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RESUMEN

La epididimitis que afecta a los carneros, es causada por el microorganismo,
Brucella ovis (B. ovis) descrita por Mc-Farlane en 1952. La infeccion causad por B.
ovis es una enfermedad de transmision sexual, que afecta a los carneros. El
objetivo de este trabajo fue evaluar el grado de lesion causado por B. ovis, en los
organos que conforman el aparato reproductor del carnero, mediante el proceso
histopatoldgico, se utilizé la tincion de hematoxilina y eosina para la evaluacion de
las lesiones, se concluye que la presencia de B. ovis causa lesiones en el aparato
reproductivo de los carneros y afecta la eficiencia reproductiva del rebafio, el uso
de la histopatologia en el diagndstico de B. ovis permite conocer mas respecto al
comportamiento de la infeccién causada. Para el control de la Brucelosis ovina se
recomienda realizar una castracion en aquellos carneros que muestren una
marcada epididimitis, para su posterior andlisis en el laboratorio, segun lo
recomendado por lo establecido por la NOM-041-ZO0-1995, ademéas de emplear
el proceso histopatolégico antes mencionado, ya que esta es una prueba

irrefutable de la presencia de B. ovis en el rebafio.

Palabras clave: infertilidad, ovinos, Brucella ovis, histopatologia, enfermedad.




ABSTRACT

The epididymitis is an infection that affects the rams, it is caused by Brucella ovis
(B. ovis) described by Mc-Farlane in 1952. The infection caused by B. ovis is a
venereal transmitted disease, which affects the rams. The objective of this work
was to evaluate the degree of injury caused by B. ovis, in the ram’s reproductive
system, by histopathological process, hematoxylin and eosin stain was used to
evaluate the lesions, it is concluded that the presence of B. ovis causes lesions in
the reproductive system of rams and affects the reproductive efficiency of the flock,
the use of histopathology in the diagnosis of B. ovis allows to know more about the
behavior of the ovine brucellosis. For the control of the ovine brucellosis it is
recommended to carry out a castration in those rams that show epididymitis, for its
later analysis in the laboratory, as recommended by the established by the NOM-
041-Z0O0-1995, besides using the process histopathological aforementioned, since

this is irrefutable proof of the presence of B. ovis in the flock.

Key words: infertility, sheep, Brucella ovis, histopathology, disease.




Introduccion

La Brucella ovis (B. Ovis) fue descrita por primera vez por Mc-Farlane en 1952 en
Nueva Zelanda, en un brote presente en carneros afectados por epididimitis y de
ovejas que abortaron, un microorganismo, que inoculado experimentalmente por
via intravenosa determinaba la aparicion de lesiones genitales (Lopez, 2007). En
1953 la enfermedad fue observada simultaneamente por Simmons y Hall en
Australia y por Budle y Boyes en Nueva Zelanda. A partir de estos hallazgos la
infeccion ha sido descrita en: Checoslovaquia, Sudafrica, Rumania, Francia,
Espafia, Bulgaria, Hungria, Portugal y Rusia (L6pez, 2007; Vega et al, 2008).

En el continente americano fue notificada por vez primera en Estados Unidos en
1956, posteriormente en Pert en 1961; Argentina, 1962; Uruguay, 1966; Chile,
1968; Brasil, México y Canada reportaron la presencia de B. Ovis en 1984 (L6pez,
2007). Por su parte Paolicchi (1989), describe a B. Ovis, como una enfermedad
cronica de distribucibn mundial, que causa importantes pérdidas econémicas en

los sistemas de produccion ovina.

La brucelosis ovina causa problemas reproductivos asociados con infertilidad de
carneros, y causa importantes pérdidas econémicas en los sistemas de
producciéon ovina, por tanto, el efecto de deterioro en la reproduccion es
considerable; la actividad del carnero puede representar aproximadamente el 80%
del cambio genético que ocurre en el rebafio, por lo que cualquier falla en el
proceso reproductivo puede resultar en una drastica disminucion de la eficiencia
reproductiva de las ovejas servidas, los efectos directos en las hembras afectadas,
son: abortos, perdidas embrionarias y nacimientos de corderos débiles (Quispe et
al, 2002).

Por otro lado, los carneros afectados por B. ovis, presentan diferentes grados de
infertilidad la cual es irreversible, por ende, la fertilidad y productividad del rebafo
se ve afectada (Paolicchi et al, 1991; Lépez, 2007; Carvalho,2011).




En México de acuerdo con las estadisticas del Servicio de Informacion
Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) (SIAP, 2012) en los reportes de 2003 al 2012,
muestran un incremento en la poblacién ovina, asi, los estados con mayor nimero
de inventario de ganado ovino son el Estado de México, Hidalgo, Puebla, Oaxaca,
San Luis Potosi, Veracruz y Zacatecas, por lo cual la presencia de una patologia
que merme la produccion ganadera, afectara a la situacién econémica de dichos

estados en dicha actividad ganadera.




Justificacion

La epididimitis infecciosa del carnero, es una infeccion venérea causada por B.
ovis, es una patologia importante cuya presencia en el ganado ovino causa
problemas de infertilidad de los carneros, lo que afecta directamente la viabilidad
econOmica del rebafio, por otro lado la infeccibn causada por B. ovis, causa el
acortamiento de vida de los carneros afectados, por otro lado, la brucelosis en
ovejas puede causar el aumento en la mortalidad perinatal, asi como nacimientos
de corderos débiles, cabe mencionar que los rebafios afectados pueden mostrar
una disminucion de los rendimientos de carne y lana, ademas de las restricciones

en el comercio que el problema conlleva.

Los estudios de dafios histopatolégicos causados por B. ovis permiten conocer
mas de la patogenia de la enfermedad, ademas permiten mostrar el grado de

lesion de los érganos que conforman el aparato reproductor del carnero.

B.ovis tiende a causar una marcada epididimitis en los carneros, sin embargo, el
curso de la infeccion puede ser sin lesiones aparentes, por ello ademas de la
palpacién, se deben realizar algunas otras pruebas para apoyar el diagndstico,

entre los que destaca el estudio histopatoldgico.

El diagnostico histopatolégico a diferencia del seroldgico, es un proceso tardado, y
costoso, sin embargo, permite identificar claramente las lesiones de los tejidos y
dependiendo del tipo de tinciones, se puede identificar incluso la presencia de la

bacteria, lo que de manera irrefutable permite un diagndstico veraz.




Etiologia

La epididimitis ovina es causada por B. Ovis, cocobacilo Gram-negativo
(Rovid,2009), que miden 0,5 a 0,7 micrones (4) de ancho y entre 0,6 a 1,5 u de
longitud, son patégenos intracelulares facultativos que no esporulan, no presentan
capsula, y carecen de flagelos, de fimbrias, exotoxinas, pladsmidos o fagos
lisogénicos, y su lipopolisacarido (LPS) posee menor actividad endotoxica que el

encontrado en otras bacterias gram-negativas (Lopez, 2007).

La temperatura optima de crecimiento de B. Ovis va de los 36 — 38 °C, aunque
puede llegar a sobrevivir en un intervalo de 20 — 40°C (Martin, 2010). Su
metabolismo es respiratorio y tiene un sistema de citocromo basado en el
transporte de electrones, con oxigeno o nitrato como aceptor terminal, el pH
normal de crecimiento oscila entre 6 y 7.4, mueren a pH menores de 3.5 (LOpez,
2007).

Martin (2010) establece que B. Ovis posee un Lipopolisacarido (LPS) en fase
rugosa (R-LPS), y por tanto, carece este LPS de la cadena O, lo cual lo hace no
patdgeno para el resto de los mamiferos (Lopez, 2007), esto no impide que sean
virulentas en su hospedador, en este caso los ovinos y cérvidos (Martin, 2010),
porque se ha encontrado que la bacteria coloniza preferentemente el tejido del
epididimo, pero se ha asignado la importancia en la presencia de eritriol, a la
anatomia de los vasos sanguineos y a una marcada adhesividad a la superficie

celular de los epitelios que poseen brucellas rugosas (Paolicchi,1989).




Distribucion Geogréfica

La epididimitis infecciosa de los carneros, causada por B. ovis, se considera una
enfermedad de distribucion mundial, que afecta los sistemas de produccion ovina
(Paolicchi, 1989., Acha et al, 2001).

Por su parte Lopez (2007) menciona los serios problemas que suscitan en la
economia, por la presencia de B. ovis en el rebafio, ya que causan una caida en la
fertilidad del rebafio, ademas del acortamiento de vida de los carneros y por el
aumento en la mortalidad perinatal en las hembras, asi como en la disminucién en

los rendimientos de carne y lana, ademas de las restricciones en el comercio.

Por lo tanto, la infeccion por B. ovis causa pérdidas econdmicas significativas para
la industria ovina debido a la falla reproductiva y el sacrificio de animales

reproductores (Carvalho, 2011).




Transmision de Brucella ovis

Los ovinos mas sensibles a la infeccion por B. ovis, en condiciones naturales son
los carneros con experiencia sexual previa, incrementandose la incidencia a
medida que aumenta la edad; por otro lado se ha observado que las ovejas son
mas resistente a la infeccion, sin embargo, juegan un papel importante en la
difusiéon de la enfermedad, ademas que pueden transmitirla a sus crias; hay
reportes que han identificado la presencia de la bacteria hasta 11 meses después
del apareamiento, (L6pez, 2007).

El semen de carneros infectados con B. ovis es una importante via de transmision,
se ha observado que la excrecion de la bacteria antes mencionada es de 4 afios
de forma intermitente en los eyaculados, aunque no debe descartarse la
eliminacién por la orina (Rovid, 2009). La mayor tasa de contagio ocurre por la via
venérea pasiva durante el servicio, a través de la oveja, puesto que en
condiciones naturales una misma oveja, suele ser cubierta por varios carneros, lo
que facilita la diseminacion de la enfermedad, siendo esta la primera via de

transmision (Lopez, 2007).

La segunda via de transmisién en importancia, es la que ocurre de carnero a
carnero, a través de la actividad homosexual fuera de la época de servicio, lo que
es causado por que se establecen jerarquias entre los carneros, asi, los carneros
dominantes sodomizan con frecuencia a los sometidos, pudiendo transmitir B. ovis
a través de la mucosa oral o rectal (Manazza et al, 2006). Los carneros tienden a
lamer el prepucio unos a otros, y teniendo en cuenta que los animales infectados
excretan millones de bacterias por el semen, el riesgo de contagio es elevado
(L6pez, 2007).

B. ovis puede ingresar por las mucosas peneana, prepucial, rectal, nasal y/u oral;
por otra parte, la infeccibn causada en ovejas apareadas con carneros infectados,
sucede con menor frecuencia, en ellas la via intravaginal es mas comun. Otros
mecanismos de transmision de B. ovis a ser considerados son, excrecion del
microorganismo en las descargas vaginales, y durante la lactancia, de modo que
la transmision de oveja a cordero es comun que suceda (Rovid, 2009).
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Periodo de incubacién

B. ovis, utiliza las membranas mucosas como la via conjuntival o prepucial, para
inducir la infeccion en el carnero, una vez ingresada la bacteria en el animal, por
cualquiera de las vias antes mencionadas, coloniza los linfonodos regionales
donde se multiplica activamente, durante 60 - 70 dias, posteriormente se produce
una bacteriemia, para ubicarse en 6rganos como higado, rifidn, bazo y genitales,
logrando asi establecer una infeccion (Paolicchi, 1989). Sin embargo, estudios
realizados por Carvalho (2011), sugieren que a partir del dia 30 pos-infeccion la

bacteria comienza a multiplicarse activamente.
Signos clinicos

La brucelosis ocasiona lesiones en los genitales del carnero produciendo
infertilidad, las manifestaciones clinicas de mayor relevancia, son: epididimitis,
disminucién de la fertilidad, mala calidad del semen; en la mayoria de los casos,
las lesiones en los testiculos y epididimos solo pueden detectarse por palpacion;
donde se detecta engrosamiento y endurecimiento de la cabeza y cuerpo y cola
del epididimo (Manazza et al, 2006).

Aunque se ha demostrado que el examen clinico de los testiculos y epididimos
tiene poco valor diagnostico en el caso de la infeccion por B. ovis, debido a que
hay animales que sufren la enfermedad, pero no presentan signos clinicos de ella

y pueden infectar a otros carneros (Gutiérrez et al, 2015).




Epidemiologia

Como se mencion0 anteriormente, la epididimitis ocasionada por B. ovis, invade el
tracto reproductivo que resulta en una reduccion en la fertilidad de los carneros, y
raramente, abortos en ovejas o0 muertes neonatales en corderos (Paolicchi,1989;
Lépez,2007).

Un rango de animales, incluyendo bovinos, animales de laboratorio y cabras han
sido infectadas experimentalmente, pero la infeccién natural no ha sido reportada
en estas especies. La infeccion experimental fue reportada en Estados Unidos,
pero no fue hasta 1996 en una granja de ciervos cola roja, que fue descubierta

como un patégeno potencial para los ciervos (Ridler,2002).

La Brucelosis es una enfermedad de distribucion mundial, cuando ingresa por vez
primera a una region, la tasa de incidencia es alta (20% a 60% de carneros
infectados y un 45% a 70% de rebafios afectados) pero en regiones donde es
endémica la tasa de incidencia es menor, respecto a la susceptibilidad de las
razas, se ha informado que la raza Merino es menos afectada que las razas

inglesas y sus cruzas (LOpez, 2007).

En condiciones naturales, los animales adultos son los mas sensibles a la
infeccion pues han tenido experiencias sexuales previas, sin embargo, se han
encontrado corderos con edad de cuatro meses, seropositivos a las pruebas de
inmunodifusion en gel de agar (IDGA) y enzima de inmunoensayo indirecta
(ELISA), aungue en menor proporcion que en adultos (Lopez, 2007).

Lépez en (2007) explica que la seropositividad en corderos puede deberse a la
transmision a partir de las ovejas, 0 por compartir espacios con carneros de mayor
edad, donde los mas jovenes son sometidos por dominancia, por tanto, la
prevalencia de la enfermedad esta mas relacionada con la actividad sexual que

con la edad.




Salud publica

La epididimitis del carnero por B. ovis estd ampliamente difundida. Se ha
comprobado en Africa, Australia, Europa y Nueva Zelandia. Esta presente en
Brasil (Rio Grande do Sul), Chile, Estados Unidos, Peru y Uruguay, es decir todos
los paises del continente donde la produccidon ovina tiene importancia. Hasta el
momento no se han reportado casos humanos por B. ovis (Acha, 2001; Sbriglio et
al., 2007).

Patogenia de la B. ovis

En 1920 la bacteriéloga norteamericana Alice Evans comprobd la semejanza de
los microorganismos aislados por Bruce, Bang y Traum, y sugiri6 designar el
agente causal con el nombre de Brucella, en honor a Sir David Bruce.
Posteriormente se siguieron descubriendo nuevas especies de Brucella, tal es el
caso de B. ovis en carneros en 1956 (Vega et al, 2008).

Estudios de hibridacion de DNA-DNA determinaron que todos los miembros del
genero Brucella presentan mas del 95% de homologia y se le considera un género
mono-especifico (Lépez, 2007), por lo cual el mecanismo de invasion hacia el

hospedador es el siguiente:

Las especies de Brucella replican tanto en las células fagociticas profesionales
como no profesionales; este género de bacterias son patdégenas intracelulares
facultativas, propiedad que las mantiene protegidas de la accidén de los antibiéticos
y de los mecanismos efectores dependientes de anticuerpos; esto justifica la
naturaleza cronica de la infeccidon, ya que son capaces de adherirse, penetrar y

multiplicarse en una gran variedad de células eucaridticas (Vega et al, 2008).

Eventualmente las especies de Brucella presentan caracteristicas unicas en los
hospederos, éstas cursan por tres fases distintas:1.- Fase de incubaciéon: donde
los signos no son evidentes; 2.- Fase aguda: durante la cual el patégeno invade y

se disemina por el huésped; 3.- Fase cronica: en la que puede ocasionar dafios




severos a los organos, e incluso, la muerte del hospedador (Figueiredo et al,
2015).

La infeccidn cronica resulta de la capacidad del organismo para persistir en las
células del huésped, en estos casos las Brucellas se distribuyen por via linfo-
reticular para causar eventualmente enfermedades cardiovasculares, hepéticas,

linforreticular, neuroldgica y osteoarticular (Figueiredo et al.,2015).

La Brucella sobrevive dentro de las células porque se ha asociado su capacidad
de sintetizar enzimas antioxidantes y de producir guanosina 5 -monofosfato (GMP)
y adenina, las que le permiten inhibir la fusion fagosoma-lisosoma, la
degranulacion, la activacion del sistema haluro-mielo-peroxidasa y la produccién
del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a). Ademas, se sabe que las cepas
rugosas de la Brucella, tales como B. ovis, resultan mas susceptibles a la muerte
intracelular, puesto que, entre 7 a 10 horas después de la invasion, el recuento de

bacterias de fenotipo rugoso cae en un 99% (Lopez, 2007).

La patogénesis de la infeccidn causada por B. ovis puede ser clasificada en dos
tipos basicos: 1.- patogénesis descendente o hematdgena y 2.- ascendente o
venérea. En los carneros, al ingresar B. ovis en los tejidos, independientemente de
la via de entrada es transportada a la linfa, libre o en el interior de las células
fagociticas hasta alcanzar los ganglios linfaticos regionales (Lopez, 2007).

Si las bacterias resisten el atague del sistema inmune, se difunden por la via
descendente (hematdgena), a todo el organismo y empiezan a multiplicarse en
diferentes 6rganos. En especial al tracto genital, higado, bazo, pulmones, rifiones
y ganglios linfaticos (Sbriglio et al, 2007). En dichos 6rganos sobreviven y se
multiplican dentro de vacuolas de los fagocitos circulantes y tisulares. Ademas, las
Brucellas producen inflamaciones cronicas y granulomatosas en los 6rganos en

gue se encuentran (Paolicchi, 1989).
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Existe un periodo de latencia de dos a ocho semanas antes de que aparezcan
signos clinicos. Sin embargo, en condiciones experimentales B. ovis permanece
dos o tres semanas en los ganglios linfaticos proximos al lugar de inoculacion
antes de que la infeccibn se disemine por via sanguinea. Luego de
aproximadamente sesenta dias post exposicion B. ovis desaparece de los
ganglios linfaticos y otros o6rganos, y se localiza en Organos del sistema
reticuloendotelial, epididimo, vesiculas seminales, glandulas bulbouretrales,
ampollas de los conductos deferentes y a veces en rifion siendo la via mas

importante de eliminacion la seminal y la urinaria (Paolicchi, 1989; Lépez, 2007).

En un estudio histopatoldgico realizado por Lopez (2007), se obtuvo los siguientes
datos mostrados en la Tabla 1.

Tabla 1. Material necropsiado donde se aisl6 B. ovis

Material necropsiado %
Epididimos 63.15
Orina 58.8
Glandulas bulbouretrales 15.6
Vesiculas seminales 25
Rifiones 18.75
Baso 20

Estos resultados mostraron, que existe un porcentaje elevado de B. ovis
encontrado en epididimos y orina, lo cual indica que las vias de eliminacién de
brucellas, principales son la seminal y la urinaria (L6pez, 2007, Paolicchi et al,
2000, Carvalho et al, 2012).

Se ha observado que los carneros seropositivos a B. ovis, excretan un alto
contenido de células inflamatorias en el semen, ademas de que no desarrollan
lesiones detectables clinicamente en un periodo luego de ser infectados, por dicho
microorganismo; por otra parte, aun se desconoce la causa por la cual la bacteria
tiene afinidad de colonizar el tejido epididimario, pero se ha asignado la

importancia en la presencia de eritriol en dicho tejido (Paolicchi, 1989).
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Sin embargo, se ha dado importancia a la anatomia de los vasos sanguineos pues
estos son la via por la cual las brucellas rugosas llegan al testiculo, ademéas de
tener en cuenta que las brucellas poseen una marcada adhesividad a la superficie
celular (Lopez, 2007).

Cuando las brucellas se liberan desde las células fagociticas y entran en contacto
con los tejidos, se provoca una respuesta seroldgica y celular, ocasionando que,
en testiculos y epididimos, con presencia de focos necroticos, formacion de
granulomas espermaticos y en algunos casos presencia de células gigantes de
Langerhans (Paolicchi et al, 1989). Por tanto, la patogenia de la B. ovis ocurre

segun lo descrito en los siguientes puntos:

1.- Se produce una exudacion serofibrinosa, con un acumulo de linfocitos en areas
perivasculares y de células plasmaticas, con el desarrollo de una hiperplasia del
endotelio capilar (Paolicchi, 1989; Carvalho,2011).

2.- Posteriormente, aparecen los neutrofilos en el area donde se esta produciendo
la espermostasia. Asi mismo en el conducto epididimario, se pueden observar
células desorganizadas, vacuolizacion epitelial y linfocitos intraepiteliales
(Paolicchi, 1989; Carvalho, 2011).

3.- Después se puede apreciar la formacion de areas hiperplasicas, donde se
forman los quistes intraepiteliales, cuyo contenido son neutrofilos con bacterias en

su interior (Paolicchi, 1989).

4.- Con la ruptura del tdbulo epididimario, se ponen en contacto los
espermatozoides con las células inflamatorias y se desencadena una respuesta
antiespermatica con un granuloma de sensibilizacién, esto debido a que los
espermatozoides son considerados antigenos propios, secuestrados y aislados
tempranamente durante el desarrollo de la respuesta inmune del sistema

inmunologico (Paolicchi, 1989; Carvalho, 2011).
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Hallazgos histopatoldgicos

La eficiencia reproductiva en un rebafio depende, entre otros factores del estado
nutricional de los reproductores, época de servicio, peso de las hembras al llegar
al estado reproductivo, y un estado sanitario Optimo. Estos aspectos cobran
relevancia, una vez que en el caso del que alguna enfermedad reproductiva,
puede afectar de manera considerable, los parametros reproductivos (Paolicchi et
al, 1991, Estein, 2006).

En paises con una importante ganaderia de ovinos, como es el caso de Australia y
Argentina, los examenes de tipo clinico, sobre un gran nimero de carneros han
permitido detectar patologias hasta en el 10.7% de los animales revisados, esta
cifra se incrementd al realizar examenes post-mortem de genitales obtenidos en
frigorificos (Paolicchi et al, 1991), caracterizaron las principales lesiones genitales
de carneros en Argentina que fueron enviados a sacrificio, siendo los érganos mas
afectados del sistema reproductor del carnero: los testiculos, los epididimos, las
Vesiculas seminales, las ampollas, tal y como lo detalla Lopez (2007) en el estudio
de brucelosis causada por B. ovis en ovinos, donde expresa que los principales
sitios donde se llega a alojar la B. ovis.

Asi mismo Hernandez et al (2015) en el estudio titulado diagndéstico seroldgico,
histopatolégico y molecular de epididimitis ovina en carneros de Zacatecas,
México, evaluaron los 6rganos a través de histopatologia, reportaron infiltrados de
células linfociticas, plasmaticas y macrofagos, con excepcién de la glandula
bulbouretral, las lesiones en testiculos y epididimos fueron mas severas en
comparacion con los demas érganos del aparato reproductivo, confirmando los

descrito por Paolicchi et al (1991).
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Diagnostico

El diagnéstico de la brucelosis ovina, comienza por el examen clinico mediante la
palpacion testicular y de los ganglios, cabe aclarar que la palpacién testicular no
es prueba suficiente para el diagnostico de B. ovis, puesto que puede haber
animales con la enfermedad en curso que no presenten manifestaciones de la
enfermedad, los cuales actuarian como reservorios, ocasionando un grave
problema al rebafio, por ello es necesario extraer semen y sangre para remitirlos

a un laboratorio a un posterior analisis (Manazza etal., 2006).

Tal como lo establece la Norma Oficial Mexicana, NOM-041-ZO0O-1995, la
Campafa Nacional contra la Brucelosis en los Animales, el diagnostico de la
brucelosis en lo referente a ovinos, se deben realizar en los laboratorios
aprobados por la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion (SAGARPA) con muestras de suero sanguineo, leche, liquidos
corporales y muestras de tejidos, mediante pruebas inmunoldgicas, estudios
bacteriol6gicos u otros que sean autorizados por la SAGARPA. Al realizar
cualquier prueba de diagnostico de la brucelosis o de la epididimitis ovina, el
Médico Veterinario aprobado u oficial debe extender un dictamen de prueba
(SAGARPA, 1996).

Asi mismo segun lo establece la NOM-041-ZO0O-1995, se pueden realizar los

siguientes tipos de diagnosticos:

1.- Diagnostico clinico, realizado por palpacién de los testiculos, con la cual se
busca la presencia de una marcada epididimitis, algunos animales afectados por

B. ovis pueden no presentar lesiones (Manazza et al, 2006).

2.- Diagnostico bacterioldgico de B. ovis, permite el aislamiento para determinar la
presencia del microorganismo, al igual que en el aspecto clinico, no todos los
carneros infectados eliminan la bacteria en el eyaculado, debido a que su
liberacion es intermitente, por lo cual, si se consigue aislar el agente causal de una
muestra biologica, se obtiene una prueba irrefutable de que el animal esta
infectado (Manazza et al, 2006).
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3.- Diagnostico seroldgico, consiste en detectar en sangre anticuerpos contra B.
ovis, separando y analizando suero de los animales en estudio, las técnicas son
utilizadas por su rapidez, economia y calidad; actualmente se recomiendan
Fijacién del Complemento (FC) e Inmunodifusion en gel de agar y ELISA, que son
reconocidas por la OIE para el comercio de ovinos y semen. Por su parte, en
México, la NOM-041-ZO0-1995, establece que para la deteccion de B. ovis se
realizara con la prueba de Inmunodifusién doble en gel, con muestras de suero

sanguineo no hemolizado de ovinos SAGARPA (1996).

4.- Diagnéstico histopatoldgico, a diferencia del serologico, es un proceso tardado,
costoso, pero de buena calidad, en el que se pueden identificar las lesiones de los
tejidos y con otro tipo de tinciones, incluso se puede identificar la presencia de la

bacteria de manera irrefutable (Lee et al, 1968).
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Control de Brucelosis ovina

Para el control de B. ovis en el rebafo, se debe comenzar por realizar una
exploracion clinica en el aparato reproductor de los carneros, en caso de notar por
medio de palpacion una marcada epididimitis, se recomienda castrar a los ovinos
afectados y analizar mediante un estudio histopatoldgico y seroldgico la presencia
de B. ovis, para descartar o confirmar la presencia del proceso patolégico en el
rebafio (Paolicchi etal.,1991).

B. ovis generalmente se introduce en un rebafio por animales o semen infectados.
La prevalencia de la infeccién puede reducirse examinando los carneros antes de
la temporada de reproduccion y sacrificando a los carneros con anomalias
palpables. Como se menciond anteriormente no siempre se encuentran lesiones
palpables en todos los carneros infectados, y también se deben considerar las

pruebas de laboratorio de carneros (Rovid,2009).

En algunos paises, los carneros destetados pueden vacunarse con la vacuna B.
mellitensis Rev-1 (Rovid,2009). Por su parte en México segun la NOM-041-ZOO-
1995, se establecen los criterios para el manejo de vacunas y antigenos debe
realizarse bajo estrictas medidas de bioseguridad y de conservacion de los
bioldgicos, a través de una eficiente operacion de la cadena fria; siendo ésta una
responsabilidad compartida entre productores y tenedores de ganado, Médicos
Veterinarios aprobados, empresas productoras, comercializadoras de productos

biolégicos y otros determinados por la Direccion SAGARPA (1996).

La vigilancia de las condiciones de aplicacion y manejo del bioldgico, asi como la
notificacion obligatoria de las actividades de vacunacion, sera responsabilidad del
Médico Veterinario que lo aplica SAGARPA (1996).

El tratamiento con antibioticos se ha utilizado con éxito en algunos carneros
valiosos, pero generalmente no es econémicamente viable para la mayoria de los
animales. La fertilidad puede permanecer baja incluso si el organismo se elimina.
Las infecciones en las ovejas generalmente se previenen controlando las

infecciones en los carneros (Rovid, 2009), sin embargo, en México no se hace
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tratamiento de la enfermedad, por lo que establecen las campafas de erradicacion
(SAGARPA, 1996).

B. ovis ha sido erradicado de los rebafios de ovejas en las Islas Malvinas, asi
como en Nueva Zelanda mediante métodos de prueba y extraccion dirigidos a los
carneros o sacrificio de los reactores positivos (Rovid,2009).

Las especies de Brucella son eliminadas facilmente por los desinfectantes
comunmente disponibles, incluyendo soluciones de hipoclorito, etanol al 70%,
isopropanol, yoddéforos, desinfectantes fendlicos, formaldehido, glutaraldehido y
xileno; Sin embargo, la materia organica y las bajas temperaturas disminuyen la
eficacia de los desinfectantes, los reportados para destruir Brucella en superficies
contaminadas incluyen un 2.5% de hipoclorito de sodio, 2-3% de sosa caustica,
20% de suspension de cal recién apagada o 2% de solucién de formaldehido

(todos probados durante una hora) (Rovid,2009).

Asi mismo se han reportado el uso de etanol, isopropanol, yodoforos, fenoles
sustituidos o soluciones de hipoclorito diluidas en la piel contaminada. Los
compuestos de amonio cuaternario de alquilo no se recomiendan para este
propésito. El tratamiento en autoclave [calor himedo de 121 ° C (250 ° F) durante
al menos 15 minutos] se puede usar para destruir especies de Brucella en equipos
contaminados (Rovid, 2009).

Las brucelas también pueden ser inactivados por calor seco [160-170 ° C) durante
al menos 1 hora). La ebullicion durante 10 minutos suele ser efectiva para liquidos.
Se informa que el xileno (1 ml / litro) y la cianamida célcica (20 kg / m3)
descontaminan el estiércol liqguido después de 2 a 4 semanas. Las especies de
Brucella también pueden ser inactivadas por irradiacion gamma (por ejemplo, en

calostro) y pasteurizacion (Rovid, 2009).
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Materiales y métodos

El trabajo se desarroll6 en la USAD (Unidad de Servicios Auxiliares para el
Diagnéstico) de la Posta Zootécnica de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia (FMVZ) de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo
(UMSNH). Ubicada en el municipio de Tarimbaro Michoacan a 9.5Km de la
carretera Morelia-Zinapécuaro, localizada al norte del estado en las coordenadas
19°48" de latitud norte y 101°10" de longitud oeste, a una altura de 1960 msnm
Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) (2010).

Las muestras para el proceso Histopatoldégico se tomaron al momento del
sacrificio de los animales para lo que se colectaran tejidos de 2cm® de los
siguientes o6rganos: 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, &mpula, uretra pélvica, glandula bulbo uretral, y ganglio

linfatico inguinal.

Posteriormente los 6rganos se colocaron en frascos de formol al 10% a excepcion
de los testiculos que se colocaran en solucién de Bouin, y se conservaron para su
proceso histoldgico, el cual se realiz6 de la siguiente manera; después de haberse
incluido estas en parafina y de haberse realizado los respectivos cortes en el
micrétomo a 5 um de espesor, para ser tefiidos con la siguiente técnica de tincion:

Hematoxilina y Eosina (Lee et al, 1968).

La técnica de tincién utilizada en este trabajo, fue la de Hematoxilina y Eosina
(H&E), anexo A.
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Resultados y Discusién

Los resultados se muestran en la Tabla 2, en la que incluyen los grados de lesion
que presentan los diferentes oOrganos, éstas se clasificaron de acuerdo a lo
expuesto por Paolicchi (1989), donde las lesiones se clasifican dependiendo del

grado de afeccion:

* Lesion leve, es decir, con la presencia de exudacién serofibrinosa, acumulo de

linfocitos en areas perivasculares y células plasmaticas en el endotelio capilar.

** esion moderada, los neutréfilos aparecen en areas donde se esté produciendo

la espermostasia.

* * * | esibn grave, el conducto epididimario presenta células desorganizadas,
edema Yy vacuolizacion epitelial y comienzan a observarse linfocitos
intraepiteliales. Algunas regiones del epitelio se degeneran y adquieren
caracteristicas hiperplasicas o de metaplasia escamosa, para finalmente culminar
en la formacion de areas mayores papilomatosas o hiperplasicas que determinan
los caracteristicos quistes intraepiteliales que contienen neutréfilos y bacterias en

sSu interior.

* * * * | esibn severa, se observa en el intersticio una progresiva fibrosis que
complementa la distorsion tubular, ademés de notarse la ruptura del tubulo
epididimario, con el consecuente contacto de los espermatozoides con células
inflamatorias presentes en el intersticio desencadenando un granuloma de

sensibilizacién, (Paolicchi, 1989).

19




Tabla 2. Lesiones histopatoldgicas en carneros infectados con B. ovis y grupo control en
diferentes 6rganos del aparato reproductor del carnero.

Test. Der Test. I1zq Epi. Derecho Epi. Izquierdo
Grupo Animal Gli VS A Rete Cap Rete Cap GB CD Cud CId CI Cui Cli UP
37 * * ** *k%k * *k%k *
39 * *k%k *k%k * * * *
44 * *
61 *
67 * * *
68 * * * * *
36 ** * * *kkk ** *% * *k%k *k%k *k%k *k%k *% *k%k
38 *kk ** * * * ** *k*k **
” 45 * * * *% *% *% * *% *
49 ** * * * * *kkk ** *kkk *kkk
50 *kk *k%k * * *
56 * ** * * *
35 *
40 * * * * * * * *
42 * * * *
1] 43
58
65

*Leve, *Moderado, ***Grave, **** Severo en grado de alteracién encontrada en los érganos para

estudios histopatoldgicos. Sin cambios significativos (espacios en blanco).

Grupo I: Mucosas, Grupo II: Endovenoso, Grupo Ill: Control.

Tabla 3. Significado de los acronimos de los d6rganos del aparato

reproductor del carnero.

Acronimo | Significado Acronimo | Significado

Gli Ganglio inguinal CD Cabeza del epididimo derecho
VS Vesicula seminal Cud Cuerpo del epididimo derecho
A Ampula Cld Cola del epididimo derecho
Tcd Test. Capsula derecha. Cl Cabeza del epididimo izquierdo
Trd Test. Retetestis derecha. | Cui Cuerpo del epididimo izquierdo
Tci Test. Capsula izquierda. | Cli Cola del epididimo izquierdo
Tri Test. Retetestis izquierda. | UP Uretra pélvica

GB Glandula bulbouretral
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Con base a los resultados obtenidos en este estudio (Tabla 2) y los grados de
lesion que se tomaron de acuerdo con lo expuesto por Paolicchi (1989) y Lopez
(2007), los cuales son representados en el grafico 1. Donde se llegd a los

siguientes resultados:

Grafico 1. Lesiones histopatoldgicas en el aparato reproductor del carnero.
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Grafico 2. Lesiones histopatoldgicas en el aparato reproductor del carnero Grupo |.

Grupo I: Mucosas
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Gréfico 3. Lesiones histopatologicas del aparato reproductor del carnero Grupo |l

Grupo ll: Endovenoso
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Grafico 4. Lesiones histopatoldgicas del aparato reproductor del carnero Grupo Ili

Grupo llI: Control
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El porcentaje de las lesiones clasificadas como leves del total de los 6rganos
estudiados(ver Gréfico 1), fue de 63%, es decir que (54/86) 6rganos afectados se
caracterizaron por este tipo de lesion, al evaluarse el grado de lesién a nivel de
grupos se obtuvo que, en el Grupo |, el 80% de las lesiones fueron leves, es decir
qgue (20/25) 6rganos afectados en este grupo, fueron caracterizados con este tipo
de lesién(ver Gréfico 2), en el Grupo I, el 45% de las lesiones fueron leves, es
decir, que de (22/49) 6rganos infectados en este grupo, se caracterizaron por esta
lesion (ver Gréfico 3) , por su parte en el Grupo lll, el 92% de los 6rganos fueron
afectados por lesiones leves, es decir, que dé (12/13) 6rganos infectados, se
caracterizaron por este tipo de lesion (ver Grafico 4), el cual segun Paolicchi
(1989), los eventos inician por la presencia de exudacion serofibrinosa, acumulo
de linfocitos en areas perivasculares y células plasmaticas en el endotelio capilar,

de los 6rganos del aparato reproductor del carnero, (ver imagenl).

Por su parte Carvalho (2011), establece que el érgano del aparato reproductor del
carnero mas afectado por B. ovis, después de 30 dias pos-infeccion son los
epididimos, donde se observa lo descrito anteriormente. La infeccion del Grupo Il
se debe posiblemente a que los carneros afectados por este tipo de lesidn,
recientemente habian contraido la infecciéon o por contaminacion de muestras al

momento de la realizacion de las necropsias.

Imagen 1. Acumulo de linfocitos en areas perivasculares. 100X
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El porcentaje de las lesiones clasificadas como moderadas, fue de 17.44%, es
decir que de los (15/86) 6rganos afectados por B. ovis se caracterizaron por este
tipo de lesion (ver Grafico 1), sin embargo, al evaluarse el grado de lesion a nivel
de grupos se obtuvo que el grupo I, presento un 4% de las lesiones que fueron
clasificadas como moderadas, es decir (1/25) de los 6rganos afectados en este
grupo, fueron caracterizados con este tipo de lesion (ver Grafico 2) , por su parte
en el grupo Il, presento un 29% de las lesiones que fueron clasificadas como
moderadas, es decir (14/49) de los érganos afectados en este grupo, fueron
caracterizados con este tipo de lesion (ver Grafico 3), y en el grupo Ill, present6 un
8% de las lesiones que fueron clasificadas como moderadas, es decir (1/13) de los
organos afectados en este grupo se caracterizaron por este tipo de lesion (ver
Grafico 4), las cuales presentaron la presencia de neutréfilos en las areas donde
se esta produciendo la espermostasia, ademas de tejido epididimario donde es
posible observar que dicho conducto presenta células desorganizadas, edema y
vacuolizacién epitelial, ademas de observarse linfocitos intraepiteliales (ver
Imagen2) (Paolicchi,1989), por su parte Carvalho (2011) corrobora que todos los
carneros que son infectados por B. ovis de forma natural o experimental tienden a

desarrollar este tipo de lesiones.

Imagen 2. Células desorganizadas e hiperplasia del tejido. 10X
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Posteriormente las lesiones clasificadas como graves, obtuvieron un porcentaje de
15% (ver Gréfico 1), en otras palabras, de los (13/86) 6rganos afectados, solo
presentaron este tipo de lesion (ver imagen 3 e imagen 4). Al evaluarse el grado
de lesidon a nivel de grupos se obtuvo que, en el Grupo I, el 16% de las lesiones
fueron graves, es decir que (4/25) organos afectados en este grupo, fueron
caracterizados con este tipo de lesion (ver Gréfico 2), en el Grupo I, el 18% de las
lesiones fueron graves, es decir, que dé (9/49) érganos infectados en este grupo,
se caracterizaron por esta lesion (ver Grafico 3), por su parte en el Grupo lll, no se
presentaron este tipo de lesiones (ver Grafico 4). Cuyas caracteristicas de algunas
regiones del epitelio epididimario presentan hiperplasia o de metaplasia
escamosa, para finalmente culminar en la formacibn de &reas mayores
papilomatosas o0 hiperplasicas que determinan los caracteristicos quistes

intraepiteliales que contienen neutrofilos y bacterias en su interior (Paolicchi,1989).

Imagen 3. Hiperplasia del endotelio de los epididimos. 20X
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Imagen 4. Quistes intraepiteliales con bacterias en su interior. 100X

Por ultimo, el porcentaje de las lesiones clasificadas como severas, obtuvieron un
4.65%, es decir, de los (4/86) 6rganos afectados, presentaron este tipo de lesion,
sin embargo al evaluarse el grado de lesion a nivel de grupos se obtuvo que, en el
Grupo |, no hubo presencia de lesiones severas (ver Gréafico 2), en el Grupo I, el
8% de las lesiones fueron severas, es decir, que dé (4/49) érganos infectados en
este grupo, se caracterizaron por esta lesion (ver Gréafico 3) , por su parte en el
Grupo lll, no hubo presencia de lesiones severas (ver Gréafico 4), en las lesiones
severas se observa que el intersticio de los tejidos presenta una progresiva fibrosis
que complementa la distorsion tubular, ademas de notarse la ruptura del tibulo
epididimario, con el consecuente contacto de los espermatozoides con células
inflamatorias presentes en el intersticio desencadenando un granuloma de

sensibilizacion (Paolicchi etal., 1989; Carvalho, 2011).

El 8% de lesiones severas que presenta el Grupo Il, se debe a que en la via
endovenosa casi no se encuentran anticuerpos que las ataquen y como las
brucellas no tienen capacidad de lisar eritrocitos, estas suelen utilizar el torrente
sanguineo como transporte a otros 6rganos en especial los genitales del carnero
donde se ha notado que tiene afinidad por estas estructuras, ya que se asocia a la
presencia de eritriol en esta zona, el cual les permite, multiplicarse (Paolicchi,
1989; Brooks etal, 2011).
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Imagen 5. Distorsiéon y ruptura del tubulo epididimario. 10X

Imagen 6. Formacion de granuloma de sensibilizacion. 10X
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Conclusiones

La presencia de una patologia en un rebafio ovino, como es el caso de B. ovis
puede acarrear mermas en la eficiencia reproductiva, y por consecuencia

problemas econdmicos para el productor ovino.

Para realizar un diagnéstico certero de B. ovis en carneros, se recomienda realizar
una castracion en aquellos corderos que presenten una marcada epididimitis, para
su posterior andlisis en el laboratorio, siguiendo lo establecido en la NOM-041-
Z00-1995.

No es posible diagnosticar B. ovis por medio de una palpacion de los epididimos,
ya que otros microorganismos pueden desarrollar una epididimitis en los corderos,
ademas cabe la posibilidad de que haya carneros infectados que no presenten tal

signo y sin embargo sean positivos a B. ovis.

Mediante una prueba histopatoldgica, se pueden detectar la presencia de lesiones
causadas por B. ovis, por medio de la tincion de Hematoxilina & Eosina, ya que

esta es una prueba irrefutable, de su presencia en el rebafo.
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Anexo A.

Tincién de Hematoxilina y Eosina (H&E).

I.- Desparafinar las muestras 10 en la termo-platina.

Sumergir las muestras en:

1.- Xilol 1 5 minutos
2.- Xilol 2 5 minutos
3.- Xilol 3 5 minutos

Il.- Secar al ambiente (en promedio 107).

Sumergir las muestras en:

1.- Alcohol absoluto 3 minutos

2.- Alcohol al 96% 3 minutos

3.- Alcohol al 80% 3 minutos

4.- Alcohol al 70% 3 minutos

5.- Alcohol al 50% 3 minutos

6.- Pasar en agua 1 minuto

7.-Hematoxilina de Harris 5 minutos (filtrar antes de usar).

8.-Lavar en agua (3 pases) las muestras, hasta que no salga color, de
forma generosa y suave (Cambiar el agua en cada pase).

9.- Agua amoniacal al 1% 1 minuto

10.- Alcohol acido * 3 a5 pases

*Es muy importante verificar que no se decolore la muestra 0 sea escaso en

decolorado, ya que este paso es critico para el contraste para la eosina.
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Anexo A.

11.- Alcohol al 70% 3 pases suaves
12.- Alcohol al 70% 3 minutos

13.- Eosina alcohdlica 5 minutos

14.- Alcohol al 70% 3 minutos

15.- Alcohol al 80% 3 minutos

16.- Alcohol al 96% 3 minutos

17.- Alcohol absoluto 3 minutos

[ll.- Secar al ambiente (en promedio 10 minutos).

Sumergir las muestras en:

Xilol 5 minutos

Xilol 4 minutos

IV.- Secar al ambiente (en promedio 10 minutos).

V.- Montar la muestra con Entellan (24 h) o con resina sintética (1 semana).
VI.- Resultados de la tincion de H&E.

Hematoxilina: La hematoxilina al ser béasica tiene la propiedad de tefiir

acidos, de color morado o azul (ndcleos con DNA o RNA).

Eosina: La eosina es un acido y tiene la propiedad de tefiir bases, de color

rosado (citoplasma) (Lee etal,1968).
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