas de ELISA, y se deberan eliminar los animales que a la

palpacion presenten lesiones macroscopicas.

Los animales negativos deben colocarse en ambientes limpios. Subsecuentemente cada afio se
debera realizar la prueba de ELISA y la revision clinica durante la estacion de baja actividad

sexual para determinar el estatus del rebafio.

3.- Se sugiere la vacunacion de los animales a los 4-5 meses de edad con B. mellitensis revl,
asi mismo, la vacunaciéon con B. ovis tampoco confiere buena proteccion y al igual que la
anterior interfiere con las pruebas serologicas contra B. melitensis, sin embargo se han
realizado trabajos encaminados a evitar esos problemas, por ejemplo se trabaja actualmente
con B. canis para realizar una vacuna que permita el desarrollo de inmunidad sin interferir con

las pruebas en cuestion (Estein, 1999; Diaz, et al., 2013).

4.- Al adquirir carneros para el sistema de produccion, antes de introducirlos al sistema en
mencion, previamente deberan tener dos pruebas negativas de ELISA (Kimberling, 1987;

Ridler y West, 2002).

RESPUESTA INMUNE

INMUNIDAD CELULAR

La respuesta inmune se desarrolla en los tejidos infectados por la B. ovis, en estos tejidos se
observan lesiones generalmente cronicas y granulomatosas que son caracteristicas en este
proceso (Gomes, et al., 2006). Los macrofagos, neutrofilos y linfocitos responden a la
quimiotaxia producida por las proteinas y polisacaridos de las bacterias del genero Brucella,
en este sentido, secuencialmente responden primero los neutréfilos, después los macrofagos y

finalmente los linfocitos.

La Brucella es una bacteria con capacidad de sobrevivencia intracelular; una vez que los
neutrofilos establecen contacto con la bacteria, se lleva a cabo una endocitosis favorecida por
la opsonizacion causada por el complemento, en esta etapa algunas bacterias sobreviven

dentro de los neutréfilos y son conducidas a los nédulos linfoides regionales (Estein, 1999).
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Para neutralizar a las bacterias, los neutrofilos utilizan el sistema hidrégeno-mieloperoxidasa
y complejos con perdxido, sin embargo como se menciond anteriormente algunas bacterias
pueden sobrevivir dentro de los neutrofilos, en este caso se ha reportado que las especies lisas
de brucellas muestran mayor resistencia y sobreviven a la endocitosis debido al LPS
(Lipopolisacarido) que inhibe la degranulacion, y evade la accion evitando la union
fagosoma-lisosoma, por ello se considera al LPS un factor de virulencia contra la accion de

los neutrofilos (Estein, 1999).

Por otro lado se ha reportado que en una etapa incipiente de la infeccion, el control estd a
cargo de los anticuerpos, el complemento y las citocinas activadoras de macrofagos

producidas por células NK (Galindo, et al., 2009).

En el caso de los macréfagos también ven mermada su funcion defensora porque la bacteria
inhibe la produccion del Factor de Necrosis tumoral alfa (TNF-a), que es una de las
principales citocinas pro inflamatoria, interviniendo con las sefiales autocrina y paracrina de
los macréfagos, por otro lado se ha inferido la tolerancia al patdgeno causada por la falta del

TNF-a durante la fase de infeccion e inflamacion (Jiménez de Bagiies, ef al., 1995).

La falta de citocina pro inflamatoria provoca defectos en la produccion de Interleucina 12 (IL-
12), esencial para la activacion de Th 0 y la accion protectora de las células Th 1, asi como de

las células de memoria (Jiménez de Bagiies, ef al., 1995).

La evasion de la respuesta inmune que permite a las Brucellas sobrevivir al medioambiente
interno del macrofago o de cualquier tipo de célula con funcion fagocitica, es facilitado por la
presencia del LPS, ademas que los macréfagos fagocitan a las Brucellas a un ritmo muy bajo
(Jiménez de Bagiiés et al, 2005); el LPS esta formado por tres componentes: lipido A, el
nucleo o “Cor” y un antigeno O, que es ausente en las Brucellas de tipo rugoso (Estein, 1999;

Gomes, et al., 2006).

El LPS bacteriano es reconocido por CD14 en conjunto con moléculas de la familia “Toll like
Receptor” (TLR), el CDI14 estd formado por un dominio transmembranal y dominios
intracelulares necesarios para la traduccion de la sefializacion, y junto con las moléculas TLR
desempefian un papel preponderante para la induccion pro inflamatoria de citocinas,

produccion de TNF-a e IL-12 (Gomes, et al., 2006).

Se ha mencionado que la sefializacion durante la infeccion con Brucella esta mediada por dos

ligandos: para lipoproteinas a través de TLR2 y para el LPS por TLR4, también se sabe que
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mientras la activacion disminuye, aumenta la MyD88 (mieloid diferentation) proteina
codificadora para el gen de las citoquinas- siendo por ello la molécula mas importante para la

proteccion del hospedador en contra de la Brucella (Gomes, et al., 2006).

Una vez que las brucellas se han fagocitado son contenidas en un endosoma temprano, que es
una estructura que se fusiona con el autofagosoma que contiene proteinas generadas por el
T4S, de este modo se produce un medio acidificado, al inhibir la fusion con los lisosomas, se
mantienen caracteristicas de una vacuola normal pudiéndose asociar al Reticulo
Endoplasmico (RE) donde las Brucellas pueden sobrevivir y replicarse (Gomes, et al., 2006;

Santos, et al., 2013).

INMUNIDAD HUMORAL

B. ovis es una bacteria intracelular facultativa, capaz de sobrevivir y multiplicarse en el

interior de macréfagos evadiendo la actividad de los anticuerpos.

La respuesta inmune humoral contra B. ovis ha sido estudiada a través de pruebas serologicas,
en los que se han identificado antigenos individuales y su inmunodominancia en el curso de la
respuesta humoral a B. ovis. Los estudios realizados en ovinos infectados natural y
experimentalmente, indican que la respuesta inmunitaria humoral ha estado dirigida
principalmente contra el antigeno LPS-R y las (Proteinas de Membrana Externa) PME del
grupo 3, ambos expuestos en la superficie de la Brucella y presentes en el extracto salino

caliente (HS) (Estein, 1999).

Algunos estudios de la respuesta inmune contra B. ovis se realizaron en un modelo bioldgico
murino, donde se administraron antigenos monoclonales (Acm) que permitieron la
identificacion de antigenos contra proteinas externas de las Brucellas y anti-LPS-R (rugoso)
previa a la inoculacion de B. ovis. Los resultados de estos ensayos mostraron que las PME
menores y Omp31, son importantes en la inmunidad humoral, ademas de la participacion del
LPS-R con cierta funcion protectora (Estein, 1999; Jiménez de Bagii¢s, 1994) (Jimenez de
Baiiés, et al., 2005).

Se ha propuesto que entre los mecanismos de proteccion, la opsonizacion tiene un papel
preponderante en la muerte intracelular de la bacteria, donde los anticuerpos juegan un papel
determinante, mientras que la muerte extracelular de la bacteria estaria mediada por el
complemento o por las células "natural killer" NK (Estein, 1999; Jiménez de Bagii¢s, et al.,

1994),
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A través de algunos ensayos se ha comprobado que usando suero anti-B. abortus RB51(cepa
vacunal rugosa) se obtiene mayor proteccion que la proporcionada por las células inmunes en
el control de la infeccion por B. ovis (Jiménez de Bagués et al, 1994). El predominio de los
isotipos IgG2a e IgG3 en raton permitiria inferir que B. ovis induce la poblacion de linfocitos
T colaboradores del tipo 1 (LThl) productores de interferon y (Jiménez de Bagués, et al.,

1994),

ACTIVIDAD DE CD4 EN LA RESPUESTA INMUNE

La principal funcion del sistema inmune es el reconocimiento y subsecuente eliminacion de
antigenos extrafios, formacion de memoria inmunologica y el desarrollo o tolerancia de los

antigenos propios (Luckheeram, et al., 2012).

Los linfocitos T, son células que se producen en la médula 6sea y migran al timo en donde
maduran y son seleccionados. Una vez en el timo proliferan una gran cantidad de células T
generadas, originando una enorme diversidad de éstas a causa de reordenamientos aleatorios
de genes de TCR; se generan mas de 10 11 tipos de células al azar, pero muchos de los que se
unan a antigenos propios seran eliminados, por tanto cerca del 95% son eliminados o

inactivados (Penn, 2002).

Después de ser activados y diferenciados, cumpliran un papel importante en la respuesta
inmune a través de la secrecion de citiquinas. Las células T CD4 tienen una cantidad
importante de funciones, que van desde la activacion de células del sistema inmune innato, B
linfocitos, células T citotoxicas, asi como su interaccion con células no inmunes, y también

tienen un rol critico en la supresion de la reaccion inmune (Luckheeram, et al., 2012).

El paso inicial para su diferenciacion es la estimulacion antigénica que resulta de la
interaccion de TCR y CD4 como co-receptor con el complejo antigénico MHC II presentado

por una célula profesional presentadora de antigenos (APC) (Luckheeram, et al., 2012).

ACTIVIDAD DE CD8 EN LA RESPUESTA INMUNE

El tipo provee un microambiente con la combinacion de células del estroma, citoquinas y
quimosinas para la generacion de células T funcionales de sus precursores (Timocitos). El gen
de receptor de células T (TRC) y el re arreglo y seleccion de los timocitos son criticos para el
desarrollo de linfocitos T maduros capaces de reconocer un infinito margen de antigenos,
durante el paso a este microambiente y el contacto con el complejo MHC con las APC’s

juegan un papel determinante para que en el marco del repertorio de reconocimiento de
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células T se seleccionen las moléculas de superficie que se expresaran tales como CD4 y
CDS.

Los linfocitos T CD8 son los encargados de desplegar la actividad citotoxica que provocara
apoptopsis en células infectadas por algin patégeno (Luckheeram, Zhou, Verma, & Xia,
2012). Esta accion se realiza una vez que es identificada una célula infectada por el linfocito T
CDS8, asi proliferaran los linfocitos T CDS8 y sus clones buscaran y eliminaran a otras células

que presenten al antigeno extrafio (Penn, 2002).

ACTIVIDAD DE LINFOCITOS T v6 (WC1) EN LA RESPUESTA INMUNE

Al parecer entre las funciones de estos linfocitos T y & se encuentra el reconocimiento de
células blanco, la citolisis puede ser llevada a cabo por citolisis celular dependiente de
anticuerpos, lisis tumoral y la restringida al MHC; en el primer caso los linfocitos reconocen
epitopos sobre el fragmento Fc de las IgG que se encuentran sobre células blanco tumorales;
también se ha sugerido que pueden reconocer proteinas de estrés bacterianas en presencia de
APC como linfocitos B, y también reconocen células propias dafladas a través del MHC 1y

MHC II (Baldwin, et al., 2014).

WC 1 se refiere a un multigene altamente polimoérfico que se expresa exclusivamente en
v & células de linfocitos T; primero fue descrito en ovejas. Al parecer WCI se involucra en la

activacion de linfocitos T y & (Baldwin, et al., 2014).

AUTOINMUNIDAD

El estrés oxidativo en el aparato reproductor del carnero activa vias de defensa celular que
pueden daiiar el tejido y provocar una reaccion autoinmune en el tracto reproductor se ha
observado que la estimulacion antigénica para el reconocimiento de espermatozoides puede
ser espontanea sin tener un sitio de estimulacion antigénica claro, lo anterior se ha tratado de
atribuir a anormalidades estructurales o historia de traumatismos en esa region, siendo un
factor promotor de lesiones en el tracto del macho al dafiar la barrera hemato-testicular

(Vasselon y Detmers, 2002).

En las infecciones causadas por B. ovis el infiltrado alrededor del lumen de los tiibulos del
epididimo se producen en respuesta a los antigenos bacterianos de B. ovis, al fluido seminal o
a los espermatozoides (Foster, 1988; Foster, et al., 1988). La presencia de respuesta

antiespermatica ya fue demostrada en casos de epididimitis experimental por A. seminis y B.
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ovis 'y se considera un componente de importancia en la inducciéon de las lesiones

epididimarias (Paolicchi, et al., 2000; Cuevas, 2008).

La exposicion de antigenos en la mucosa epididimal y los desechos espermaticos expuestos al
sistema inmune determinan el establecimiento de respuestas de tipo autoinmune que inducen
cuadros de lesion, cronicos e irreversibles, estos son caracterizados por la formacion de
granulomas espermaticos en cuyo caso la respuesta generada por el organismo como medio de
defensa ocasiona como ya se menciond dafios irreversibles afectando la fertilidad de los

carneros con infeccion de B. ovis (Carvalho, et al., 2012).

INMUNIDAD DE MUCOSAS

Los tejidos genitales de hembras y machos son portales de entrada para agentes infecciosos en
enfermedades de transmision sexual, y aunque los tractos genital e intestinal son considerados
como componentes del sistema mucosal inmune, tienen caracteristicas remarcablemente

diferentes (Mestecky, et al., 2010).

Funcionalmente el sistema inmunolédgico de las mucosas puede ser dividido en dos regiones:
sitios de induccion y sitios efectores de la respuesta inmune. Los sitios inductores tales como
las tonsilas y las placas de Peyer, son los lugares donde los antigenos se comienzan a procesar
para la respuesta inmune. En tanto que la ldmina propia del intestino, la submucosa del
pulmon y el tracto gastrointestinal, las glandulas salivales, lacrimales y mamarias, conforman
los sitios efectores. Los linfocitos antigeno-activados migran de los sitios de induccion a los

sitios efectores para proteger al organismo de las agresiones externas (Mesquita, ef al., 2010).

El organismo se encuentra protegido del ambiente externo por dos capas claramente
identificadas, por un lado una capa de epitelio queratinizado de la piel y por otra capas no
queratinizadas o epitelios hiimedos denominados mucosas; los factores inmunes innatos y
adquiridos juegan un papel importante en la integridad del organismo a lo largo de la

superficie de las mucosas.

El tejido linfoide asociado a las mucosas recibe diferentes denominaciones, el tejido linfoide
encontrado a lo largo del tracto respiratorio se puede dividir en tejido linfoide asociado a la
cavidad nasal (NALT) vy tejido linfoide asociado a los bronquios (BALT). El tejido
encontrado en el tracto gastrointestinal se denomina tejido linfoide asociado al intestino
(GALT). En cuanto al aparato reproductor, el tejido linfoide asociado al aparato reproductor

en raras ocasiones se denomina RALT y ha sido poco explorado.
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Dado que mucho del tejido linfoide asociado a las mucosas (MALT) se encuentra difusamente
esparcido y existen diferencias entre las especies, la organizacion del MALT no se encuentra

completamente descrita (Bailey, et al., 1985; Mesquita, et al., 2010).

Posterior a la exposicion inicial de algin antigeno (Ag) en el MALT, los linfocitos dejan los
sitios de induccion y se dirigen a sus sitios efectores en las mucosas. El camino que resulta en
la inmunidad en varias mucosas se denomina Sistema Inmune Comun de las Mucosas (Lun, et

al., 2007).

Los linfocitos B que se encuentran en los sitios de induccion desarrollan principalmente
células plasmaticas productoras de IgM, que emigran a los sitios efectores ubicados en la
lamina propia. Las sefiales proporcionadas por las células T y las células presentadoras de
antigenos (CPAs) en el MALT, provocan el cambio de isotipo hacia la produccion de IgA.
Los receptores en los linfocitos provenientes del MALT que reconocen a moléculas de los
endotelios de las mucosas, aseguran que estos linfocitos migren a las mismas. Estas moléculas
de los linfocitos se denominan receptoras del homing y las moléculas que los linfocitos
reconocen en el endotelio son llamadas adhesinas vasculares (Mcghee y Kiyono, 1999)

(Mesquita, et al., 2010).

A diferencia del aparato reproductor de la hembra, sobre las que se han realizado numerosos
estudios referidos a la magnitud y las propiedades de los anticuerpos presentes, la respuesta
inmune en el aparato reproductor masculino ha sido poco explorada (Moldoveanu, et al.,

2005).

El tracto genital masculino cumple con funciones de defensa contra antigenos y por otro lado
debe tolerar a las células germinales que presentan antigenos diferenciales (Anderson y

Pundney, 1999).

El estudio comparativo de la distribucion y propiedades moleculares de los anticuerpos
séricos y los de las secreciones del tracto reproductor en machos muestra que se asemejan mas
a los encontrados en el suero que a las caracteristicas tipicas de una secrecion de mucosa. En
contraste con la saliva, la leche y el moco intestinal donde la S-IgA es dominante y donde
plgA sin SC (pieza secretoria) y mIgA (IgA monomérica) estan presentes en cantidades
trazas, el plasma seminal posee como isotipo dominante a la IgG y niveles comparables de
las tres formas de IgA (sIgA, pIgA y mIgA). Moldoveanu et al (2005), reportaron que solo el
50% de la IgA polimérica aparece como sIgA en el plasma seminal, lo que podria deberse a la

digestion de la pieza secretoria (SC) por las proteasas presentes en abundancia en el plasma
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seminal; en los humanos, la composicion de las secreciones preeyaculatorias se asemeja a las

de las secreciones externas tipicas (Moldoveanu, et al., 2005).

Existen factores presentes en el semen o en las secreciones vaginales que les pueden conferir
actividades inhibitorias o estimulantes del desarrollo bacteriano o les permiten influir sobre la
respuesta inmune; de manera que en el plasma seminal en humanos y verracos se ha
informado de una fraccion inmunosupresora de la respuesta inmune celular y humoral y
prostaglandina del grupo E y transglutaminasa que podrian estar implicadas en la supresion de

células NK y de la proliferacion linfocitaria (Dostal, 1995; Dostal, 1997).

La informacion de la respuesta inmune local en el aparato reproductor es escasa, sin embargo
se sabe que principalmente es mediada por sIgA y ademas de Igs; también son pocos los
reportes sobre la presencia de células productoras de inmunoglobulinas en los o6rganos
reproductivos y los que cuantifican las distintas subclases de inmunoglobulinas en las
glandulas anexas. Existen estudios se reportan una respuesta inmune de sIgA en glandulas

anexas del ampula del conducto deferente (Foster, 1988; Foster, ef al., 1988).

Asi mismo se han reportado pequefias diferencias en las concentraciones totales de IgG e [gM
en carneros normales comparado con carneros infectados con B. ovis, por ejemplo se reportd
que IgG1 resultd presente una mayor concentracion en los carneros infectados respecto a los
sanos, tanto en semen como en secreciones de de las glandulas anexas, asi mismo en el caso
de la concentracion de IgA en el semen y en secreciones de glandulas anexas, también se
observd un concentraciéon mayor que la encontrada en el suero y ademas de ser mayor su
concentracion que la observada para otros isotipos de inmunoglobulinas, lo que podria
indicar la transferencia activa de IgA esta inmunoglobulina al tracto reproductor. Otra
localizacion de células contenedoras de IgA fueron las glandulas bulbouretrales, pero en este
caso no existieron diferencias entre los animales controles y los infectados. (Foster, et al.,
1988). La presencia de linfocitos B y T, ha sido descrita en los casos de granulomas
espermaticos con distintos grados de maduracion, se reportaron células contenedoras de
inmunoglobulinas (ICC) de los isotipos (IgG, IgM e IgA), siendo las IgG las mas abundantes
en los granulomas intermedios, asi mismo se observo que la presencia de ICC decrece con la
edad del granuloma tanto para IgG e IgM, lo que coincide con el nimero de linfocitos CD4
presentes, estos linfocitos T cooperadores estimulan la transformacion de las células B en
células plasmaticas. Esta disminucion no se observa para el caso los linfocitos citotoxicos

CD8 (Saravanamuthu, ef al., 1991).
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JUSTIFICACION

La epididimitis infecciosa de los carneros causada por B. ovis, es una enfermedad
econdomicamente importante en México, ya que causa subfertilidad en los carneros afectados,
ademas de gastos por sacrificio de los animales afectados (Kimberling, 1987; Estein, 1999;

Carvalho, et al., 2012).

El diagnéstico de la infeccion de Brucella ovis, requiere la correlacion de pruebas serologicas,

historia clinica del rebafio, examen clinico y examen andrologico (semen) (Plant, et al., 1986).

Para mejorar el control de la enfermedad es importante realizar estudios de la respuesta
inmune que permitan aumentar el conocimiento de la enfermedad y brinde alternativas de

accion contra la infeccion de la B. ovis.

Se sabe de cambios patologicos producidos por la B. ovis, sin embargo ain no se conoce

totalmente su relacion con la respuesta inmune.

Por todo ello es importante desarrollar investigaciones encaminadas a conocer a mas de la
patogenia, asi como los diferentes métodos de diagnostico, y los cambios patologicos que
pueden desarrollarse en los animales expuestos a la B. ovis, y hacer un seguimiento de la

respuesta inmune de la enfermedad.
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HIPOTESIS

Los carneros infectados experimentalmente con B. ovis por via mucosal y endovenosa
desarrollan una respuesta inmune humoral y celular, asi mismo B. ovis causa el desarrollo de

lesiones anatomopatoldgicas en los 6rganos del aparato reproductor.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar en carneros desafiados experimentalmente con B. ovis la respuesta inmune humoral y

celular y los efectos patoldgicos sobre 6rganos del aparato reproductor.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Reproducir la epididimitis causada por B. ovis a través de su inoculacion por vias
mucosal, y por via endovenosa.

2. Determinar la presencia de anticuerpos contra B. ovis en carneros desafiados
experimentalmente usando pruebas serologicas inmunodifusion doble en gel (IGDA),
y ELISA.

3. Evaluar los cambios anatomopatoldgicos causados por la infeccion de B. ovis en los
organos del aparato reproductor.

4. Determinar los cambios en la distribuciéon hematica por citometria de flujo de
linfocitos CD4, CD8, linfocitos T y/6 en carneros desafiados con B. ovis por via

prepucial y conjuntival, y via endovenosa.
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MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevo a cabo en el Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en Salud
Animal de la Universidad Autéonoma 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 seroldgicas de IGDA y cultivo bacteriologico en semen y en
lavado prepucial, las cuales resultaron negativas. Los animales fueron alimentados ad libitum

con heno avena (4Avena 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 | inoculacion en mucosas: instilacion de B. ovis en la mucosa
conjuntival y prepucial con 0,5 mL de inéculo con una concentraciéon de 3,9X10° unidades
formadoras de colonias (UFC) en ambas mucosas, Grupo 2: inoculacion de B. ovis via
intravenosa con la aplicacion de 1 mL del indéculo en la vena yugular a la misma
concentracion y Grupo 3: Control al que se le administrd instilacion conjuntival y prepucial
de 0,5 mL de solucién salina al 0,9% (SS). La instilacion en conjuntiva se realizo en el ojo
izquierdo de cada animal con el volumen y concentracion antes mencionados, mientras que la
administracion prepucial consistié en la introduccidon del inoculo o la SS segin el grupo
usando una jeringa sin aguja y posterior masaje con la abertura prepucial cerrada. La cepa que
se utilizo para el desafio de los animales es un aislamiento de campo Zacatecas México

(01Zac-INIFAP), donada por el Dr. Efrén Diaz Aparicio.

PREPARACION DEL INOCULO PARA 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 atmosfera con 10% de CO,. Se cosecharon con SS. Al
inéculo se le realizd conteo de UFC y se estandarizd a una concentraciéon de 3,9x10 °

UFC/mL.
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El manejo del inéculo en los carneros fue de la siguiente manera: La inoculacién por la via
prepucial se realiz6 aplicando un instilacion prepucial se realizé en la introduccion del inoculo
usando una jeringa sin aguja y posteriormente un masaje con el cierre de la abertura prepucial,
administrando 0,5 mL con una suspension de la bacteria a razon de 3,9 X 10° UFC/mL de B.
ovis y la instilacion conjuntival de lado izquierdo se realizo a través de la instilacion de 0,5

mL de la misma suspension conteniendo aproximadamente 3,9 X10° UFC/ml.

A los animales del grupo control se les aplico 0,5 mL solucion salina por lavado prepucial y

0,5 mL de solucion salina en la conjuntiva.
Los animales se mantuvieron aislados en corrales con los animales de cada grupo.

Los animales del grupo endovenoso, recibieron 1 ml de la suspension mencionada por via

endovenosa con un contenido de 3,9 X10° UFC/ml. (Carvalho, et al., 2012).

EXAMEN CLINICO

Se realizd 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 clasifico 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

(Carvalho, et al., 2012).

Semanalmente, se realiz6 un examen clinico del aparato genital, incluyendo la medida de la
circunferencia escrotal en el didmetro mayor de los testiculos registrando las modificaciones
encontradas y se describieron las lesiones y su ubicacion en el testiculo y en el epididimo

afectado.
EVALUACION DE CANTIDAD DE EYACULADO

Durante las evaluaciones clinicas y la evaluacion de la circunferencia escrotal, también se
tomaron muestras de semen mediante la utilizacion de un electro eyaculador, y evaluar la

cantidad de eyaculado.
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TOMA DE MUESTRAS

De los carneros de cada grupo se colectaron muestras de sangre para la obtenciéon de suero
para realizar las pruebas serologicas IGDA y ELISA y semen para la deteccion 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 realizo con electroeyaculador (transformador 12 VCT, 500 mA, de
fabricacion propia), con sujecion del animal en decubito lateral y protrusion del pene y

coleccion en vial estéril el cual fue conservado en congelacion a -80°C hasta su utilizacion.

A los carneros se les practico eutanasia (Carvalho, et al., 2012), el sacrificio de los animales
se realizd como lo establece la Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Desarrollo Rural
(SAGARPA) en la Norma Oficial Mexicana 033 (Profepa, 2016). Previa -electro
insensibilizacion a los 189d posteriores a la infeccion experimental (IE), post-mortem se
extrajeron las glandulas seminales, ampulas del conducto deferente, glandulas bulbouretrales,
testiculos, cola, cuerpo y cabeza de los epididimos e inmediatamente se obtuvieron las
muestras correspondientes de cada érgano 1 cm® para realizar los estudios de histologia y
cultivo bacterioldgico. Para los estudios histopatologicos, las muestras se fijaron en formol
amortiguado al 10% con excepcion de los testiculos, mismos que se fijaron en solucion de
Bouin. Se incluyeron en parafina y se realizaron cortes en micrétomo (Nicrom GmbH, HM

325, Alemania), de 5 pm de espesor que se tifieron con hematoxilina y eosina.

OBTENCION DE SUERO

La toma de muestras para la obtencion del suero se realizé colectando por via yugular 3 a 4
mL de sangre en tubos vacutainer sin coagulante, las muestras se mantuvieron 24 horas a
temperatura ambiente y después de ese tiempo se procedié a centrifugar a 100 g durante 5
minutos para posteriormente separar el suero de la muestra, finalmente el suero fue

congelado a -73°C hasta el momento de procesarse para las pruebas serologicas.
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EXTRACCION DE SANGRE PARA OBTENCION DE LINFOCITOS

Se recolectaron de la vena yugular 3 a 4 mL de sangre en tubos vacutainer con EDTA,
posteriormente los tubos sufrieron movimientos suaves de 5 a 10 veces para permitir que la
sangre se mezclara con el anticoagulante y asi evitar la formacion de coagulos, las muestras se

almacenaron a 4° C para su transporte al laboratorio (Marion, 2007).
MUESTRAS PARA HISTOPATOLOGIA

A los carneros se les practico eutanasia a los 189 d, previamente fueron insensibilizados como

marca la Norma Oficial 033 (Profepa, 2016).

Las muestras para el proceso de Histopatologia se tomaron al momento del sacrificio de los

animales para lo que se colectaron tejidos de 2cm? de los siguientes 6rganos:

Epididimo (cabeza, cuerpo y cola derechos e izquierdos), testiculo izquierdo y derecho en la
zona de la rete testis —_medula- y de la zona cortical, glandula seminal, ampula, uretra pélvica,

glandula bulbouretral, membrana nictitante izquierda y ganglio linfatico inguinal.

Ampulas

Vesieulas

seminales 0
Uretra pélvica

G. Bulbguretral

Figura 1. Imagen de las glandulas anexas del aparato reproductor del carnero.

Posteriormente los 6rganos se colocaron en frascos de formol al 10% a excepcion de los
testiculos que se colocaron en solucion de Bouin, y se conservaron para su proceso

histologico y tincion en H y E.
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Para la realizacion de estudios bacteriologicos fueron tomados en condiciones estériles
transportadas inmediatamente al laboratorio maceradas con SSF en bolsa estéril y cultivados
en Agar Sangre y Agar Sangre Skirrow en condiciones micro aerofilicas durante siete dias

(Paolicci, et al., 2013).

MUESTRAS PARA AISLAMIENTO DE Brucella ovis EN EL LABORATORIO
DE MICROBIOLOGIA

Para la realizacion de estudios bacteriologicos, las muestras de semen y organos del aparato
reproductor fueron transportados inmediatamente al laboratorio. Para el caso de las muestras
de o6rganos, éstas fueron maceradas con SS en bolsa estéril y cultivados en Agar Sangre y

Agar Sangre Skirrow en condiciones microaerofilicas durante 7d (Paolicci, et al., 2013).

Una vez que los carneros recibieron eutanasia, de los 6rganos obtenidos para los estudios de
Histopatologia, se tomaron muestras de los mismos o6rganos en condiciones estériles y fueron
transportados inmediatamente al laboratorio de bacteriologia del CIESA donde fueron
maceradas con SSF en bolsa estéril y cultivados en agar sangre y agar sangre Skirrow en
condiciones de microaerofilia durante siete dias para el aislamiento de Brucella ovis (Paolicci,

1991).

PCR PARA LA DETERMINACION 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 uL de semen, una vez completada la extraccion se
suspendié el ADN en 25 pL de solucion buffer de Tris-HCl a 10 mM y EDTA a 0,1 M (TE) y
se almacend a -20°C en refrigerador (Delca Cientifica, VPC-200-MIX, Mé¢éxico), hasta
realizar el PCR. Para la prueba de PCR se utilizé un kit comercial de PCR (QIAGEN,
Alemania), los iniciadores utilizados fueron ISP1 (5°- GGTTGTTAAAGGAGAACAGC- 3’)
e ISP2 (5-GACGATAGCGTTTCAACTTG- 3’). El volumen final para la reaccion fue de 25
pL y se constituy6 por 12,5 puL 2x QUIAGEN Master Mix, 0,5uL de cada iniciador, 5 pL de
5xQ-solution, 6 pL de H,0 libre de RNasas y 1puL del ADN extraido.

La amplificacion del ADN se realizo en termociclador (BIO-RAD, T100 (EUA)) bajo las
siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial de a 96°C durante 10 minutos (min), 35
ciclos con las etapas de desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos (seg), alineacion a 57°C

durante 60 seg y extension de la cadena a 72°C durante 60 seg; finalmente se realizd una
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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
solucion amortiguadora de Tris base 40 mM, d&cido acético 20 mM y dcido
etilendiaminotetraacético (EDTA) (TAE 1X), para la corrida se utiliz6 como amortiguador la
misma solucion usando Brumuro de Etidio (APEX, Et Br Dropper Bottle) a una
concentracion de 0,5 pg/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.

De las muestras de semen se extrajo el DNA para lo que se utilizo el kit comercial Kapa
express extrac (KAPABIOSYSTEMS, Boston Massachusetts USA), se siguieron las
instrucciones del fabricante utilizando para la extraccion de DNA 8 pl, una vez completada la
extraccion se suspendio en 25 ul de TE Buffer y se almaceno a -20°C hasta el procesamiento

para la prueba de PCR.

Tabla 1. Técnica de extraccion de DNA de muestras de semen.

Componente Volumen/reaccion Temperatura y tiempo
10x buffer de extraccion Kappa exprés 10 ul

Enzima de extraccion Kappa 2ul

Muestra (semen) 8 ul

Lisis incubacion termociclador 75°C por 15 min.
Inactivacion por calor 95°C por 5 min.

Vortex 3 seg.

Dilucioén en buffer TE y almacén -20°C

La prueba de PCR se realizd utilizando un Kit comercial de (KIAGEN, Alemania), los
iniciadores para la amplificacion de los fragmentos de DNA se realizaron de acuerdo a lo
reportado por (Saunders et al., 2007), las especificaciones de los iniciadores se muestran en la

tabla 2.

Tabla 2. Iniciadores usados en la prueba de PCR para el diagnoéstico de B. ovis

Especie Iniciador Secuencia iniciador(5’-3%) Producto Final (pb)
Brucella ovis ISP1 GGTTGTTAAAGGAGAACAGC 690
ISP2 GACGATAGCGTTTCAACTTG
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El volumen final para la reaccion fue de 25 pl y se constituyo como se muestra en la tabla 3.

Tabla 3. Volumenes utilizados para la prueba de PCR.

Componente Volumen/Reacciéon
2Xgiagen PCR Master Mix 12.5 pl

Iniciadores

ISP1 0.5 ul

ISP2 0.5 ul
5xQ-solucion Sul

Muestra DNA i

H20 libre de RNasas 6ul

Volumen final 25 pl

La reaccion de la prueba de PCR (Tabla 4), se realizd con las siguientes condiciones:
desnaturalizacion inicial de a 96°C durante 10 minutos, 35 ciclos con las etapas de
desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, alineacion a 57°C durante 60 segundos y extension
de la cadena a 72°C durante 60 segundos; finalmente se realizd una extension final a 72°C

durante 6 minutos, y se incubo a 4° C.

Tabla 4. Condiciones para la realizacion de la prueba de PCR.

Etapa de Reaccién Temperatura y tiempo Ciclos
Desnaturalizacion total 96°C por 10 min.

Desnaturalizacion 94°C por 30 seg. 35
Alineacion 57°C por 60 seg.

Extension de la cadena 72°C por 30 seg.

Extension final 72°C por 30 seg.

Incubacion 4°C

Los productos de la PCR se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1% preparado en
una solucion amortiguadora de Tris base 40 mM, 4acido acético 20 mM y EDTA (TAE 1X),
para la corrida se utiliz6 como amortiguador la misma solucion usando brumuro de etidio a

una concentracion de 0,5 pg/mL para visualizar las bandas de DNA con luz UV.
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INMUNODIFUSION DOBLE EN GEL (IGDA)

Para la prueba de IGDA se utilizo 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 coloco 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 (OIE, 2008), en el pozo central se colocaron 30 pL del antigeno y en los
pozos periféricos se depositaron los sueros problema con controles positivos y negativos.
Posteriormente se realizd la incubacion a temperatura ambiente en camara hiimeda y se

procedio6 a la realizacion de las lecturas a las 24; 48 y 72 h (Diaz-Aparicio, et al., 2009).

La prueba IGDA utiliza un extracto salino caliente (HS) y los siguientes reactivos: Agar
Noble o agarosa de alta calidad, cloruro soédico (NaCl), y tampén borato (preparado con acido
boérico [12,4 g]; cloruro potasico [14,5 g]; agua destilada [1,600 ml]; ajustado a pH 8,3 con
una solucion de NaOH 0,2 M, y llevado hasta 2,000 ml con agua destilada) (OIE, 2009).

Para preparar los geles, se disuelven 1g de agarosa (o agar Noble), 10 g de NaCl en 100 mL
de tampoén borato hirviendo mientras se agita continuamente. Cubrir los portaobjetos,
colocados sobre una superficie plana, con la cantidad necesaria del gel fundido para formar un
lecho de 2,5 mm de profundidad (aproximadamente 3,5 mL para los portaobjetos estandar).
Después de que el gel ha solidificado (15-20 minutos), se recortan los pocillos utilizando un
punzon para geles. Los pocillos deberan ser de 3 mm de diametro y separados 3 mm, y estar
dispuestos segin un patréon hexagonal alrededor de un pocillo central que también tiene 3 mm

de diametro. La técnica se puede adaptar a placas de Petri u otros moldes.

ELISA

Se utilizo el kit de ELISA (CHEKIT BRUCELLA OVIS, 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,
solucion tapon para lavado y para realizar la dilucion de los sueros, conjugado (anticuerpo

anti [gG 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 microtitulaciéon que posee antigeno

contra B. ovis en un volumen de 100 puL pozo. La placa se cubrid con papel de aluminio y se
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incubo por 1h a 37°C y se realizaron tres lavados con solucion de lavado (CHEKIT wash
solution). Se agregd el anticuerpo antirrumiante conjugado con peroxidasa (CHEKIT
Antiruminant-IgG-PO-Conjugate), se tapo la paca y se incubd lh a 37°C. Posteriormente, se
realizaron tres lavados y se anadio el sustrato (CHEKIT-TBM-Substrate): 100 pL por pocillo.
Se incubd por 15 min a temperatura ambiente con agitacion continua, se agregoé la solucion de
paro (CHEKIT-Stop Solution TBM) y finalmente se realizo 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 computo al que previamente se le
instalo 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 consider6 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.

PROCEDIMIENTO ELISA.

1) Sueros. Diluir las muestras de suero problema y los controles positivo y negativo al 1/200
afiadiendo un minimo de 10 pL de suero a 2 ml de PBST. Los sueros controles se colocan por
duplicado en los pocillos denominados Al, A2 para el control positivo y A3, A4 para el
control negativo. Posteriormente se agregan volumenes de 100 pL de suero los sueros
problemas diluidos en los restantes pocillos hasta completar la placa de microtitulacion. Las
placas se tapan con papel de aluminio, se incuban a 37°C durante 1 hora y se lavan tres veces

con el tampoén de lavado PBST.

2) Conjugado: El conjugado titulado se diluye en PBST, se afiade en los pocillos (100 pl) y la
placa se tapa y se incuba durante 1 hora 37°C. Después de la incubacion las placas se lavan de

nuevo tres veces con PBST.

3) Substrato: Se anade a las placas la solucion de ABST en tampoén de substrato (100
pl/pocillo) y las placas se incuban durante 15 minutos a temperatura ambiente con agitacion

continuada.

4) Solucion de paro: Se detiene la reaccion agregando 100uL de la solucion de paro

5) Lectura e interpretacion de los resultados: La absorbancia se lee automaticamente en un
espectrofotometro, lector de placas de ELISA, en el filtro de 405 nm. El lector esta conectado

a un equipo de computo un softwear suministrado por el fabricante del Kit, que aplica las
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formula correspondiente dando un valor en porcentaje que permite clasificar las muestras en

positivos, sospechosos y negativos, debajo.

Valor de la muestra en % = DO de la Muestra — DO del Control Neg. X100%

DO del Control Pos. — DO del Control Neg.

Tabla 5. Valores de interpretacion en prueba de ELISA.

Valor <10% >10% a 50% >50%

Interpretacion Negativo Sospechoso Positivo

Valores de referencia para la interpretacion

La prueba se considera valida cuando la diferencia entre los promedios de los controles
positivo y negativo es > 0,3 de densidad optica (DO) y los controles positivos no exceden de

2,0 de DO y los negativos no sobrepasen los 0,5 de DO.

DETERMINACION DE POBLACIONES LINFOCITARIAS POR CITOMETRIA DE
FLUJO

Para la evaluacion de linfocitos por citometria de flujo, se tomaron entre 4-5 mL de muestras
de sangre utilizando tubos vacutainer con EDTA como anticoagulante; posteriormente las
muestras se llevaron al laboratorio y se mantuvieron a 4 °C para prepararse y llevar acabo

llevar a cabo su lectura por citometria de flujo.

Previo a la lectura de citometria de flujo las muestras se manejaron de la siguiente manera:

De las muestras de sangre se tomaron 500 pL. de sangre y se diluyeron con 500 pL de una
solucion de PBS-BSA, posteriormente esta dilucion se agregd a un tubo previamente
preparado con 3 mL de lymphoprep a 4°C; una vez en el tubo con lymphoprep las muestras se
centrifugaron a 80 g durante 20 minutos. Durante ese tiempo se prepararon tubos con 2 mL
de PBS-BSA a 4 °C para recibir los linfocitos separados con una pipeta de 1000 pL (re-
suspension de linfocitos en PBS-BSA) y se homogenizaron; de nueva cuenta se centrifuga la
muestra a 80 g durante 5 minutos y el sobrenadante se desecha, posteriormente se re-suspende
en 400 ml de PBS-BSA a 4°C y se homogeniza con vortex por 5 segundos, se conserva en

formol al 1% A razén de 1:1, y se almacenan hasta llevar a lectura de citometro.
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Para la lectura en citometro se tomaron las muestras y se les agregé6 1000 ul. de PBS-BSA a
4° C para enjuagar la muestra, y se centrifugd por 5 minutos a 80 g, se decanta el
sobrenadante y se re-suspende con 400 ml de PBS-BSA a 4°C. De esta muestra se toman 10
pL de células y se llevan a 200 pL. de PBS-BSA a 4°C en caja de cultivo celular, se centrifugo
a 300 g durante 5 minutos, al término de los cuales se decanta el sobrenadante, a éste se
agreg6 5 pL del anticuerpo y se mantiene durante 30 minutos en refrigeracion y a obscuridad,
al término de los 30 minutos se agregd 250 ul. de PBS-BSA a 4°C y se centrifugo durante 5
minutos a 4°C, se decanto el sobrenadante y se re-suspendi6 la muestra con 150 pL de PBS-
BSA a 4°C, y las muestras se pasaron a tubos de citometria de flujo para posteriormente

leerse en citometro de flujo.

El citometro de flujo utilizado es FACSCalibur (Becton Dickinson, USA), equipado con un
laser de iones de Argon con una onda de luz de 488nm. Para la estandarizacion de las lecturas

se usaron perlas (BD bioscences) y tubos sin tincidén y con cada uno de los marcadores.

En la tabla 6, se muestran los marcadores utilizados para la determinacion de poblaciones de

linfocitos.

Tabla 6. Marcadores usados para la determinacién de poblaciones de linfocitos.

Anticuerpo/Clon  Especificidad Formato Isotipo Descripcion Laboratorio
CDh4 CD4 Alexa Fluor  IgG2a Mouse anti sheep Serotec
CDS8 CDS8 RPE IgG2 o Mouse anti sheep Serotec
WCl1 Lymphocyte y& FITC IgG1 Mouse antisheep Seotec

Caracteristicas de los diferentes anticuerpos que se utilizaron para correr las pruebas de

citometria de Flujo.

ANALISIS ESTADISTICO

Con la informacion recabada se elaboré una base de datos para su analisis estadistico
mediante las metodologias de Modelos Categoricos (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 0<0,05 (Faraway, 2006) (Littell, ez al., 1998).

El andlisis estadistico de los datos del ensayo experimental se realiz6 a través de la
metodologia de mediciones repetidas utilizando el modelo de efectos fijos y las diferencias

entre grupos (0=0,05) se establecieron mediante medias de minimos cuadrados (Littell, et al.,
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1998). Ademas, en cada grupo, se determino los coeficientes de regresion lineal (Bo y Bi) para

cada una de las inmunoglobulinas analizadas.

Para el analisis de las Medias de Intensidad de Fluorescencia obtenidas por citometria d eflujo
se utilizd una prueba t de series apareadas. Los valores de p <0,05 se consideraron

significativos. Se emple6 el Software InfoStat http://www.infostat.com.ar/.

DISENO EXPERIMENTAL

Para el disefio experimental se realizo la toma de muestras, segin el grupo al que pertenecia

cada carnero (Figura 2).

Infeccidn Experimental con Brucella ovis

GRUPO1 GRUPO 2 GRUPO 3

CONTROL

IM, IE Inoculacién por mucosas Endovenoso
* SSF0,9% Lavado prepucial 1ml
Instilacion palpebral Lavado prepucial (0,5ml)
Instilacién palpebral (0,5 ml) 3,9X10° UFC/ 1mli

Figura 2. Disefio experimental: grupos experimentales.

En el laboratorio, una vez tomadas las muestras para citometria de flujo, se hizo el manejo de

las mismas como se muestra en la Figura 3.
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Analisis de respuesta inmune por citometria de flujo

e L

Figura 3. Disefio experimental: Analisis de respuesta inmune por citometria de flujo.

Las muestras para el desarrollo de las pruebas serologicas se desarrollo como se muestra en la

Figura 4.

Pruebas serolégicas

SEROLOGIA

2 C
h 4

— —
oo | [eusa]

HUMORAL

Figura 4. Disefio experimental: Pruebas serolégicas.
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En la Figura 5, se muestra la linea de tiempo del trabajo experimental.

| SANGRE COMPLETA

Citometria de Flujo

Dia Dia Dia Dia Dia Dia e 1
| EUTANASIA |
-150 0 120 130 150 189 T
MANEIO DESAFIO
1D, Infeccion ‘

Frofiiexis || gyberimental SUERO
IDD, Llisa, y Citometria de Flujo Antigeno dependiente

TEJIDOS

Histopatologia

Figura S. Linea de tiempo para el trabajo experimental.
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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue caracterizar los hallazgos
patolégicos y su relacion con los resultados clinicos y serologicos
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= &), inoculacion via intravenosa
y Grupo 3 (n= 6) Control. Se llevo 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 0y
189 post-IE para realizar pruebas serologicas de Inmunodifusion
en Gel de Agar (IGDA) y ELISA. El semen se procesd por
la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa PCR. El
analisis estadistico se realizé mediante modelos categoricos y
mediciones repetidas. ELISA mostroé 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 deteccion de CS
(100%) en ambos grupos IE (P<0,05). En el d 56 post-IE, la tasa
de CS comenzo a descender (P<0,05). En 83% de los CS no
se logro 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.

Palabras clave: Epididimitis ovina; Brucella ovis; IGDA; ELISA.

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 = 8), 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 El (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-ZO0-1995), would make it impossible to detect seropositive
animals early, which would make the disease control programs
less effective.

Key words: Ovine ef , Bruceiia ovis; AGID; ELISA.

199

40



Evaluacion serologica y clinico patologica a través de las pruebas de igda y elisa en cameros / Sanchez; V. y col

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 cronicas 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 economicas a nivel mundial [1, 28]. en consecuencia,
se requiere del diagnéstico temprano. Al respecto, las técnicas
de diagnostico serolégico mas utilizadas incluyen Inmunodifusion
en Gel de Agar (IGDA), ELISA, y fijacién 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 & 2%) [11]. No obstante, los estudios experimentales, aunque
reducidos [6, 17, 20], reportan tasas de aborto entre 0y 8% [11].
Por ello, el objetivo de la presente investigacion fue caracterizar
los hallazgos clinicos patolégicos y la respuesta serologica en
carneros infectados experimentalmente con B. ovis.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevé a cabo en el Centro de Investigacion y
Estudios Avanzados en Salud Animal de la Universidad Autonoma
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
constato que los animales no presentaran signos de epididimitis
mediante el examen clinico, tambien fueron sometidos a dos
pruebas serolégicas de IGDA y cuiltivo bactericlégico en semen
y en lavado prepucial, las cuales resuitaron negativas. Los
animales fueron alimentados ad libitum con heno avena (Avena
sativa) y alimento comercial (14% Proteina cruda).

Los carneros se distribuyeron aleatoriamente en ftres
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 indculo con una
concentracion de 3,9X10° unidades formadoras de colonias
(UFC) en ambas mucosas, Grupo 2: inoculacion de B. ovis via
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intravenosa con la aplicacion de 1 mL del inéculo en la vena
yugular a la misma concentracion y Grupo 3: Control al que se le
administro instilacion conjuntival y prepucial de 0,5 mL de solucion
salina al 0.9% (SS). La instilacion en conjuntiva se realizo en el
ojo izquierdo de cada animal con el volumen y concentracion
antes mencionados. mientras que la administracion prepucial
consistio en la introduccién 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 atmosfera con 10% de CO,.
Se cosecharon con SS. Al indculo se le realizo conteo de UFC
[14] y se estandarizé a una concentracion 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 clasifico 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 deteccion 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 separ¢ 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 realizd con electroeyaculador
(transformador 12 VCT, 500 mA. de fabricacion propia), con
sujecion del animal en decubito lateral y protrusion del pene y
coleccion en vial estéril el cual fue conservado en congelacion a
-80°C hasta su utilizacion [10].

A los carneros se les practico eutanasia, el sacrificio de
los animales se realizd 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 érgano 1 cm?® para realizar los
estudios de histologia y cultivo bacteriologico. Para los estudios
histopatologices, las muestras se fijaron en formol amortiguado
al 10% con excepcion de los testiculos, mismos que se fijaron
en solucion de Bouin. Se incluyeron en parafina y se realizaron
cortes en micrétomo (Nicrom GmbH, HM 325, Alemania), de 5
um de espesor que se tifieron con hematoxilina y eosina.

Bacteriologia de semen y érganos del aparato reproductor

Para la realizacion de estudios bacteriologicos, las musstras
de semen y érganos del aparato reproductor fueron transportados
inmediatamente al laboratorio. Para el caso de las muestras
de organos. 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 diagnéstico de B. ovis en semen

De las muestras de semen se extrajo el ADN con el kit
comercial Kapa express exirac (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 solucion buffer de Tris-HCla 10 mMy EDTAa 0,1 M (TE) y se
almaceno a-20°C en refrigerador (Delca Cientifica, VPC-200-MIX,
México), hasta realizar el PCR, Para la prueba de PCR se utilizé
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 26 uL y se constituyé por 12,5 pL
2x QUIAGEN Master Mix, 0,54L de cada iniciador, 5 pL de 5xQ-
solution, 6 pL de H.0 libre de RNasas y 1L del ADN extraido.

La amplificacion del ADN se realizo en termociclador
(BIO-RAD, T100, EUA) bajo las siguientes condiciones:
desnaturalizacion inicial de a 96°C durante 10 minutos (min),
35 ciclos con las etapas de desnaturalizacion a 94°C por 30
segundos (seg), alineacion a 57°C durante 60 seg y extension
de la cadena a 72°C durante 60 seg; finalmente se realizo
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 acetico 20 mM y &cido etilendiaminotetraacético
(EDTA) (TAE 1X), para la corrida se utilizo 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 utilizo el antigeno HS, obtenido
por extraccion salina caliente, suministrado por el Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias
(INIFAP), la prueba se realizé sobre un gel de agar noble, NaCl,
y tampén borato; dicho gel se coloco en placa de petri formando
un lecho de 2,5 milimetros (mm) de profundidad el cual se perforo
con roseta gue 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 realizé la incubacion a temperatura
ambiente en camara humeda y se procedio a la realizacion de las
lecturas a las 24; 48 y 72 h [7].

Prueba de ELISA

Se utilizé el kit de ELISA (CHEKIT BRUCELLA OVIS, 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, solucien tapon para lavado y para realizar
la dilucion 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 pL pozo. La placa se cubrio
con papel de aluminio y se incubé por 1h a 37°C y se realizaron
tres lavados con solucion de lavado (CHEKIT wash solution). Se
agrego el anticuerpo antirrumiante conjugado con peroxidasa
(CHEKIT Antiruminant-lgG-PO-Conjugate), se tapo la paca y se
incubo 1h a 37°C. Posteriormente, se realizaron tres lavados y se
afiadi6 el sustrato (CHEKIT-TBM-Substrate): 100 pL por pocillo.
Se incub6 por 15 min a temperatura ambiente con agitacion
continua, se agregé la solucién de paro (CHEKIT-Stop Solution
TBM) y finalmente se realizé 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
computo 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 elaboro una base de datos
para su analisis 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 lzquierdo
Grupo D IGDA ELISA Dcho lzdo Cpo Cola Cza Cpo Cola
39 > - * - NDL e - * o
44 5 + N - NoL . oL - *
w
g 68 + + * bl NDL - * * *
Q
87 + & NDL bl NDL - ** ** e
s
61 + +- * * - Ead Eid ' Ll
a7 " +* NDL * * - = - e
66,6 50,0’ 333 33.3 i 333 16,6
Porcentaje 83,3 100.0 333° 5007 1;?.63"“‘- 86.61 66,5 156?‘6?@ 866" 83.3"
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IGDA= pruebas serologicas de inmunodifusion en Gel de Agar
ELISA= prueba serologica Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas.

ID= Identificacién del camero; Dcho= Derecho; lzdo= 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; ***=
grado tres, lesiones mayores que incluyeran adherencias y tumoraciones; "= No se detectaron lesiones

Modelos Categéricos (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 (X7) 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 serologicas, se
pudo observar que, los carneros del grupo control se mostraron
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negativos durante todos los muestreos del estudio, tanto en Ia
prueba IGDA como en la de ELISA (TABLA |). Para el caso de
los resultados, de acuerdo con la prueba serologica y el grupo,
la prueba de ELISA detecto 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, detecto 83,3
y 66,6% de carneros seropositivos en los grupos |E por via
mucosas y endovenosa, respectivamente (TABLA |).

En relacién con el analisis estadistico utilizando la informacion
obtenida durante los 189 d de muestreo post- |E, 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 21 100® 14
ELISA/Endovenosa 3 50 14 28 100° 14
IGDA/Endovenosa 13 178 14 28 50° 14
IGDA/Mucosa 13 17% 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

Méxima seropositividad

Prueba/Via de Dia post-infeccion Tasa (%)
infeccion promedio
ELISA/Mucosa 3 332
ELISA/Endovenosa 3 50
IGDA/Endovenosa 13 178
IGDA/Mucosa 13 e

EE-= error estandar,
Literales* ™ indican diferencias (P<0,05) dentro de columna

efecto de la prueba serologica sobre la tasa de deteccion de
seropositivos para B ovis (P<0,001) independientemente de
la via de infeccién utilizada en esta investigacion (mucosas
o endovenosa), lo mismo sucedié con la interaccion prueba
serologica“via de infeccion (TABLA I1).

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

EE Dia post- Tasa (%) EE
infeccion promedio
14 21 1002 14
14 28 100° 14
14 28 50° 14
14 70 67" 14
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& oz i e
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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 observeé que, la tasa de seropositivos fue
mayor (P<0,05) en el grupo |E 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 encontro que en la mayoria de los
casos, los animales sospechosos en las pruebas subsecuentes
presentaron seropositividad a B. ovis.

[ Caatrol Sazpechoss

O Esdoves:

fiiae
%8 1

Tasa (%)

=
2x

' = ]
30 :
x

10 =¥ =
x
0

Literales ==« indican diferencias (P<0,05) entre grupos

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
bacterioiogico en muesiras de semen, tampoco se iogro dicho
aislamiento de B. ovis en camneros |E.

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)

elo ¥
=us

se encontraron lesiones macroscépicas en los genitales.
Estos hallazgos fueron principaimente unilaterales e incluian
la deformacion e incremento de volumen y consistencia del
epididimo, asi mismo se encontraron adherencias entre las
envolturas testiculares. Solo se observo, en un carnero |E via
endovenosa. una lesién con contenido purulento casecso (FIG.
4). No se observaron cambios macroscopicos en las glandulas
anexas.

n* 49

FIGURA 4. LESIONES MACROSCOPICAS EN EL CARNERO
49, SE OBSERVA EN LA COLA DEL EPIDIDIMO IZQUIERDO
LA PRESENCIA DE EXUDADO CREMOSO E INCREMENTO
DE TAMARNO 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 formacion de granulomas
espermaticos, solo se presenté 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-IE
hasta el término de la fase experimental; cabe destacar que los
cambios detectados por palpacion se localizaron principaimente
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, presenté 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
principaimente edema y alteraciones en el desplazamiento
testicular (66,6%) vs lesiones induradas (33,3%) (TABLA I).

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 IE estas se caracterizaron por la
presencia de induraciones. Por ultimo, las lesiones mayores que
incluyeron adherencias y granulomas, Unicamente se encontraron
en un carmnero (n°49) IE via endovenosa, dicha lesion se localizd
en el epididimo izquierdo; en |la cabeza, cuerpo y cola (TABLA I).

La epididimitis infecciosa causada por B. ovis, es un
problema que limita la productividad y eficiencia reproductiva, en
consecuencia, producen pérdidas economicas en los sistemas
productivos afectados. Por lo que el diagnéstico de la infeccion
cobra relevancia; el diagnéstico de B. ovis puede realizarse a
través de la demostracion de las lesiones tipicas en aparato
reproductivo, pruebas serologicas 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-patolégicos 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 predileccion
principalmente por ¢rganos del aparato reproductivo de los
carneros.

En esta investigacion, todos los cameros 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 |). Comportamiento que concuerda con
otras investigaciones [5, 22] y por lo que es recomendable utilizar
dos o mas pruebas para el diagnéstico, de manera que se detecte
un mayor numero de carneros infectados.

En cuanto a la presencia de lesiones clinicas en este estudio,
fue posible detectarlas a partir de d 6 post-IE; 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 rebafios [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 crénicas. 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 serologicas 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 encontro hasta el
d 13 post-IE. La prueba de ELISA ofrece una temprana deteccion
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 experimentaimente via mucosa (TABLAII).

Lo recomendable entonces es la utilizacion de ambas pruebas
serologicas, ademas de la revision clinica en los carneros [3, 19,
20]. En relacion a la respuesta serologica 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 identificacion de los
animales expuestos a la infeccion por Br. ovis en los programa
de control y erradicacion de la epididimitis del carnero por B. ovis
[23].

En este estudio, también se observdé (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 serologicamente sospechosos, B. ovis controlada
por la respuesta inmune del camero) 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 frabajo 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 macrdfagos, hara dificil el control de la
infeccion por el propio organismo, tornandola asi, una infeccién
cronica, y con las afecciones en la fertilidad dentro del hato [1].
Otro problema a resolver para el diagnéstico 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 serologicos positivos [4]; tal como sucedio en la
presente investigacion. Otro aspecto a considerar en el control
de la enfermedad es que algunos individuos son capaces de
controlar la infeccion o bien, la infeccion puede ser transitoria o
abortiva [25].

CONCLUSIONES

Las vias de administracion del indculo, 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 mostré ser una prueba serologica mas sensible que
IGDA para el diagnéstico de carneros positivos, sin embargo
IGDA es mas especifica, por ello es importante establecer
un plan de diagnostico que contemple la utilizacion de ambas
pruebas con la finalidad de detectar al mayor numero 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 deteccion 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 patron definido,
las lesiones son intermitentes e incluse desaparecen
esporadicamente para volver a aparecer. Ademas, no siempre
es posible establecer su presencia por aislamiento bacteriologico
o por PCR. Esto anticipa complicaciones en la deteccion
temprana de B. ovis en rebafios infectados. Los programas de
control y erradicacion deberan incluir revisiones clinicas, pruebas
serologicas IGDA utilizada como prueba tamiz y pruebas de
ELISA cuando los programas de control se encuentren en etapas
avanzadas de desarrolio.

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 diagnostico, independientemente del tiempo en que se contrajo
dicha enfermedad.
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La epididimetis cansada por Bruvella avir (B. maT) es mna enfermedad nfeco confagiosa que camsa
falla rEpmducia ¥ e camcteriz por producr spedidindts, sobfertdidad e infernlidad en cameros
{04z aries) afecianda n eficiencia reproduciiva de los rebafios, casando graves pénfidas econdemicas.
El oljetive de este estudio fae determirer 1a distriocion en smgre de Erfeios T D4, CD8, LT 16
(WC1) en camneres con infeccion experimental cromica o Brurelis ovis. En este trabajo fiaeron
urilizades 18 cameros de 1 a 4 afios v lhres de B ovit; que se distribaryeron en tres gnmpes: Grupa 1
(o= &) control, Grupo 1 (o= 6), inoculacion en mucosas con B, ovis v Grupo 3 (o= ) inocalacion via
intravenosa con B onés. Se realizo e sepuimsento serologico desde el dia de la moculacion hasta &
189 4P dia post inocalacioe). Se inmumntipificaron bs poblacioees de linficitos CD4 v CD8 2 los
120, 150 y 139 v de W1 (linfociros TE) a los 120 4PI por ciramenria de fiujo. Por ofa parte, a partir
del temcer dPT comenvaron 2 serecomvertir, a los 11 v 18 dias todes los amimales de bos grupos
intravenos ¥ muacosal Tespectivaments, sa presantaron positivos. En adicion el dia 189 4PT &l 50%: da
los ammales de kos mropes desafiados se presenfaron conw posidves o sospechoses a by prusha de
ELISA Se enconimaren diferencias en las MIF de los linfociies CDE en &l gnopo contmal v &l znopo
endovenoso (p=0,05) a los 120PL, con medi: de 10274 y 4996 respertiament= Estas diferencias
ze abservaron tambien entre Jos cameros del grupo contrel, & Erupo omeasal v el STupe endovendin
para las MIF de los infocites CT4 (p<0,05) alos 129 dPT Las poblacionss linfocitarias T w6 (WC1) a
los 120 PT presentaron diferencias en MIF enfre = gropo cofml ¥ el gropoe omoosal v el endovenoso
(p=05). Bruceiia iz, puede modular [a respuesta innmine del hospedero, linfocios CT4 y CDE sen
impertantes para 1a defenza dal hospedere anfe 1a mfsocion causada per B. o, las poblacione: tanto
de CD4 como (DS pueden flucraar a lo largo de la infeccion por B, ovis. La pamicipacion da los
linfiocicgs T v6 podria ser un facior Erportants en el conimol de ka infeccion causada por B, oviz.

Palabras dave: Cameros, Epsdidinits evina: Bruseils evis; Linfociios T, ELISA, Citemena de fimjo.
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Epididyonitis camsed by Brucella ovir (B, ovir) i 2 coofapions infectiow dissase that causes
Teproductive fathire and & characeenized by producing epedidymitis, subdentiliny and iferdlety in rams
(Ovir arier) affecting the reproductive eficency of herds, cmEing ssrious economic losses. The
olbjective of this stady was 1o datermine the hilpod distritution of CD4, CDE, and T6 LT hophocytes
[WC1) in s with chromic experimenia) infecion with Brucaliz oviz. In the work, 18 mms fom 1 @
4 years old and free from B, oves were wsed; which were divided o three proups: Group 1 (o= &)
contral. Groap 2 (o = ), inoculation in omcosa with B ovis and Gooop 3 (o = &) iniravenous
inooulation with B. ;ix. Serological follow-up was camied out fom the day of moecularion il 139
P (day post inorulagoen) T4 and CDE lymphocye populatons were immamotyped ar 120, 130 and
189 and WC1 (Tyd cell) at 120 dPT by flow cyomemy. On the other hand, third IPD) begam to
serpconvert, at 21 and 28 days all the amimals of the intmvenoons and pmcosal groups. respectively,
presenfed positive. In addition, on day 180 of the IPD, 50°% of the animals in the challenzsd gromps
presented a3 positive or suspect to the ELTSA test. Difference: were fomd in the MIF of the CDE
hmphocytes of the cootrol sroup and the endovenous group (p <0.05) at 120 dPL with averages of
10274 and 4996 respectively. These differences were also obsarved berween the rmms of the coomol
group, the murosal sroup and the endovenous group for the MIF of the CT4 hynphocytes (p <0005) at
129 @81 The T yi (WC1) hoophocyts populations at 1200 dPT showsd differences in MIF hetwesn the
conmal zroup and the maacesal sroup and the invaverans group (p <000%F). Brucella ;dt, an modulate
the mumire response of the host, CD4 and CDE ynphocoytes are important for host defemcs agamst
infection caxed by B. oz, populations of both CD4 and (D8 cam fuctuate throughou the infection
by B. oviz. The participation of 6 T hymphocyies could be an impontant facior in the control of the
infection causad by B. ;.

Key words: (rine epididymitis; Bruceiia evin, AGID: EITS A, fow cytomery
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La epididimitis cousada por Brucella oviz (B ois) es uma enfermedsd contziosa de
trapemsion venarea que caisa falla moreductivalMoustacas er al., 2013; Costa er ai., 2016), v se
camacteriza por producy epididimitis, subfertilidad e infertilidad en cameros (Chis aries)(Galmdo e
i, 2000k Fidler e ai., 2004). En les carmers, las lesionss oomicas causadas por B. avis se restringen
al aparato gerdtal especificaments al epédidime ¥ evenrualmente testiculos v glandulas asociadas al
aparaco Teprodacar; por o que. dichas lesionss mowecan sipnificatives perdides econdmicas a mivel
nnmeal (Kavier er af,, 2000

El primer informe sobrs B, ovis en Mésizo file en 1074 cuando s encorerd serlogia positha
en 2.6%; de un total de 330 sueros obtenidos de hormmeges Tabasco. Mo foe sno hasta 1970 en que s=
logre atslar B ovir de sementales Suofolk en o esdo de Guarajunto Los datos referentes a la
infecdon de ovinos por bracdosis en Mexioo son escasos. A pesar de que exdsten informes sobre ly
eradicacion de esta enfermedad en Mewico en 1991, omos mutores reportn prevalencias de lu
enfermedad en diferentes Fstades de Mexico, como Talisoo, Estade de Mexico, Tlnrals Hidslpo,
Guamajuste, Mosvo Letn Dushly, Vercuz, Talisce, México DF, Esndo de Méxco = Hidalzo |
Lopser Merino er ol 1093; Mitiez-Tomes eral., 1908),

El cardcrer inmacehilar facubtative de Brucells condiciona L respuesta immme del hospedader.
Se iraia de oA respuest fonmmiara miva, de tipo hamoral ¥ cehilar, anva intensidad ¥ duracite
pueden vaniar por diverses factores. La respuesta inmunifaria homoral a B ovis ha side esmdiada a
traves de las proches serologicas clasicas indicandn que esta respussta ha estado dimipida
principalmente copira el bpopolisacaride rugose {LPS-R) ¥ las protemas de mernhrama externa (PME).
La: témicas msis eficientes para &l serodiasndstico de la infeccisn par B. ovis, son b fjacion del
conmlemenio, inmmedifusion en gel de agar (BGDA) v ELISA directa e indirects. Por oo lado
estadios experimentales demostraron que la inmmuridad humoral comeple wm rol mas inporane que b
cehular en k3 protecdion, amque e desconoce coales son las cébnlas implicadas en 1a respuesta. Par
oixo lado, el predominio de los sotipes [5G e 1263 en mino pemmting mfer qae B s mbxe la
polacicn de linfocitos T colaboradarss d=l fipo 1 (LThI) producarss de interferdn v. (Galindo er al,
2009a; Prand o ai, 2002)
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Las célulss T CT4 se describen peneralmente comdo cabalas «amndliares:. Ellos tiensn un papel
imnpertante en & control ¥ rezulacion del sistema fnmume colsbarande e L1 actvacion da las cébulas B
¥ en la genemcion de cehulas T CDE dtotosdcas (Allen e Maizels, 1997, Cunmusanmy e ai., 2000).
Seoin & perfil de seoedion dtoquinas, las celilas T CT4 son agnupadas en diferentes prapes. que
colaboran a marfemer 1a homeostasis en la regpoesta moome entre la respuesta proinflamatoria ¥ la
antiirflamatoria. La haterogeneidad de las cehuilas T se desoibio por primera vez bace deos decadas con
ln deseripeion de las céhilas TH] y TH2 (Tssuree er ai., 2017: Cobibold et af, 2018). Las céhlas THI
estin imvolucmdas en la defensa del hésped conm patdgencs infracehdlarss ¥ cehus tumoralss
produciends akos nivelss de IFN-y, THF-a 2 IL-1. Las celula THD son responsables de coordinar la
inmramidad nmmoral. Ioflamacion ecsinofica v estin invobarados en la defensa ds] huesped conta
parisites exwracebilares seretndo L4, IL-5, IL-10 v IL-13. Nusvos subcomfurtos distmes (TER,
THX?, TH17, THFH, MET, Treg caulac) se han descrite confirmande 1a beteropeneddad de Ia Fanilia
de cébilas T CD4 (Mucida e Cheromre, H010; Hawkins er al., 2013). Varios estadios en maomes y
Tummanes han repertado un potencial cifotoxice de las celulas T C04 (Van Der Vieken of al . 20405)

Amngue 1a inmmmdad innata es capaz de contmolar Brocella. La mommidad especfica es
LeCesaTia para MOMEAT UN3 Tespuesta inmume fierte en etapas tardias de la infeccion(Baldwin e
Goenkea, 2HE). Se ha descorivo amplinmente que 12 respuesta TH] mediadas por IFN-y son esendiales
para &l achrndents d] patéeeno. De hedvo, IFN-y producido por céhulas T {14 v las calulas T v6
han demostrado recientemente activar las propiedades bactericidas en macrofages pam dficultar
spenivencia inmabnéped de la Bracslla, misntas que FN-v producide por céhiss T CDE v la
inmramidad bumoral relacionady con b céhilas B son jussdores modestos conma la infeccion por
Erurella en ratomes (Skybarg er o, 2011 Vitry er ai.. 2017 . Fn otros sstudios se demosma que los
isotipos de amficuerpes tipe THI tales como I=G2a 12G3. opsomizan la Brocsla para factlicr I
fagncitosis v la liberarion bacterima en compartimentes endocificos desradatvosGoerka ef ol
2011}, Fx los seres hmranos, bas céhylas T O productoras de ToN-y, Ias cehilas T CT6 ¥ las oflas
T 6 buam sicdo Emplicadas en &l commod de la bracdlosis (Bessoles o al, 2011 Carmella g i, 2012).

Con respecto a la distribucicn de los Iinfoctos T 6, 52 considera que su proparcon com
respecio a otros linfocitos es reducida en os organos Infoides | sin embareo aumentan su proparcion

5
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en [a pisl ¥ superficies mucosas esta distibucion sugiers oo papel importante de estas cehilas en I
vigilncia ¥ repuests mmediat a los patopencs invasores (Dudal of al, 2006; Platiner ¢ Hostetter,
011; Arosta-Dibarrat éf @i . 2014, Acosta Dibamat & . 2016). Los Hnfocitos T v6 estan bien
representada en las celulas sangnnea: monomclearss perifaricas. Las linfoctos T vl representan 1 2
1P de los Hnfocites T circalarsss en bumanos adultos ¥ ratonss. En bovines adultos estas céiulas
Tepresentan aprosimadamente 10 a 255, mmgue este mimero puede sar tam alto como wm 40% en
temerns jovenss, en el caso de los ovinos es del 17% ([ Platiner and Hostetter, 2001; Nierai, 2017
Par Io tamso el objetive de este estadio fise caracterizar a Estribucion en sangre de linfocites T CTH,
CDE, LT v {WC1) en cammeres con infecrion experimental cromica con Brucells ovis por via mucesal
¥ endovenosa.
MATERIAL ¥ METODOS

H estudio se realizg an e Centro de Imvestizacion ¥ Estadios Avanzades en Sahad Animal de
ln Universidad Amteoma del estado de Mésico (UAEM) (4072450 87" N) dumaree los meses de
marzn A noviewhre, W12, B estadio foe aprobado por e condté de Biedtra de la Faodtad de
Iledicing Vetsrimaria v Zooternia de 1a TIAEM.

Amimeles

Se enplearon disriocho cameres de las razas Colunbia, Femanow v Pelibuey, con edad entre
14 afios. Los cameros procedian de un estableciméenio i de B ovis. Se constabd que 1os aninmbs
0o presentaran signos de epididintis mediants &l examen clinico, ambisn feron sometidos a dos
prehas sarologicas de IGDA, ELISA ¥ cultive bacteriologico en semen ¥ en lavado prepucial bs
coales resuliaron nesainas. Los anmmales fiaeron alimeniades o [ivam con heno avena (dvesa
sarfvg) ¥ alimento comercial (14% Protsina crada).

Los cameros e distribayenon alsatariamente en res grapes (= §) v sometidos a los dpmentes
tratamientos: Gnmpe 1: control nesativo al que s ke admirdsm nstlacion conjumttval ¥ prepucial de
0.5 ml de sedurion salina al 0.9% (55), Gnmo 1: ineculacion en mmcesas: mstlacion de B ovis enla
nmcesa comjuntival ¥ prepocial con 0,5 ml. ds ineoile con uma concentracion de 3 9X10° UFC en
amhes mmicesas; Grupo 3: via miravenosa con la aplicacion de 1 ml del inocalo en 1a vens yugular a
Ia i comrendracion. La mstilacion en conjurntiva se realizo en el ojo izqurerdo de cads anira] con

B
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&l volmmen ¥ concentracion antss menciorados, mésmtmas que la adndnéstracion prepucial consistio en
la infreduccion del inecile o Ia 55 seam el prupe usande uma jernga sin agja ¥ pocerion mAasaje con
la ahernma prepuocial cemda
Preparacion del insoalo de desafio

Se mocularom placas de agar sangre con 1a cepa de campo B ovis 01 Zac-INIFAP obtenida del
epididme de un camero con epididinytis en 6l estado de Zacatecas, Mexico, que se moabaron a 37°C
durarge 42 horas (b}, en uma atmosfera con 1056 de CO2. Sa cosecharon com 55. Al inoculo 5= le
reatizn conteg de UFC [14] v se estandamizo a 1ma concentracion de 3 910 TFCmL.
Mmestren
3a polectaron muesiras de susmos v de semen de todes los carmeres pam realizar proshas serologicas
de ELTSA v defeciar B. ovis por PCEL a bo largo de & meses en bos dias () 0 3; 7, 13; 21; 28; 42; 56;
70 B 130; 150; 189, Las mmesiras de sangme (5 mL), s chimisron an fubos esiriles (BD Franklin
Lake N7, ETJA), se separd el suero par centrifiizacian (Becton Dickinem Clay Adams, FITA) lego s
conservaron -30°C en wim congelader (Thermo Fisher Scientific’ Rewco, ULT1726-3-A40 EUA)

Se tommron de 4-5 ml de mmuestras da sangre para realizar 1a fenotipificacion de CTM v CD2a
los 120 130 v 189 v de WC1 (linfocitos TvE) a los 1240 dias post IE. Las rmestras se manspomanon al
lahoracorio ¥ & mannmison a 4°C hasta ;1 procesamiento demiroe de las 12 horas postersores a la
Prueba de ELISA

Se urlizo & Kir de ELTSA (CHEFIT BRUCELLA OWVIS, IDEEX. Suiza) para deteccion de
mnficnerpos de B i en suera, se dgmeron las recomendaciones del flbricante E Eit poses placas
de 06 pemos sensibilizadas con &l antipeno, snenos. conoles positive ¥ negative, sohcion @pan par
lavado v la dilucion de Jos spemes. (anficoerpoe anti I(G ovina conjusade con peroxidasa), sustrato v
sohucion de pare de 1 reacrion.
I fenotinificaciin de poblaciones linfocitari

Se ootvisron 500 pl de sanere periferica que se dilayeron e 500 ul ds FES-BSA (101). La
separacion de los linfocins s maliz enplemde 3 mi de Lymphoprep (Stemeell, Canada) 2 470, B

-
¥
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amillo ohvenido 5= centrifis=a a 80 g durante 3] mirmbos obtenizndo ol tapon linfocitaris sispendisndo
estos en 2 ml. de PES-BCA para mu lvwdo. Las celulss lsncocifarias s suspenden en 1000 pl. d=
PES-B5A a4° C Pam 5o marcaje se toman D50 ul de la mmesma v se adicioren 50 pl de los
mnficuerpo: monoclomales (CDM Alea Fluor, CDE PE. WC1 FITC, Laboratorie Seroterc) con

La prasha t de series apamadas s2 enpleo para el ameligs de las Medias de Infensidad de
Fhuorescencia (MIF) obtemidas par diometrza de fhgo. Les valerss de p < 0005 52 consideraren
sinificanives, Se empie el Sofware InfoSat Jiwrww. infiostat comar’ w

FESTULTADNS

Serologia

Las Figaras 1 v 2 muestran los reswitados de las prushas serologicas para los grapos con
imoculacion experimental, los amimales del prupo control resuitaren nesativos durmme todo el
desarrolly del experimento. A partic da] tercer dPT comenzaron A serocomvertir, a les 21 ¥ 25 dias
todos ko: amimales da los pnapos MiTAvenosd v mmicosy respectvamente 8 presantaron positives. La
dismmimacion de 1a seroposidvidad en ol dia 56 v B0 para 1a via prrosal v endovenosa con um 86 v 505
de seropositividad respectivamente. Al final del experimento al 139 4P al 50% de Jos apivales de los
erupos desafiados se presenfaron como posiives o sespechoses a la prosha de ELTSA
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Fipura 1. Deteccion de anticoerpos por ELTSA. en sueros de evinos (gropo ) infectados con

EB. ovis en pmicosas durante una fase cronica.
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Figura 2. Deteccion de anticoerpes por ELISA. en sueros de ovinos (grope 3) infectados con
E. oviz por via endovenssa durante uma fase cr:'m.il:n.hn:li:n el momento a partr dal cual se
realizamon las lechaas de poblaciones linfocitarias

El coadre | mwesoa las diferencias enme ks Medias de Ifensidad de fhiorescencia (MIF) de
las pollacionss linfocitarias T4 v CDE de Jos grupos infectades con B ovis en el 120,150 v189 doas

k]

59



-

11

12

13

en fase cronica. Se encontraren difeenciss ademas en la conparacion de MIF de los linfocites CDS
entre &l prupo comtrol ¥ &l grapo endovensso (pe200F) a los 120 das poxt infeccion. con medias de
1027 4 v 489 5 respectivamente. Fstas diferencias e obsarvaren tambisn ente los camesos dal grupe
conrol, el gupe pucesal ¥ el grupo endovenosos par las MIF de los linfocites CT4 (p-10,05) a Jos
189 dias, En ouamte a Jos 150 dias no s encontraron. diferencias spnificativas pam (p-20,05) emre ol
conrol v los prupes de matamientes mmeasal v endovenosas para las poblackmnes T4 v CDE.

Cuadro 1. Comparacion da MIF de las poblaciones nfocitarias T4 y CDE entre los prupes
infermdos enel 120,150 y189 dixs de la faze cronica con B ovis.

Cnas post mdecoon
Crupo Control Gopo Micosal Grpo Endovonoso
T i
=12 e BTE [
oE 174 814 484,60
150 diavs
4 gM4.1 [Z53 21
CoE 4,1 1043,7 T2
TE di
= aH.1" 4.5 43307
TE T4TE a1 8002

= diferencias (poLE | roee thm pes e mbccian demme de prupea

En & cundro 2 se muestrm las diferencias entre las MIF de las poblacionss CT4 en los 120,
130 v 188 dPI para &l gnupe confrol, nmoosal v endovenoso (<005, En el caso de los linfocitos
CDE e observe diferencias en los grpo conirol, naxcosal ¥ endovenose en los das 120 v 1E0d4F1
para (p<10,05). Sin embargo a bes 150 JP1 solo ohseng diferencias senificativas entre &l Znipo cootrol
¥ el endovenoso.

Cuadro 2. Comparacion de MIF de las poblaciones Iinfocitanias (T4 y CDE entre los ti=mpos

de I cian oronica con B o,

e Tierc ds Iwfccitn
L] 150 160
Tanme] T T R
T4 Mhuceal 15 W3 e
Exdoramons BT g2 1* el
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Cantrol HiEF T T -y
CDE Mncosal 268E 1063 3* 8382
Endommoso 204 24 B0

= diferen in {poliE | o e pos & mbccien

Las poblaciones linfocitarias T & amhbien foeron marcadas con Wl a los 120 4P v
s2 enconoe diferencia en MIF enmre el grope contel, &l srupo muocesal v el endovenose
(p=0,05). Por ome lado no se observe diferencia entre las MIF de los prupos de cameros

infectados por via mmacesal come por via endovenaso con B.ovis (pe=0.05). (Cuadro 3).

Cuadre 3. Comparacion de MIF de las poblaciopes linfocitarias T WCI ales 120

dias de infeccion cromica con B evis.

e
Cominol Mincosal
1542 5° 1251 F 1103

T Sfermcim (p-ilIF) o prups bos 120 diss de ke cesn

En la Figura 3 se muestra la inonmofenedipificacion d linfocitos T vh en cameros infectados
con B ovis por via endovenosa(A) v mucesal (B) a los 120 dias donde se obsemva la
positividad de los CDE en el coadmote mferior derecho v 1a positividad de los linfocites T v
en el cuadrante izquierdo superior. se destaca una similifnd en el pumero de linfocitos T vé
rara ambas vias de infeccién, es por ello que no bube diferencias sipnificativas para p=0.03

entre las MIF de estas poblaciones entre 1a via macosal v endovenasa a los 1204PT

11
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Figura 3. Inmumefenotipificacion de linfocites T 6 (WCY) en cameros infectados con B avis

par via endovenosal A} v mucosal (B) a los 120 dias. (FL2: CDEPe; FL1: W1 FITC)

En muestro estudip tambien se apalize el porcento de peblaciones linfocitarias que
mosiTaran posifividad a los marcadares CD4-Alexa fluor, CLE-Pe a los 120,150, v 189 4PT
con B.oviz, Eo b Figua 4 cuadrante A se observa que el 23% da la poblacion hnfocitaris a los
120dPT con EB.ovis por wia mucesal comesponde a linfocitos CD4, miemtras que el 15%
comesponde a linfocitos CDE, par su parte per b via endovenosa un 15% comespende a
linfcites C04 y el 11% a linfocites CDE, en la parte devecha de cusdrante A s obsemvan los
dorplot representativos de estas dos poblaciones, estos grafices comesponden a los cameros
58-CDM4 v 3%-CD8. En el cuadrante B tambien predomina los Hnfocites CD4 del prupe
mucesal a los 1530dPT con un 19% v los linfocites CD8 representan un 14%, sin embargo la
poblacion linfocitaria d= CD4 por via endovenosa representa um 14% v um 7% de linfocitos
CD38. Por su parts, en &l cuadranes C la poblacion de linfocitos CD4 ¥ CDE de cameros
infectados per wia mucesal representan el 15% v el 20% respectivamente ¥ las poblaciones
CD4 v CDE de los cameros infectados con B oviz por endovenosas repressntan 18 v 12 % a
los 189 dias. Se obsarva gue a medida que masourre el tempe ks poblacionss de linfocitos
CD4 de los carneros infectados por via mucosal con Bovis disminuyen Sin embargo e la
poblacion de CDE del grupe mucosal hay un aumento de o 15 a wm 20% del dia 120 al 180
dPI. Por su parte el comportamiente de los nfocitos CD4 ¥ CDE de la via endovenosa
difieren, el D4 aumenta de 15 a 18% y el CDE vama de 11 a 7% v luego sube a 11% a los

1894PT.
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Fipma 4 - Inonmefenetipificacion de linfocitos CD4 v (% en carmeres infectados con B oz por via

omcosal v endovenssa a kos 120,150 v 180 das, (FLY: CDEPe FL4:CT Alexa-Fhaor)

DISCUSION

La Brucella ovis causa una infeccion de caracter reproduactive que afect la fertlidad de les

camence oo el consacuents defrimento econdmico en los Sstemas de produccon ovina. Brucells es
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ura bacteria que pusds sobrevivir denfro de las cefulas del hespedero, casande enfenmedades
onicas, en humenos se ha obsevado que =5 capaz de modubr nepatvaments 13 expresion de b
porcian Fo de IgG, restringiendo con elle b fapocitosis regulada por el IFN-y en macrofagos, esta
accon s independients de 1a visbilidad bacteriana, va que somme Jo misme con bacerias muertas, el
reswitado de ello es goe la presencia de la bacteria modifica la regmesa inmume (Bamomesno of o,
011}

La proteccion contra la brucelosis, depende principimente de 1a inmmmidad mediada por
cehilas que imvolnma mamofages, calulas dendticas v infocios T, tamto T4 como CTE, los que son
Televantss en la respiaesa inmure durande 1a infeccion. El TPy que es secretado por CD4 epula ba
actividad de los macrefazos, mienitas que por su parte los lnfocitos CDE, causarn lisis en las calulas
infecmdis por las Brocella (Foch er @l 2011 Por oo ambes poblacionss de Imfocitos soo
importantes para & contol de la bracelosis, en el caso de la infecdion causada por B. ovis en camenns,
1o &5 clara la participacien de CT4 v D8 durante b infecriones aanicas, per ello es que el objetive
de stz trabajo fisz la determinadion de linfocitos CD4 v CDE drants un procsss NI &0 CAmes.

En e=te tmabajo 52 enconraron diferencias en e MIF de las poblacionss infocitanias CTE del
Erupey Comitel comparado con &l propo endovenssa, 2 kos 120 dPL v en las poblaciones de CDH del
enupo coorol con el mucesal v endovenoso a kos 189 dPL ellp mmssta que by participacion de CD4
¥ CD8 en bos procesos cromicos de 5. ovis pusds ser determiromts para el control de la infeccion
(Diaz of e, 2013; Costa o al., 2015). Por oiro lade se enconrd diferercia salo en b poblacionss de
CDH y oo de CDE del prupo mmeosal ¥ el grape endovencses a los 188dPL 1o que podria deberse a I
fhacruacion que concome dumnts los proesos omicos caasades por Brocslosis. En trabajos
realizados en el 2013 por Sitva, se evaluo la positividad a B.ovis isande immimodifosion en gel de
agar (IGDA), domde a los 30 das todos los apinmles fiseron positives similar, ocumie en mesro
trakajo donds la posidvidad fie evahuads mediante EITSA ohsenandoss que en la infeccion con B
£Vis par via mixesal v endovencca en el dia 18 dende se observa positividad del 100%: en todos los
animales fratades, En tabgjes de Silva a les 168 dias post-infeccion el 50% de los cameros s2
marnvisron positives, en musstro trabaje en el da 189 &l 0% de los cameros de ambes gnmpos
presentaben prados de serocommversion positiva a la infeccion de K. ovis En adicion se observa en &l
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trakajo de Silva un aurento de la prolifercion de Enfocites, mostrando 1m amento Sprificativo de
los linfocites (T en la primera semama de infercion, o embargp a las 4 ¥ 11 seomnas bs
poblacionss de linfocims CTM de kos grupos con B ovis o difieren sisnificamvamente del pnpo
conmal En meesm mabaie en la wia omoosal hay una dismirmcon da linfoctes (D4 del 13% al 15%
en los diss 130 al 189 post-infeccion. En este mismo periodo los linfocites CDE fiermn en aumento
coincifiendn con &l mabaje de Silva &l cual reporia un aumenio de estos linfociios 2 1a $@ ¥ anceava
semana (Siaer al., 2003).

La respuesta inmme manfiens un equilibrie par b defensa confra patasenos infracelulares
cor o5 el caso de B ovis, se ha reportado que en el caso de la inferdion por Brucella aborms
generaimente C14 aundlia en el comtred ¥ regalacion del sistema inmumes con perticpacion aciva pro ¥
nfiinflanatoria, dependisndo d= los perfiles de secredion de dtequinas Martirosyan e al., 2013;
Limmes o al, 2017) es posible que la Sucroacion observada en este mabajo sea cansads por los
diferentes perfiles de cifodquires presentss en el riemmo que dora la infercion En tamio que b
participacion de T8, al ser citofoxica, teng menor varacon Por oo 1ado, en este mabajo s=
obsenaron diferenciaz en las MIF a los 120dF] en Imfodtos T v, por consismente 5= demmestra b
participacion de &stos an esta infecion tal coms se ha reportado en bumenos. Est poblacionss son
irportantes para el comtrol de I infeccion. con B ovi en camencs donds &l parcentaje de los linfocitos
16 &5 mayor al 15% (Skyberg e al, 2011). Es por ello que propwover 1 realizacion de mis mmbajos
encaminades a dilucidar la participacion de linfocites CT v CDE en la Bracalosic oving pemnitica
Conocer 31 fincion en eqelie del sster inmmne de aninales infaciades en fse ooma

CONCLUSIONES
Bruceila gviz, puede modular la respussa immune del hospedero, linfocites CD4 y
CD8 son miporianies para la defensa dal hospedere ante la infeccion causada por B. ovis, las
poblacionss tante de D4 como CDE poeden fuchaar a lo largo de la infeccion por B. ovis, I
participacion de los linfocites T vb podna ser un factor imporfamte en &l control de la
infeccion cauzada por B. ovis.
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DISCUSION

En la industria pecuaria, las infecciones bacterianas y virales del tracto reproductivo en
machos de diferentes especies, son causa de infertilidad, durante los ultimos afios, dichas
enfermedades emergen como un topico de investigacion por las grandes pérdidas economicas
que provocan, aunado a ello, estos topicos se relacionan con la respuesta inmune

(Anastasiadou, et al., 2013).

En este sentido, y como se mencion6 anteriormente, las infecciones cronicas de B. ovis
tienden a cobrar relevancia por las grandes pérdidas econdmicas que provocan. La
epididimitis en ovinos esta predominantemente asociada a la infeccion causada por B.ovis

(Carvalho, et al., 2012).

B. ovis es una bacteria, capaz de diseminarse a los organos del hospedero y puede
desarrollarse y multiplicarse al interior de células del sistema inmune, sin embargo, su silente
presencia conlleva a una enfermedad cronica que causa severas complicaciones (Vitry, et al.,
2012). Las bacterias tales como la B. ovis, que causan enfermedades crdonicas, no solo son
capaces de evadir la respuesta inmune, sino que esa capacidad les permite sobrevivir en el

hospedero durante mucho tiempo (Barrionuevo, et al., 2011).

B. ovis, presenta una serie mecanismos de patogenicidad para modular de manera precisa el
sistema inmune, primero para evadir la respuesta innata, previniendo asi el que se monte
adecuadamente la respuesta inmune adquirida y finalmente estableciéndose cronicamente
dentro del hospedero (Barrionuevo, et al., 2011). Con respecto a esto se ha reportado que el
sistema de secrecion tipo IV VirB se involucra en el control de la maduracion al interior de la
vacuola que contiene a la Brucella, permitiendo con ello la replicacion de la misma
(Barrionuevo, et al., 2011). Ademas, los glucanos ciclicos b1-2, ayudan a prevenir la fusion
fago soma-lisosoma permitiendo con ello la replicacion intracelular (Arellano-Reynoso, et al.,
2005). Por otro lado, el polisacarido inhibe la fagocitosis, protegiendo asi a la Brucella ovis

del fago lisosoma e inhibiendo la apoptosis celular (Barrionuevo, et al., 2011).

La enfermedad causada por Brucella ovis, aparentemente ocurre como una infeccion
enzodtica dentro de una granja que ha tenido contacto con algin animal infectado; por otro
lado, se ha reportado que la Brucella puede infectar cominmente en grandes granjas en donde
existen muchos carneros lotificados continuamente, a diferencia de granjas pequefias donde a

menudo se reemplazan los carneros (Bagley, ef al., 1985).
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En estudios previos, se ha reportado la dificultad de realizar una infeccion experimental con
Brucella ovis, sobre todo por la dificultad de cultivar en semen a la bacteria (Brown, et al.,
1973), ahora se sabe que no todos los carneros infectados liberan la bacteria durante el
proceso infeccioso (Silva, et al., 2015; Picard-Hagen, ef al., 2015), en este trabajo fue posible

el desarrollo de la infeccion con las vias de administracion usadas.

En este estudio como ya se menciond, las vias usadas durante la inoculacion de la Brucella,
fueron las adecuadas para inducir un proceso de infeccion, a diferencia de lo reportado por
otros autores (Ridler, et al., 2013) los cuales inoculan a través de via rectal y conjuntival con
semen infectado, en este trabajo al usar instilacion palpebral con Brucella ovis, se ratifica esta
via como la principal via natural de la infeccion por Brucella ovis (Blasco, et al., 1987;
Nakada, et al., 2011), sinemargo, a diferencia de estos ultimos, la concentracion del indculo

usado fue diferente.

Las lesiones del epididimo detectadas por palpacion del escroto muestran un poco correlacion
con las caracteristicas seminales, lo que sugiere que la palpacién no es completamente
confiable para detectar dafios espermaticos causados por la infeccion de Brucella ovis (Ridler
y West, 2002). Se ha reportado que la infeccion de Brucella ovis, causa efectos que deterioran
la calidad del semen, lo que incluye material purulento, perdida de motilidad en hasta un 20%

y el incremento de anormalidades morfoldgicas en casos cronicos (Ridler y West, 2002).

Las lesiones encontradas a partir de las 6 semanas pos infeccion incluyen: adherencias
testiculares, deformaciones e incrementos en el tono del epididimo, multiples masas caseosas
y quistes de contenido purulento, observables al corte del epididimo; lesiones tales como
epididimitis, vesiculistis seminal o ampulitis crénica se observaron histologicamente
(Paolicchi, et al., 2000). Las infecciones del tracto reproductivo a menudo son asociadas con

la estimulacion de inmunidad celular (Paolicchi, et al., 2000; Silva, et al., 2013).

En este estudio, los grupos de carneros desafiados con el indculo de B. ovis, en ambos casos
tanto el grupo mucosal como el grupo endovenoso se encontraron carneros que desarrollaron
lesiones similares a las que previamente se han reportado como caracteristicas de la infeccion,
de manera que las vias de desafio y la concentracion del inoculo fueron suficientes para el
desarrollo de las lesiones en mencion. Por tanto tal como se reportd previamente por
(Birbestein, et al., 1964; Carvalho, et al., 2012; Azevedo de Paula Antunes, ef al., 2013), tanto
la via conjuntival como la mucosal sirven como vias de infeccion experimental, posiblemente
porque también son las vias a través de las cuales naturalmente son infectados los carneros

susceptibles que entran en contacto con los carneros infectados.
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Asi mismo la concentracion que se utilizé para el desafio en los carneros (3,9X10° UFC/ml)
fue suficiente para causar la infeccion en los carneros del grupo mucosal; por otro lado la via
endovenosa también ha sido utilizada en carneros (Brown et a/, 1973) a diferencia de ellos, en
este trabajo se utilizd6 como una via de desafio y en el caso de Brown et al; (1973), donde se
utilizé como via de refuerzo en el proceso de infeccion. Por lo tanto durante el estudio se
comprobd que las vias y concentracion que se utilizaron fueron adecuadas para causar las

lesiones que concuerdan con los procesos causados por B. ovis (Birbestein, et al., 1964;

Nakada, et al., 201; Carvalho, ef al., 2012).

Por otro lado en el caso de los carneros de los grupos desafiados, no todos desarrollaron
cambios clinicos, a pesar de que estuvieron en contacto con B. ovis. Esto concuerda con los
reportes de trabajos en los que algunos carneros no presentan cambios clinicos aln con

resultados seroldgicos positivos (Carvalho, et al., 2012; Troncoso, et al., 2014).

En el caso de los carneros que desarrollaron cambios clinicos, éstos se presentaron
aproximadamente a los 30 DPI y disminuyen para presentarse de nueva cuenta a partir de los
60 DPI y continlan de manera cronica (Carvalho, et al., 2012), pero en este trabajo
especificamente un carnero (ID 49), present6 las manifestaciones clinicas y éstas continuaron
durante la duracion del trabajo experimental. Estos datos concuerdan con reportes previos,
donde se menciona que las lesiones encontradas a partir de las 6 semanas pos infeccion
incluyen: adherencias testiculares, deformaciones e incrementos en el tono del epididimo,
multiples masas caseosas y quistes de contenido purulento, observables al corte del
epididimo; lesiones tales como epididimitis, seminovesiculitis o ampulitis cronica se

observaron histologicamente (Paolicchi, et al., 2000).

Asi mismo es posible encontrar carneros con o sin lesiones y titulos serologicos positivos, y
que no liberan B. ovis en el semen (Burgess, 1982; Costa, ef al., 2012; Ridler, et al., 2014); lo
que representa un factor de riesgo en los sistemas de produccion ovina en los que no se lleva a
cabo de manera rutinaria el diagndstico de ningin tipo, y en consecuencia permite la
propagacion de la enfermedad, mas atn en las zonas en donde como sucede en México es
comun el intercambio de sementales sin llevar a cabo ningun control preventivo, asi que
cuando los productores comienzan a lidiar con problemas de fertilidad en los sementales, ya
es dificil controlar la enfermedad (Ridler y West, 2002); sobre todo si se toma en cuenta que
la liberacion de la bacteria puede ser intermitente hasta por dos afios (Costa, ef al., 2013;

Paolicci, et al., 2013; Ridler, et al., 2013).
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En este trabajo se pudo corroborar que las pruebas de IGDA y ELISA son adecuadas para el
diagnostico de carneros infectados, incluso en el caso de ELISA las detecciones de animales
sospechosos, en muestreos posteriores los carneros se muestran claramente positivos. El
diagnodstico serologico por FC, puede realizarse dentro de las primeras 6-9 semanas, y
permanecen asi hasta por 7 meses, sin embargo la prueba presenta como desventaja una gran
cantidad de falsos positivos o falsos negativos (Ley, 1993). En este estudio se observo que
ELISA es una prueba con mayor sensibilidad y en el caso de falsos positivos no presentaria

mayor problema ya que podrian ser detectadas en muestreos posteriores.

En algunas granjas las infecciones por B. ovis, pasan desapercibidas y s6lo son detectadas
cuando por alguna razoén se realiza un examen apropiado de semen o bien se hacen pruebas
serologicas, en este estudio al igual que otros reportes se encontraron animales positivos
serologicamente y negativos al examen clinico y al tratar de aislar a la Brucella ovis, sin
embargo los carneros pueden resultar positivos tal como fue el caso con ELISA en este
estudio. (Xavier, et al., 2010; Nakada, et al., 2011; Costa, et al., 2013; Picard-Hagen, et al.,
2015).

Se comprobd que las pruebas de serologia utilizadas durante el mismo, resultaron ser
adecuadas para el diagnostico de los carneros afectados, a este respecto las dos pruebas son
aceptadas tanto a nivel nacional en la (NOM-041-ZO0O-1999) como a nivel internacional
(OIE, 2009); ademas se han reportado como pruebas con resultados aceptables y de mayor
uso para el diagnostico de la infeccion causada por B. ovis (Nakada, et al., 2011; Costa, et al.,
2012; Paolicci, et al., 2013; Ridler, et al., 2013; Troncoso, et al., 2014; Picard-Hagen, et al.,
2015).

En este trabajo la prueba de ELISA mostrd ser mejor para la deteccion incipiente del proceso
infeccioso causado por B. ovis, ya que se pudieron detectar titulos al inicio de la infeccion
experimental; diferente de lo que ocurrié con la prueba IGDA en las que no se detectaron

seropositivos sino hasta ya avanzada la infeccion.

Dado que estas pruebas son incluidas para el control de la enfermedad, la prueba de ELISA
posibilita tener mayor seguridad de detectar carneros infectados, sin embargo esta prueba
debera realizarse en conjunto con otras acciones tendientes a asegurar ese control (Ridler y

West, 2002), incluyendo la evaluacion clinica (Gouletsou y Fthenakis, 2010; Carvalho, et al.,
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2012) con la finalidad de eficientar las herramientas diagnosticas que impacten positivamente

en el control de la infeccion.

En el 83,3% de los carneros IE (via mucosa y endovenosa) 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 observo, en un carnero IE
via endovenosa, una lesion con contenido purulento caseoso. No se observaron cambios

macroscopicos en las glandulas anexas.

En este estudio, el desarrollo de la infeccion en los carneros desafiados con el indculo, se
produjo como lo han descrito otros autores (Paolicchi, et al., 2000; Ridler y West, 2002),
ademas la distribucion de la B. ovis, concuerda con lo reportado en otros trabajos todo ello en
carneros sexualmente maduros (Beeman, et al., 1982; Paolicchi, et al., 2000), y al igual que

en esos casos, en este estudio los carneros fueron todos mayores a un afio de edad.

En cuanto a la excrecion de la bacteria en semen, existen reportes que mencionan que es
posible la liberacion de la bacteria hasta por dos afios pero de manera intermitente (Birbestein,
et al., 1964; Beeman, et al., 1982, Xavier, et al., 2010), sin embargo, en este estudio no se
logré identificar en la mayoria de los casos durante los 189 dias pos infeccion, y ello pudo
deberse o bien a que la bacteria no se localiz6 en los 6rganos del aparato reproductivo lo que
se describe como una infeccion transitoria-abortiva (Ridler, ef al., 2013) o bien el estudio

termino antes de que llegara a dichos 6rganos.

La activacion de genes pro inflamatorios podrian constituir un mecanismo general
antibacteriano en los hospederos, en respuesta a bacterias intracelulares, por ejemplo se sabe
que en ratones a las primeras horas post infeccion se activan las citoquinas pro infamatorias y
se inactivan las citoquinas involucradas en el ciclo celular que participa en la apoptosis y en el

trafico vesicular celular (Eskra, et al., 2003).

Algunos estudios sugieren por ejemplo que durante la brucelosis en humanos, la produccion
de citoquinas Th1 es dominante al inicio de la enfermedad, cambiando por una respuesta Th 2
consecuencia del progreso de la enfermedad, asi mismo se ha reportado que la resistencia a la
Brucella depende de la respuesta Th 1, mientras que la respuesta Th 2 esta asociada con la

severidad de la enfermedad (Galindo, et al., 2009).

Las pruebas de PCR en los carneros del estudio s6lo mostraron resultados positivos en dos

carneros, lo que previamente se reportd en condiciones similares para PCR en semen al igual
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que en otros estudios con animales seropositivos a otras enfermedades (Ferre, et al., 2005)
incluyendo brucelosis por otras especies (Amin, et al., 2001) y B. ovis (Costa, et al., 2013;
Silva, et al., 2013). La ausencia de lesiones y escasez de células inflamatorias en el semen al
igual que en otras infecciones del tracto reproductivo, son indicativo de una presentacion
subclinica de la infeccion (de la Puente-Redondo, et al., 2000), de que la bacteria aun no se he
establecido por completo en el aparato reproductivo o bien que en el proceso la infeccion fue

de tipo abortivo (Ridler, et al., 2013; Picard-Hagen, et al., 2015).

En este estudio, al menos un carnero infectado experimentalmente via mucosal desarrolld
lesiones y fue positivo a pruebas seroldgicas, sin embargo, en este carnero no fue posible
aislar B. ovis en el laboratorio de bacteriologia ni identificar a la bacteria por PCR tal como lo

reportan otros autores (Xavier, et al., 2010; Nakada, et al., 2011).

Estes y Brown, (2002), establecieron que la respuesta inmune en cada individuo es diferente y
depende de la relacion existente entre las interleucinas de las respuestas Thl y Th2 y de la
cantidad y calidad de antigeno que se involucre en el proceso de defensa de cada organismo.
Puesto que, la accion de la respuesta inmune estd dirigida a la eliminacion de Brucella e
involucra acciones tanto de Thl como de Th2 (Leal-Herndndez et al; 2009), y en estudios
previos se ha mostrado la activacion de las respuestas adaptativa e innata (da Costa, et al.,
2012; Azevedo de Paula Antunes, et al., 2013). Ademas, la proporcion de isotipos en la
respuesta inmune esta regulada por un balance delicado de las interleucinas Th1/Th2, asi
como la cantidad y calidad del antigeno que participa en el proceso (Estes y Brown, 2002)
aunque Thl es mejor contra bacterias intracelulares (Estein, 1999). Sin embargo, el perfil

inmune que se refleja es el resultado de ambas respuestas Thl y Th2 (Galindo, et al., 2009).

Existen bacterias que tienen la capacidad de modular la respuesta inmune, evadiendo los
efectos bactericidas del hospedero (Finlay y McFadden, 2006). B. ovis podria presentar
diversos mecanismos que para inhibir o evadir la respuesta inmune que induce al IFN-y; tal
como ocurre en el caso de Brucella abortus, para inhibir la expresion inducida por INF-y de
moléculas de MHC II y la presentacion de antigenos en macrofagos, los componente
responsables de esa actividad son las lipoproteinas (Barrionuevo, ef al., 2011), lo cual podria
ser similar a lo que produce la infeccion de Brucella ovis como en el caso de este estudio
donde se encuentran valores maximos de MHCII una vez que transcurri6 el suficiente tiempo

para montar una respuesta inmune.

En el caso de los carneros, se debe recordar la presencia de un gran ntimero de células T 9,
que pueden fluctuar rapidamente en la sangre y producir INFy, lo cual, sugiere que la
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respuesta para esta fluctuacion podria estar relacionada con el establecimiento en los animales
de una respuesta inmune tipo 1, precedidas del papel de las células T y3, en el establecimiento
de una respuesta de anticuerpos tipo 1. (Naiman, ef al., 2002). Sin embargo, la respuesta por
las células Tyd (WC1), ocurren en ausencia de CD4 y tienen caracteristicas de una respuesta
de memoria (Naiman, et al., 2002). Por otro lado, también es posible ver un efecto contrario,
en donde las células T yd, pueden afectar negativamente las respuesta a los antigenos en

rumiantes de las células T CD4 (Naiman, ef al., 2002).

La activacion de células yd, pueden polarizar la respuesta inmune de acuerdo al antigeno que
se presente, por ejemplo en condiciones de infecciones parasitarias las células yd inducen la
expresion de una respuesta Th2 (IL-4), pero en casos de infecciones bacterianas la respuesta
que inducen es Thl (IFN-y) (Broek van den, et al., 2005), en este trabajo se encontré una

actividad importante de WC1, que es un marcador para la poblacion de linfocitos vo.

Los antigenos de Brucella ovis, estimulan tanto las poblaciones de CD4 y CD8, (Montafia, et
al., 1998), los antigenos presentados a través de las moléculas de MHC I, implican la
participacion de linfocitos CD8. Un indicativo de respuesta Th 1 son los valores elevados de
IFN v, niveles de IgG 2; estimulacion de la poblacion de linfocitos CD4, y de linfocitos CD8,
ante la presentacion de péptidos de proteinas de membrana externa con la participacion de
anticuerpos contra estas proteinas (Montafia, et al., 1998). En este trabajo se observa el
incremento de la poblacion de CD8, y CD4 respecto a lo que ocurre con los carneros del
grupo control, lo que concuerda con una respuesta inmune de tipo celular, y en un ainfeccion

crénica como lo es e caso de la Brucelosis ovina.

La Brucella abortus que inhibe la presentacion y procesamiento de los antigenos a los
linfocitos T, este mecanismo podria explicar como los macrofagos que contienen a la
Brucella, pueden evitar la vigilancia inmunolégica del MHC 1II de los linfocitos CD4 que
producen IFN-y, promoviendo asi la infeccidon cronica (Barrionuevo, et al., 2011), este
mecanismo podria estar presente y ser similar en el caso de otras bacterias tales como

Brucella ovis (Silva, et al., 2013).

Ademas, los antigenos especificos segiin las sustancias reportadas a los CD8 responden
durante la infeccion cronica con mensajes citotoxicos. (Orlik y Splitter, 1996). Se sabe que en
esos casos, los CD4, incrementan casi el doble mientras que CD8 y las células B disminuyen,
entonces CD4, representan la principal poblacion responsable de la proliferacion de

anticuerpos contra el antigeno (Orlik y Splitter, 1996). La respuesta a linfocitos T, depende de
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las moléculas que presenten los MHC II de las células presentadoras de antigenos (APC’s)

(Kleinschmidt, et al., 2008)

El papel preciso de las poblaciones de CD4 y CDS8 durante las infecciones de Brucella
abortus, no estan claras. Por ejemplo se ha mencionado la importancia de linfocitos T CD8 y
sin implicaciones de linfocitos T CD4 y MHC II (Vitry, et al., 2012). El papel protector de
MHC II dependiente de los linfocitos CD 4, durante la fase cronica de la infeccion. El IFN-y
fue producido tanto por linfocitos T CD4 y CDS8 durante los primeros 5 d post infeccion, sin
embargo solo la poblacion de linfocitos CD4 contintian los siguientes 10 dias post infeccion
no asi en el caso de los CD8 (Vitry, et al., 2012). En este estudio se encontraron amplias
interrelaciones entre las poblaciones de linfocitos T CD4 y T CD8, sobre todo en el grupo de
carneros que se desafiaron por la via endovenosa, lo que pudo deberse a que con esa via se
mantienen cantidades importantes de bacterias con amplias posibilidades de establecerse y
llegar a diferentes organos del hospedero. En este trabajo se observa una poblacion de
linfocitos CD4 y CD8 mayor a las correspondientes encontradas en el grupo control, lo que

refleja el establecimiento la cronicidad de la infeccion en los carneros expuestos al indculo.

La susceptibilidad del hospedero a la brucelosis no se debe al desarrollo de una respuesta Th2
sino que es por la capacidad menor del hospedero a generar una respuesta Thl (Vitry, et al.,
2012). En este caso se sabe que, B. ovis es una bacteria intracelular facultativa que induce un
perfil de linfocitos T Th1 en ovinos, por lo tanto, éstos, promueven la activacion IL-2 e [FN-y

(Murillo, et al., 2002).

La subpoblacion Th 1 asiste en la respuesta inmune celular y responde secretando citoquinas,
incluyendo Interleucina 2 (IL-2) e interferon y (IFN-y) que contribuyen a la generacion de
opsoninas de isotipo Ig G;. La subpoblacion Th 2, asiste preferentemente en la respuesta
humoral secretando citoquinas tales como inteleucina 4 (IL-4) e interleucina 10 (IL-10). Asi
que en el proceso de la progresion natural de la infeccion se podra conducir un balance
diferente de respuestas Th1-Th2 para el control de la brucelosis (Zhan y Cheers, 1993; Diaz,
et al., 2013). Vitry et al, mostraron el papel clave de IFN-y que producen las células T CD4 en
el control de la brucelosis, asi como la poco significativa importancia del papel de las células
T CDS8 o la inmunidad humoral en la eliminacioén de la bacteria durante la infeccion primaria
(Silva, et al., 2013). En este estudio, se observa que la relacion de la IgG, se incrementa en los
carneros infectados via mucosal lo que corresponde a titulos de IgG en animales expuestos a
algin antigeno, sobre todo considerando que esta es la via normal a través de la cual se

pueden exponer los carneros. .
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El epitelio del epididimo, contiene linfocitos T, y entre ellas los que predominan son los
linfocitos CD4 en todas las regiones del epididimo; el intersticio del 6rgano podria funcionar
como un reservorio leucocitario del epitelio, aunque en condiciones normales no deberia ser

un sitio de sintesis de inmunoglobulinas (Flinckinger, et al., 1997).

La gran cantidad de linfocitos CD4, podrian representar linfocitos Th o linfocitos supresores
para evitar una actividad autoinmune (Flinckinger, et al., 1997), sin embargo tras un evento
inflamatorio, o bajo condiciones patologicas donde exista una obstruccion en los ductos,
como en el caso de una infeccidon causada por Brucella ovis, los espermatozoides podrian salir
y ser presentados a los linfocitos B localizados en los noédulos linfoides y ser reclutados en el
epididimo. En el caso de ovinos se presenta la misma disposicion pero la cantidad de

linfocitos es menor que en el caso de humanos (Hedger, 1997).

Las células T CDS8 en bovinos, son poblaciones heterogéneas; TCR (y/5) las células T
muestran en su superficie celular CD8 y varian con la edad siendo solo del 3% en animales
jovenes y hasta del 38% en animales adultos mayores de 5 afos, lo que podria indicar la
afeccion de la respuesta de memoria en animales de diferente edad y su correlacion con mayor
o menor defensa inmune de los carneros a alguna infeccion,(Hogg, et al., 2011), como podria
ser el caso de la causada por B. ovis. En donde los carneros que presentan lesiones menos
pronunciadas, podria deberse a que tal vez éstos montaron una respuesta inmune efectiva, o
bien que ésta respuesta se relacione con la edad de los animales por la proporcion de
linfocitos v (Begg, et al., 2011; Silva, et al., 2015), o bien se presente una infeccion de tipo
abortiva (Burgess, ef al., 1982). Las relaciones que se encontraron es este estudio, de las
diferentes poblaciones de linfocitos T CD4, T CD8 y Tyd concuerdan con estudios del
establecimiento de la respuesta inmune a diferentes tipos de Brucellas, lo que podria ocurrir

de manera similar en el caso de la infeccion por Brucella ovis.

En este estudio se observaron diferencias en las MIF por citometria de flujo en la
inmunotipificaciéon de poblaciones de linfocitos CD4 y CDS8, se observaron diferencias
(p<0,05) entre el grupo control y el grupo endovenoso a los 120dPI, y entre el grupo control y
los grupos mucosal y endovenoso a los 189 dPI 8p<0,05), lo que muestra la importancia de
dichas poblaciones para el control de la infeccion cronica de Brucella ovis en el hospedero,
por otro lado se observd una fluctuacion durante los 120, 150 y 189 dPI en ambas

poblaciones.
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CONCLUSIONES

En este estudio se demostrdé que las vias utilizadas para el desafio de la B. ovis en carneros
permitieron el desarrollo de una infeccion que estimulo el desarrollo de una respuesta inmune,
asi como la concentracion del inoculo usado, fue el adecuado para que los carneros

desafiados con B. ovis se infectaran y montaran una respuesta inmune.

La prueba de ELISA usada durante el desarrollo del trabajo experimental, resulté ser mejor
para el diagnostico oportuno de una infeccion incipiente causada por B. ovis; ésta prueba
serologica, mostré ademas que en el caso de carneros sospechosos, lo que ocurre a menudo en
condiciones de campo, se debe correr una prueba mas para descartar algin resultado
sospechoso. En tanto que la prueba de IGDA, aunque esta recomendada para llevar a cabo
trabajos encaminados a diagnosticar y controlar la Brucelosis ovina, no es la mejor para los
casos de infecciones tempranas, como si lo es el caso de la prueba de ELISA; esta tltima
deberia ser usada a nivel de campo para mejorar el diagndstico y control de la brucelosis

ovina de los carneros.

La eliminacion de B ovis, durante la infeccion cronica es intermitente, de manera que los
eyaculados de los carneros infectados, no siempre permiten un diagnostico adecuado por

medio del laboratorio de bacteriologia o PCR.

La citometria de flujo, es una herramienta que puede ser usada para indagar sobre el
desarrollo de la respuesta inmune sin embargo, atin hacen falta mas estudios con el empleo de
dicha tecnologia para conocer mas sobre las diferentes relaciones que se presentan en
infecciones cronicas como es el caso de la B. ovis, y las diferentes interrelaciones que ocurren
con el sistema inmune, sobre todo en diferentes etapas del proceso con que cursa la

enfermedad.

La respuesta inmune juega un papel determinante para el control de la Brucelosis ovina, sin
embargo una vez que el hospedero ha montado una respuesta contra la bacteria, los productos
de la respuesta en mencion causan dafos irreversibles en la estructura del tejido reproductivo
de los carneros, de tal manera, que para el control de la enfermedad en los sistemas de
produccion ovina, es importante establecer estrategias que permitan un diagnostico oportuno e

integral para evitar pérdidas innecesarias, a causa de una falla en la fertilidad de los hatos.
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