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RESUMEN

La brucelosis en ovinos puede deberse a Brucella ovis que afecta principalmente a
machos y en menor medida a hembras, y a las brucelas lisas que causan mas problemas
en hembras que en machos, en ambos casos puede presentarse epididimilis u orquitis. La
epididimitis infecciosa ovina es producida principalmente por 8 ows aunque se han
asociado otros agentas infecciosos como Actinobacillus seminis e Histophius ovis. El

objetivo de este trabajo fue establecer la relacion en el diagnostico de 8 ovis y A. seminis
con la presencia de epididimitis clinica y aistamiento e identificacion de los agentes
stiokdbgicos. Se trabajo en 6 rebarios ovinos localizados en los estados de México. Hidalgo y
el Distrito Federal, se tomaron muestras de suero de 307 ovinos, 196 hembras y 111

machos y muestras de semen y/o testiculos de 17 carneros. Se delermind por palpacion y
observacion !a presencia de epididimitis. A 10s sueros se les realizé la prueba de tarjeta al
3% para brucelas lisas. las pruebas de ELISA indirecta e inmunodifusién doble (IDD) con el
antigeno proteico de extraccion salina caliente para 8. ovis. Para A. seminis se realizd 1DD
con antigeno soluble y suero control positivo producidos a panir de una cepa de referencia
15768 de A. seminis (ATCC). Se les realizd bacteriologia a muestras de semen y/o
testiculos de machos con epididimitis. Para la identificacidn bacteriana. a los aislamientos
obtenidos se les efectuaron pruebas bioquimicas rutinarias para 8. ovis; para A. semunis se
realizd ademas IDD con antigeno sonicado de los aislamientos bacterianos y de la cepa de
referencia y suero control positivo. En los 6 rebaios se diagnosticd por serologia la
presencia de los dos tipos de brucelas; en 8. ovis por IDD se detectaron 29 sueros positivos
(9.4%), 19 hembras y 10 machos. En la prueba de ELISA indirecta se obtuvieron 43 sueros
positivos (14%). 18 hembras y 25 machos en tanto que para brucelas lisas se encontraron
682 sueros positivos (20%), 42 hembras y 20 machos. Para A. seminis se obtuvieron por IDD
20 sueros positivos (6.5%), 10 hembras y 10 machos pertenecientes a 5 de los 6 rebaios
muestreados. Se lograron dos aislamientos de 8. ovis a partir de testicuios y dos de A.

seminis de muestiras de semen, estos aislamientos fueron de animales que presentaban
de este jo se observa

una orquitis o una epididimitis clinica. En base a los rest
que la presencia o ausencia de epididimitis no se relaciona con animales seropositivos ni

con aislamiento bacteriolodgico. ya quo se aislé 8. ovis y A. sermumns de animales con y sin
epididimitis clinica en carneros. La seropositividad de los ovinos a 8. ovis, A semirnisy a
brucelas lisas se considera elevada y se incremento en la presencia de cuadros clinicos.



INTRODUCCION

La poblacidn ovina nacional era de 5.9 millones de cabezas en 1995,
concentrandose mas del 50% del inventario en 9 entidades en orden de importancia:
Estado de México, Hidalgo, Puebla, Veracruz, Tlaxcala. San Luis Potosi. Zacatecas.
Chiapas y Guanajuato. Durante el periodo 1885-1994 se registrd un incremento en ia
produccion debido al aumento de peso al sacrificio. @ mayores rendimientos, inclusién de
ganado de importacion y a i extraccion de ganado destinado a pie de cria como respuesta
a una elevada demanda. Como presion de esta allima, se ha recurndo a la /mporacion,
cuyos volamenes a panir de 1994 han superado el 50% del abasto nacional. El nesgo de
introduccion de enfermedades por la imponacion prevalece. atendiendo que de Ia
importacion de ganado para abasto con frecuencia algunos lotes son desviados en su
trayecto hacia finas de cria y asi pueden diseminar enfermedades infecciosas. como fue el
caso de 8 ows cuyo primer aislamiento en hiéxico fue a partir de animales importados de

los Estados Unidos de Noneamenca.®

En al primer trabajo sobre 8 owvis en ti1éxico’® se obtuvieron 380 sueros de borregos
Tabasco y se encontré que el 2.6% de ellos fue positivo a 8 owvis. No fue sino hasta 1979
en que lograron aislar a 8 ows de sementales Suffolk en el estado de Guanajuato®® ios
cuales habian sido importados tiempo atras de los Estados Unidos de Norteamaérica.
Posteriormente se logrd aislar 8 ows de muestras de semen. En todos estos trabajos se
han encontrado anticuerpos contra 8. ovrs © se ha aislado, lo cual indica que la enfermedad
estad presente en el hato ovino nacional. Aunque para 1990 el inventario de cabezas de
ovinos era de 5.840,000%° ios datos referentes a la infeccion de esta especie por brucelosis
son muy escasos, por lo que no se pueden astablecer parametros de medicion. Se
considera de amplia imparnancia la cobentura diagndstica utilizando anligenos apropiados
de cepas rugosas y exigir la negatividad en pruebas diagndsticas de los animales
impontados.®®

La brucelosis causada por especies lisas es una zoonosis que afecta principalmente
al ganado bovino, ovino. caprino, porcino, canino y en general a todos los animales de

sangre caliente. En los animales la infeccion tiene diversas vias de penetracion intra e



la monalidad perinatatl asi como

interespecificas causando obortos y aumento do
infentitidad. E! humano contrae 1a enfermedad da manera directa durante el manejo de los

animales o por ingestion de productos lacteos frescos contaminados.'®

La brucelosis ovina es producida por dos especies principalmente: Srucella

melitensis que es una bacteria lisa y 8 owis la cual se caracteriza por ser una bacteria
rugosa. Aunque ambas espeocies pueden producir abortos y alteraciones testiculares, 8
ovis parece poseer un tropismao espoecial por el carnero y sus tehidos, en el que produce un

cuadro caracteristico que s¢ denomina epididumitis infecciosa de la cual no hay informes de
que afecte al humano.®

El término de epididimitis en borregos se hiy usado como sinonimo de infeccion por
8. ovis. Sin embargo. no neccesariamente es lo mismo, epicdimitis se refiere a la
inflamacion de epididimo y es causada por diferentes rmicroorganismos o traumatismos
resultando en una baja cahdad del semen. S owvis provoca epididimitis en los carneros

adultos los cuales se ulilizan coma sementales. Otros autores se refieren a la epididimtis en
corderos que no han sido usados como sementales donde se asocidn Mmicroorganismaos

como Actinobacilus seminis @ HiSicphi/us owis aunque €stos Microarganismos fambién se

han aislado de carneros adultos con problemas de epididimitis.’

La influencia de la edad ha sido muy CQiscutida ya que corderos que nNunca habian
sido usados como sementales se han encontrado sarolégicamente posilivos @ 8 ows y s@
piensa que los animales jovenes son los mas suzceptibles. Sin embargo. se acepta que la
genital es la principal via de infeccidn. la mayor parte de los autores coinciden en que los
cameros adultos estarian mas expuestos y se ha descrito un aumento de la incidencia de
las alteraciones testicularcs macroscopicas con la edad."

Las bacterias Actnobacillus e Histophilus son consideradas como parte de la
microbiota permanente o transitoria de las mucosas del tracto reproductor de los corderos

Causan infecciones ascendentes al epididimo y ocasionalmente al testiculo y drganos
sexuales accesorios, sin embargo los factores especificos que predisponen a éstos organos

a la infeccién no se han definido claramente. Estos microorganismos también puedan verse



y septicemia®. Otros

involucrados en cuadros de artsitis, laminitis. meningitis
microorganismos como Actinomyces pyogenus, Bacteroides, Corynebactenum
pseudotuberculosis. Haermophilus, Eschencina coli, FPasteurella.  Staphylococcus y

Streptococcus pueden ser aistados de epididimo.

Aunque los agentes etiologicos principalmente involucrados en la epididimitis y la
patogénia de ia enfarmedad son marcadamente diferentos ollos inducen lesiones en
epididimo y testiculo que no son diferenciables por palpacion y cuadro clinico.™

El géneoro Actinobaciius se compone de bacterias gram negativas. de morfologia
bacilar, pudiéndose encontrar en pares y €n raras ocasiones en cadenas. No presentan
aesporas, no son moviles. son anaerobios facultativos y tienen un metabolismo fermentativo.
Su temperatura éptima de crecimient!o es 37 C aunque pueden crecer en un rango de 20-40
C. Para su cultivo 1 wvitro se requiere de medios ennquecidos con sangre o suero. Las
caracteristicas que permuen identficar a A sermums son; negatvidad a urea. indo! y leche
tomasolada. no hay acidificacidn de azocares, pero despuds de 28 dias de incubacion
pueden acidificar la arabinosa. fructuosa y trialosa. A semiris ha sido arslado en casos de
epididimilis en carneros y la enfermedad es clinicamente indistinguible de la epididimitis

producida por 8 ovis.*

Las brucelas lisas son bacterias gram negativas que tienen forma de cocobacilos
(0.5-0.7 um x 0.6-1.5 um). iInmMoviies, carecen de capsula, espora y flagelos. Son bactenas
aarobias estrictas, pero pueden utilizar los nitratos y reaccionan positivamente en las
pruebas de oxidasa. cotalasa y ureasa. La temperatura de crecimiento Optimo es de 37 C y
un pH de 6 a 7. No son hemoliticas., no acidifican jos azucares, no producen indol. no
utilizan el citrato como una unica fuente de carbono y dan resultado negativo en las
pruebas de rojo de metilo Las brucelas lisas crecen en medio selectivo de Farrell aunque

también puede crecer en el medio de Thayer-Martin modificadgo '*.

B. ovis se clasifica como una brucela rugosa por carecer de una cadena “Q" similar a
la presentada por las brucelas lisas |1a cual es un componente de! lipopolisacaridos (LPS) de

membrana externa: requiere CO: para su crecimiento, crece selectivimente en medio de



Thayer-tAartin modificado, produce aglutinacion con acriflavina y ¢s negativis a la prueba de
ureasa y oxidasn, siondo estas 1as principales diferencias ¢ntre ambas v
En su presentacion natura! 8 owis scolo ha sido descrita en ovinos y éstos parecen

ser la unica especio susceptible, nunque se ha demostrado cxpenmentalmente ia

susceoptibilidad de los caprinos a esta bacteria La enfermedad s especilmente importante
en los machos, 1as hembras s ven atectadas por la consiguiente dizmmucion do la
fenitidad debido o la mata calidad de semen,. s0l0 ocasonaimento se Hegan a progucir

abortos en el ultimo tercio de gestacidon y en menos del 10% ¢n una explotacion *

£l mecanismo de transmision muis frecuento sa debe a que 105 carneros infectados
eliminan 8 ows en el semen INcluso durante mas do cuatio anos despues de la infoccion™
El contactio entre carneros con habitos de hamosexuahidud es la forma mas importante de
transmision de la enfermedad™. El contagio entre los machos sa produce por In monta de
Ios animales dominantes, mientras permanecen solos y separados de s hembras, gurante
el empadre o en los penodos tuera de este’’. La penetracion de la bazlena por via rectal es
mas imponante que por las vias oral. conjuntival y otras mucosas como resuftado de ta

contaminacidn del ambienta o cel alimento’™ La transmision por medo de la hembra se

considera posible aunque de menor impornancid, y no os relevanie en los paises con
producciéon ovina y sistemas de pastoreo extensivo, dado Jos habros de comportamiento
reproductivo de las ovejas las cuales tienden a formar un grupo alrededor de un macho
Esta via podria, sin embargo. tener mayor imponancia on las condiciones de manejo de
NMeéxico, con empadres no controladoes y condiciones de hacinamien!o en los corrates de
encierro nocturno, dondes puede producirse la monta de u 3 oved por Mas da un macho en
un coro periodo. Estas condiciones podrian igualmente {avorecer la poenetrason de la
bacteria por otras mucosas al incrementar el microbismo ambiental, ya que 8 ows puede

sobrevivir meses ¢n el ambiente en condiciones favorabies

La 8 owis entra y produce una bacteremia alojandose en nodulos infoides y siendo
el epididimo el organo blanco. Una vez establecido. el organismo causa inflamacidn

pudiendo irse a vasiculas seminales o permanecer en epididimo y salir en la eyaculacién."’




EI signo clinico caracteristico de la epididimitis infecciosa es el aumento de tamanio,
generalimente unilateral, del epididimo. Este aparece aumentado tres © cuatro veces do su
tamanio normal y tiene consistencia firme preferentemente en la regidn de la cola aunque
también hay alteraciones en la cabeza del epididimo. Las alteraciones en e! cuerpo del
epididimo, aunque existen, son raramente perceptibles por palpacion. Algunos animates
infectados no presentan alteraciones testiculares detectables mediante palpacion. e

Macroscopicamente la supedicie del testiculo al corte es blanca y puede haber
salida de una sustancia cremosa y caseosa. A la palpacion la tunica vaginal suele presentar
adherencias con el epididimo y ocacionalmente con el testiculo. Las lesiones microscopicas
iniciales en el epididimo son edema e infiltrado de linfocitos y macrdfagos en el tejido

perivascular y también hiperplasia y metaplasia del conducto del epidigimo.

Posteriormente, el tejido intersticial prasenta una fibrosis con infiltrado mas abundante de
neutrdfilos y células plasmaticas®®. Como resultado de la infeccién se da una inflamacion.
una respuestia autocinmune y éstasis espermatica dando lugar a la formacién de granuiomas

espermaticos produciendo la obstruccion de epididimo*'. Los granulomas espermaticos y
ias adherencias con la tunica vaginal pueden originar lesiones en testiculo, caracterizadas
tubular con caictficaciones ocasionales y

por estasis de espermatozoides, necrosis

esclarosis. En las vesiculas seminales y ampollas del conducto deferente se producen

lesiones similares a las del epididimo.®

H. ovisy A seminis pueden producir lesiones de tipo granulomatosas en la cola del

epididimo, sin embargo. son caracteristicas las lesiones supurativas.*®

E!l diagnastico de la epididimitis debe realizarse recurriendo a la observacién y
palpacion de los testiculos en tos machos del rebano'’,
sin embargo. no tiene valor definitivo para el diagnostico de ta infeccion
existen animales infectados que no presentan manifestaciones climcas y a que una
epididimitis puede aparecer como resultado de un traumatismo o causas infecciosas. Por lo

tanto, es necesario reculrir a pruebas serologicas y bacteriologicas para establecer un

debido a que

diagnostico preciso.'®



El diagndstico seroldgico se basa en la demostracidon de 1a presencia de anticuerpos
frente a antigenos de 8. ovis. Para clio se han aplicado una gran variedad de pruebas
serolégicas. Desde el punto de vista practico, las pruebas con las que se oblienen mejores
resultados son: Fijacidon de! complemento (FC). inmunodifusién doble en agar (IDD} y
ELISA indirocio con antigeno del extracto salino caliente (HS)."®

Las ventajas que se oblienen al realizar la prueba de IDD es gque es una prueba facil
de realizar, pues no se@ requiere personal attamente capacitado, econémica y ofrece una
especificidad del 100%. las decventajns que se presentan es la inestabilidad que puede
presentar ol antigeno al congelar y descongelar®'.

El aistamiento de los agentes etiologicos constituye el diagndstico confirmatorio. La
muestra mas adecuada es el semen oblernido por electroeyaculacion con las maximas
medidas de esterilidad o de testiculos y epididimao si se realiza la castracion. Las muestras
mas igdneas tras la necropsia de los carneros infectados son el epididimo. vesiculas
seminales, ampollas del conducto deferante. linfonodos regionales y bazo. En la borrega el

aislamiento se intenta a panir de placenta o de los fetos aboriados (higado, bazo. pulmoén y
contenido abomasal).* *

La etiminacibn c¢e ios carnerocs con epididimitis detectados por palpacion es una
alternativa para el contro.. sin embargo exislten carmeros que No presentan alleraciones
testiculares a la palpacion. El empleo conjunto de las técnicas seroldgicas, bacterioldgicas y
la palpacién antes y después de la época de empadre. detecta el mayor numero de

carneros infectados y permite reducir la tasa de infeccion desde et 30% a mencs del 1% en
alrededor de un afo.”®

En otros paises, l1os programas de vacunacion en machos han sido el unico

mecanismo de control de la brucelosis ovina, sobre todo si se tiene un nivel alto de

infeccion. Se han evaluado una diversidad de inmunédgenos en ovinos machos a diferentes

edades. Las bacterinas de B. ovis emulsificadas han mostrado una relativa eficacia. sin
descartar por supuesto. la interferencia que conlleva la vacunacion con el diagnostico de la
enfermadad®®. La inoculacién simultanea de ta cepa vacunal de Brucella abortus viva (cepa

19) y bacterina de 8. ows incrementa ¢l indice de proteccidon hasta en un 80% comparada



con la aplicacion de la bacterina sola (50%); sin embargo. bajo éste sistema se ha
demaostrado la localizacidon de la cepa 19 en geanitnles y su eliminacién en semen con el
riesgo que esto tiene. Ademas, se han demostrado otras secuelas como epididimitis y
laminitis*®. Esto método induce una respuesia inmune humoral contra antigenos lisos y

rngosos de B8rucella por largos periodos" . Varios autores han determinado que la

vacunacion con 8 melitansis Rev 1 es eficaz contra la infeccidn de 8 ows con criterios

diferentes de evaluacién y vias diferentes de inmunizacion®®. Se ha evaluado una doble

inmunizacion con cepa Rev 1 a los tres meses con revacunacion a los 14 mesas,
encontrandose una buena proteccion atl desafio sin eliminacion de la cepa vacunal y sin

presentacidn de un cuadro clinico posvacunacién.* s



OBJETIVOS

-Aislamiento e identificacion de los diferentes agentes elioldgicos que estan involucrados

en la epididimitis Infecciosa en carneros.

-Establecer la relacion en el diagndstico seroldgico y bacterioldgico de 8. ovisy A. seminis

con la presencia de epididimitis clinica.

-Determinar la presencia de anticuerpos contra brucelas lisas e intentar el aislamiento

bacterioldgico en cuadros clinicos.



MATERIAL ¥ METODOS

Se seleccionaron 6 explotaciones de ovinos siendo el criterio de seleccion la

presencia de animales con epididimitis clinica y/o positivos en serologia a 8 owvis mediante
ta técnica de 1DD. Las caracteristicas de las expiotaciones estan delalladas en el

apéndice 1.

En cada una de las explotaciones se realizo un examen clinico a los sementales

Asimismo se procedio a la extraccion de muestras de sangre y semen de cada uno de ellos.
El! examen clinico de testiculos se realizd por observacién y palpacion considerando la
simetria testicular, deslizamiento de los tasticulos en la bolsa escrotal para determinar la
presencia de adherencias de las tunicas vaginales ademas de la consistencia y tamano de

epididimo (cabeza, cuerpo y cola).

Las castraciones de machos con trastornos testiculares se fealizaron cuando el

productor lo permitid. Se trabajo con hembras en edad reproductiva tomandose muestras

de suero al azar.

El nimero de hembras. machos y sementales muestreados por rancho asi como el

rango de edad se muestran en el cuadro1.

TOMA DE MUESTRAS

Muestras de suero.
Se realizd la extraccion de sangre (6-8 ml) de la vena yugular utilizando tubos al

vacio. Después de ia retraccion del coagulo se procedi® a centrifugar para la separacion det

suero manteniendolo en congelacidon a -20 C hasta su evaluaciéon.

Muestras do seman y tejidos.
El semen se obtuvo utilizando una vagina anificial o un electroeyaculador haciendo

previamente un lavado del prepucio con agua y jabon. El semen se colecto en bolsas



astérilas de plastico manteniéndolas en refrigeracidn a 4 C hasta realizar la siembra. la cual
so llevo a cabo en un lapso no mayor de 6 horas.
Los testiculos obtenidos do las castraciones se colocaron en bolsas de plastico y se

mantuvieron en refrigeracion a 4 C para procaesarlos e! mismo dia y realizar los cultivos

bacteriolégicos.

Histopatologia.

Se tomaron secciones de tejidos del epididimo (cabeza. cuerpo y cola). asi como de
testiculo. Estas muestras se fijaron en solucion de Bouin durante 24 horas y al término de
este periodo se lavaron con agua deastilada y se conservaron en alcohol al 70% hasta su

procesamionto. Los tejidos se procosaron para et estudio histopatologico y se tiferon con la

técnica de hematoxilina-easina.™®

METODOS SEROLOGICOS
ANTIGENOS Y CARACTERIZACION
Obtencién dol extracto salino caliente (HS) deo B. ovis .

Parn ta preparacion del antigeno, se utilizo la cepa 8 owis Reo 198 CO:
indepandiente. Para !la obtencidn de la masa celular en la preparacion del! exiracto
antigénico se empleoc caljo de tripticasa soya suplementado con un 2% de extracto de
levadura. Los cultivos se realizaron en matraces en una incubadora con agitacion constante
a 250 r.p.m. a 37 C durante 3G-48 horas. Como inocuios se emplearon cultivos frescos en
tubos con agar sangre. Las células se cosecharon por centnfugacion a 7 000 x g por 1§
minutos. Una vez cosechadas. se lavaron dos veces con suefo salino frio y se emplearon
para la preparacion det antigeno. El paquete celular se pesd, y se resuspendio en suero
salino a una proporcion final del 10 % peso Avolumen y se pasaron a un matraz. La
extraccion se realizd en un auloclave a vapor fluente a 100 C durante 15 minutos. Despues
de enfriar y centrifugar a 12 000 x g por 15 minutos a 4 C, se colecto el sobrenadante, y se

dializd contra tres cambios (6-12 horas) de 50 volumenes de agua destilada en total 3 por

G5t st i 5 =



50 volumen: se ultracentrifugd a 80 000 x g por G horas n 4 C. El sedimento se resuspendid

en una pequefia cantidad de agua y se tiofitizo. "
Obtencién del antigeno soluble do A, seminis

Este antigeno se obtuvo con el fin de detectar anticuerpos contra A. seurus en los
sueros colectados. Para la obtencidn del antigeno se utilizo 1a cepa de referencia 15768 de

A. semirus oblenida de American Type Culture Collection ( ATCC ). ia cual se sembré en

agar sangre a 37 C por 24-48 horas con 10% de CO: para después cosechar en SSF

estoril y ajustar ta concentracion celutar en et espectrofolometro a una densidad opuca de
4.0 a 540 nm. La suspensidon so incubo a 4 C por 24 horas y después se centrifugd a 8000

@ Por 15 minutos, el sobrenadante constituyd el antigeno.”

Obtencion del antigeno sonicado de A, seminis

Este antigeno se wlilizo para identificacion de cepas sospechosas de A sermrus El
antigeno se obtuvo a paflir de la cepa de referencia de A sermus ta cual se sembro en
agar sangre y se incubo en 10% de CO: por 18-24 horas a 37 C. Las bacterias obtenigas se

cosecharon en 10 mi de SSF y se congelaron a -60 C por 48 horas. Una vez

descongelado el contenido celular se sonicd por tres tiempos de 60%. 8C% y 100% del

poder del sonicador de un minuto con intervalos de 15 mNutos de reposo,. despues se

procedio a centrifugar a 1000 g por 10 minutes para obtener el sobrenadante el cual

constituyd el antigeno.

Andlisis del antigeno HS de B. ovis

La cuantificaciéon de proteinas se realizd con sercalbamina bovina como patron®™
(Sigma Chemical Co.). La cantidad de KDO. componente exclusivo del lipopolisacarido. se
determind utilizando como patrén una mezcla de KDO y desoxitribosa (Sigma Chemucal

Co.). esta ultima para corregir la interferencia debida a los desoxiazucares*.



Obtencién del suero hiperinmune

Para oblener los sueros hiperinmunes, se inocularon por via endovenosa, 2 conejos
con la cepa de referencia de A senmuns a una concentracidn celultar de 0.674 a una
longitud de onda de 540 nm en el espectrofotémetro y 2 con 8 ovis con una concentracion
celular de 0.284 a una longitud de onda de GOO nm. La inactivacién de las bacterias se

realizé con formol at 0.1 %.°

PRUEBAS SEROLOGICAS
Inmunodifusién doblo en agar para 8. ovis y A. sominis

Se realizéd mediante la técnica de Quchteriony ¥, utilizando porta-objotos como
soponte. El gel para 8 ovis se preparé con agarosa al 1.1 % en solucion amortiguadora de
borato (pH 8.3) con un 10 % de NaCl. La roseta utilizada estaba formada par 6 pocilios
periféricos y uno central de 6 mm de didmetro con una separacion entre elios de 3 mm. en
el pocilio del centro se coloco el antigeno HS, en un pociiio de ia periferia se coloco el suero

control positivo y en los demas pocillos los sueros problema.

Para A. sermuis se realizd la misma técnica pero utilizando el antigeno soluble. un
suero hiperinmune como contro! positivo y un gel que contuvo 0.5% de agarosa y 0.1 % de

azida de sodio con solucidén amorstiguadora de fosfatos (PBS) a un pH de 7.2.

En cada uno de los pocillos se calocaron 16 ul. Listos los geles y puestos los sueros
problema se incubaron a 4 C y la lectura se realizd a las 72 horas. Los sueros problema se
consideraban positivos cuando habia una linea de igentidad con la linea producida por el

suero control positivo.



tnmunodifusién doble en agar con antigeno sonicado para A. seminis

La IDD con el antigeno sonicado se realizo siguiondo 10s mismos procedimientos
que la IDD con el antigeno soluble solo que esta prueba sirvid para la identificacion de
cepas sospechosas de A semims. Para identificar las colonias sospechosas se realizaron
tas pruebas biogquimicas primarias y después se realizd la técnica de DD segun

Quchterlony ¥
ELISA indirecto con antigeno HS para 8. ovis.

Se realizo en microplacas de potiestreno hMaxisorp (Nunc Inc.). EI HS se ulitizd a una
concentracion de 5 mg/m! en solucion amortiguadora de boratos. Tras una ttulacion previa,
el
antigeno se pago a las placas anadiendo a los pocillos 100 ut de ta solucion con antigeno e
incubando una noche a 37 C sellando las placas con plastico para evitar ta evaporacion. El
antigeno no adsorbido. sa retird mediante 3 lavados con PBS (0.01 M. pH 7.2) mas 0.05 %
de Tween 20 (PBS/Tween). La técnica se realizo como sigue’

1. Incubacion de 100 ul de suero problema diluido en 100 ul de PBS durante 60 minutos a
37C.

2. Lavar 3 veces con PBS/Tween

3.Incubacion por 60 minutos a 37 C de 100 ui de conugado previamente nutulado unlizando
proteina G conjugada con peroxidasa y diluiga en 10 mi de PBS

4. Lavar 3 veces con PBS/Tween

5. Adicion de 100 ul de sustrato e incubacion en camara oscura durante 20 minutos a
temperatura ambiente. Como sustrato se empled acido 2-2 azinobis. 3-etil-benzot:azolina
sulfonico (ABTS) (Sigma Chemical Co.). 55 mg en 50 m! de solucidbn amoniguadora de
citrato (0.05 M, pH 4) mas 19 ul de H:O; al 1.2 %. la reaccion se detuvo por adicion de 25
ulde HCL 0.1 N.

6. Lectura de la densidad oéplica a 450 nm en un espectiofotomelro. provisto de un
registrador de datos. Para estandarizar los resultados. se {oma como referencia la gdensidad
dptica obtenida para una sola dilucidn con uno de los sueros control postivo, elegido al
azar. Todas las densidades oplicas de los demas animales. se convintieron en porcentajes

de ese valor. La dilucion utilizada fue de 1:200 y el punto de cone se tomo del valor



obtenido en un estudio realizado previamente. s y que fue obtenido bajo condiciones

similares y del cual se obtuvo una sensibilidad del 100% y una especificidad dal 84%.

Prueba do Rosa dao Bangala (RB)

La prueba de RB se realizd en placas de pldstico depositando 0.03 mt de antigeno y
0.09 ml de suero y agitando lentamente durante 4 munutos'’, el antigeno utilizado fue el
preparado a una concenttacion celular det 8% (Productora Nacional de Bioldgicos

Veterinarios) para 1a identificacidn de brucelas hisas.

METODOS BACTERIOLOGICOS

Las muestiras do semen y tejidos para el aislamiento de 5 ows se sembraron en
medio de Thayer-Manin modificado (Apeéendice 1), para el caso de los tejidos se tomaron
muesiras de epididimo (cabeza. cuerpo y cola) y testiculo que se maceraron con SSF
estérnl y se procedio a sembrar e incubar a 37 C con un 10 % de CO: durante 6-7 dias. Con
el fin de aisiar otros posibles agentos etiologicos de la epididimitis: 1as mismas muesiras se
sembraron en agar sangre y agar chocolate modiicada ‘Apendice 2), incubandose a 37 C

en condiciones de velobiosis y anaerobosis durante 18-24 horas

Para la identificacion de las colonias sospechosas de 8 ow-:: se procedid a la
realizacion de una tincidn de Gram y posteriormente se realizarcn las pruebas bioquimicas
primarias y secundarias como son: oxidasa. catalasa, urea, TSI SitM y aglutinacion con
acnflavina,

Las cotonias sospechosas de A semrrus se les realizo uncion de Gram y despues se
identificaron mediante las pruebas bioguimicas: urea. indol. leche tornasolada y las pruebas
de acidificacion de azucares como arahinosa, fructuosa y realosa. También se realizo IDD
con antigeno soiuble para su identificociéon.



RESULTADOS

A la palpacibn. 10 carneros (9%) de 111 evaluados presentaron afteraciones
taesticulares clinicas, presentandose la afeccion principalmente en animales de 3 a 4 anos.
Estos animales pertenecian a 4 da 10s 6 ronchos muesireados. Las lesiones encontradas a
la palpacidn fueron una orquitis y/o epididimiutis  unilateral con un aumenio de
aproximadamente dos veces su tamano normal presentando una consistencta dura y

presencia de adherencias en tunicas vaginales. En las hembras no se notificaron casas de
aborto.

Las preparaciones de HS para la prucba de DD y ELISA indirecta contenian 45-65%
de proteinas, mayoritariomente del grupo 3 de membrana externa. y 0 3-1.5 % de acido 2-
ceto. 3-deoxioctulosonico, correspondiente a un 10-55 % de lipopolisacando rugoso.

La prueba de 1DD para 8 ows fue positiva en 29 sueros (9 €4%) de un 1otal de 307
muestreados pertenecientes a 5 de 1as 6 explotaciones. siendo el unico rancho negativo la
explotacion 6 ubicada en Tulancingo. Hidalgo. el numero de hembras positivas19 (9. 639%)
fue mayor que el de machos 10 (9%) (Cuadro 2)

A la prueba de ELISA indirecta para 8 ows resultaron 43 (15.63%) ovinos positivos
de los 307 muestreados, siendo positivos un mayor numero de machos 25 (22 5%) que de
hembras 18 (9.18%), encontrandose en todos los ranchos por lo menos un animal positivo
{Cuadro 2).

En la prueba de |IDD para A. seminis se encontraron 20 (6.5%) animales positivos.
que pernenecian a 5 de las 6 explotaciones muestreadas, el rancho negativo fue el mismo
que en el caso de la IDD para 8. ovis, el nimero de positivos para machos y hembras fue

de 10 animales siendo de 5.1% para hembras y 9 % para machos ( Cuadro 2).

En la prueba de RB se obtuvieron 62 (20.19%) ovinos positivos a brucelas lisas

pertenecientes a 4 de los 6 ranchos muestreados siendo negativos fa explotacion 1 en



Apan. Hidalgo y la explotacién 3 en Chalma, México. con 42 (21.42%) hembras y 20

{18.01%) machos (Cuadro 2).

En el estudio bacteriolégico de semen se obtuvieron dos aislamientos de A semwrus
da las 14 muestras trabajadas y de las 5 muestras de testiculo y epididimo (5 muestras) se

obtuvieron dos aislamientos de 8 ows (Cuadro 2)

Las lesiones macrascopicas observadas en los testiculos donde se aisld 8 ows

fueran un aumento de tamarno de epididimo y testiculo con asimelria unilateral y a la
palpacion se denotaba la presencia de adherencias y engrosamenta de las tinicas
vaginales. Al corte se observd salida do exudado amarndlenio de censistencia cremosa y al
examen histoldgico se observo la presencia de granulomas localizados en testiculo y

cuerpo y cola). presencia de quistes

epididimo en sus tres porciones (cabeza,
intraepiteliales, esclerosis de vasos sanguineos e infilirado de celulas mononucleares

las pruebas seroldgicas para 8 cwis resultaron

Como puede observarse en
machos. de los machos

72(23.4%) ovinos positivos. 37 hembras y 35 25 (22 5%) no
presentaban alteraciones testiculares aparentaes y 10 (9%) de eilos tenian una orquitis y/o

epididimitis diagnosticada al estudio clinico

Los 10 carmeros positivos en serologia a A& semiris solo 2 (1.8%) prasentaron

orquitis y/o epididimitis clinica siendo también positivos a 3. ows en 1as pruebas serologicas.

Los dos aislamientos bacteriologicos de 8 ow's correspondieron a carneros de raza
Pelibuey y Suffolk gue eran seropositivos a las pruebas de ELISA indirecta e 10D para &
owvis y a IDD para A Sermurus. pero solo uno de ellos presentaba alteraciones testiculares.
Los dos aislam antos de A somurus tambien fueron o carneros  de raza Pelibuey que

presentaban alteraciones tesliculares pero serologicamenta negatives a A serminus y uno de

ellos fue seropositivo soio a la prueba de ELISA indirecta para 8 owvis.

Los resultados serologicos obtenidos do los machos de diferentes edades muestran
que hay seropositivos a 8. owis y A semuris con las pruebas de 1IDD y ELISA indirecta

desde los 4 meses hasta los 5 anos de edad.



Cuadro 1. Total de ovinos por rebafo y numero do hembras, machos y sementales

muostreados detallando rango de edad en machos

Rebaio Animales Hembras Machos Rango de edad No. ]
totales 1 ; (afos) Scmnnul;s’
1 14 10 4 i Zaa 4 :
2 270 170 H 100 ) 286 a8 j
3 460 o 2 58 ‘l 05a3 6 !
4 117 109 I‘ 8 : 2aa 8 s
5 273 31 i 23 ; 03 a4 2 5
=} i 260 (<] 10 | 1 a mas ae 4 10




Cuadro 2, Resultados de los estudios serofogicos, bacteriologicos y clinicos
para detectar y diagnosticar epididimitis causada por B, ovis, Brucelas lisas
y A seminis en ovinos de 6 rebadios,

\Rebar'm \Sem \No. Animates 1 _Bucelaous lB(uceh.‘ luas‘ A seminis 1

Epididinitis } Aistami
oD _EUSA ] DD Clnica B ows A seminis
i R P R | f 1

} i , o | |
4 R N \ 0 | | l

1 A_W__x I

0 | I | \

5 N X : 2 |
) A b 0| ] |
: ST | |
I P | \
A : | ! i
0| 0 I 1 )|
M 2 | 1 o o2 | & !
ixom T T R T | mp\“)% - ! |
M m 100%) 2522 5%) | 200801%) | 109%) 0% | | |

{ TOTAL X W07 (20004 [ A3(14%) | Geren. 4%} | 206 5%) -
ANMALES s ‘

H:Hembras M Macho



Cuadro 3. Relacién entre sarologia y aislamionto do 8. ovis on ovinos
con y sin opididimitis clinica

SEROLOGIA 1 AISLALYUENTOS { EPIDIDIMITIS ]

35 POSITIVOS 2 POSITIVOS s 1 ]
5 POSITIVOS

33 NEGATIVOS

76 NEGATIVOS 76 NEGATIVOS ! 5 POSITIVOS

111 TOTAL | 2 POSITIVOS TOTAL | 34 POSITIVOS TOTAL__}

Cuadro 4. Relacién entro serologia y aislamionto de A. seminis en ovinos con y sin
epididimitis clinica

SEROLOGIA AISLAMIENTOS ; EPIDIDIMITIS
10 POSITIVOS ! 10 NEGATIVOS i 1 POSITIVO
101 NEGATIVOS 2 POSITIVOS : 2 POSITIVOS

: 99 NEGATIVOS

111 TOTAL ! 2 POSITIVOS TOTAL 3 POSITIVOS TOTAL |




DISCUSION

La prueba de IDD con antigeno HS utiizada en el presente trabajo ha sido
considerada como adecuada por diversos autores para el diagnostico de la epididimitis
causada por 8 ows ™% gn un wabajo se estudiaron 83 animales con infeccién
comprobada por bacternologia encontrando 81 positivos a ELISA indirecta. 80 a iDD y 77
en FC™. En otro ostudio comparativo $0 obtuvo una sensibihdad del 96 4% en IDD.
92.7% en FC y 97.6% en ELISA indirecta y una especificidad del 100% en todas, pero
realizando la combinacidn de dos pruebas como ELISA indirecta ¢ IDD se obluvo la
sensibilidad del 100%°®, por éstas razones se recomiendan ublizar ¢stas Jdos pruebas en

combinacion para el diagnostico de 8 owis.

La prueba de ELISA indirecta es una prueba que complementa a ta 10D pero de
un costo mas elevado por el material que se requiere para reatizarla. Por tanto. 1a prueba

tamiz para el diagndstico de la epididimutis infecciosa producida por 3 owis es la IDD.*F

Es importante mencronar que para la reahzacidn de estas pruebas se debe utilizar
al antigeno HS ya que es ¢! que proporciona mejor sensibihdad y especificidad que los
realizados a partir de LPS rugoso kbre de proleinas y que los oblenidos por somcacion

para el diagnostico de 8 owrs *®

Aunque por su sencillez el IDD resufta Ia prueba mas recomendable, hay que
hacer notar que el uso del HS en esta prueba no esta exento de problemas, el mas
imponrtante es 1a estabilidad del antigeno, la cual después de rehidratado. disminuye
paulatinamente su titulo.®’ En este trabajo se observo que el antigeno al ser congelado y
gescongelado perdia la capacidad de dar una linea clara de precipiacion con el suero

contro! positivo, este hecho se presentd a parir del tercer proceso de congelacion-

descongelacion.
La presentacion de la enfermedad determinada por la edad ha sido muy
discutida.' En el presente trabajo se enconiro Gue aunNque CoN MEeNor ProporciIon que l0s

adultos habia corderos desde cualro meses de edad seropositivos a ambas pruebas



diagnosticas de 8. ows . Si se considera quo la enfermedad es mas comun en animales
adullos debido a los mecanismos de transmision quo incluyen como principal la directa
carnero-carnero y otras menos relcvanies como o via oral y la pasiva venérea a travées
de la oveja como so presentaba en las oxplotaciones estudiadas; ¢n ovo estudio
realizado se ha encontrando la enfermedad en owvincs jovenes gue nunca habian
cubiero y opinan que los ovinos jovenes son mas susceptibles.’® En el presente trabajo
el rebafo donde se encontraron anmales jOvenes positivos éstos eran somehdos a
dominancia que incluia Ia sodomia por los amimales aduftos por lo que se piensa gque
ésta ern la via de contagio. Aceplando ta genital como pnncipal via de infeccon la mayor

parte de los autores coincide en que los adullos estarian Mmas expuestos y que con fa
s

das a 3 owrs”

edad se aumenta el indice de alteraciones testiculares asoc.

S A panir de la

La seropositividad en cordercs pudierd exphcarse por la transmi

oveja. estc a pesar de que 0 las hembras se les ha dado un papsl poce impornante en la

epidemiologia deo la enfermedad "® . los datos obtenidos en este trabajo dieron un menor
nuamero de hembras seropositivas gque de machos sin embargo. en estudios recientes se
na demosirado que hembras gesiantes inoculadas con 2 ows tuvieron aporo en el

Gltimo tercio de gestacion. con eliminacion de 8 owis en teche durante 1oda |a factancia y

secrecion vaginal del nucroorganismo. - Esto posiblemente explica perque hay corderos
que son seropositivos. haciendo que la erradicacion sea dificit si se basa en la
eliminacion o castracon de machos posilives y NoO se toma en cuenta a las hembras

como transmisoras de la enfermedad.

Por otro lado. es conveniente senalar que la epididimitis en corderos se encuentra
mas comunmente asociada a MICreerganismce .« como Acnnobaciius e Hislozhius por 1o

que el diagnostico aiferencial incluye a éstos agentes.

Como puede observarse en el cuadro 3, existen animales que son posilivos a
B.ovis en serologia y no presentaron lesiones testiculares de igual manera en el cuadro
4 para el caso de A semirns, eslo puede deberse 2 que quiza tuvieron contacto con
animales infectados y desarrollaron anlicuerpos por expasicion o que se encuentren en
estado inicial de 1a enfermedad. De igual forma, existen animales seronegatives con

alteraciones lesticulares, Io que hace pensar que si bien la via sexual es la principal

"
9



fuente de contagio se podria considerar que mientras no haya un contacto de la bacteria
presenta en sistama reproductor con el sistema inmune no habrd produccién de
anticuerpos contra el agentea. Muchos autores coinciden en que no hay correlacion entre

epididimitis clinica y sersologia positiva.’
La presencia de ammales seropositivos y negativos al aislamiento es explicable

baja. lo que dificulta su

porque varios aulores coinciden en que la eliminacion de 8 ows @s €n forma intermitente
posibilidades de

y en ocasiones la concentracion bacteriann en semen es
aislomiento y recomiendan muestieos serindos para aumentar las
aistamienta ® ** En éste trabajo se reahzo un solo muestreo ya que en la practica es aificil

debido a que los duenos de los arimales no dan {as facihdades necesanas para la

realizacion de un segundo mueslireo
En el caso de A& semnus los primoaisiamientios que se obluwvieron. fueron en
forma pura y aunque se observaron variaciones en el comportamiento bioquimico. (como

lo fue en la acidificacion de los azucares las cuales no acigificaban como se repornan),

entre las cepas aisladas y aun entre 11 cepa de referencia y 10 descrito en la Interatura: se
tiene la certeza de que los oslanmentos corfespondian a A serrun.c, gado que esla

bacterna pertenece a ufn grupo atipico de Micfoorganismos de 1a famila Sasieure’acese
Al reatizar a

y las variaciones bioquimicas tambien es!an descritas en la hteratura
prueba de DD, estos aislamientos dieron lineas claras de identidad con el antisuero

obtenido con la cepa da referencia dejando poco lugar o dudas de que se tratase de otra
bacteria. También se trabajaron como control y de manera simultanea anltigenos

obtenidas a parlir de Otras bactenas relacionadas anhigenicamente COMmMo ~aemopnius y
dad con & semirus o

Pasteurel/la, ohservandose lineas de precipitacion perp no de ice
cual permitia la diferenciacion de posibles reacciones cruzadas

Para la determinacién de anticuerpos contra A seruris en sueros de ovinos. se
observo un compornamienta simiar a lo descrito antenormente. En este caso se utilizaron

como control antisueros de referencia contra Pastewrelia naermolytica serolipo 1 y 2 que
a problemas infecciosos en owvinos, esto se

asocian
contra

que generalmente se
sido bactennwzados

son los
comprobd en el rancho 5 en donde
Pasteurel/a, observandose un namero elevado de animales positivos,

Jlos ovinas habian




Los microorganismos Histophilus y A. seminis también han sido mencionados
como causantes de reacciones cruzadas. aunque de débil intensidad con 8. ovrs.’ En ia
prueba de IDD para A. seminis y 8. ovis se raealizaron ensayos con el suero hiperinmune
de A. seminis y suero de 8. ovis observando que en ambas pruebas no se observo linea

de precipitacion, descartando una posible reaccién cruzada.

Es importante mencionar que el porcentaje do animales seropositivos a brucelas
lisas es significativo ya que en trabajos anteriores se habia reporado la presencia de
brucelas lisas en ovinos obteniendo un porcentaje de 28.2 % y 4.7 % de hatos

positives. ' 337




B ‘CONCLUSIONES

- La presancia o ausencia de epidididmitis clinica no se relaciona con

animales seropositivos a 8. ovis ni con el aislamiento bacterioldgico

de 8. ovis.

- Se debe tomar en cuenta a las hembras en los programas de controt de
B. ovis ya qua se observd que pueden ser transmisoras de la enfermedad.

- Se aislaron 8. ovisy A semuirus de carneros con y sin epididimitis clinica

- Se encontraron 72 (23.4%) ovinos, hembras y machos, seropositivos a

£ owvis.

- Se encontraron 20 (6.5%) ovinos, hembras y machos, seropositivos a

A. seminis.

- Se encontrarcn 62 (20.14%) ovinos, hembras y machos, seropositivos

a brucelas lisas.




Explotacién 1

Ubicacién:
Explotacion:
Raza:
Alimentacion:

Fin zootécnico:

Total de ovinos:

Hembras:
Machos:
Sementales:
Profilaxis:

Explotacion 2

Ubicacion:
Explotacion:
Raza:
Alimentacion:
Fin zootécnico:

Total de ovinos:

Hembras:
Machos:
Sementales:
Profilaxis:

APENDICE 1

Apan, Hidalgo.

Ovinos

Sutfolk, Romanov.
Soya. alfalfa achicalada
Engorda

50

40

10

3

Solo desparasitacion interna.

Topilejo, Distrito Federal.

Bowvinos, ovinos, caprinos

Pelibuey. Suffolk,

heno de avena, ensilado de maiz. concentrado de sorgo y soya.
Docencia

270

170

100

8

Vitaminas y desparasitacion interna, eventualmente se aplican

bacterinas contra clostridiasis y pasterelosis.



Explotacién 3

Ubicacion:
Expictacion:
Raza;
Alimentacion:

Fin zootécnico:

Total de ovinos:

Hembras:
Machos:
Sementales:
Profilaxis:

Explotacion 4

Ubicacién:
Explotacion:
Raza:
Alimentacion:
Fin zootécnico:

Total de ovinos:

Hembras:
Machos:
Sementales:
Profilaxis:

Chalma., Edo de México.

QOvinos

Peolibuey
Concentrado de maiz, pasta de Soya. harina de carne y hueso,

minerales, urea. coccidiostatos y pastoreo.
Engorda. recria y seleccion de sementales

460
275
185

6
Desparasitacian interna, toxoide contra enterotoxemia,

Cuautitlan lzcalli, Edo de México.
Ovinos, bovinos. caprinos y equinos.
Pelibuey. Suffolk, Columbia, Rambouillat.
Avena y alfalfa achicalada y pastoreo.

Docencia.
117

109

a8

8
Desparasitacion interna



Explotacién §

Ubijeacién:
Explotacion:
Raza:
Alimentacion:
Fin zootécnico:

Total de ovinos:

Hembras:
Machos:
Sementales:
Profilaxis:

Explotacion 6

Ubicacién:
Explotacion:
Raza:
Alimentacion:
Fin zootécnico:

Total de ovinos:

Hembras:
Machos:
Sementales:
Profilaxis:

Metepoc, municipio de Tulancingo Hidalgo.
Ovinos

Hampshire y Suffolk

Cebada, silo, avena y pastizal.

Produccion de pie de cria.

273

250

23

2
Desparasitacién interna y vacunacion contra pasterelosis.

Tutancingo. Hidalgo.
Ovinos y bovinos.

Hampshire y Suffalk.

Pastoreo mixto.

Venia de sementales.

260

250

10

10

Desparasitacion interna y vacunacion contra pasterelosis

hemorragica.



APENDICE 2

A, Medio de Thayer-Martin modificado

-Gc ium base........ 36¢g

- Hemoglobina................cc 109

~ Agar bacterioldgico.................... 29

- Inhibidores:
Vancomicina.......... 39
Colistina............... 759
Nistatina............... 100 000 U.I. (17.7 mg)
Nitrofurantoina..... 10 mg

-Agua destilada................ool 1000 mi

El Gc medium y el agar bacteriologico se disuelven en 500 mi de agua destilada y
calentar llevando a punio de ebullicion y autoclavear (120 C. 20 minutos). enfriar en bafo
Maria hasta 50-55 C. La hemoglobina se disuelve poco a poco en 500 ml de agua
destilada para evitar la formacion de grumos y estersilizar de igual forma que el GC y el
agar bacteriolégico. Se mezclan las dos soluciones preparadas y se adaden los

inhibidores para después servir en cajas de peln.‘:

8. Medio de agar sangro

- Base agar Sangre...............ooeuiiiiiiee, 40 gn.
-Sangre desfibrinada estéril de bovino........... 7- 10%

Disolver calentando hasta punto de ebullicidn para después autoclavear ( 115 Ib. 15
minutos.) y posteriormente enfriar en bafo Maria hasta 50-55 C y agregar 10% de la

sangre estéril y servir en cajas de petri.

ESTA TESIS Kg ores
GALIR DE LA BIBLIDVEGA



C. Medio de agar chocolate modificado

-Base agar cistina corazdn.........ce.ceoiiiinei 51.5gA.
~EXtracto de 1ovaduld........iiieeiiieraiaeraaanaaaenas 0.5%
~Suero estéril de bovino. ..o 10%

-Sangre desfibrinada estéril de bovino._............. 10%

Se procedera a disolver agar cistina corazén y el extracto de levadura en agua
destilada y disolver para llevario a punto de ebullicion y después autoclavear ( 115 Ib, 15
minuios). Inmediatamente después de salir del autoclave el matraz, se adicionara la
sangre desfibrinada estéril de bovino para después enfnar a temperatura ambiente hasta
que llegus a una temperatura de 50-55 C y enseguida agregar el suero de bovino.'

30



LITERATURA CITADA

1. Aguilar.R.F., Trigo.T.E y Jaramillo M.L.1986: Aislamiento de Haemophilus somnus a
partir de puiménes neumonicos de bovinos. Tec. Pec.en Méx 52:67-68.

2. Baker,F.J. 1978.: Introduction to medical laboratory technology. Buftenvorths, London

Sa ed.

3. Biberstein, E.L... M. E. Meyer y P. C. Kennedy. 1958: Colonial variation of Pasteurella
haemolytica isolated from sheep. J Bact. 76: 445-452.

4. Blasco. M. J. M. 1983 : La epididimitis contagiosa del morrueco (infeccion por

Brucella ovis). Revisidn bibhogréfica Zaragoza.Espana . 46 pp.

5. Blasco. M:. J. M. and Marin. C. M.1987 : Inmunization with Bruce/la melitens:s Rev 1

against Brucella ovis infection of rams. Vererinary Microtiology. 14: 381-392.

6. Blasco. M. J. M. 1990 : Epidemiclogia. Patogenia y Cuadro clinico.Brucelosis ovina.
ovis.Tratado de Patologia y Produccion ovina. Luzéns ediciones. Espana. 8. 25-32

7. Canto, J., Biberstein, E. L., Schulte, T. A. and Behymaer, D. 1983 : Cross-Reactivity of
Haemophilus somnus Antlibody in Agglutination and Complement Fixation and in the
Enzime-Linked immunosorbent Assay. Journal of Clinical Microbiology. 17:3 500 - 506.

8. Confederacién Nacional Ganadera. : La Ovinocultura Nacional. 1995.

9. Charles. C. T. 1986 : Diagnostic procedures in Veterinary. Microbiology 2a ed.Carter
G.R. Springfield. illinois USA.

10. Cleon.V.K. and Schweitzer.D. 1989 : 8rucella ovis, Infaction and its Management in

ovine reproduction. Agn-Practice 4: 36-39.

3




11. Diaz, A.E. 1993: Diagnédsti de Bre 1 Caprina. Tésis de Doctorado. Universidad

de Navarra.

12. Diaz. A. E.. Nulez. T. E. D.. Suarez, G. F.. Marin A. C. y Blasco N. J. N. 1995:
Evaluacidén de la sensibilidad y espaecificidad del ELLISA para e! diagnostico de 8 owrs en
carneros. Memorias de la Reunidon anual de la Asociacidn Mexicana de Técnicos
Espeacialistas en Ovinos. Chapingo México.

13. Diaz. A. E., Blasco, N. J. N.. Marin, A. C., NMorilldén. U. |. y Diaz. G. R.1996
Diagnostico de Brucella melitensis en ovinos usando inmunodifusién radial con apteno
nativo. Técnica pecuaria en México, 34:2, 99 - 103

14. Diaz.R.:ltoiz.A.l.:Dorronsoro,l.:Salvo.M.D. y Pardo.M.L. 1980 : Aplicacién de la
18cnica de coaglutinacion para la identificacidn de microorganismos pertenecientes at

genero Srucella y de los aglutinogenos A y hi. Laboratono Granada. Espana. 420:509-

525

15. Ficapal.C. A.1993 : Bruceicosis ovina por Erucella ovis: Evaluacidn de pruebas

diagnosticas y analisis de la incidencia en Cataluina.Tesis doctloral. Universidad

Autonoma de Barcelona. Facuiiad de Verennarna 100 pp

18. Grillo. M.. J., Jiménez de Bagiés. C. M., NMarin, 14, Blasco. J. M. y Barberan, M.1995:
tinfeccion experimental por Srucella ovis en ovejas gestantes. V/ Jornadas Sobre

Produccidn Animal, Tomo 1l 539 - 541

17. Giauffret. A. y Sanchis, R.1974: Etude d'un foyer d'epididymite contagieuse du bélier.
Er ion de la maladie. Bull O. 1. E., 82. 581 - 586

18. Heath P.J;Davies ,|LH..:Morgan.J.H. and Aitken,l.A. 1991: Isolation of Actinobacillus
seminis from rams in the United Kingdom. Vet Rec. 129:304-307

19. Hemandez, A, L.1995: Curso de Diagnodstico bacteriologico de Srucella ovis. Instituto

Nacional de Investigaciones Forestales y Agropecuanas.



20. Hughes, K. L. y Claxon, P. D.1968: Brucella ovis infection. Aust. Ve!. J., 44: 41 - 47

21. James, M. W., Smith, G. L. y Murdock, M. F.1978: immunogenicity of a Haemophilus
somnus bacterin in cattle. Am. J. Vel Res.. 39:11 1756 - 1762

22. Jones, L. M., Dubray, G. y Marly, J.1975: Comparison of methods of diagnosis of
Brucella ovis infections of rams. Ann Rech Vet..6: 11-22

23. Low. J.C. Bromiey, Y., Donachie, W. and Somarville, D.1994: Characterization of
Actinobaciilus seminis. Congreso HAP 1994 pp 35,

24. Lowry, O. M..Rosebrough. M. J.;. Farr. A L. y RandallR . J.1951 . Protein measurement
by folin phenol reagent. J 8ol Chem 193:285-275

25. Luna. L..G 1968. Manual of histologic staining methods of the armed forces Institute
of Pathology. 3rd. Ed. Mac Graw Hill Scok Company. USA 36.

26. Marin, C. M., Jiménez de Bapgiiés, M. P. Blasco, J. t.3.. Gamazo. C.. Moriyon. | y
Diaz. R.1989: Comparison of three serological test for 8rucel/a ovis infection of ram using

ditfferent anligenic extracts. Ver Recorc. 125: 504 - 508
27. McGowan, B.1979: Epididymitis in rams: effect of vaccination and culling on the

clinical incidence of the disease Cornell Vet 69:67 - 72

28. Murray. R. M.1968: Scrotal abnormalities in rams in tropical Queensland with

particular reference to ovine brucellosis and its control. Aust Ve! J. 45: 63 - 67

29. Myers,D.M.1973 : Field evaluation of the gel ditffusion test for the diagnosis of ram
epididymitis caused by Brucella ovis. Appl. Microbiol. 26:855-857

33




30. Nufez. T. E. D., Diaz A. E., Tenocrio, G. V.. Matin, A. C. y Blasco, N. J. M.1995:
Evaluacion de la sensibilidad y especificidad de la prueba de Inmunodifusion Doble con
extracto salino calionte para el diagnostico de 8rucella ovis en carneros. Memorias de la
Especialisias en Ovinos.

Reunidn Anual de la Asociacion Mexicana de Teécnicos

Chapingo México.

31. Nuriez., T. E. D., Diaz, A. E. y Velazquez, Q. F.1995: Presencia de Anticuerpos
Contra Srucefla ovis y brucelas lisas en sementales ovinos jovenes. Memorias de la

Reunion Anual de la Asociocion Mexicana de Teécnicos Especialistas en Ovinos,

Chapingo Mexico.

32. Quchteriony, O. 1949 : Antigen-antibody reactions in gels. Ac!a path mucrobiol.

Scand. 26:507

33. Reumdén Anunl del Conseyo co Samdad Armmal 1995 : Problematica de la Brucella

ovis en Meéxico.

fiarin, C. y Diaz. R.1986: Comparison of

34. Riezu-boj.J.l.. Moriyon.l.. Blasco,J.l1..
in an

lipopotysaccharide and outer membrane protein-lipopolysaccharide extracts
enzyme-hinked immunosorbent assay for the diagnosis of Brucella owis infection. J. Cin

Micrcbrol. 23:938-942
3S5. Riezu-boj.Jt.l.. Monyon.l., Blasco.J.h1., Gamazo.C.. Diaz,R. y Winter, A.J.1990
Analysis by immunoblot of the antibody response of sheep infected by smooth and rough

brucellae to outer membrane proteins extracted with hot saline. /nfsc! Imrmun. 58:489-

494

36. Ris, D. R.. Hamel, K. L. y Long., D. L.19E4: Comparison of an enzyme-linked
immunoespecific assay with the cold complement fixation test for the serodiagnosis of

8Brucella owis infection. V. Z. Ver. J. 32: 18 - 20

33



e

37. Romero M.J.A., Morono, C.B., Lopez. N.A, Tonora. P.1.1995: Seroprevalencia de

brucelosis en ovinos e¢n un modelo de produccidon campesina en hMéxico. Memonas de la
Reunidn Anual de

\a Asociacion Mexicana de Técnicos Especialisias en Ovinos,
Chapingo tMéxico.

38. Sanchis. R y Gioulfret, A.1975: L'epididymite comagieuse du bélier. Rec NMed Vet.
151: 791 - 798

239. Scanlan, C.M.1992 : Etiopathogenesis of epididymitis in ram lambs. Memorias del 5-

Congreso Nacional de Produccion Ovina. Asocracidn Mexicana de Técnicos especiahistas
en Ovinocultura. Meéxico. 342-349

40. Thayer, J.D. y NMantin. J E.1964 Selective medwum for cultivating /Nesisseria
gonorheae and Neisseria meningtidis. Publ Health Dpt. U.S. 79:49

41. Trigo F.1992: Patologia sistemica veterinaria.interarmencana Mc Graw-Hili. Segunda
edicion pp 221-222.

42 Walkar, L. Richard; LeaMaster, R. Brad. 1988 : Sercdiagnosis of Histophiius ovis-
associated epididymitis in rams. J Ver Res. 2: 208-212

43. Warren, L. 1959.1959: The thiobarbiiunc acid assay of sialc acids J Bio! Chem.
234:1971-1975

44 Webb, R. F. Quinn, C. A., Cockram. F. A. y Husband. A. J.1980: Evaluation of
procedures for the diagnosis of Brucella ovis infection in rams. Aust. Vet. J. 56; 172- 175
45. West. D. M., Stafford, K. J.. Alley. tA. R.. Badcoe, L. tA., Hilbink. F. and Compton, C.
W. R.1993: Serological and necropsy findings for rams infected with SBrucella ovis which
were not identified by the complement fixation test. New Zeland Vet, J. 41: 82 - 86

35



	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Objetivos
	Material y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Apéndices
	Literatura Citada



