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RESUMEN

La epididimitis en carneros es considerada una enfermedad econémicamente importante,
por sus efectos adversos sobre la fertilidad. Esta patologia ha sido primordiaimente
asociada a Brucella ovis, Actinobacillus seminis y a una gran variedad de
microorganismos que incluyen Histophilus ovis, Haemophilus somnus, Pasteurella
haemolytica y Pasteurella multocida. En México, existen reportes de casos de epididimitis
por A. seminis desde el afio 1986, recientemente se determiné una prevalencia del 9 % en
el Altiplano Central por pruebas de inmunodifusién doble en agar. La patogenia de la
enfermedad es poco clara, las observaciones mas frecuentes coinciden con el desarrollo
puberal, en animales en muy buen estado nutricional. En el experimento I se plantea la
posibilidad de reproducir la epididimitis por A. seminis mediante la inoculacion
intrauretral (IU) del patégeno en borregos de 24 semanas en borregos, sometidos a
tratamiento hormonal con hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) (n=4) por via
parenteral y a tratamiento traumatico irritativo de la cola del epididimo con etilenglicol
(n=4) previo a la inoculacién. En el experimento Il se inoculé a cuatro borregos con A.
seminis intradeferente (ID). En el experimento III se estudiaron las lesiones
histopatolégicas producidas por la inoculacién de B. ovis (n=5) y A. seminis (n=3) por
separado y en forma conjunta (n=5) en la cola del epididimo. Semanalmente se tomaron
muestras de suero para la realizacion de estudios seroldgicos por doble inmunodifusién
en agar y de semen para estudios de calidad y bacteriologia. Se sacrificaron en forma
humanitaria a los 35 dias y se tomaron muestras de las glandulas anexas, testiculos y
epididimos para la realizacién de estudios bacteriolégicos e histopatoldgicos. De los
animales tratados previamente con GnRH, a los 15 dias posinoculacién se recupero la
bacteria del semen pero no del aparato genital al momento de la necropsia. Se
encontraron lesiones histopatolégicas en las colas del epididimo en 3 de 4. Del grupo
tratado con etilenglicol no se recuperd la bacteria de la cola del epididimo tratada, a
pesar de que el tratamiento provocé lesiones de tipo cuerpo extrafio, en 1 de 4 se aislo A.
seminis de la vesicula seminal y del ampula del deferente. De los animales sin
tratamiento previo e inoculacién IU {n=4) no se recuperé la bacteria del aparato genital
pero si de los muestreos de semen. En 4 de 8 animales inoculados con A. seminis
intraepididimal (IE} se recuperd la bacteria de la cola del epididimo y en 2 de 3 de las
glandulas anexas. En todos los grupos, incluso en los controles, se aislaron bacterias
distintas de las inoculadas, principalmente de las glandulas anexas, provocando lesiones
de poca intensidad o sin la existencia de cambios patoldgicos. En los animales inoculados
intradeferente (ID) no se aisld la bacteria de la cola del epididimo, pero si de las glandulas
anexas. Las lesiones provocadas por A. seminis ¥ B. ovis en las colas del epididimo
resultaron similares, caracterizadas por presencia de vesiculas intraepiteliales e
hiperplasia de la mucosa epitelial, presencia de polimorfonucleares en el interior del
tibulo epididimal, infiltracién linfoplasmocitaria y fibrosis intersticial. Se constaté la
presencia de granulomas espermaticos en cola y cabeza de algunos epididimos
coincidentes con la recuperacién de B. ouvis, otras bacterias o sin aislamiento. De un total
de 19 animales que recibieron A. seminis ya sea via IU o IE, 5 resultaron positivos a la
serologia {26 %), constatdndose reacciones dudosas en otros 5 (26%). De 8 animales en
los que se recuper6 A. seminis del semen, 6 (75%) presentaron células inflamatorias en el
mismo. Se constatd la rapida eliminacion de A seminis de la cola del epididimo, debido
posiblemente a la respuesta inflamatoria intensa y su permanencia en las glandulas
anexas.

Palabras clave: Epididimitis, borregos, Actinobacillus seminis, Brucella ouvis, glandulas
anexas, histopatologia, bacteriologia.
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ABSTRCT

Epididymitis in rams is an important disease with negative economical impact for its
adverse consequences on fertility. This pathology has been primarily associated with
Brucella ovis, Actinobacillus seminis and to a great variety of microorganisms like
Histophilus ouvis, Haemophilus somnus, Pasteurella haemolytica and Pasteurella
multocida. In Mexico there has been reports of epididymitis produced by A. seminis since
1986, Recently a 9 % prevalence was determine using double immunodiffusion assay in
the Central Plateau of the country. The pathogenesis of the disease is unclear, the most
frequent observations seen to coincide with the puberty development in animals under
very good nutritional conditions. The aim of this work was to reproduce the epididymitis
using 24 weeks age lambs. Three experiments were preformed using differents groups of
rams with in each other. Experiment one, animals were challenged with A. seminis
inoculation into the urethra, group one (n=4) animals were treated with a parenteral
application of Gonadotropin-releasing hormone (GnRH), second group (n=4) treatment
was a traumatic irritation of the epidydimis with etilenglycol. In experiment two, the
animalis [n=4) was challenged with a inoculum of A. seminis placed in the vas deferens
{IVD). The third experiment, inoculums were deposited in the epidydimis tail, group one
A. seminis {n=3), group two (n=5) B. ouis, final group (n=5) B. ovis / A. seminis (n=5)
together. Serum and semen samples were periodically collected after the challenge for
serology, bacteriology and semen quality assays, respectively. Thirty-five days post
challenged animals were euthanized. Samples of accesory glands, testicles and
epididymis were taken to complete the bacteriological and histopathological studies. A.
seminis was not isolated in genital organs of the animals whit the hormonal treatment,
but it was found in the semen 15 days after the challenge, and, 3 out of 4 animals had
suggestive lesions. In the group of lams treated with ethilenglycol, only from one animal
was positive to the isolation of A. seminis from the seminal gland and ampulla of the vas
deferents Isolation with in this group was negative to the epididymis tail tissue. In spite
of the fact that the treatment induced lesions of foreign body type in all of them. In the
animals without previous treatment challenged by placeing bacteria into the urethra,
bacterias were retrieved from the semen samples but not from the tissues. In more than
half of the challenged animals independently of the treatment A. seminis was cultured
from epididymis tail or accessory glands tissues. In some cases low intensity
histopathological changes were associated with the presence of bacteria different to the
ones used in the experiments, and they where mainly found in accessory glands. In the
animals challenged IVD bacteria was isolated from the accessory glands, but not in the
epididymis tail. The lesions induced by A. seminis and B. ovis in the epididymis tail were
similar to both cases, characterized by ephitelial mucosal hyperplasia, cystic formation,
epididymal polymorphnuclear and lymphocyte cells infiltration and interstitial tissue
fibrosis. Spermatic granulomas were observed in tail and head of some epididymis
coinciding to bacterial growth and other without bacterial growth. Twenty six percent of
A. seminis challenged animals (n= 5) were found positive to the Immunodiffusion test.
Another twenty six percent showed suspected positive reactions. Six out of eight animals
(75%) with A. seminis isolation showed inflammatory cells in semen. The fast
disappearance of A. seminis in epididymis tail and its persistance in the accessory glands
was probably due to a most intense inflammatory response in this first organ.

Key words: Epididymitis, lams, Actinobacillus seminis, Brucella ovis, accessory glands,
pathological, bacteriological.
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Introduccion

1. INTRODUCCION.

La epididimitis infecciosa en los carneros es considerada una enfermedad
econdémicamente importante, por sus efectos adversos sobre la fertilidad (Walker et al.
1986; Appuhamy et al. 1998,), la disminucién en el numero de reemplazos disponibles, el
mayor numero de carneros por hembra y los gastos que ocasiona el mantenimiento de
hembras vacias (Genetzky, 1995). Esta patologia ha sido primordialmente asociada a
infecciones por Brucella ovis y Actinobacillus seminis y en menor grado a una gran
variedad de microorganismos que incluyen Histophilus ovis, Actinobacillus
actinomycentemcomitans, Actinomyces pyogenes, Bacteroides spp., Brucella abortus,
Chiamydia psittaci, Corynebacterium pseudotuberculosis, Erysipelotrix rhusopathiae,
Eschericha coli, Haemophilus somnus, Moraxella spp., Pasteurella haemolytica, Pasteurella
multocida, Pseudomonas spp., Salmonella abortus ouvis, Staphylococuus spp., Streptococcus

spp. (De Long et al. 1979; Walker ef al. 1986, Genetzky 1995).

B. ouvis es reconocida como el agente causal mas importante de la epididimitis en
carneros, su epidemiologia y patogenia esta suficientemente documentada (Biberstein et
al. 1964, Brown ef al. 1973). Sin embargo existen evidencitas de otros microorganismos
como responsables o causantes de epididimitis en carneros, especialmente varios bacilos
pleomorficos Gram negativos. La identificacion de estos agentes se dificulta debido a la
falta de uniformidad en la determinacion de sus caracteristicas biogquimicas y de
metabolismo  bacteriano in vitro. Los mas {recuentemente reportados en estos
aislamientos incluyen A. seminis. A. actinormycetemcomitans, H. ovis, H. somnus, H. agniy
otras bacterias similares a Haemophilus. Otros aislamientos en casos de epididimitis

incluyen P. haemolytica y P. multocida (Walker et al. 1986; Walker y Leamaster 1986).

La patogenia y los factores predisponentes de la epididimitis por A. seminis estan
poco estudiados. El trabajo indaga sobre la implicancia del tratamiento hormonal con
GnRH v de la lesién del epididimo en la ocurrencia de la enfermedad e intenta reproducir
la patologia inoculando el agente por distintas vias. También se realiza el estudio
histopatologico comparativo de las lesiones del aparato reproductor luego de la
inoculacién con A. seminis v B. ovis. Se estudian las lesiones que ocurren en las
glandulas anexas y se discute su importancia en los cuadros de epididimitis. Se realiza el
seguimiento clinico y serologico de los animales desafiados. Esta investigacidon trabaja
sobre algunos aspectos implicados en al patogenia de la enfermedad quedando muchos

otros por resolver.




Antecedentes

1.1. ANTECEDENTES

A. seminis ha sido aislado en casos de epididimitis, de muestras de semen y de
epididimo en Australia {Baynes y Simmons, 1960), Nueva Zelanda (Ekdahi et al., 1968},
Estados Unidos de Norte América (Livingston y Hardy, 1964), Sudafrica (van Tonder,
1973}, Reino Unido (Heath et al, 1991), Kenia (Mbai et al.,, 1996) y mas recientemente en
Espana {De la Puente Redondo et al., 2000)

En México, existen reportes de casos de epididimitis por A. seminis desde 1986
(Trejo et al, 1986), donde se aisld del epididimo de un carnero del Estado de Hidalgo,
posteriormente Oviedo et al, {1988) aislaron el patégeno en carneros del Estado de
México, en estos dos reportes la identificacién del agente se logré por pruebas
bioquimicas. Recientemente Méndez et al, (1999) aislan la bacteria y confirman el
diagnoéstico en pruebas de IDD con la utilizacién de antigenos sonicados, comprobando la

existencia de identidad antigénica con la cepa de referencia (ATCC 15768).

A. seminis ha sido aislade de fetos abortados y de tteros posaborto en ovejas
Dorper en Sudafrica (van Tonder, 1973). Mas recientemente se ha relacionado con abortos
ocurridos dos semanas antes del comienzo de los partos en ovejas en el Reino Unido. Los
fetos presentaban pocos cambios posmorten indicando que la muerte se produjo poco
antes del mismo. En las placentas se encontraron amplias adherencias y necrosis
caruncular, se descartaron otras causas de aborto {Salmonella spp., Campylobacter spp.,
Brucellas spp., Clamidias y Toxoplasma) y los aislamientos se lograron del contenido
estomacal de los fetos (Foster et al, 1999). Se le ha relacionado con casos de poliartritis y
postitis en borregos (Watt et al, 1970). También fue encontrado en semen normal de
bovino (van Tonder y Bolton, 1970); y se le ha comunicado como causante de mastitis
necrotica aguda luego de la inoculacién intracisternal en ovinos (Watt et al 1970;

Alsenosy y Dennis 1985).

Baxendell, citado por Jackson y White (1982) sefiala a A. seminis como uno de los
microorganismo de importancia en la produccién de la epididimitis en caprinos, sin

importar su condicion, presentandose en machos adultos de cualquier edad.
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Ekdahl et al, {1968) aislaron microorganismos semejantes a A. seminis en el
semen de muchos casos de epididimitis, pero no aislaron la bacteria de las lesiones en la
necropsia, estos autores proponen que las lesiones encontradas pudieron ser provocadas
por otros microorganismos, y que A. seminis se encontraria solo en las glandulas anexas.
Sin embargo, el hallazgo repetido en semen de A. seminis y bacterias semejantes a A.
seminis, sugiere fuertemente su papel en la etiologia de la epididimitis tanto clinica como

subclinica (van Tonder, 1979,).

1.2. IDENTIFICACION DE Actinobacillus seminis.

s Pruebas bacteriologicas

Desde su primer aislamiento realizado en 1960 por Baynes y Simmons, a partir de
casos de epididimitis en carneros, A. semimis se describe como un bacilo pleomérfico,
Gram negativo, de 1 um x 1-4 um, inmévil y sin presencia de endoesporas. El crecimiento
optimo ocurre cuando es incubado en una atmésfera de 10 % de COz y 37°C de
temperatura, su crecimiento se ve favorecido con el agregado de sangre o sucro. Luego de
24 horas se observan las colonias del tamano de una cabeza de alfiler, a las 48 horas
alcanzan un diametro de 1-2 mm, poseen color gris blanquecino, convexas, redondeadas
con margenes enteros, a los cuatro dias adquieren un diametro mayor de 3 mm ¥y
muestran estriaciones radiales (Burgess, 1982). Las caracteristicas bioquimicas de A.
seminis incluyen ser catalasa positivo, oxidasa negativo, nitrato negativo, indol negativo y
presentar pobre fermentacién de la glucosa (Low et al.,, 1995). En estudios de microscopia
electronica no se observan esporas, capsulas ni pili en las cepas evaluadas (Spondenberg
et al., 1983).

Algunas cepas producen un pigmento amarillo limén en el paquete celular luego
de la centrifugacion, pero la mayoria presentan una coloracion gris blanquecina luego de
este procedimiento (Baynes v Simmons 1960; Stephens et al. 1983). No se desarrollan en
agar MacConkey (Swanepoel. 1984}. En la prueba de catalasa resultan usualmente
positivas y son generalmente oxidasa negativas. La mayoria de las cepas no reducen
nitratos a nitritos, pero puede ocurrir ocasionalmente (Bergey 1986; van Tonder 1979,).
No producen hemolisis (Bergev 1986; Cousins y Lloyd 1988}, sin embargo algunas cepas
presentan hemdlisis incompleta (Swanepoel, 1984]. La produccién de acido sulfhidrice
detectado en tira de papel impregnado con acetato de plomo es negativa, pero pueden
ocurrir reacciones leves. La degradacion de los carbohidratos no ocurre luego de 14 dias

de incubacion, en el caso de la giucosa, galactosa, glicercl, inositol, inulina, lactosa,
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maltosa, manitol, manosa, rafinosa, sorbitol, sucrosa, trealosa, y xilosa. Algunas cepas
presentan una baja produccion de dcido luego de 28 dias de incubacion en medios con
arabinosa, fructosa, manosa, y trealosa (Bergey, 1986). Las pruebas de Rojo de metilo y
Voges Proskauer son negativas (Burgess 1982; Bergey 1986).

En la utilizacién del sistema APIZYM que es un método comercial semicuantitativo
de identificacién microbiobogica, con el cual se evalua la presencia de 19 reacciones
enzimaticas, se constatan grandes similitudes entre A. seminis y H. somnus. La cepa de
referencia de A. seminis (ATCC 15768) se caracteriza por resultar positiva a las siguientes
reacciones del sistema: 2 (fosfatasa alcalina), 4 (estearasa,C4), 6 (Leucine arylamidase),
11 (fosfatasa acida), 12 (fosfoamidasa) y 15 (B-glucoronidasa). Sin embargo un aislamiento
de A seminis estudiado por el mismo sistema, presentd las reacciones enziméticas

similares excepto la 4 {(Groom et al. 1986; Cousins y Lloyd 1988).

¢ Inmunofluoresencia

Se ha desarrollado la técnica de inmunofluoresencia para la deteccidén de A.
seminis en semen, utilizando anticuerpos policlonales. Esta técnica es considerada por
los autores altamente especifica, lograndose la identificacién del patégeno en forma clara,

con la ayuda de su pleomorfismo caracteristico (Ajai et al, 1980).

+ Pruebas seroldgicas

Las pruebas de inmunodifusién de A. seminis muestran reacciones cruzadas, por
la presencia de antigenos comunes, con H. haemoglobinophilus, y los integrantes del
grupo Haemophilus — Histophilus (H. somnus, H. agni, H. ouvis) (Stephens et al., 1983}.

Las muestras de sangre de animales infectados experimentalmente muestran
anticuerpos contra A. seminis, que fijan complemento a los 14 dias posinfeccién con una
persistencia de 35 dias, los titulos mayores o iguales a 1:20 se consideran positivos, los
titulos de 1:10 se consideran dudosos. También se encontré que los animales de los
cuales se aisld A. seminis del semen, no presentaban titulos detectables por fijacién de
complemento (Baynes y Simmons, 1960}.

Se han desarroilado pruebas de ELISA utilizando antigenos de A. seminis completo y
sonicado. Los titulos obtenidos con el antigeno completo fueron menores que los
obtenidos con las células sonicadas (Cardenas y Maki, 1986). También se han
desarrollado pruebas de ELISA empleando como antigeno el LPS, preparado por

autoclavado y centrifugacion (Tekes y Hajtos, 1990).
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» Perfiles de proteinas de membrana externa.

En estudios de perfiles de proteinas de membrana externa por electroforesis en
geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) se encontré homogeneidad en las bandas de A.
seminis [ATCC 15768) v un aislamiento de campo realizado en Australia, los perfiles de
proteinas de membrana externa de H. somnus, H. ouis e H. agni fueron similares, pero no
idénticos, a los de A. seminis, en cambio los perfiles de H. haemoglobinophilus, H.
influenzae y A. lignierensii resultaron diferentes entre si, y con ios anteriores (Stephens et
al., 1983).

+ Estudio genético.

Los estudios con enzimas de restriccion (BamHl), permiten realizar la
diferenciacién de A. seminis con el grupo H-H y también con A. lignierensii. Esta técnica
ha permitido encontrar muy poca variaciéon entre aislamientos de A. seminis, por lo que
no resulta adecuada para estudios epidemiologicos. Las diferencias existentes con A.
lignierensit podrian resultar un punto mas a favor de su exclusion del género (Mc Gillivery
y Webber, 1989).

La técnica de PCR se ha utilizado para realizar una identificacién rapida de A.
seminis y para establecer diferencias con otros géneros bacterianos. Asi se tipificaron
aislamientos de campo utilizando iniciadores de PCR ribotipo, elemento palindréomico
extragénico repetitivo (REP-PCR}, consenso intragénico enterobacterial repetitivo, (ERIC-
PCR). De los 24 aislamientos de A. seminis estudiados se pudieron distinguir 5 tipos REP,
9 tipos ERIC y un solo patrén de ribotipo. Los patrones logrados con REP-PCR se
denominaron como grupos del 1 al 5 presentando patrones repetitivos en las 275, 550,
600, 800, 1050 y 1100 pb; en el caso de ERIC-PCR los corrimientos presentan bandas
similares en 300, 515 y 600 pb. En el caso del PCR ribotipo, los 24 aislamientos
resultaron similares menos uno, estos se caracterizaron por poseer dos bandas de alta

intensidad en 0.55 y 0.7 kb, y una de baja intensidad a 0.85 kb {Appuhamy et al., 1998,).

Todos los iniciadores generaron fragmentos de ADN discriminatorios y
reproducibles, revelando la heterogeneidad de los aislamientos. Pudiendo ser el PCR-
ribotipo de utilidad para diferenciar de otras especies (H. somnus e H. ouis) por la
existencia de un patron unico. en cambio REP-PCR v ERIC-PCR que mostraren patrones
complejos pero comunes, serian indicados para la realizacion de estudios epidemiolégicos

(Appuhamy et al., 1998.}.
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Posteriormente el equipo de Appuhamy et al., (1998) desarroilé un PCR especifico
para A. seminis, disefiando iniciadores que amplifican una regién del gene rrmB que es
uno de los dos operones ribosomales caracterizados, que codifica para dos RNA de
transferencia (tRNA-Ile y tRNA-Ala). Lo destacable de este disefio es que el PCR amplifica
una banda tnica de 436 pb y no da productos de amplificacién para H. ovis, H. somnus,
A. actinomycetemcomituns, P. multocida, P. haemolytica ni E. coli que son bacterias
comunmente aisladas del aparato reproductivo de ovinos y bovinos. En cambio, el PCR-
ribotipo, produce amplificacién para algunas de estas bacterias, aunque con patrones

diferentes de los de A. seminis, haciendo mas dificil la interpretacién.
1.3. EPIDEMIOLOGIA

Se ha observado prevalencia de epididimitis del 15 al 20% en carneros virgenes de
6 meses a 1 afio y medio de edad (Bulgin y Anderson, 1983). A. seminis puede provocar
una pérdida de hasta el 20% de los posibles carneros reproductores durante el primer
afio de vida, aunque usualmente esta pérdida es algo mas baja {(Walker et al, 1986). La
incidencia encontrada por De Wet y Erasmus (1984) en borregos al alcanzar la pubertad,
fue del 5.6%. Esta baja incidencia la atribuyen a que los animales del estudio provienen
de producciones extensivas, ya que Jansen (1983} encuentra mayor incidencia en

animales con altos niveles de nutricién en condiciones de confinamiento.

En estudios bacteriolégicos realizados por Walker et al., (1986) en carneros
adultos y virgenes de E.EU.U., se constatd que el 96.3% de los adultos con lesiones de
epididimitis fueron positivos a B.ouis, mientras que A. seminis se encontrd en el 75% e H.

ouis en todos los aislamientos de los carneros virgenes afectados.

Esta bacteria es considerada como causante de infertilidad en carneros de! Reino
Unido. Fue aislada en 3 de 16 carneros con lesiones genitales y pobre calidad de semen,
con edades de 8 meses a 2 afios y medio. Asi mismo fue aislada en 2 de 96 animales
fértiles, donadores de semen en programas de inseminaciéon artificial, sin lesiones fisicas
y sin presencia de células inflamatorias en el semen, con edades de 8 meses y 6 afios

(Low et al., 1995).
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A. seminis fue aislado en el 13.8% de los carneros que no presentaron lesiones
clinicas en el epididimo ni en el testiculo, ni neutréfilos en el semen, por lo que se
considerd que la infeccidon se encontraria en estado latente, adquiriendo estos animales,

la condicion de portador asintomatico (van Tonder, 1979,).

En estudios seroldgicos realizados en México, en los Estados de Hidalge y México,
en 6 explotaciones con un total de 111 carneros, se obtuvo una prevalencia del 9 % a la

prueba de IDD con antigeno soluble de A. seminis (Méndez ef al, 1999).

Bulgin y Anderson {1983) consideran dos cuadros de epididimitis, uno afectando a
animales adultos en el cual el agente mas frecuente es B. ouvis y otro en animales virgenes
provocado por bacilos pleomoérficos Gram negativos donde incluyen a H. ouvis, A. seminis,
otros Actinobaciilus y Haemophillus. Por lo tanto caracterizan dos diferentes entidades
patologicas, dependiendo de la actividad sexual del individuo. En el mismo sentido,
estudios de prevalencia realizados en Utah (EE.UU.), indican que B. ovis fue el hallazgo
mas comun en carneros pertenecientes a rebafios generales, en cambio se encontraron
como mas prevalentes los bacilos pleomérfice Gram negativos, en carneros virgenes
provenientes de rebafios de pie de cria, eso los lleva a concluir que se encuentran ante
dos entidades patoldgicas, con diferentes agentes etiolégicos y que se presentan bajo

diferentes condiciones de manejo (Bagley et al., 1985).

La epididimitis causada por B. ovis ocurre como infeccion enzodtica en los rebanos
con animales portadores. Esta es mas comun en los grandes rebarnos de campo que
poseen un alto numero de carneros mantenidos continuamente en contacto, siendo
menos comun en los pequenos rebarios, en donde es remplazada con mayor frecuencia
toda la poblacion de carneros. En contraste la epididimitis causada por bacilos
pleomoarfices Gram negatives, cuyoe origen pueda deberse a una asociacion entre estrés y
condicién hormenal; la remocion de todos los carneros afectados disminuye la incidencia

de la enfermedad, pero no la elimina del rebafio (Bagley et al., 1985).

La intervencién de las hembras en la transmision de la enfermedad no se
encuentra claramente establecida. Sin embargo la deteccién de A. seminis en borregos
luego de! destete y la presencia del patégeno en las muestras cervicales en el 38% de las
hembras en una explotacion con problemas de epididimitis, sustenta la posibilidad de la

transmision a partir de la madre en el momento del parto (Heath et al., 1991).

-]
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La transmision oral a través de la leche es sugerida por Alsenosy (1985), ya que la
bacteria fue encontrada en leche 9 dias posinfeccién experimental, pudiendo resultar en
una infeccion latente en los corderos. También se sugiere como medio de transmision a la
actividad homosexual cuando los carneros se aproximan a la pubertad, o la via venérea

durante la época de monta (Heath et al., 1991).

Se encuentra descrita la alta incidencia de esta patologia al alcanzar la madurez
sexual (Simmons et al. 1966; Bagley et al. 1985), pero también se ha encontrado a A.
seminis en carneros adultos, provocando alteraciones en el semen y baja fertilidad (Low et
al. 1995; Mbai et al. 1996), adquiriendo un lugar relevante en esta categoria, cuando se
controla B. ovis (van Tonder 1979.; van Tonder 1979.). Lozano (1986} sugiere la

posibilidad de que ciertos individuos posean inmunidad natural contra la enfermedad.
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1.4, PATOGENIA

Considerando los conocimientos actuales, con el objeto de llegar a un factor de
predisposicion comun para la localizacion de microorganismos en el aparato genital, se
podria citar los siguientes puntos relevantes:

a} El prepucio del borrege esta en contacto directo con la cama contaminada,

cuando el animal se echa.

b) Resultaria légico considerar que un grupo de microorganismos con capacidad
de provocar lesiones en distintas partes del cuerpo como, Actinobacillus spp; H.
somnus; Pastreurellus spp; Staphylococcus spp, pueden tener acceso al
huesped por una via nto hematégena {Jansen 1980,; Jansen 1983).

c) El desarrollo del tracto reproductivo, bajo control hormonal, define un medio
adecuado para el desarrollo espermdtico y la sobrevivencia de los
espermatozoides y puede resultar al mismo tiempo un medio apropiado para la
multiplicacion bacteriana y la extension de las bacterias de la cavidad
prepucial a las partes profundas del tracto reproductivo (Jansen, 1983).

d) La presencia de traumatismos, es esgrimida como factor predisponente de la
epididimitis (Baynes y Simmons, 1968), esta hipdtesis resulta razonable
considerando la posicion, el tamafio y la localizacion de los testiculos y de las
colas del epididimo, que los hacen un sitio de localizacién de lesiones

traumaticas (Watt 1978; Bulgin et al., 1990).

La actividad sexual y el desarrollo genital dependen de la concentracion de las
hormonas Luteinizante (LH) y Folicule Estimulante (FSH), liberadas por la Hipofisis, su
produccion es estimulada por la liberacidn pulsatil de la hormona Liberadora de
Gonadotropinas (GnRH) producida por el Hipotalamoe {(Jansen, 1980,).

Los andrégenos son producidos por las ceélulas de Leidyg en respuesta a la
estirnulacion pulsatil de la LH, esla juega un papet inicial dominante sobre el incremento
de la actividad de la FSH y Prolactina en el estimulo de la espermatogénesis (Jansen,
1980.).

La FSH también estimula a las células de Sertoli a producir y secretar la proteina
unidora de androgenos (ABP) que se une a los mismos ¢ incrementa su concentraciéon en
los tubulos seminiferos. Parte de la testosterona que pasa a los tubos seminiferos es
transformada en dihidrotestosterona (DHT) por la enzima 5 «o- esteroide reductasa y

parte de esta es transformada en estrogenos por la enzima aromatasa. Estos androgenos
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que son transportados por el flujo seminal hasta el epididimo son necesarios para el
desarrollo y funcién normal de las células epiteliales del epididimo (Jansen 1980.; Hafez
1993).

La funcién de las glandulas accesorias es dependiente de la produccién de
testosterona por los testiculos, esta estimula la produccion de fluido seminal y aumenta

la concentracidn de fructosa, citrato y fosfatasa acida en el mismo (Hafez, 1993).

Moore y Bedford (1979), demostraron que los espermatozoides de las ratas
dependen de un medio adecuado, suministrado por el epididimo, para su maduraciéon y
sobrevivencia y que mueren pocos dias después de que el soporte androgénico del epitelio
epididimal es afectado por la remocién de los testiculos, presentandose cambios en las
células epiteliales de la cola y la cabeza del epididimo. Estas manifiestan actividad
endocitica aumentada, desaparecen las vesiculas del apice de las células epiteliales,
existe disminucién del reticulo endoplasmatico rugoso y del aparato de Golgi e incremento

del contenido de lisosima, todo lo cual indica la reduccion de la funcion secretora.

El liquido seminal en humanos y verracos, posee una fraccion inmunosupresora
que causa inhibicion de la respuesta inmune celular y humoral. Dicha fracciéon posee
prostaglandinas del grupo E y transglutaminasa que estan implicados en la
inmunosupresion que ocurre sobre las células NK y sobre la proliferacién linfocitaria
(Dostal et al. 1995; Dostal et al. 1997). Se menciona que este factor depositado en el
recto, podria estar implicado en la transmisiéon del SIDA y de otras infecciones del aparato

reproductivo (Dostéal et al., 1995).

Se ha hipotetizado que la produccion de esteroides sexuales durante el desarrollo
de la pubertad estaria implicada en la ocurrencia de la epididimitis, pero no existen

estudios directos (Ley 1993; Bulgin y Anderson 1981).

También se ha hipotetizado que la lesidon traumatica del epididimo, la subsecuente
liberacién de histamina y la coleccién de pequenas cantidades de fluidos ricos en
proteinas, favoreceria la colonizacion de los microorganismos agravande el cuadro
inflamatorio. En el mismo sentide estos traumatismos pueden causar la ruptura de los
conductos epididimales, iniciando la formacién de granulomas espermaticos mediados

por factores autoinmunes sin la presencia de bacterias (Bulgin et al., 1990).
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La conformacion prepucial ha sido mencionada como predisponente, los prepucios
largos y pendulados estdn mas expuestos a traumatismos y podrian convertirse en puerta

de entrada de microorganismos patégenos (Jansen, 1983).

La patogenia de la epididimitis es incierta, asi Jansen (1983) sugiere que A
seminis e€s un microorganismo ambiental que invade la cavidad prepucial y es capaz de
ascender hacia las partes profundas del tracto genital. Walker y Leamaster (1986) lo
presentan como un habitante normal de la flora genital de machos y hembras que por
razones “desconocidas” es capaz de provecar epididimitis en algunos individuos. Jansen
(1983) establece que la infeccion se presenta en los animales jovenes, mas vigorosos y de
mayor velocidad de crecimiento. Spondenberg (1983) describe un caso de epididimitis

supurativa por A. semninis en un borrego en buena condicién corporal.

Se consto la presencia de A. seminis e H, owvis en la mucosa del pene y vagina en
animales jovenes alrededor de los 6 meses, siendo los aislamientos mds frecuentes que en
borregos mayores de 2 afos. Los aislamientos de estas bacterias comienzan a partir de
las 12 semanas de vida, con un maximo a las 20 semanas, para luego caer al ano de edad
(Walker y Leamaster, 1986). Jansen (1980,) estudio el papel del estado hormonal en la
migracion de los microorganismos de las partes superficiales del aparato reproductivo
{(mucosa peneana) a las profundas (epididimo y testiculo), basandose en los profundos
cambios que se producen a nivel del aparato reproductivo durante el despertar de la
pubertad, especialmente en las células del epitelio epididimal. El autor inicamente logrd
aislar A. seminis de la préstata, vesiculas seminales y ampula del deferente y en un caso
de la cola del epididimo, cuando inoculé la bacteria en ¢l extremo de la uretra y realizé
tratamientos con LH-RH. Sin embargo, Sponenberg {1983) menciona como poco probable
la infeccion por via ascendente, por no aislar el microorganismo en glandulas anexas en

un caso clinico de epididimitis por A. seminis.

Baynes y Simmons (1968), reproducen cuadros de epididimitis clinica por
introduccién del agente en forma directa en el epididimo. Van Tonder (1977) expuso
borregos de 8 meses a infecciones masivas de A. seminis, por via: rectal, oral, conjuntival,
nasal, intravenosa y subcutanea, logrando la recuperacién en semen de la bacteria, pero

fallando en establecer el modo natural de transmision de la enfermedad.
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Persiste la duda si este agente se comporta como patégenc primario o se trata de
un patégeno secundario, asi por ejemplo en 5 de 6 animales con lesiones de epididimitis,
libres de B. ouis, se aislo A. seminis combinado con Streptococcus, Staphylococos y
Actinomyces pyogenes (Mbai et al, 1996). Lozano (1986) inoculé aislamientos de A.
seminis provenientes de casos clinicos de epididimitis y traté de inducir la enfermedad
por via intravenosa y por mucosas sin lograr lesiones epididimales. Estos resultados lo
hacen sugerir que las cepas utilizadas en el ensayo no serian agentes etiologicos
primarios, y que éstas podrian actuar como oportunistas en caso de lesiones provocadas

por otros agentes.

Las bacterias patégenas necesitan una relacion fuerte y estable entre las
adhesinas de la superficie bacteriana y los receptores celulares. Ciertos animales dentro
de una especie poscen receptores especificos para adhesinas de bacterias patégenas como
se ha establecido para E. coli (Sellwood et al., 1975). Tentendo en cuenta que la capacidad
de adhesion a mucosas es esencial para determinar la virulencia de muchas bacterias y
significa el paso inicial en la patogénesis de muchas enfermedades, Hanley et al., (1991)
desarrollaron un modelo para comprobar la adhesion de A. seminis a células renales y la
inhibicién de la misma por el uso de anticuerpos policlonales, con resultados positivos.
Por lo tanto es posible que A. seminis se adhiera al epididimo por adhesinas de superficie

que se asocien a los receptores especificos de las células epiteliales (Hanley et al, 1991).

No existen reportes sobre la existencia de toxinas que sean responsables del
cuadro clinico. En estudios recientes se encontrd en extractos totales de a A. seminis
{corridos en geles de agarosa y sobre los cuales se aplico la técnica de
inmunotransferencia) la existencia de reacciones cruzadas leves, con las antitoxinas
(monoespecificas, policlonales) Apxl, ApxIl, Apxlll, de A. pleuroneumoniue, a pesar que A.
seminis no posee los genes que codifican para dichas toxinas. Esto podria indicar la
produccién de toxinas RTX, distintas a las Apx, en A. seminis (Shaller et al., 2000).

Por otro lado A. actinomicetencomitans bacteria que se ha relacionado fuertemente
con A. seminis, produce la leucctoxina (Ltx) responsable de apoptosis y necrosis de
leucocitos. Esta integra la familia de las toxinas formadoras de poros (RTX) y juega un
papel fundamental en la patogenia los cuadros clinicos desarrollados por la bacteria

(Korostoff et al., 1998).
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1.5. PATOLOGIA

¢ Cuadro clinico

La fase aguda de la enfermedad se extiende por 14 dias pudiendo tener como
desenlace la muerte del animal (Sponenberg 1983; Genetzky 1995). En algunos casos de
orquitis severa y epididimitis se presenta pirexia, anorexia y depresion, ocasionalmente la
infeccion es fatal. En otros casos, la infeccién se presenta solo en forma subclinica con la
presencia de neutréfilos en el semen (Heath et al, 1991).

Los carneros con epididimitis aguda y orquitis presentan el escroto inflamado y
edematoso, usualmente en forma unilateral. A la palpacién el contenido escrotal se
enicuentra firme, inmévil y las envolturas se encuentran adheridas pudiendo estar
comprendidas la tunica y la piel {(Ley, 1993). En algunos casos se produce la ruptura

escrotal y la formacion de fistulas que drenan el material purulento {Genetzky, 1995).

En casos cronicos se presentan abultamientos duros que pueden tener el tamarfio
de una pelota de golf ¥ que se localizan en la cola o en la cabeza del epididimo, el testiculo
presenta una significativa reduccién de tamano y cambios en su consistencia (Jansen,
1980y).

¢ Lesiones macroscopicas.

El sitio de lesidén mas frecuente en casos de epididimitis en carneros madures es la
cola del epididimo (86.4%). En borregos con edades que rondan el afio, virgenes, las
lesiones fueron dos veces mas frecuentes en la cola (58.9%) que en la cabeza del
epididimo (32.3%). Cuando la lesion se localizé en la cabeza del epididimo el agente
etioldogico comunmente no fue demostrade, correspondiendo en muchos casos a
granulomas espermaticos, que podrian tener su origen en conductes eferentes aberrantes

(Walker et al., 1986).

Cuando se realiza la necropsia o la castracién de carneros afectados en forma
aguda, al incidir el escroto, €l subcutanec y la tinica vaginal se muestran marcadamente
congestivos y edematosos. La tunica vaginal aparece adherida, congestiva y en muchos
casos cubierta por depositos de fibrina. En estos casos los testiculos cominmente se
encuentran de tamafio normal y los epididimos estan agrandados y firmes (Baynes y

Simmons 1960; Jansen 1980h).
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En los casos crénicos se observa fibrosis entre las capas parietal y visceral de la
tanica vaginal. Usualmente el testiculo sometido a procesos supurativos se encuentra
disminuido de tamario y adheride a la tunica albuginea, pudiendo presentar trayectos
fistulosos que drenan al exterior. Al corte de la superficie se presentan zonas fibréticas y
areas de calcificacion. Al examen de cabezas y colas del epididimo, se pueden observar
dos tipos diferentes de lesiones, unas con agrandamiento fluctuante de las colas
epididimales, que al corte liberan exudado purulento grisaceo y otras con superficie dura
al corte, debido a un aumento mas o menos uniforme del tejido conectivo en el epididimo

{Baynes y Simmons 1960; Livingston y Hardy 1964; Jansen 1980y).

Las vesiculas seminales pueden presentarse aumentadas de tamarfio, con una
lobulacion exageradamente aumentada. Sin embargo en muchas ocasiones se logran
aislamientos bacterianos de las vesiculas seminales y de las ampulas del deferente con

apariencia normal (Jansen 1980y).

¢ Lesiones microscopicas.

En los estudios de las lesiones de epididimitis realizados por Jansen (1980y) vy
Pérez et al{1988), resulté imposible ascciar el hallazgo histopatologico con una especie
bacteriana determinada, por le tanto un mismo tipo de lesién puede tener su origen en
diferentes agentes bacterianos. No en tocdos los dérganos en los que se encontraron
bacterias se presentaron cambios histopatolégicos, sin embargo las bacterias fueron
halladas en glandulas accesorias, epididimo o testiculo en todos los carneros que

presentaron cambios patologicos en alguna parte del aparato genital

¢« Ampula del deferente

En el epitelio y en la pared del ampula del deferente se presentan una variedad de
cambios patologicos; se observan dreas con descamacion celular y necrosis caracterizadas
por picnosis y citolisis. Ademas, se encuentran acumulaciones de neutréfilos tanto en el
interior de los acines como entre las células epiteliales. También se observan
espermatozoides en la luz del ampula. Puede haber acumulacion de células plasmaticas

en la lamina propia de los septos (Jansen 1980,).
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¢ Vesiculas seminales

En las vesiculas seminales es posible observar neutréfilos que se distribuyen en la
lamina propia y entre las células del epitelio glandular. Los actimulos de neutréfilos
forman dilataciones por debajo del epitelio. En algunos casos se pueden encontrar
acumulos linfoplasmocitarios en la lamina propia de los septos glandulares. El epitelio

puede tener zonas de hiperplasia, y en ocasiones zonas de necrosis (Jansen 1980y).

» Epididimo

Los cambios histopatolégicos mas importantes que se presentan en la mucosa del
epididimo incluyen: hiperplasia papilar, hiperplasia epitelial con formacion de vesiculas
intraepiteliales, invaginacién de células epiteliales algunas de las cuales forman bolsillos
que son rodeados de tejido fibroso. En ocasiones se observa necrosis de epitelio
epididimal y descamacién celular que se acumula en la luz del conducto. Muchos de estos
cambios ocurridos en el epitelio se acomparian del incremento del tejido fibrose en las
areas intertubulares (Baynes y Simmons 1968; Jansen 1980:). Es posible observar
células inflamatorias en la luz de los tubules epididimarios e infiltracién de células
mononucleares en el epitelio y los intersticios formando de manguitos perivasculares
(Trejo et al., 1986).

Se observan en los cortes, sectores con acumulacion de espermatozoides y otros
en los cuales hay ausencia de los mismos, denotando la existencia de regiones
obstruidas, que impiden el transito espermatico (Jansen 1980y; Trejo et al. 1986).

También es posible observar granulomas espermaticos compuestos por capas
sucesivas de células gigantes de cuerpo extrafio, macréfagos y linfocitos distribuidos
entre el tejido conectivo fibroso, que se encuentran rodeando a masas de espermatozoides
en diferentes etapas de degeneracion (Baynes y Simmons 1960; Livingston y Harley 1964;
Baynes y Simmons 1968; Jansen 1980y; de la Puente-Redondo 2000).

» Testiculos

Actuimulos de neutrofilos y linfocitos estan presentes entre los espermatocitos y las
espermatogonias en las lesiones agudas de orquitis. Las células inflamatorias también se
infiltran en el tejido intersticial. Los espermatocitos, las espermatogonias, las células de
Sertoli v células inflamatorias que se encuentran en los tubulos seminiferos y en el
intersticio manifestan picnosis, cariorrexis y cariolisis (Baynes y Simmons 1968; Jansen

1980y).
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En algunos casos las espermatogonias y espermatidas desaparecen y persisten
unicamente las células de Sertoli. Hay linfocitos alrededor de los vasos y en el intersticio y
se pueden observar células plasmaticas. También puede apreciarse incremento del tejido
fibroso intersticial {Baynes y Simmons, 1968}.

Las lesiones crénicas muestran un incremento del tejido fibroso en las areas
intertubulares con infiltracion plasmocitaria. En suma, todas las c¢lulas han
desaparecido del tubo seminifero y su luz se encuentra ocupada por material amorfo y

parcialmente calcificado (Baynes y Simmons, 1968).

s Semen

Comparando muestras de semen de carneros de un mismo rebano, afectados y
libres de epididimitis por A. seminis, se¢ encuentra, una disminucién del volumen del
eyaculado en los afectados de 0.5 £ 0.23 contra 0.8 0.17 ml en los negativos, con
disminucion en la concentracion espermatica de 260x10%/ml contra 1850x106/ml. Los
animales con epididimitis presentan anormalidades espermaticas en el rango de un 10 a
45 % contra un 3 a 9 % en los libres, la motilidad progresiva varia entre un 30 a un 80%
contra un 82 a 94% en los animales libres, ademds el semen contiene gran cantidad de
neutrofilos y células epiteliales en los animales afectados (Low et al. 1995; Mbai et al,

1996)

En frotis de semen de carneros con epididimos normales e infeccion en las
vesiculas seminales o ampulas, algunas bacterias y neutrofilos se distribuyen entre los
espermatozoides. Por otra parte, carneros con lesiones que ocluven el tubo epididimario
pueden ademas, presentar infeccion de la v_esicula seminal o del ampula, en estos casos
no aparecen espermatozoides, pero si neutrofilos y bacterias en sus muestras de semen

(van Tonder 1977; Jansen 1980w).
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1.6. DIAGNOSTICO

El diagnéstico se debe basar en una correcta anamnesis, examen clinico, estudios
serologicos, bacteriologicos y de semen (Baynes y Simmons 1968; Genetzky, 1995). Estos
estudios deben realizarse en forma periddica, pero siempre se debe incluir un control
durante la pubertad, y en animales en servicio, se debe incluir un estudio detallado dos
meses antes de la época de monta y un estudio posterior a la misma (Ley 1993,

Appuhamy et al. 1998,).

En la anamnesis del caso se debe considerar principalmente, la edad de los
carneros, convivencia de carneros adultos con jovenes, el estado higiénico de los corrales,
la entrada de carneros de reemplazo y de hembras, el nimero de carneros con lesiones y
el sistema de monta, También se deben estudiar los pardmetros reproductivos del

establecimiento, poniendo énfasis en la fertilidad y en la ocurrencia de abortos.

El diagnédstico clinico debe incluir una detallada exploracién del aparato
reproductivo, es recomendable que el carnero sea sujetado en posicién de “sentado”. Se
debe realizar una correcta observacién del escroto poniendo atencién en su simetria, la
existencia de lesion a nivel escrotal, que puede ir desde la presencia de rubor y calor a la
existencia de trayectos fistulosos (Otrowski, 1962). Luego se procede a la palpacién del
epididimo y los testiculos. Los epididimos se deben recorrer detalladamente comenzando
por las colas, para luego continuar con los cuerpos y las cabezas. Se debe determinar si
las colas son simétricas y la existencia o no de alteraciones en su superficie,
posteriormente palpar los cuerpos que se encuentran en posicién medial con respecto a
los testiculos, son dificiles de palpar y cualquier facilidad en su reconocimiento puede
indicar la presencia de alguna alteracién patolégica. Por dltimo palpar las cabezas con
atencién en la simetria y en la presencia de alteraciones en la superficie. Durante la
palpacion tcsticular sc dcbe determinar la simetria y la consistencia testicular por lo
menos en tres sectores: superior, medio e inferior. Desplazar los testiculos en el escroto
para comprobar la posible presencia de adherencias y realizar la palpacion del cordén
espermatico. Por ultimo extraer el pene y comprobar la integridad de su mucosa
{Otrowski, 1962).
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Es necesario realizar estudios seroiégicos periédicos, especialmente en rebanos
afectados, para los principales agentes etitlogicos de epididimitis (B. ovis y A. seminis). Se
debe recordar que para el caso de B. ovis la seropositividad se presenta en forma erratica

en los animales infectados (Worthington et al., 1985).

Se debe extraer semen por electroevaculacion, previa limpieza del prepucio y pene,
depositandolo en bolsa o copa de coleccién estéril. La muestra obtenida se utilizara en
estudios de calidad seminal como: motilidad de masa e individual, concentracion
espermatica, porcentaje de anormalidades en cabeza, cuerpo y cola, porcentaje de
espermatozoides vivos y muertos (Low et al. 1995; Mabi et al. 1996). Se debe comprobar
la presencia de células inflamatorias, en frotis directo de semen tefidos con Giemsa,
también realizar tincién de Gram para comprobar la presencia de bacilos pleomorficos
Gram negativos (Heath et al, 1991). Al realizar estudios bacteriologicos del semen, se
debe tener en cuenta que las bacterias no sc eliminan dec forma continua, por lo cual los
muestreos deben hacerse en forma periodica, con el fin de incurrir en el menor nimero

de errores diagnodsticos (Beeman et al,, 1982).

Es conveniente castrar los carneros con lesiones para hacer estudios
bacteriolégicos e histopatologicos. Se debe tener en cuenta que las lesiones son
progresivas e irreversibles. Se deben realizar siembras bacteriologicas de cola, cuerpo y
cabeza del epididimo asi como de los testiculos, éstas se deben hacer sobre medios ricos,
con sangre o suere ya que muchas de las bacterias que causan epididimitis lo exigen. Se
incubaran en aerobiosis y en condiciones microaerofilicas por un lapso de 7 dias (Bulgin
et al., 1990). A las colonias sospechosas se les realizara frotis y tincién con Gram y Zielh-
Neelsen modificado, tincion ésta, que permite distinguir entre B. ovis y A, seminis (van
Tonder 1979,; Burgess 1982). Se debe recordar que muchos microorganismos que causan
epididimitis, al igual que A. seminis, son bacilos pleomérficos Gram negativos y son
indistinguibles por su morfologia (Walker ¢t al, 1986}). Como paso siguicnte se debe
realizar la identificacién por pruebas bioquimicas, en éstas se debe incluir: oxidasa,
catalasa, reduccién de nitratos, produccion de indol, presencia de ureasa, utilizacién del
citrato, oxidacion y fermentacion de azucares, prueba de acriflavina, y utilizacion de
ornitina y arginina. Las pruebas pueden no dar certeza en la identificacién ya que
muchas cepas presentan reacciones similares al grupo Haemophilus-Histophilus, ademas
de existir variaciones entre las cepas de A. seminis (van Tonder 1979y, Swanepoel 1984;

Scanlan 1989).
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A esta altura del diagnostico podemos realizar el reconocimiento antigénico del
aislamiento a través de la prueba de IDD, para lo cual se debe producir antigeno sonicado
de la cepa aislada realizando la prueba contra un suero hiperinmune producido con la
cepa de referencia, usando como control el antigeno sonicado de la misma (Méndez et al.,
1999).

Como forma de confirmar el diagndstico realizado por las técnicas bacteriologicas
clasicas se pueden utilizar técnicas de biclogia molecular, electroforesis sobre geles de
agarosa de los extractos de proteinas totales o membrana externa (Stephens et al., 1983),
enzimas de restriccion (McGillivery et al. 1986; McGillivery et al. 1989) o la técnica de PCR
{Appuhamy et al. 1998,, Appuhamy et al. 1998, Foster et al. 1999; de la Puente-Redondo
et al. 2000)

1.7. CONTROL Y TRATAMIENTO

Bulgin (1990) ensay® métodos de control de epididimitis en borregos puberes
basandose en la eliminacion de todos aquellos borregos que presentaran lesiones
epididimales, identificacion de los agentes causales de las lesiones, produccion de
bacterinas trivalentes contra los principales agentes aislados (Actinobacillus spp, H
somnus y B. ovis) y administracién de antibioticos en el alimento. Estas bacterinas fueron
aplicadas en programas que incluian vacunacién y una o dos revacunaciones e inclusion
en el alimento de 100 mg de sulfametazina y 150 mg oxitetraciclina/borrego/dia por 4
meses. Se logroé la reduccién de los casos de epididimitis en todos los tratamientos:
bacterina sola, bacterina y antibidticos y antibiéticos solos. Sin embargo debe
considerarse que el uso de antibiéticos por tiempos prolongados puede traer como

consecuencia la aparicion de resistencia.
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En la actualidad no existen vacunas comerciales para prevenir la epididimitis por
A. seminis (Appuhamy et al, 1998.). Para el control de B. ouis, el uso de vacunas
comerciales no es recomendado en los Estados Unidos de Norte América en todos los
casos, porque no son completamente efectivas en prevenir y controlar la infeccion,
interfieren con las pruebas diagnésticas y el incremento de la actividad inmunitaria
exacerba las lesiones epididimales de los animales infectados (Genetzky, 1995). Algunos
autores recomiendan el uso de bacterinas contra B. ouis, cuando la prevalencia de la
enfermedad en el hato supera el 15% (Ley, 1993). Sin embargo, en Sudafrica, en
establecimientos en los que se realiza la vacunacién en forma sistematica con cepa Rev.1
para control de B. ouvis, esta deja de ser un problema, pasando a ser A. seminis

preponderante en los animales con epididimitis clinica y subclinica (van Tonder, 1979,).

Existen pocos reportes sobre el tratamiento de la epididimitis por A. seminis.
Erasmus et al (1982) realizan tratamientos con oxitetraciclina (Terramicina L.A
laboratorio Pfizer) a dosis 1ml./10kg, recibiendo 5 inyecciones intramusculares cada 3
dias sin obtener resultados favorables. Una vez desencadenada la repuesta autoinmune y
la posterior formacién del granuloma espermatico poco se puede lograr con tratamientos

antibacterianos.

La tnica medida de control que se realiza sistematicamente contra la enfermedad,
es la eliminacion de los carneros que presentan lesiones clinicas o subclinicas, remplazo
con animales libres de la enfermedad v provenientes de establecimientos libres, pero
mientras no se conozca en forma mas completa la patogenia y la epidemiologia de la

misma sera dificil instaurar medidas de control efectivas (Appuhamy et al, 1998,).




Justificacion

2. JUSTIFICACION

De lo mencionado se puede concluir que actualmente no se tiene una cabal
comprensién de los factores implicados en la patogenia y en la transmision de la
enfermedad, que sin duda tiene importancia econémica y zootécnica al determinar la
eliminacién en los rebafos de pie de cria, de un gran nuimero de carneros de reemplazo y
de causar baja fertilidad en carneros adultos.

En este trabajo se busca establecer si las condiciones hormonales y las lesiones

epididimales no infecciosas se encuentran implicadas en la patogenia de la enfermedad.
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3. HIPOTESIS

Es posible reproducir la epididimitis por A. seminis por inoculacion intrauretral e
intradeferente del patégeno, existiendo diferencias en la susceptibilidad a la infeccidn,
entre los borregos sin tratamiento previo a la inoculacion y aquellos sometidos a

tratamiento hormonal (GnRH) y traumatico-irritativo.

4. OBJETIVOS.

4.1. OBJETIVO GENERAL.

Determinar en borregos puberes virgenes, sometidos a tratamiento hormonal y a
tratamiento traumatico-irritativo del epididimo, la existencia de variaciones en la
susceptibilidad a la infeccion por A. seminis inoculado por via intrauretral e

intradeferente.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

a) Intentar reproducir la enfermedad a partir de la inoculacién de A. seminis por

via intrauretral, intraepididimal e intradeferente.

b) Determinar si el tratamiento hormonal con GnRH influye en la migracién y
colonizacion de A. serninis a los diferentes sectores del aparato reproductor en

borregos puberes virgenes.

¢/ Determinar si la lesion traumadtico irritativa del epididime contribuye a la

instalacién de A. seminis en el mismo.

d) Evaluar las lesiones histopatologicas encontradas en los distintos sectores del

aparato reproductivo de carneros inoculados, con B. ovis y A. semirus.
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5. MATERIAL Y METODOS.

El trabajo se desarrelld en tres experimentos:

e Experimento [: Inoculacién intrauretral de A. seminis con tratamiento hormonal
(GnRH) y traumatico irritativo {etilenglicol).

« Experimento II: Inoculacion intradeferente con A. seminis.

e Experimento III: Inoculacién intraepididimal con A. seminis y B. ouvis.

La metodologia utilizada en forma especifica en cada experimento se describe
dentro del capitulo correspondiente a cada uno de ellos. En este punto se describe la

metodologia y los materiales utilizados de manera comun en todo el trabajo.

5.1. BACTERIAS DE DESAFIO

Se utilizoé la cepa de A. seminis ATCC 15768 (Healey et al. 1985; Cardenas y Maki
1986: Healey et al. 1986; Healey et al. 1988; Scanlan et al. 1989) la cual fue obtenida
originalmente del semen de borregos con epididimitis.

En los animales inoculados con Brucella ovis se utilizé la cepa Reo 193

independiente de CO; (Ficapal et al. 1998; Méndez et al. 1999),

5.2. ANIMALES

Se emplearon un total de 32 borregos de pelo, de 6 meses de edad, cuyo peso
promedio al comienzo del experimento fue de 26.2 kg, provenientes de un rebafio sin
antecedentes de la enfermedad. Se constatdé que todos los animales estaban libres de
epididimitis, mediante el examen clinico, frotis e intento de aislamiento del semen.
También resultaron negativos a la prueba serologica de doble inmnodifusién (IDD) para A.

seminis y B.ouis.
5.3. INOCULOS DE DESAFIO
Los indculos se prepararon a partir de cultivos sobre agar sangre de A. seminis y

B. ovis, que se cosecharon a las 48h en solucion salina fisiolégica {SSF). Al inéculo se le

realizé conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) por el método Miles et al. (1938).
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5.4, EXAMEN CLINICO

Semanalmente, en el momento de la extraccion de semen, se procedid a realizar el
examen clinico del aparato genital, describiendo las posibles lesiones y su ubicacion en el
testiculo y en el epididimo. Se clasificaron en gradoes de lesion, desde una cruz a cuatro
cruces, segun el tamafio y simetria de las colas y cabezas del epididimo, existencia de
alteraciones en la superficie epididimal o en la consistencia vy el tamario testicular y/o
dificultad en el desplazamiento del testiculo y epididimo en el escroto.

En el caso de las colas, cuerpos y cabezas del epididimo, las alteraciones
calificadas con una cruz representaron pequenas variaciones en tamano, con aumento en
la consistencia del 6rgano o la presencia de rugosidades en la superficie; dos cruces
representaron un aumento de tamario entre el 30% y el 100%; tres cruces entre el 100% y
el 300% y cuatro cruces mayor del 300%. En la valoracién de los testiculos dos cruces
representaron una disminucién del tamarno hasta el 25 % y tres cruces del 25% al 50 %.
Es de hacer notar que en el examen clinico las alteraciones se describen en muchas
ocasiones por su comparaciéon con el testiculo y epididimo contralateral, por lo tanto
pequenas variaciones en un epididimo pueden haber sido enmascaradas por la gran
alteracion en el epididimo del otro lado y en igual forma por la presencia de cambios

asociados en epididimo y testiculo.

5.5. EXTRACCION DE SEMEN.

La extraccién del semen se realizdo con electroeyaculador (transformador 12 VCT,
500 mA) previo lavado prepucial con agua estéril conteniendo 0.1% de cloruro de
benzalconio y posterior secado con algodén estéril (van Tonder, 1979,).

La técnica de elecroeyaculacion se baso en la descrita por Hafez {1993). Se sujeto
al animal en decubito lateral, se extrajo el pene y se mantuvo exteriorizado sostenido por
una gasa colocada detras del glande. Luego se intredujo el vastago lubricado con vaselina
en el recto, aproximadamente 15 cm v se realizaron movimientos de masaje, los cuales
consistieron en introducir y sacar el vastago ejerciendo presion sobre el piso de la pelvis.
Se aplicaron pulsos de 10 seg aumentando el voltaje v entre pulso y pulso se dejo un
tiempo de descanso de 10 seg.

El semen se recogio en holsa estéril, se conservd y transportd al laboratorio en

refrigeracion, realizando de inmediato el frotis v la siembra.
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5.6. EVALUACION DEL SEMEN.

El frotis de las muestras de semen, se {ijé en metanol durante 3 min y se colored
con Giemsa, para comprobar la existencia de bacterias y células inflamatorias y

descamadas, asi como anormalidades espermaticas (Mbai et al., 1996).

5.7. MANEJO DE LAS MUESTRAS DEL APARATO REPRODUCTIVO

A la necropsia o después de la castracién, se colectaron las vesiculas seminales,
ampulas del deferente, glandulas bulbouretrales, testiculos y epididimo {cola v cabeza),
colocandolas en bolsas estériles, las que fueron mantenidas en refrigeracién para realizar
estudio bacteriologico en forma inmediata, dentro de las tres horas posteriores a la
colecta. En todos los casos se tomaren fragmentos de tejido de 1 cm3 de cada érgano, que
se fijaron en solucién de Bouin (Molinolo et al., 1983) para histopatologia. Las muestras
se mantuvieron 24h en solucién de Bouin (Anexo 3), luego se hicieron tres cambios en
aleohol 70%, se incluyeron en Paraplast -X TRA (Oxford- Labware,USA). Se realizaron

cortes de 5 um de espesor que se tifieron con hematoxilina y eosina.

5.8. ANALISIS BACTERIOLOGICO,

¢ Semen

Para el examen bacterioldgico de las muestras de semen se usé el medioc agar
sangre ovina 10%. La incubacion de las muestras se realizé en una atmoésfera con 10% de
CO; hasta por 7 dias, dependiendo del desarrollo bacteriano (Simmons et al. 1966; Heath
et al. 1991). Se realizé tincién de Gram a las colonias sospechosas. Luego se procedit a
identificar los aislamientos por caracteristicas bioquimicas: catalasa, oxidasa, nitratos,
indol, urea, produccién de acido sulfhidrico y utilizacién de la glucosa (Low et al., 1995),
Las pruebas bioquimicas se describen en el Anexo 1.

Se identificaron en forma definitiva las cepas sospechosas por la técnica de PCR,
para lo cual se realizé la extraccion del ADN. Se utilizaron los iniciadores para la
determinacién de patrones de ribotipo {Appuhamy et al., 1998,). Las técnicas de

extraccion de ADN y de PCR, asi como los iniciadores se describen en el Anexo 2.
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e Muestras de tejido

En el laboratorio de bacteriologia se procedié a la siembra de las muestras
tisulares, para lo cual se siguieron los siguientes pasos: se extrajeron con bisturi
previamente flameado fragmentos de los organos que se sumergieron en alcohol, para
luego flamear su superficie sobre el mechero. Los fragmentos flameados se colocaron en
bolsas estériles a las que se le agregd 1 ml de SSF estéril para proceder a la maceracion.
Por ultimo se sembraron con hisopos estériles. se incubaron y se identificaron las

colonias sospechosas, en la forma descrita para las muestras de semen.

5.9. SUERO HIPERINMUNE DE CONEJO

Se produjo un suero hiperinmune €n conejo contra A. seminis, que fue utilizado
como control positivo en las pruebas de IDD practicadas a los sueros de los animales
experimentales.

El protocolo de inmunizacion consistio de cuatro inoculaciones, por via
subcutanea, una por semana (Rahaley, 1978). Se cultivd A. seminis durante 48h, se
cosecho en SSF y se ajustd a una turbidez de 2 de la escala de Mac Farland. La primera
inoculacién se realizé con advuvante completo de Freund y las otra tres con adyuvante
incompleto de Freund. En todas las inoculaciones se utilizé 1m! de adyuvante y 1ml de la
suspension. Dos semanas después de la Oitima inoculacion se sangré por puncion
intracardiaca y se evalué en diluciones dobles por inmunedifusién contra un antigeno

soluble de A. seminis, obteniendo un titulo de 1:32.

5.10. PRUEBAS DE INMUNODIFUSION DOBLE EN AGAR.

Para realizar las pruebas serologicas de IDD para A. seminis, a los sueros
obtenidos en los muestreos de los animales experimentales, se produjo un antigeno
soluble utilizando la cepa de referencia (ATCC 15768). Esta se sembrd en agar sangre, s¢
incubé a 37°C en una atmosfera conteniendo 10% de CO» durante 48 horas, se cosecho
en SSF estéril ajustando la concentracion celular a una densidad optica de 4.0 a 540 nm.
La suspensién fue mantenida a 4°C por 24 horas, para luego someterla a centrifugacién a
1000xg durante 15 minutos, el sobrenadante se empleé como antigeno soluble (Méndez et

al., 1999).
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Las pruebas de IDD para A seminis se corrieron sobre un gel de agarosa al 0.5%
en PBS, pH 7.2, la lectura se realizo a las 72h (Méndez et al, 1999). El sistema de
inmunodifusién se conformé por 6 pocillos periféricos y uno central de 6 mm de diametro,
con una separacion entre ellos de 3 mm. En el pozo central se depositaron 15ul de Agy
en los pozos circundantes se colocaron 17ul de los sueros problema y los controles

positivo y negativo.

En forma semejante se corrieron pruebas de 1DD para B.ovis con antigeno HS (de
la sigla en inglés de: extracto salino caliente), sobre agarosa al 1%, con 11% de NaCl en 5
mi de amortiguador de borato (pH 8.3) y 95 ml de agua destilada (Nufiez y Diaz, 1998). En
el pozo central se depositaron 12ul del antigeno HS y en los pozos circundantes se
colocaron 16pl de sueros problema y controles positivo y negativo. Las lecturas se

realizaron en ambos casos a las 24, 48 y 72h (Ficapal et al., 1998)
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6. EXPERIMENTO I

Inoculacién intrauretral de A, seminis con tratamiento hormonal

(GnRH) y traumitico irritativo (etilenglicol).

6.1. MATERIAL Y METODOS

Se emplearon 18 borregos los cuales se distribuyeron en 6 grupos:
Grupol: Tratamiento hormonal con desafio intrauretral de A. seminis (THIU): 4 borregos.
Grupo 2: Tratamiento traumatico-irritativo del epididimo con desafio intrauretral de A.
seminis (TTIU): 4 borregos.
Grupo 3: Sin tratamiento previo y desafio intrauretral de A. seminis (STIU): 3 borregos.
Grupo 4: Control con tratamiento hormonal, sin desafio intrauretral de A. seminis, con
introduccion de SSF en la uretra (THSD): 2 borregos.
Grupo 5: Control con tratamiento traumatico-irritativo del epididimo, sin desafio
intrauretral de A. seminis, con introduccién de SSF en uretra (TTSD): 2 borregos.

Grupo 6: Control con inoculacion intraepididimal de A. seminis (IE): 3 borregos.

s Ablaciéon del proceso uretral

A los animales de los grupos 1 al 5 se les realizé la ablacion del proceso uretral, con el
fin de lograr la canulacion uretral y realizar la inoculacién por esta via. Para lo cual se
procedio a extraer el pene sujetandolo por su base con una gasa. Se desinfecto el glande y
sé procedio al corte del proceso uretal con tijera. Posteriormente se realizé hemostasia por

compresion con una torunda, por un lapso no superior a los cinco minutos.

e Tratamientos previos al desafio

« Tratamiento hormonal (grupo 1, grupo 4 control)

Previo al desafio o a la introduccion de SSF intrauretral, a los borregos de estos
grupos se les inyecto en forma intramuscular 0.5 ml Conceptal {(Lab. Hoechst)durante 5
dias. que contiene 2.1 ng de acetato de buserelin analogo sintético de la GnRH (Jansen,
1980.). El desafio intrauretral se aplico en coincidencia con el ultimo tratamiento de

GnRH.
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e Tratamiento traumatico-irritativo {grupo 2, grupo 5 control)
Se produjo una lesién en la cola del epididimo izquierdo por inoculacién de 0.4 ml
de un irritante quimico, etilenglicol. Se depilé, se desinfecté la piel y se aplicé el

etilenglicol 24 h antes de la inoculacién del patégeno por via intrauretral.

e Sin tratamiento previo

El grupo 3 no recibié ningun tipo de tratamiento previo a la inoculacién de desafio
por via intrauretral.

El grupo 6, de inoculacién intraepididimal, tampoco recibié tratamiento previo al

desafio.

¢ Inéculos y vias de inoculacién

Los grupos 1, 2 y 3 recibieron por via intrauretral, previa ablacién del proceso
uretral y utilizando un catéter de sondeo uretral para gato (3! /2 F.r Tom Cat Catheter,
Sherwood-Medical, U.S.A Reorder No. 8890-703021), 2 ml de una suspensiéon de A
seminis en SSF estéril conteniendo 1.6x108 UFC/ml.

Los grupos 4 y 5 controles recibieron por via intrauretral previa ablacién del
proceso uretral y por medio de catéter de sondeo uretral para gato, 2 ml de SSF estéril.

El grupo 6 control, recibié en forma directa en la cola epididimo izquierdo {IE),
previa higiene del escroto, 1 ml de la suspension de A. seminis en SSF estéril con conteo

bacteriolégico de 1.6x108 UFC/ml.

» Manejo de los animales

Luego de la inoculacion, los borregos se mantuvieron aislados en corraletas
individuales, para evitar la posible transmision entre individuos.

Se tomaron cada 7 dias muestras de sangre para IDD y de semen, a los animales
de todos los grupos. Se realizo estudio seminal y bacteriologico.

Se sacrificaron los animales a los 35 dias de ser inoculados, extrayendo las
vesiculas seminales, ampulas del deferente, glandulas bulbouretrales, testiculos y

epididimo (cola y cabeza) para realizar estudios de histopatologia y bacteriologia.
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6.2. RESULTADOS

6.2.1. Examen clinico

Las observaciones clinicas se detallan en el Cuadro 6.1 (pag. 32).

En aquellos animales en que se inoculé la bacteria por via intrauretral con
tratamiento hormonal previo, grupo 1 (THIU) se constatd alteracion a partir de la 1%
semana posinoculacién (Pl) en dos borregos(859, 877), caracterizadas por induracion de
las colas epididimales izquierdas. En el borrego 859, en el 0iltimo examen (5 semanas) se
constatd, en la cola del epididimo izquierdo, induracién y disminucion del tamafio
testicular, con una calificacién de dos cruces. En el 877, se constataron alteraciones
palpables consistentes en aumento de tamano en la cola del epididimo izquierdo y en la
cabeza del epididimo derecho junto al cuerpo, calificadas con dos cruces. En el animal
833, se encontré induracién sin aumento de tamafio en la cabeza y cola del epididimo
izquierdo, que se apreciaron a partir de la cuarta semana y se calificaron con una cruz.
En el animal 905, no se detectaron alteraciones, lo mismo que en los dos animales

controles del grupo 4 (THSD).

En los epididimos izquierdos de los borregos a los que se les introdujo etilenglicol
para causar lesion, grupo 2 (TTIU) y sus controles del grupo 5 (TTSD), se presentd leve
aumento de tamafio y de la consistencia de la cola del epididimo, sin aumento de la
temperatura local y con la presencia de rugosidades en la superficie epididimal, estas

lesiones se clasificaron con una cruz.

En los borregos del grupe 3 (STIU), que no recibieron tratamiento previo a la

inoculacién intrauretral, no se detectaron alteraciones en el epididimo.

En el grupo 6 (IE), a la semana de la inoculacion intraepididimal de A. seminis se
observé aumento de tamafno en las colas de los epididimos de todos los borregos
inoculados {930, 934, 938) a esto se sumo la dificultad en el desplazamiento de los
epididimos y testiculos en la bolsa escrotal. En el caso de los animales 930 y 938 se
comprobé rubor y aumento de la temperatura escrotal en el testiculo ipsilateral a la
inoculacién presumiblemente debido a un cuadro de orquitis aguda, a los 14 dias el rubor
y el calor habian desaparecido, a los 28 dias se aprecio una disminucién notable de Ia

consistencia y del tamarno testicular.
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Cuadro 6.1

Experimento I

Inoculaciéon intrauretral de A. seminis con tratamiento

hormonal (GnRH) y traumatico irritativo del epididimo

(etilenglicol)

Alteraciones al Examen Clinico

Localizacion de las alteraciones

Tratamiento n )
en el examen clinico
833 CEIl+ y CaED+
Gf’upo 1: Tratamiento con GnRH 859 CEl++ y Tl+++
e inoculacién Intrauretral con A.
semints 877 CEl++ v CaED++
905 S5.A
Grupo 4 Control: Tratamiento con 840 S A
GnRH y solucién salina fisiolégica
Intrauretral 206 3.A
Grupo 2: Tratamiento 843 CEl+ y CaEI+
traumatico- Irritativo e 856 CEI+
inoculacién Intrauretral con 883 CEl+
A. seminis 884 CE[+
Grupo 5 Control: Tratamiento 896 CEIl+
traumatico- lrritativo y solucion
salina fisiolégica Intrauretral 897 CEIl+
Grupo 3:3in Tratamiento Previo ¢ 932 S.A
inoculacion Intrauretral con A, a35 S.A
seminis 941 S.A
Grupeo 6:Inoculacién 930 CEl++++ y TI++
Intraepididimal en la cola del 934 CEI+++ y T4+
epididimo izquierdo con
938

A. seminis

CEI+++ y Tl+++

CEI - Cola Epididimo [zquierdo
CaEl- Cabeza Epididimo Izquierdo
CaED- Cabeza Epididimo Derecho
TI- Testiculo izquierdo

S.A sin alteraciones
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6.2.2. Serologia y bacteriologia de semen y érganes.

Los hallazgos serolégicos y bacteriolégicos en el semen y en los 6rganos se

describen el Cuadro 6.2 (pag. 35).

En el grupo 1(THIU) en 2/4 borregos (859 y 877) se logré aislar A. seminis del
semern, a la segunda semana de haberse inoculado. No se aislé la bacteria de los érganos
del aparato reproductor de estos dos animales a la necropsia y se presentd seroconversién
a la prueba de IDD en la 42 y 5% semana. En los borregos 833 y 905 no se lograron
aislamientos del semen, de los 6rganos, ni seroconvirtieron a la prueba de IDD.

A pesar de no lograrse el aislamiento de A. seminis, otras bacterias fueron aisladas
del aparato reproductive. En el animal 859 se aislaron cocos Gram (+) en el testiculo
izquierdo, testiculo derecho y ampula del deferente. En el 833, cocos Gram (+) en las
ampulas del deferente, vesiculas seminales, glandulas bulbouretrales y bacilos Gram (+)
en la cabeza del epididimo derecho y cola del epididimo izquierdo. En el 877, bacilos
Gram (+) en la cabeza del epididimo derecho y cocos Gram (+) en la cola del epididimo
derecho y ampula del deferente. En el animal 905, cocos Gram (+) en ampula del

deferente, vesiculas seminales y glandulas bulbouretrales.

En el grupo 2 (TTIU) se aislé A seminis de las vesiculas seminales y de las
ampulas del deferente de un animal (856), en los otros 3 (843, 883, 884) no se lograron
aislamientos de los 6rganos del aparato reproductor. Tampoco se lograron aislamientos
del semen en ningun animal y solo en uno (856) se detectd una reaccién seroldgica
dudosa, en la 32 semana posterior a la inoculacion.

En los borregos 883 y 884 se aislaron cocos Gram (+) de las glandulas
bulbouretrales, en tanto que de la cola del epididimo derecho del primero, se aislaron
bacilos Gram (+), v de la cabeza del epididimo del segundo cocos Gram (+). Del borrego

843 no se lograron aislamientos del aparato reproductor.

En el grupo 3 (STIU) de los borregos 935 y 941 se lograron aislamientos de A,
seminis del semen, a la 12 semana en el 935 y ala 27y 5% semana en €l 941, en tanto que
en el 932 no se lograron aislamientos de semen. En ninguno de los animales del grupo se

lograron aislamientos de A. seminis de los érganos del aparato reproductor.
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En lo que respecta a la serologia se presentaron reacciones dudosas en la 17, 2* y
32 semana en el 935 y en el 941 se presentd a la 5* semana. El animal 932 resulto
negativo a la serologia.

Se realizaron aislamientos de bacterias distintas de A. seminis. En el borrego 932,
se encontraron bacilos Gram {-) en la cola del epididimo izquierdo y en las vesiculas
seminales y cocos Gram (+) de la cola del epididimo derecho y de las glandulas
bulbouretrales. Del borrego 935 se aislaron bacilos Gram (+) de las glandulas
bulbouretrales y del 941, cocoes Gram (+) de la cola del epididimo derecho y del ampula

del deferente bacilos Gram (-).

En el grupo 6 (IE) en el animal 930 se logré aislar A. seminis en los muestreos de
semen de la 22, 42 y 52 semana post inoculacion y de la cola del epididimo izquierdo,
vesiculas seminales, ampulas del deferente y glandulas bulbouretrales. En el 938 se
lograron aislamientos en el 12 muestreo de semen y de las ampulas del deferente. En el
animal 334 no se lograron aislamientos de las muestras de semen, ni de los érganos.

Con respecto a la serologia, en el borrego 930, se observaron reacciones dudosas
en la 12 y 2® semanas, haciéndose claramente positiva a la 3* semana, para nuevamente
observarse reacciones dudosas en la 44 y 5¢ semana. El animal 938 presentd reacciones
positivas en el 1°, 29, 30, 4¢ y 5° muestreo. [£E] 934 presento reaccioncs dudosas en la 42 y
5» semana, a pesar de que no se logro aislar la bacteria del semen ni de los érganos del
aparato reproductor.

Se aislaron ademas, cocos Gram (+) de la cabeza del epididimo y testiculo
izquierdo del borrego 930 y de la cola del epididimo izquierde y del ampula del deferente
del 934. Se debe destacar el aislamiento de cocos Gram (+) de la cola izquierda del

borrego 934 inoculado con A. seminis.

Los controles del grupo 4 (THSD) 840 y 906 resultaron negativos en los intentos de
aislamiento de A. seminis y en la serologia. Aislandose en el borrego 840 cocos Gram (+)

de las ampulas del deferente, el 906 resulto libre de bacterias.

En los controles del grupo 5 (TTSD), borregos 896 y 897 no se logran aislamientos
de A. seminis ni serologias positivas. Se aislaron bacilos Gram (-} de las ampulas del
deferente y cocos Gram (+) de la cabeza del epididimo izquierdo del 897, del otro animal

control no se lograron aislamientos.
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Cuadro: 6.2

Experimento I

Inoculacidon intrauretral de A. seminis con tratamiento hormonal (GnRH) y traumatico irritativo del

epididimo (etilenglicol)

Serologia y aislamientos en semen y 6rganos

Aisla. de A. seminisen

- Aislamientos de los érganos del aparato reproductivo Serdlogia
Tratamiento n° semen Semanas Semanas
Test. Izq | Cab. 1zq | Cola Izq | Test. Der [ Cab Der | Cola Der{ Amp. Def | Ves. Sem. | Bulboure. f 12{ 2% 3*{ 4*{ 5 | 1*{ 2% 3*{ 4% 5°
833 - - BG+ - BFG+ - CG+ CG+ CG+ | s i B i I
Grupeo 1: Tratamientoe con 8591 CG+ - - CG+ - - CG+ - - As - - N
GnRH e inoculacién
Inteauretral con A, seminis | 877 - - - - BG+ CG+ CG+ - - 4.5 =l -[-12]+
905 - - - - - - CG+ CG+ CG+ I T R I
Grupo 4 Control: Tratamiento con 840 _ _ . . R _ CG+ _ _ s s R R . . _
GnRH y solucién salina fisiolégica
intrauretral 906] - - - - - - - - - s SEEEE
Grupo 2: Tratamiento 843 - - - - - - - - - - el =] -} =
traumAtico- Irritativo ¢ 856 - - - - - - A. sem | A. sem - -{-1x1 -1 -
inoculacién Intrauretral con | 883 - - - - - BG+ - - CG+ el =1 -]=-]-=
A. seminis 884 - - - - CG+ - - - CG+ =l =1 -1-]-
Grupo § Control: Tratamiento 896 _ _ _ _ _ _ _ - _ - . I
traumatico- [rritative ¥ sclucién
satina fisiolégica Intrauretral 897 - CG+ - - - - - BG- - .8 5|8 S - =] - - -
Grupo J3:Sin Tratamiento Previo | 932 - - BG- - - CG+ - BG- CG+ [ - | =] -} -] -
¢ inoculacion Intrauretral con | 935 - - - - - - - - BG+ |As x| E| -] -
A. seminis 941 - - - - - CG+ BG- - - s|lAs|s|s|jAas] -|-]-]|-]1%
Grupo &ilnoculacion 930] CcG+ | CG+ A sem] NA NA NA ]A sem| A sem | A sem | s |As Aslas| 22+ 2) 2
ididi
lntra?pl | imat en la cola del 934 B _ CcG+ NA NA NA cGr N i s ~ _ S+l z
epididimo izquierdo con
A. seminis 938 - - - NA NA NA A sem - - Asfs| s s +|+|+]1+]| +

CG+ Cocos Gram positivos
BG- Bacilos Gram negativos

S- sospechpsas por ser bacilos pleomérficos descartadas por pruebas bioquimicas ¢ por PCR

- aislamiento negativo
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6.2.3. Patologia Macroscopica.

» Epididimo v testiculo.

En el grupo 1{THIU) en el borrego 877, se detecté agrandamiento en la cola
epididimo izquierdo y en el sector superior del cuerpo del epididimo derecho (Figura 6.1}.
En el animal 859 se aprecio una disminucion notable del testiculo izquierdo adoptando
este una coloracién amarillenta con pérdida de la vascularizacién superficial (Figura 6.2).

En los controles (grupo4-SDIU) no se observaron alteraciones.

En los animales del grupo 2 (TTIU) no se observaron mayores alteraciones salvo la
induracién al corte, del epididimo inoculado. Los animales del grupo 5 control (TTSD)

presentaron una alteracion similar a los del grupo 2 (Figura 6.3).

Los animales del grupo 3 (STIU) no tuvieron alteraciones macroscopicas.

En el grupo 6 (IE}, el animal 930, del que se aisldo A. seminis, presentd un
agrandamiento fluctuante del epididimo, con contenido amarillo verdose al corte, con
adherencias fibrinosas con la tinica vaginal, que también se observaron entre la tinica
vaginal el testiculo y el epididimo en los animales 934 y 938 (Figura 6.4). En el caso de los
animales 934 y 938 se observd en el punto de inoculacién, una coloracidén pardo

amarillenta de aproximadamente 2 mm de diametro.
¢ Glandulas anexas.

A la observacion macroscopica no se observaron alteraciones en las glandulas
anexas de los borregos del experimento, salvo en las vesiculas seminales del animal 856

del grupo 2 (TTIU) donde se presenté un puntillado blanco amarillento, de 1lmm dc

diametro, distribuido en la superficie y en el parénquima glandular (Figura 6.5).
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6.2.4, Patologia microscépica.

Los hallazgos histopatolégicos se muestran correlacionados con los bacteriolégicos

en los Cuadros 6.3 al 6.8 (pag. 44 y 45).

* Grupo 1 [THIU) (Cuadro 6.3., pag. 44)

» Cola del epididimo,

En el grupo 1 (THIU), en 3/4 borregos se observaron lesiones en las colas del
epididimo izquierdo. Las lesiones del 833 se caracterizaron por zonas de hiperplasia de la
mucosa y cortes tubulares con espermatozoides compactados, sugiriendo trastornos en el
transito espermatico, coincidiendo en este caso con el aislamiento de cocos Gram (+). En
el 859 se aprecié hiperplasia y formaciones quisticas o de vesiculas intraepiteliales en la
mucosa, de forma circular limitadas por células epiteliales hipertroficas. En el 877 se
observaron zonas de hiperplasia de la mucosa caracterizadas por el aumento de la
celularidad del epitelio lo que determina la formacion de eminencias que se proyectan en
la Tuz del tubulo.

En 1/4 (877) se presentd alteracion en la cola del epididimo derecho, caracterizada
por hiperplasia de mucosa, que se asocié con el aislamiento de cocos Gram (+) en la

bacteriologia.

s Cabeza del epididimo.

En la cabeza izquierda del borrego 859 se constaron lesiones caracterizadas por
disminucién del espesor del epitelic epididimal, con cilios poco marcados y moderada
infiltracién linfocitaria. En la luz de los cortes del tibulo epididimal se encontraron
espermatidas redondas, células multinucleadas de meiosis aberrante y macréfagos, que
sugieren la ocurrencia de un proceso degenerativo a nivel testicular. Este borrego resulto
negativo en la bacteriologia.

En el borrego 877 la cabeza del epididimo derecho se observo disminucion del
espesor del epitelic en sectores de la mucosa. Se observé también infiltracién linfocitaria
del intersticio, congestion, tubulos vacios y con espermatozoides compactadds. Se
presenté un granuloma espermatico de grandes dimensiones con presencia de fibrosis,
linfocitos, macrofagos v células gigantes y una gran cavidad ocupada por espermatozoides

compactados, de esta lesién se aislaron bacilos Gram (+).
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¢ Testiculo.

En el testiculo izquierdo del borrego 859 se observé descamacion y necrosis de las
células del epitelio germinal en algunos tubulos seminiferos ¢ infiltrado linfoide escaso en
zonas del intersticio. Se presentaron signos claros de degeneraciéon: escasas
espermatogonias, células de Sertoli con citoplasma espumoso por la ausencia casi total
de células germinales y células multinucleadas originadas por la ocurrencia de meiosis
aberrantes o imperfectas (Figura 6.6). Estos hallazgos se asociaron con el aislamiento de
cocos Gram (+). Del testiculo derecho de este mismo borrego se aislaron cocos Gram (+)
pero sin que se ohservaran lesiones al examen histopatolégico.

El testiculo derecho del borrego 877 presenté lesiones degenerativas focalizadas,
tubulos con escasas espermatogonias y presencia de células multinucleadas de meiosis
aberrantes, en este caso no se apreciaron infiltrados inflamatorios. La bacteriologia

resulté negativa.

¢ Ampula del deferente.

En la histopatologia se encontraron infiltrados de macréfagos y linfocitos en 3/4
animales. La infiltracién se caracterizd en el 833, por la presencia de linfocitos,
plasmocitos y macréfagos en la submucosa del epitelio acinar que rodea el canal central
del ampula {Figura 6.7). En el 859 se presentd infiltraciéon linfocitaria similar a la descrita
para el 833 con la presencia de escasos macréfagos en la luz de los acinos alejados de la
zona central. El 877 presenté infiltracion linfoide focalizada leve del epitelio acinar. En el
ampula del deferente del 905 no se presentaron lesiones. De estos 4 animales se
obtuvieron crecimientos bacterianos diferentes de A. seminis que correspondieron a cocos

Gram ().

¢ Vesicula seminal.

En la vesicula seminal del animal 833 se observoé hiperplasia de mucosa e
infiltracion linfocitaria del epitelio con presencia de PMN en algunos acinos, aislandose
cocos Gram (+) (Figura 6.8). En el animal 905 no se encontraron alteraciones en la

histopatologia pero se aislaron cocos Gram (+).

¢ Glandula bulbouretral.

En las glandulas bulbouretrales de este grupo no se encontraron lesiones
histopatologicas pero se lograron aislamientos de cocos Gram {+) en los animales 833 y

905.
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Concluyendo sobre las observaciones del grupo, se constata la presencia de gran
cantidad de bacterias en el aparato reproductivo de estos animales. En algunos casos con
presencia coincidente de epididimitis y aislamiento de bacilos Gram (+) y cocos Gram (+)
(833 y 877), orquitis con cocos Gram (+) (859), ampulitis (833, 859, 877) ¥y
seminovesiculitis (833) con cocos Gram (+). Sin poderse demostrar la presencia de A.

seminis en las lesiones,

s Grupo 2 (TTIU} (Cuadroe 6.4., pag. 44)

s Cola del epididimo. )

En el grupo 2 (TTIU), en 3/4 colas izquierdas que fueron inoculadas con
etilenglicol, pertenecientes a los animales 856, 883, 884, se observaron en los cortes
tubulares hiperplasia y metaplasia de la mucosa epididimal. La metaplasia del epitelio
epididimal se caracterizd por la pérdida de los cilios, apariencia de epitelio cﬁbiéo planoc y
cambio de orientacién en los nicleos de las células del epitelio que se ordenaron en forma
paralela a la membrana basal. Por otro lado el tibulo presenté compactacion de
espermatozoides, indicador de posible obstruccion en algin sector del mismo. En estos
tres animales se observaron estructuras semejantes a granulomas de cuerpo extrafio, con
una region central caracterizada por la presencia de células gigantes, macréfagos y
linfocitos rodeados por tejido fibroso (Figura 6.9). En la cercania de estas zonas se
observaron en abundancia manguitos perivasculares de células mononucleares.

El animal 841 presenté en la cola 'izquierda metaplasia e hiperplasia epitelial y
cortes tubulares con espermatozoides compactados.

En las colas del epididimo derecho no se encontraron alteraciones, salvo en €l 856

en el cual se observé hiperplasia focalizada de la mucosa.

e Cabeza del epididimo.

No se observaron lesiones en las cabezas epididimales en ningin animal del

grupo, ni en el 856, del que se aislaron cocos Gram (+).

¢ Testiculo.
En los testiculos izquierdos de los borregos 856, 883, 884 ocurrieron cambios
degenerativos del epitelio germinal, caracterizados por la pérdida de células germinales en

algunos tiibulos seminiferos.
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+ Ampula del deferente.

En las ampula del deferente de los animales del grupo, en 1/4 se aislé A. semiris
(856), en este animal se aprecié una lesion caracterizada por escasa infiltracion linfoide
de la mucosa acinar. En los demas borregos del grupo no se encontraron lesiones v

tampoco se lograron aislamientos bacterianos.

s Vesicula seminal.

En las vesiculas seminales, se aislé A. seminis en el borrego 856, resultando
negativos los primocultivos de los borregos 843, 883 y 884. En 3/4 animales del grupo, se
encontraron lesiones histopatolégicas, que se caracterizaron en el 856 por hiperplasia de
mucosa e infiltracion de PMN v linfocitos, localizada en algunos acinos, no se apreciaron
infiltrados en el estroma glandular (Figura 6.10). En el animal 883, se encontrd
hiperplasia de mucosa y presencia focal de PMN intracinares. En el 884 se encontro
hiperplasia de mucosa, sectores de epitelio modificado y descamacion celular con escasa
infiltracién linfocitaria, en estos dos animales no se lograron aislamientos. Es de hacer
notar en el borrego 884, la presencia de espermatozoides compactados en el interior de

acinos glandulares.

» Glandula bulbouretral.

En las glandulas bulbouretrales de los animales del grupo no se encontraron
lesiones histopatologicas, pero se lograron aislamientos de cocos Gram (+) en el 883 y en

el 884.

e Grupo 3 (SDIU) (Cuadro 6.5., pag. 44}

Grupo 3 (SDIU). No se presentaron lesiones en epididimos y testiculos de los

borregos del grupo.

« Ampula del deferente.

En el ampula del deferente del animal 932 se encontrd infiltracién linfoide en la
submucosa del epitelio acinar que rodea el canaliculo central, pero ne se aislé ninguna
bacteria (932) En los animales 941 v 935 se aislaron bacilos Gram (-] y cocos Gram (+)

respectivamente, sin mostrar alteraciones patolégicas.

40




Experimento I, Resultados

e Vesicula seminal.

En las vesiculas seminales del 932 se presenté descamacion en la mucosa acinar,
necrosis y la presencia focal de infiltrade mononuclear en parte del estroma, se aislaron
bacilos Gram (-} (Figura 6.11). En los otros dos animales del grupo, 935 y 941 no se

observaron lesiones ni se lograron aislamientos.

¢ Glandula bulbouretral.

No se encontraron lesiones en las glandulas bulbouretrales de los animales del
grupo, a pesar del aislamiento de bacilos Gram (-) en el 932 y de cocos Gram (+) en el
a35.

s Grupo 6 (IE} (Cuadro 6.6., pag. 45)

s Cola del epididimo,

En el grupe 6 (IE), en la cola del epididimo izquierdo del 930, se apreciaron cortes
del tubule vacios y con hiperplasia de la mucosa. Se observé un granuloma con capsula
fibrosa, infiltracién linfoplasmocitaria y PMN en su zona central, el aumento de tejido
fibroso intersticial fue notorio y se recuperé A. seminis del érgano.

En la cola del epididimo izquierdo del 934, se observé gran cantidad de
espermatozoides, hiperplasia y metaplasia de la mucosa, con vesiculas intraepiteliales,
infiltracion de PMN en la mucesa epididimal y presencia de los mismos ¢n la luz tubular,
congestion e infiltracién linfocitaria en el intersticio. No se recuperd A. seminis, pero si un
coco Gram (+).

En la cola del epididimo izquierdo del 938, se constatd aumento del tejido fibroso
intersticial, infiltracién linfoide del intersticio, hiperplasia y metaplasia del epitelio

tubular, con ausencia de espermatozoides en la luz del tibulo. No se aisld A. seminis.

¢ (Cabeza del epididimeo.

En las cabezas de los epididimos izquierdos de los borregos 930 y 934 no se
observaron mayores alteraciones, salvo ligera hiperplasia de la mucosa en el 934, En el

938 se aprecio leve infiltrado inflamatorio intersticial.
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s Testiculo,

En los testiculos izquierdos de los borregos 930 y 934 se presentaron indicadores
claros de degeneracién, tiibulos con escasas espermatogonias y espermatocitos y otros
con solo células de Sertoli (Figura 6.12).

En el 938, ademas de los procesos degenerativos descritos, se constatd la
presencia de células multinucleadas de meiosis aberrantes en varios tubulos, con

alteracion del epitelio germinal ¢ infiltracién linfocitaria focalizada en el intersticio.

e Ampula del deferente.

En las ampulas del deferente de los animales 930 y 938 de las que se aislo A
seminis, se presentaron lesiones caracterizadas por infiltracion linfoplasmocitaria en el
930 y por infiltracién de macrofagos y PMN e hiperplasia de la mucosa acinar en el 938.
Estos infiltrados se ubicaron en la mucosa, debajo del epitelio que rodea la luz canalicular
del ampula y en la periferia acinar, en ambos animales. En el borrego 934 no se aislo A.
seminis pero si un coco Gram (+) caracterizandose las lesiones por infiltracion linfocitaria

y presencia de vesiculas en el epitelio.

e Vesicula seminal.

En las vesiculas seminales del animal 930, del que se aislé A. seminis, se presento
hiperplasia de la mucosa, necrosis e infiltracion de mononucleares en ¢l epitelio acinar,
sin que se presentaran infiltrados inflamatorios en el intersticio. En tanto en los animales

934 v 938 no se presentaron lesiones ni se realizaron aislamientos.

¢ Glandula bulbouretral.

Se aislé A. seminis de las glandulas bulbouretrales del borrego 930 sin que se
encontraran lesiones histopatologicas. En los animales 934 y 938 no se presentaron

iesiones ni se realizaron aislamientos.
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* Grupo 4 control (THSD) (Cuadro 6.7., pag. 45)

¢ Cola del epididimo.

En el grupo 4 control (THSD), en la cola del epididimo izquierdo del animal 840, se
observd leve hiperplasia de la mucosa, y cortes del tiibulo rodeados de abundante tejido

fibroso. Las colas del epididimo del 906 no presentaron alteraciones.

Las cabezas de los epididimos, los testiculos, las ampulas del deferente, vesiculas
seminales y glandulas bulbouretrales, no presentaron lesiones. Es de destacar la
presencia de cocos Gram (+) en el ampula del deferente del animal 840 sin que hubiera

lesiones.

* Grupo 5 control (TTSD) (Cuadro 6.8., pag. 45)

e Cola del epididimo.

En ambos borregos (896, 897) del grupo 5 control (TTSD), en las colas izquierdas
del epididimo, inoculadas con etilenglicol, se presenté moderada hiperpiasia de la mucosa
del epididimo y tubulos con espermatozoides compactados. En la cola derecha de ambos

animales no se registraron lesiones.

e Vesicula seminal.

En las vesiculas seminales del animal 896 no se lograron aislamientos ni se
presentaron lesiones en la histopatologia, sin embargo del 897, del cual se aislaron
bacilos Gram {-) largos, en la histopatologia se observé en forma localizada, infiltracién

linfocitaria de la mucosa acinar y presencia de PMN en el interior de los acinos.

No se presentaron lesiones en las cabezas del epididimo, testiculos, ampulas del
deferente y glandulas bulbouretrales. De la cabeza del epididimo izquierdo del 897, se

aislaron cocos Gram (+) sin que hubiera lesiones.
Es de destacar que en las ampulas del deferente en 8 de los 18 animales del

experimento (840, 843, 859, 884, 896, 897, 905, 932), se encontraron espermatozoides en

el interior de los acinos y en uno (884) se encontraron en las vesiculas seminales,
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Experimento I

Cuadro 6.3
Grupo 1(THIU) Tratamiento hormonal {GnRH) con desafio de A. seminis
intrauretral (IU)
Bacteriologia y Patologia

. ato reproductivo
Tratamiento | n° Organos del apar P
Test. [zq]Cab. lzql Cola 1zq | Test Der] Cab Der| Cola Der{Amp. Def]Ves, Sem.|Bulboure
Tralamiento con | 833 - - _ BFG+ _ CG+
GnRH e B59 CG+ _ = _ _
inoculacion 3 —— )
Intrauretral con 877 _ " > 3 ﬁ% % = -
A seminis 905 - - - - - - CG+ | CG+ | CGT

CG+ Cocos Gram positivos
HG+ Bacuos Gram posiuvos
FIKi-FilamentosGram nepgativos

Degeneracion testicular

Degencracion lesticular e intiftracon injoplasmocitana

Presenoa de mhlrados milamalonios {I'MN, Lintocitos, Macrolagoes|
Alteraciones en epitelio (Hiperpksia,Vesicalas intracpiteliales Metaplasia

- aislamiento negativo
2 { Granuloma espermitico
BIn afteracioncs patokgicas

Cuadro 6.4

Grupo 2 {TTIU} Tratamiento traumético irritativo (etilenglicol) con desafio de A.
seminis intrauretral (IU)
Bacteriologia y Patologia

Organos del aparat tivi
Tratamiento | n° 3 P o reproductive

Test. [zgCab. Izg] Cola lzqflest. DerjCab DerjCela DerjArmp. DelfVes, Sem/}i3ulboure
oo 43| | WO — 1|~ - T
Irritativo e 856 - Z - -
inoculacion B&3 - - - -
Intrauretral con
"k sominis | 884] - - - | GG+

CG+ Cocos Gram positivos
BG+ Bacilos Gram positivos
- aislamicnto negativo

Degeneracian testicular

Bl Lesion Granuwlomatoss de cuerpo extrane

Presencia de infiltrados  inflamatorios (PMN, Linfocitos, Macebiagoes)
Alwecraciones en epicho| Hiperplania, Vesiculao intraepiteliaies, Metaplagia)

UL ANCTACIRAUICS {3 LUK IUAS

Cuadro 6.5
Grupo 3 (SDIU) Sin tratamiento previo al desafic de A. seminis intrauretral (1U)
Bacteriologia y Patologia

Organos del aparato reproductivo

Tratamiento | B°
‘Test, Iz Cab. 122[ Cola lzq Test Der{ Cab Der| Cola DerfAmp. Def]Ves. Sem.| DBulboure

Sin Tratamiento | 37 - - BG- - - CG+
Previo €

inoculacion 935 - - - - - - - - BG+
Intrauretral con 541 _ ] i i _ CGr BG- - -

A. seminis
BG- Hacilos Gram negatwes
CG+ Coons Gram pxisibivos
B+ Hacios UGram positivos
- aisiamicnte negativo

e Prossno do mliltades  mMIkmGlonss (PN, Lakocitus, Mdacnolagos)
"sin alteraciones palologicas
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Experimento I

Cuadro 6.6
Grupo 6 {IE):Desafio intraepididimal de A. seminis en la cola del epididimo izquierdo
Bacteriologia y Patologia
Tratamiento | n° Organos del apara_to reproductive
TesL Izg]Cab. Izq| Cola Izq{'l‘esl; Der] Cab Der| Cola Der]Amp. DeflVes. Sem.| Buiboure;
Inoculacién G fFREyyARa, :!4.;3. Qont
Intracpididimal en| 20 Farakgy CG+ [Arsem| NA | NA ijistisen) A.sem
lacoladel | o34 EAGA [T [HEGH] ~Na | nNa - -
epididimo 3 ¥ N m
- . 4 )
Equierdocon | 938 St -] NA NA - -
A _seminis : : -
CG+ Cocos Gram positives o Degeneracion testicular
- aislamiento negativo JDegeneracitdn testicular ¢ infiltracitn linfoplasmocitaria
] 'Tesencia de infiftrados mntlamatorios (PMN, Lintocitos, Macrolagos)
Alleraciones en epitclio{Hiperplasia,Vesiculas intraepiteliales,Mctaplasia)
Sin alteraciones patolégicas

NA 0o analzado

Cuadro 6.7
Grupo 4 Control (THSD):Tratamiento hormonal(GnRH)sin desafio, con solucién salina
fisiolégica intrauretral (IU)
Bacteriologia y Patologia

Tratamiento | n° Organos del aparato reproductive
TesL Tzq Cab. Izq| Cola kzq |Test. Der] Cab Der| Cola Der]Amp. Def]Ves. Sem.|Bulboure]
Tratamiento con
GnRH y solucién 840 - - ] - = 1 CG+ - -
salina fisiologica
Intrauretral 906 = - - - - - - B =
CG+ Cocos Gram positivos l“” Alteraciones en epitehio{Hiperplasia, Vesiculas intraepiteliales, Metaplasia)
- aislamiento negatvo BSin alteraciones patologicas
Cuadro 6.8

Grupe 5 Control (TTSD): Tratamiento traumatico irritativo {etilenglicolj sin desafio, con solucioén salina
fisiolégica intrauretral(1U)
Bacteriologia y Patalogia

. to re i
Tratamiento | n® Organos del apara productivo
Test. Izq]Cab. lzq] Cola Lzq JTest. Der] Cab Der] Cola DerjAmp. DefjVes. Sem.|Bulboure
Tratamiento
traumatico- irritativo| 8961 - - - - - - - -
y solucion salina .i}.4 T
fsiologica 897 - CG+ - - - - CHB U] -
Inteaugeyal =5 ERRINAS
RG- Bacilos Gram negativos t{Presencia de infiltrados  inflamatorios (PMN, Linfocitos, Macréfagos)
CG+ Cocos Gram positivos l Alteraciones en epitelio(Hiperplasia,Vesiculas intsaepiteliales,Melaplasia)
- gislamicnto negativo Sin alteraciones patologicas
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6.2.5. Estudios de semen.

Los resultados se presentan en el Cuadro 6.9, (pag. 47).
En el grupo 1(THIU), en ninguno de lcs muestreos de semen se presentaron PMN,
a pesar de que en los animales 859 y 877 se aisldo A. seminis. En los muestreos del

borrego 877 se observaron células mononucleares de tipo macréfago.

En el grupo 2 {TTIU), en el animal 856, del cual se aislé A. seminis, se presentaron

PMN en semen, lo mismo que en el 884, del que sin embargo no se aislé A. seminis.

En el grupo 3 (STIU} en los animales 935 y 941, en que se aislé A. seminis, no se
detectaron PMN en las muestras, en cambio se observaron células mononucleares tipo

macroéfago.

En el grupo 6 (IE} en los 3 animales del grupo (930,934,938) se encontraron PMN

en semen, en dos de estos {930 v 938) se aislo A seminis del semen.

En el grupo control 4 (THSD), en los borregos 840 y 906 se presentaron PMN en 1

de 3 muestreos.

En el grupo control 5 {TTSD), en los borregos 896 v 897 no se encontraron PMN en

las muestras de semen.
Otros hallazgos repetidos en los extendidos de semen en todos los grupos incluso

en los controles, fueron la presencia de restos celulares y bacterias; estos resultados se

muestran en el Cuadro 6.9.
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Cuadro:6.9

Experimento I

Inoculacién intrauretral de A, seminis con tratamiento
hormonal (GnRH) y traumaitico irritativo del epididimo
(etilenglicol)

Estudio seminal

Estudio de frotis de semen Aislamiento de
Tratamiento n° A. seminis. en
. Restos .
PMN | Macrofagos. | Esperma celulares Bacterias| semen
833 - - 1/3 2/3 2/3 s
Grupe 1: Tratamiento con
GnRH e inoculacion 859 - - - 3/3 1/3
Intrz al A.
ntrauretra’ con 877 | - 1/4 - 2/4 | 1/4 A s
Seminis
905 - - 1/4 4/4 2/4 s
Grupo 4 Control: Tratamiento
840 - - 3/3 1/3 2/3 5

con GnRH y solucién salina

fisivlégica Intrauretral 906 11/3 - - 1/3 1/3 8
Grupo 2: Tratamiento

ga3 | - - - 3/4 | i/4
traumatico- Irritativo e 856 11 /5 1/5 _ 4/5 1/5 s
inoculacion Intrauretral | 883 - - 2/5 2/5 2/5
conA. seminis 884 | 1/5| 1/5 2/5 [ 2/5 ] 3/5
Grupo 5 Control: Tratamiento
traumatico- [rritativo v 896 - - - 2/3 1/3
solucion salina fisiologica
Intrauretral 897 - - - 3/3 1/3 §
Grupo 3:Sin Tratamiento
932 | - - - 4/4 | 3/4 s
Previo e inoculacion
935 | - 2/4 4/4 - 1/4 A.s

Intrauretral con A.

seminis 941 - 1/4 /4 3/4 3/4 A s

Grupe 6:Inoculacion

930 1 2/4 1/4 2/4 - 2/4 A. s
Intraepididimal en la cola
o 934 11/4 1/4 - 4/4 4/4 s
del epididimo izquierdo
con A. semints 938 2/4 2/4 - 1/4 4/4 A.s

positivos/n*® de frotis realizados

s- sospechosas por ser bacilos pleomérficos descartadas por pruebas bioquimicas o PCR
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6.3. DISCUSION

La discusion de este experimento puede ser seguida con la observacion del Cuadro
Resumen 6.10. {pag. 56).

En los animales del grupo 1 (THIU), no se logré aislar la bacteria de los érganos al
sacrificio, sin embargo se lograron en dos animales, aislamientos de A. seminis del semen
a los 15 dias de la inoculacion. Lo anterior sugiere que la bacteria logré colonizar el
aparato genital en cantidad suficiente para mantenerse en él, ser eliminada y aislarse
para luego desaparecer, secuestrarse o reducir su cantidad a niveles que imposibilitaron
su aislamiento. En algunos reportes se comprueba por aislamiento la presencia de A
seminis en el semen, sin que existan lesiones palpables en los genitales, ni PMN en el
semen (van Tender, 1979, Low et al., 1985). A pesar de no lograrse el aislamiento de A.
seminis de los organos, otras bacterias fueron aisladas del aparato reproductivo de los
borregos de éste grupe, asi como en los demas del experimento, incluidos los controles.
Es de destacar que en muchos casos se encontraron lesiones sugestivas coincidentes con
los aislamientos, mientras que en otras ocasiones, no se¢ encontraron lesiones pero si se
lograron aislamientos. Esto dltimo puede deberse a que los flujos seminal y urinario que
recorren el tracto genital pueden remover las bacterias, sin que necesariamente logren
colonizar y desarrollar patologia. Jansen (1980,), determind que no cn todos los érganos
donde se aislan bacterias se presentan cambios histopatologicos y afirma que si se realiza
el aislamiento de bacterias de las vesiculas seminales, epididimo, testiculo o en todos
ellos, alguno de los sectores del aparato genital presentara cambios patologicos.

En otro trabajo recalizado por el mismo autor, encuentra gran variedad de
bacterias en el aparato reproductor de Dborregas provenientes de distintos
establecimientos, sin la presencia de cambios patoldgicos a la palpacién de los organos
genitales, ni PMN en el semen; aislando de las ampulas del deferente bacterias similares a
P. haemolytica, H. owis, C. pseudotuberculusis, Corynebacterium xerosis, Micrcoccus
varians. Microccus luteus, Staphylococcus epidermidis, Staphilococcus spp., Acinetobacter:
de las vesiculas seminales, bacterias similares a P. haemolytica, C. pseudotuberculosis, M.
luteus, Staphilococcus spp., Acinectobacter, de las colas del epididimo P. haemolytica C.
pseudotuberculosis, de las cabezas del epididimo P. haemolytica, C. pseudotuberculosis,
Corynebacterium paurometabolicum, M. luteus, Acinectobacter y Arthrobacter flavescens.
En este experimento el autor no realizé la discriminacion de género entre Actinobacillus y
Pasteurellas, también observé diferencias entre carneros criados en forma intensiva y

extensiva., Encontrando bacterias en alguin sector del aparato reproductivo en 12 carneros
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provenientes de explotaciones intensivas, mientras que en 12 provenientes de
explotaciones extensivas, 7 presentaron distintas bacterias en el tracto y 5 resultaron
libres (Jansen, 1983).

En el mismo sentido, Mbai et al., (1996) lograron aislar de lavados uretrales de
borregos sanos Streptococcus spp., Staphylococcus spp., Actinomyces pyogenes, Bacillus
spp. y A. semiris. Searson (1982) aislé E. coli y A. seminis de las ampulas del deferente y
las vesiculas seminales sin presencia de patologia.

El objetivo de este trabajo no fue el estudiar en detalle la flora del aparato genital,
sin embargo ¢l hallazgo de bacterias diferentes a las inoculadas fue repetido. Esto puede
deberse a las caracteristicas de la explotacion de procedencia de los animales
experimentales: cria en corral, sobre pisos de tierra, con alta carga animal y medidas
minimas de higiene, estas condiciones pudieron ser favorables para el establecimiento de
bacterias contaminantes en el prepucio y su posterior migracién a las partes profundas
del aparato reproductivo {Jansen, 1983). Otra razén de la existencia de gran variedad de
bacterias, puede estar asociada a la manipulacién y a la vehiculizacién de la flora
presente en la uretra peneana hacia partes mas profundas del tracto genital, al inocular
A. seminis o introducir SSF por via intrauretral.

Jansen (1980,) realizé un tratamiento hormonal con GnRH similar al realizado en
los grupos 1 y 4, en borregos de raza Dorper de 2 afos. Encontrando que A. seminis,
colocado en la uretra, migrd y se aisld en los dos borregos tratados, en la préstata,
vesiculas seminales y ampula del deferente y en uno de ellos alcanzd la cola del
epididimo. En éste experimente en los animales del grupo 2 no se pudo aislar la bacteria
de los organos del aparato reproductivo. La diferencia entre la experiencia de Jansen
(1980,) y éste trabajo, ademas de la raza y la edad de los borregos, estuvo en el momento
de la inoculacién, en el caso de Jansen (1980, 72h después del dltimo tratamiento
hormonal, en éste trabajo el dia de la dltima inyeccién de hormona. También se diferencié
en el conteo bacteriano de los indculos que fue de 2.3x109 microorganismos por ml,
mientras que en éste trabajo se utilizé un conteo de 3.21x08 UFC. Otra de las difcrencias
estuvo en la cepa utilizada, 0781 (van Tonder, Centro de Investigacién Veterinaria de
Grootfontein, Sudafrica). Uno o varios de estos factores pudieron influir en la obtencion
de resultades no coincidentes.

El mismo autor, en un segundo experimento, utilizé 12 borregos Merino de un afie
de edad. Los colocé en un establo de piso de cemento, dejandolos por una semana sin
realizar limpieza del corral, al término de la misma fueron colocados en pastoreo por otras

dos semanas, en este momento realizé lavados prepuciales para conocer la flora
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bacteriana presente en el prepucio. El grupo fue dividido en parejas de carneros que
recibieron tratamientos hormonales que consistieron en seis inyecciones de 0.5 ml de
Receptal, 1.0 ml de Receptal, 50 Ul de PMSG y 150 Ul de PMSG, a los 30 dias se
sacrificaron y se realizé la bacteriologia los érganos del aparato reproductive. El autor
encontré que las bacterias presentes en el prepucio pudieron ser ubicadas en otros
sectores del aparato genital con varios de los tratamientos, incluido el de 0.5ml de
Receptal. En cambio en los tratados con 1.0 ml de Receptal, no se logré aislar a las
bacterias de las glandulas anexas, ni del epididimo. Este efecto, segliin el autor, pudo
deberse a sobredosificacién, ya que Aulcair et al., (1977) encontraron una reduccién de
los receptores de LH/HCG en testiculos de ratas tratados con un analogo de la LH-RH,
este efecto es contrario al esperado con la utilizacién dosis adecuadas de dicha hormona.
En este trabajo la posibilidad de sobredosificacion puede ser la causa de que la bacteria
no se halla recuperado de ningtin sector del aparato reproductive, sin embargo en tres de
los borregos se presentaron alteraciones en los epididimos, algunes con aislamiento
positivo de bacterias diferentes de A. seminis. El tratamiento pudo favorecer la
implantacion de A. seminis y de otras bacterias, con la posible eliminacién competitiva de
A. seminis o la falla en su aislamiento, sugiriendo las lesiones su establecimiento original.
L.a presencia de cocos y bacilos no necesariamente indica que sean los causantes de la
lesion y es posible que hayan logrado establecerse en lesiones previas de otro origen,

incluso producidas primariamente por A. seminis.

En el grupo 2 (TTIU) en el cual se produjo un traumatismo en el epididimo
(inyeccion de etilenglicol), no se logrd aislar la bacteria de las colas del epididimo
lesionadas. Sin embargo, en el animal 856 se lograron aislamientos de las vesiculas
seminales y de las ampulas del deferente, esto puede refrendar las observaciones de
algunos autores sobre la presencia del patdégeno en las glandulas anexas las cuales
podrian actuar como recerborios de la bacteria en su pasaje hacia el epididimo (Baynes y
Simmons 1960, Simmons et al. 1966; Jansen 1980,; Heath 1991). En el borrego 856 se
presentaronn PMN en el semen, hallazge que coincide con lo senalado por varios autores
en animales que eliminan A. seminis, pero que no presentan lesiones de epididimitis (De
Wet v Erasmus, 1984). Considerando que en ninguin control se aislé a A. seminis, al
menos en este animal, la inoculacién intrautretral permitié el asentamiento ¥

permanencia de A. seminis en las glandulas anexas.
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Cabria resaltar, que las lesiones en la cola del epididimo izquierdo, donde se
realizé el tratamiento traumatico irritativo resultaron estériles. Las lesiones producidas se
caracterizaron por grados leves de hiperplasia y metaplasia de la mucosa epididimal a
formaciones granulomatosas de cuerpo extrafio, con presencia de células epitelioides,
macrofagos y fibroblastos sin presencia de PMN en todos los casos. Es posible que la
intensidad de la respuesta inflamatoria haya impedido el establecimiento de A. seminis o
su aislamiento desde las lesiones, sin embargo la ausencia de PMN en la lesion, es

sugestivo de que las bacterias no se establecieron en el mismo.

En los animales del grupo 3, a los cuales se les inoculdé A. seminis via intrauretral
sin tratamiento previo, no se obtuviercon cultivos positivos de A. seminis de los érganos
reproductivos. Sin embargo, se logran aislamientos en semen en los animales 935 y 941.
En estos dos animales llama la atencion la ausencia de procesos inflamatorios en el
aparato reproductivo analizado y lo mas sobresaliente es que en el 941 la bacteria se
logra aislar del semen en el Gltimo muestreo, a las cinco semanas posinoculacidon. Esto
podria sugerir la permanencia de la bacteria en prepucio y en €l extremo de la uretra o
que se hubiera secuestrado en las glandulas anexas. Se debe recordar que en estos
animales, el apéndice vermiforme fue amputado, lo que hace mas factible la
contaminacién de la uretra con la flora prepucial y su posible arrastre al semen. Las
células inflamaterias que se presentaron en el semen de estos animales fueron de tipo
macrofago. La presencia de A. seminis como parte de la flora prepucial en borregos
menores de un ano, ha sido demostrada en estudios de Walker y Lea Master {1986).
Mientras Mbai et al., (1996) logran la recuperacion de A. seminis en lavados uretrales, en
animales con cultivos negativos de semen. En consecuencia las bacterias pudieron haber
permanecido en el prepucio y uretra, sin penetrar a sectores profundos, ni producir
lesiones significativas. En el mismo sentido van Tonder (1979,}, logré aislar A. seminis del

semen de animales sanos, sin PMN y sin lesiones.

En el grupo 6 (IE}, en el cual se inoculd A. seminis intraepididimal, en un borrego
se recuperd A. seminis del punto de inoculacion y de todas las glandulas anexas; en otro,
de las ampulas del deferente y en el tercero no se aisld, sin embargo, todos presentaron
lesiones similares en el lugar de inoculacién, semejarntes a las comunicadas previamente
por este procedimiento(Baynes y Simmons1960; Livingston y Hardy 1964). En el ensayo
de reproduccién de la enfermedad por inoculacion intraepididimal realizado por Baynes y

Simmons (1960) en cuatro borregos, logran recuperar la bacteria en dos de ellos del
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punto de inoculacién, en otro del conducto deferente y en un animal no logran
aislamientos al momento del sacrificio a los 60 dias. En otro ensayo Livingston y Hardy
{1964), en dos animales inoculados por via intraepididimal logran recuperar a los 27 dias
el microorganismo en uno de ellos, a pesar de encontrar cambios patolégicos en ambos.
En este trabajo no se realizaron estudios de las glandulas anexas, lo que pudo resultar
significativo, ya que poco antes del sacrificio, a los 21 dias, se aislé A. seminis del semen
del animal cuyos testiculos y epididimos resultaron bacteriologicamente estériles.
También Watt et al. (1970) inocularon aislamientos de A. seminis en dos borregos
logrando recuperar la bacteria a los 8 dias posinoculacién, de la cola de los epididimos
inoculados.

Los cambios clinicos en los animales del grupo 6 (IE) son también coincidentes con
los sefialados por Baynes y Simmons (1960), estos autores encontraron a la semana,
agrandamiento de la cola del epididimo inoculada y del testiculo ipsilateral, a los 21 dias
disminucién de la inflamacién con agrandamiento permanente de la cola, notande atrofia
testicular a los 28 dias en un caso y en otro la atrofia se hizo palpable a los 20 dias.

Los hallazgos patolégicos macroscopicos en epididimo y testiculo coinciden con los
descritos por Livingston y Hardy (1964): adherencias entre la tinica blanca y la vaginal de
la cola del epididimo, que se extienden al cuerpo y al testiculo, incluso la presencia de un
absceso en uno de los animales de donde se logra aislar A. seminis (930).

Los hallazgos histopatologicos en testiculos y epididimos, fueron coincidentes con
los encontrados en las reproducciones experimentales de la enfermedad y en los casos de
campo por otros autores (Baynes y Simmons 1960; Livingstone y Hardey 1964; Baynes y
Simmons 1968; Erasmus et al. 1982; Trejo et al. 1986; Heath et al. 1991; Mbai et al.
1996; de la Puente Redondo 2000}.

No se observaron alteraciones macroscopicas en las glandulas anexas en ninglun
grupo, inclusc en ampula del deferente, glandula bulbouretral y vesicula seminal de los
borregos del grupo 6, de los gue se aisld A, seminis, la tinica excepcion fue la vesicula
seminal del animal 856, grupo 2 (TTIU), de la cual también se aisld A. seminis,

La presencia de infiltrados inflamatorios rodeandoe al canal central del ampula del
deferente en los borregos 930, 938, 856 de los que se recuperd A. seminis y del 833 del
que se aislé un coco Gram [+), sugiere la respuesta a las bacterias o a sus antigenos
presentes en la luz canalicular (Foster et al., 1987).

El hallazgo de pequenos infiltrados linfoides en las ampulas del deferente, fue

descrito por Foster et al., (1987), en sus controles libres de B. ovis. Este tipo de infiltrados
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estuvo presente en las ampulas del deferente en los borregos 859, 877, 934 de los que se
aislaron cocos Gram (+), y en el 932 libre de bacterias, pertenecientes a grupos con
diferentes tratamientos, lo que sugiere una respuesta crdénica ya sea a componentes
seminales o a las bacterias presentes en el semen. Esto puede estar relacionado con el
hallazgo de espermatozoides en gran numero en los acinos de las ampulas del deferente
(8:18) y en una vesicula seminal, que pueden explicarse por reflujo seminal que podria
determinar también el movimiento ascendente de bacterias (Jansen 1980y, Foster et al.
1987).

Los hallazgos histopatolégicos en las vesiculas seminales se caracterizaron, €n
todos los casos, por una respuesta inflamatoria distribuida focalmente en el parénquima
glandular y localizada a nivel epitelial con hiperplasia, descamacion celular y necrosis,
acompanada por infiltracién linfoide y por la presencia de escasos PMN en el interior de
los acinos. No se observé la presencia de acimulos de células mononucleares en el
estroma glandular, salvo en el 932, los cuales coexistieron con profundos cambios en el
epitelio acinar. Este tipo de respuesta fue encontrado en aquellos animales en los que se
recuperd A. seminis, asi como cocos Gram (+) o bacilos Gram (-). La localizacion de estas
lesiones es acorde con la inoculacién del patdégeno a través de la uretra, por reflujo
seminal y/o ascenso deadc cl prepucio. A este respecto Foster et al., (1987), sugieren para
el caso de B. ovis, la llegada de la bacteria por via hematica por la respuesta inflamatoria
detectada en el estroma, no observando cambios notables a nivel epitelial, aunque no

descartan el posible ascenso de las bacterias desde el prepucio.

Las glandulas bulbouretrales no presentaron lesiones histopatolégicas, a pesar de
la recuperacion de A. seminis y otras bacterias en varios animales. En estudios de campo
de epididimitis por B. ouis, se lograron 4 aislamientos de estas glandulas contra 41 y 28
de las ampulas del deferente y vesiculas seminales (Searson, 1986). Por otro lado, llama
la atencién que Foster et al., {1987) tampoco encuentran en la histopatologia diferencias
entre los borregos infectados por B. ovis (n=25] y los controles libres (n=15), demostrando

consistentemente células plasmocitarias, sin diferencias entre los dos grupos.

Los hallazgos histopatologicos en glandulas anexas, coinciden con los descritos
por Jansen (1980,) en casos de epididimitis provocados por agentes diferentes de B. ovis y
con los descritos por Foster et al.,, (1987} para esta bacteria, a excepcién de las vesiculas

seminales.
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Los resultados de la serologia en el experimento | mostraron reacciones positivas
en 2/3 animales inoculados por via intraepididimal y en 2/11 de los inoculados por via
intrauretral. Se encontraron reacciones dudosas en 2/3 de los inoculados por via
intraepididimal y en 5/11 de los inoculados por via intrauretral, estas reacciones dudosas
se caracterizaron por poseer bandas de muy leve intensidad o no coincidentes en forma
total con la banda producida por el suero control de conejo. En estudios realizados por
Méndez et al, (1999) se describieron reacciones cruzadas caracterizadas por bandas de
precipitacién, pero no de identidad con H. somnus y P.haemolytica. Se debe destacar que
los sueros de los animales resultaron negativos en los examenes previos al desafio
experimental.

Se encontraron reacciones claramente positivas, a partir de los 7 dias, en un
borrego del grupo de inoculacion intraepididimal y en otro a la 3* semana. Mientras en los
animales inoculados por via intrauretral se obtuvieron reacciones positivas en las
semanas 42 y 52 Otros autores han demostrado en tres de cuatro animales, infectados
experimentalmente por via intraepididimal y mediante la técnica de fijacion de
complemento, resultados positivos a los 14 dias de la inoculacién (Baynes y Simmons,
1960} pero esta seropositividad cayd rapidamente hacia los 35 dias post infeccion. En
pruebas de ELISA, utilizando LPS se lograron detectar anticuerpos a los 11 dias de la

inoculacién por via intraepididimal (Tekes v Hajtos, 1990).

Algunos animales que eliminan A. seminis en semen pueden resultar negativos a
la prueba de FC {(Simmeons et al. 1966; Baynes and Simmons 1968), esto también fue
observado para la prueba de IDD con antigeno soluble {(Méndez et al., 1999). Solamente
un 15% de los borregos que eliminan A. seminis en semen resultan positivos a la prueba
de ELISA con LPS (Tekes y Hajtos, 1990). La baja deteccién de los casos subclinices, en
las pruebas serolégicas puede ser atribuida a la ausencia de una respuesta humoral
persistente y fuerte de tipo IgG, debido a la producciéon de un proceso inflamatorio local e

intracanalicular de baja intensidad con auscncia de bacteremia. (Jansen y Haynes, 1984).

No existen estudios directos sobre la presencia de una fase bacterémica en esta
infeccidn. La ausencia de bacteremia en la epididimitis por A. seminis, podria ser
sustentada en la imposibilidad de aislar A, seminis del higado y del bazo (Baynes y
Simmons, 1960} 0 en el ensayo de inocuiacion en la cisterna mamaria de ovejas, realizado
por Alsemosy y Dennis (1985), en el que inducen mastitis necrética, recuperando A.

senums de la glandula mamaria a los 9 dias. pero fallan en la recuperacion de la bacteria
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de sangre, corazén, higado, pulmén, riflones, articulaciones, utero y cerebro. Sin
embargo, existen reportes de A. seminis como causante de poliartritis e infecciones
respiratorias, pero la identificacion bioquimica de esos aislamientos resulta dudosa,
pudiendo haber sido confundido con H. ovis (Watt et al,, 1970). Por otro lado los trabajos
de Jansen {1980, 1983) explican la llegada de las bacterias, A. seminis u otras, a los
distintos sectores del aparato reproductivo, por el ascenso desde el prepucio y la uretra,
hasta los testiculos y epididimos, mediante flujo seminal retrégrado con ausencia de

bacteremia.
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Cuadro:6.10

Experimento 1
Inoculacién intranretral de A, seminis con tratamiento hormonal (GnRH) y tratamiento trauméitico irritative del epididimo (etilenglicol}

Resumen
Aislamiento de | Aislamiento de | Presencia de Bacteriologia y Patologia de los érganos del
Tratamiento o° A. seminis de A. semninis . (macro YPMN) | Serclogia aparato reproductivo Localizacion de las alfm_'acmnes .
el examen clinico
los Grganos semen en semen TI |CaEI| CEI TD |CaED| CED | AD vs BU
QGrupo 1 833 s - - - - - [BFGY - CG+ CEl+y CaED+
859 A s - + g CG+| - - - - CE++ y Ti+++
GnRH - T
877 A s + + - - + (BG4 - - CEI++ y CaED++
A. semunis [U 905 ] - - - - - - JCG+| CG+|CGH S.A
Grupo 4 Control | 840 s - . - - |- T ea] - ] - S.A
GnRH-SSF U 906 s + - - - - - - - - 5.A
Grupo 2 843 - - - - - -1 - - - CEI+ y CaEl+
856 V S,AD + t | - - - _
Traumatico- Irrit A = CEIv
883 - - - - - | BG+ CEI+
A semims U 884 + - - - |CG+| - CEI+
Grupo 5 Control 896 - - - - - - CEI+
Traumético- Irrit SSF| gg7 s - . - - - - CEI+
Grupo 3 932 ) - - - - - jca+ S5.A
Sin Tratamiento 935 A s + t - - - - - - S.A
Previo A semunis 1U! 941 A s + + - - - - - | CG+ S.A
Grupo 6 930 ] CEI, AD,VS, BU A s + + NA | NA! NA CE+4++ Tl++y TD+
Inoc Intra Epididimal 934 s + * NA | NA{ NA CEl+++ |, CED++ y Ti++, TD++
A seminisen CE | 938 AD A s + + NA | NA} NA CEl+++ Tl++Hy TD+

S.A sin alteracicnes + positivo a la [DD para A. seminis { Degeneracion testicular

C cola, Ca cabeza, E epididimeo - negativo a la IDD para A. seminis Degeneracién testicular e infiltracién linfoplasmocitaria

T testiculo, D derecho, [ izquierdo 1 dudoso a la IDD para A. seminis Presencia de infiltrados inflamatorios (PMN, Linfocitos, Macréfagos)

AD- Ampula del Delerente Lesitm Granulomatosa de cuerpo extrafio

V& Vesicula Seminal Grado de lesion de+ a ++++ H[“[]mr Presencia de slteraciones en epitelio ( Hiperplasia, Vesiculas intracpiteliales, Metaplasia)

BU- Giandula Bulbouretral Granuloma espermatico

- Sin alteraciones patologicas
CG+ Cooos Uram + NA = no analizado

BG+ Bacilos Gram +

BPG- Bacilos pleomortico Gram-

- aislamiento negativo

8- sospechosas por ser bacilos pleomérticos descartadas por pruehas bioquimicas o PFCR
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Fotografias del Experimento I

6.1

6.2

6.3

6.4

6.5

6.6

6.7

6.8

6.9

6.10

6.11

6.12

Animal 877 Nétese el agrandamiento en el cuerpo del epididime derecho H )y la
diferencia en el tamafio de las colas del epididimo.

Animal 859 Notoria diferencia de tamario entre ambos testiculos y presencia de
coloracion amarillenta en el testiculo izquierdo.

Animal 856 Notese leve agrandamiento y deformacién de la cola del epididimo
izquierdo correspondiente al grado de lesion de una cruz.

Animal 838 Disminucién del tamario del testiculo izquierdo, nétese la presencia de
adherencias fibrinosas sobre la superficie testicular ( =).

Animal 856 Seccién sagital de la vesicula seminal. Nétese puntillado blanquecino en
el parénquima ()

Animal 856 Testiculo izquierdo. Degeneracién testicular extrema, pérdida de células
de la linea germinal, presencia de célula multinucleada (meiosis aberrante o
imperfecta) ). Obsérvese el citoplasma espumoso de las células de Sertoli. HE x
400

Animal 833 Ampula del deferente. Infiltracién de células mononucleares
subepiteliales rodeando el canal central del deferente ( = ). HE x 100

Animal 833 Vesicula seminal. Presencia de PMN en el interior de los acinos ( "=,
HE x 400

Animal 884 Cola del epididimo. Lesién producida por la inoculacién de etilenglicol.
Presencia de células epitelicides ('::> ) ¥ proliferacién fibroblastica ( ﬂ). HE x 400

Animal 856 Vesicula seminal. Infiltracién de PMN en la mucosa acinar F }.HE x
400

Animal 932 Vesicula seminal. Infiltracién linfoide intersticial (). HE x 200

Animal 930 Testiculo izquierdo. Degeneracidon testicular, nodtese a los tibulos
seminiferos con distinte grado del proceso degenerativo. HE x 100
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EXPERIMENTO 11

Inoculaciéon intradeferente con A. seminis.
7.1. MATERIAL ¥ METODOS

Se realizé la inoculacién de una suspensién de A. seminis intradeferente (1D}, con

el conducto deferente ligado(n=2) y sin ligar (n=2).

Se adapto la técnica descrita por Jansen (1980c), para la reproduccion de la
epididimitis por inoculacién directa en el conducto deferente. Se aplicaron 0.3 ml de
Xilazina (Lab. Cheminova de México) intramuscular, para lograr sedacién y analgesia.
Luego se sujetd al animal en decubito dorsal, se rasuré y se realizd antisepcia del escroto.
Se anestesio la piel del escroto con Xilocaina al 2% (Lab. Astra, México) en un sector de
aproximadamente 4 cm, a la altura de la cabeza del epididimo derech_o. Se incidid el
escroto en forma longitudinal, se expuso el cordén espermatico derecho, se coloco una
sonda acanalada entre la piel y el cordén espermaético para mantenerlo exteriorizado. Se
incidié la tunica vaginal, se identificé el conducto deferente, En el grupo con el conducto
deferente ligado, se ligd el deferente con Dexon a la altura de la cabeza del epididimo.
Luego se les inoculd 0.1ml de una suspensiéon de A. seminis en SSF, conteniendo 5.8x108
UFC/ml, con jeringa de insulina a al altura del cuerpo del epididimo en direccion a la cola
epididimo, este procedimiento se siguid en los animales con el conducto deferente ligado y
no ligado. Luego de la inoculacién se realizé la termocauterizacién en el punto de
inoculacién para evitar la salida del indculo. Se realizé sutura de la vaginal con Dexon y
de la piel con nylon. En los borregos sin deferente ligado, se procedié de forma, similar

exceptuando la ligadura del epididimo.
Los animales se sacrificaron a los 20 dias de la inoculacidn, extrayendo las

vesiculas seminales, ampulas deferentes, glandulas bulbouretrales, testiculos y

epididimos (cola y cabeza) para estudios de bacteriologia e histopatologia
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Experimento II

Diseiio Experimental

Inoculacion Intradeferente {ID)
con A. Seminis en el conducto deferente

LIGADO
2 BORREGOS DE 6 MESES

Inoculaciéon Intradeferente (ID}
con A. seminis en el conducto deferente

SIN LIGAR
2 BORREgOS DE 6 MESES

I ANALISIS BAC’I‘ER]OLOGICO]

L

[ ESTUDIO HlSTOPATOUOGIC(TI
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Esquema del procedimiento de inoculacion intradeferente.
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Experimento [I, Resultados

7.2. RESULTADOS

Los resultados de este experimento se sintetizan en el Cuadro 7.1. {pag. 66).

7.2.1._Grupo de inoculacién intradeferente, sin ligar.

» Bacteriologia

En los animales inoculados en el conducto deferente sin ligar, se lograron
aislamientos de A. seminis de los 6rganos del aparato reproductivo. En uno de los
borregos {001), se recuperd A. seminis de la lesién producida en el sitio de ineculacién en
el conducto deferente, también se recuperd de las ampulas del deferente, glandulas
bulbouretrales y vesiculas seminales; en el otro (002) se aislé de las ampulas del
deferente. En ninguno de los animales se logré recuperar A. seminis de los epididimos
(cabeza y cola) ni de los testiculos. Sin embargo, de la cola y de la cabeza del epididimo

del borrego (001} se aislaron cocos Gram (+).

e Histopatologia. .

En la cola del epididimo derecho del borrege 002, se observd infiltracion
intersticial e intraluminal de PMN, hiperplasia y descamacioén de la mucosa epididimal.
En el interior de los tabulos epididimales se observaron células multinucleadas de
meiosis aberrantes y células de la serie germinal. El borrego 001 presenté leve hiperplasia

de la mucosa del epididimo.

En la cabeza del epididimo de los borregos 001 y 002, no se observaron
alteraciones. Pero en la luz tubular se detectd la presencia de células de la linea germinal,

que sugieren la ocurrencia de procesos degenerativos a nivel testicular {Figura 7.1)

En el testiculo derecho, de estos animales (001 y 002) se presentd degeneracion
testicular, con zonas del epitelio germinal adeigazadas y con presencia de células
multinucleadas de meiosis aberrantes, mientras que en otros cortes de los tibulos

seminiferos se observé epitelio relativamente normal (Figura 7.2).
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En el conducto deferente derecho, del borrego 001, en el sitio de inoculacion, se
observd un ensanchamiento de 0.5 cm de diametro, con contenido blanco amarillento, del
que se aislé A. seminis. El examen histopatologico de la lesién demostré infiltracion
linfoide intersticial, con presencia de manguitos perivasculares. En la mucosa del
conducto deferente se observé infiitracién de mononucleares e hiperplasia y vesiculas
intraepiteliales que contenian PMN (Figura 7.3). En el borrego 002 no se observaron

lesiones microscopicas.

En la vesicula seminal del 001, se apreci6 infiltracién linfoide de la mucosa con
zonas de hiperplasia y dreas de necrosis y se aislé A. seminis. En las vesiculas del 002 no

se observaron cambios patologicos, ni se lograron aislamientos.

El ampula del deferente del 001, presentdé aréas de necrosis de la mucosa e
infiltracién de PMN, acompariadas de infiltracién linfoplasmocitaria intersticial. El ampula
del deferente del borrego 002 presentd areas de necrosis en la mucosa, con infiltracion de
macréfagos y PMN en el interior de los acinos y en el area canalicular. De ambos casos se

aisloé A. seminis,

Las glandulas bulbouretrales de los borregos 001 y 002 no presentaron

alteraciones patologicas, sin embargo de las del primero se aisléo A. seminis.
7.2.2._Grupo con inoculacién intradeferente, ligado.

s PBacteriologia

De los borregos 003 y 004, a los cuales se les ligé el conducto deferente, no se
aislé el patogeno de la cola y cabeza del epididimo, ni en el testiculo. De uno de ellos
(003), en el cual se estudiaron las glandulas anexas, tampoco se logré aislar el patégeno

de las mismas.

En el borrego 004, de la lesién presente en el sitio de inoculacién, se aislaron
bacilos Gram (+), cocos Gram (+) y bacilos pleomoérficos Gram (-). Del testiculo y de la cola
y cabeza del epididimo de este animal, se aislaron cocos Gram (+). En el 003, se aislaron

cocos Gram (+) de la cabeza del epididimo.
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En el borrego 003, las vesiculas seminales y las glandulas bulbouretrales no
presentaron alteraciones, las ampulas del deferente presentaron leve infiltracién

linfocitaria en la regién de la luz canalicular.
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Cuadro 7.1

Experimento II
Inoculacion intradeferente con A. seminis

Bacteriologia y Patologia

Organos del aparato reproductivo

. n* del
Tratamiento .
animal Teaticulo Ec;b:;za E :?i:la g‘;;;ducw Ampula Vesicula Glandula
Derecho gcm-;n: gcr'cll-l:)o erecrc::t)c Deferente | Seminal Bulbouretral
Intra-defererente, | o3 - CG+ | A sem
con ¢l conducto
deferente sin ligar 002 - - NA - -
Intra-defererente, 003 . - NA - -
con el conducto 004 It e NA NA NA
deferente ligado Pthics B T
CG+ Cocos Gram + |Degeneracion testicular
BG+ Bacilos Gram + Presencia de infiltrados inflamatorios (PMN, Linfocitos, Macréfagos)
BPG- Bacilos pleomérfico Gram- ”I “ [h|Presencia de alteraciones en epitelio(Hiperplasia, Vesiculas intracpiteliales, Metaplasia)
- aislamiento negativo " Granulomas espermatico-absedativos
Sin alteraciones patologicas
NA __ |No Analizado
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7.3. DISCUSION

Resulta de interés el hecho que en los animales en los que el conducto deferente
no se ligé (001, 002), las bacterias inoculadas se movieron aparentemente siguiendo el
flujo seminal encontrandose en las glandulas anexas, sin alcanzar las colas de los
epididimos del lado inoculado. En el mismo sentido apunta el hecho de que, en el animal
en que se ligo el deferente y se estudiaron las glandulas anexas (003), no se lograron
aislamientos en ningin sector del aparato reproductor. A pesar de que se encontraron
infiltrados inflamatorios y lesiones caracteristicas en las colas de los epididimos de los
borregos ligados y no ligados, no se aislé A. seminis del epididimo ni del testiculo. Es
posible que la respuesta inflamatoria local, desarrollada durante esos 20 dias, resultara

suficiente para eliminar la bacteria del epididimo.

En experimentos similares, con la inoculacién de conteos muy bajos de H. ovis o
de C. pseudotuberculosis se encontré patologia epididimal y se lograron aislar las
bacterias a los 10 dias {Jansen, 1983). Por otro lado, cuando se inocularcon cantidades
mayores de C. paurometabolium, bacteria no patégena, pero que se ha encontrado en el
epididimo de animales sanos, se obtienen cultivos negativos a los 10 dias, sin presencia
de lesidon en la cola del epididimo (Jansen, 1983). Al-Katib y Ogunjumeo citados por
Alsemosy y Dennis (1985) constataron la rapida desapariciéon de A. seminis del lugar de

inoculacion en la cola del epididime, asi como de la articulacién carpal y de los pulmones.

Por otro lado, en casos de campo, es frecuente la existencia de alteraciones
epididimales, sin la presencia del patégeno en el organo, en cambio este se encontrd
presente en las glandulas anexas {Baynes y Simmons 1960; Simmeons et al. 1966; Ekdahl
1968). Esta condicién puede explicar lo observado en el borrego 003, en el cual la cola del
epididimo resulté bacteriologicamente estéril y con una fuerte respuesta inflamatoria, con
PMN, macrofagos, proliferacién fibroblastica presencia de células epitelioides, algo similar
occurrio en el conducto deferente del 004 con una respuesta similar, sin presencia de A.
seminis pero si de otras bacterias que pudieron ingresar en la intervencion quirirgica. El
aspecto de ambas lesiones recuerda la estructura de un granuloma espermadtico, c:élulas
epitelioides que rodean la masa central de espermatozoides, presencia de macréfagos
fagocitando espermatozoides, perc con la presencia de PMN y escasa proliferacién
fibroblastica, estructuras similares son definidas por Saravanamuthu et al,, (1991) como

granulomas espermaticos tempranos, la severidad de estas lesiones granulomatosas pudo
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generar condiciones que resultaron en un ambiente de inviabilidad para A. seminis. En
estos animales la espermiocestasis provocada por la obstruccién de la ligadura del
conducto deferente, junto con la destruccidon de la mucosa y el edema provocados por las
bacterias, pudo contribuir a la salida de espermatozoides del tubulo epididimal, con el
establecimiento de procesos autoinmunes {(Mc Donald y Pineda 1989; Sargison et al.

1995)
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Fotografias del Experimento II

7.1 Animal 001 Cabeza del epididimo. Presencia de células multinucleadas ( ‘)y de linea
germinal en el interior del tiibuloe, que indican degeneracion testicular. HE x 400

7.2 Animal 001 Testiculo. Degeneracién testicular. Notese en uno de los tubulos la
ausencia total de células germinales, persistiendo Gnicamente las células de Sertoli.
HE x 400

7.3 Animal 001 Conducto deferente. Notese la hiperplasia de la mucosa con la presencia
de vesiculas intraepiteliales e infiltracién de células mononucleares (-). HE x 100

7.4 Animal 003 Cola del epididimo. Evaginacién de la mucosa epididimal P Jy presencia
de PMN en el interior del tubulo. HE x 200

7.5 Animal 004 Cola del epididimo. Granuloma espermaético temprano, nétese la
presencia de PMN, células epitelioides y macréfagos fagocitando espermatozoides,
HE x 400

7.6 Animal 004 Conducto deferente. Espermatozoides compactados pérdida del epitelio
del deferente, infiltracion mononuclear y presencia de células epitelioides. HE x 100
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Experimento III, Material y Métodos

8. EXPERIMENTO III

Inoculacién intraepididimal con A. seminis y B. ovis

3.1. MATERIAL Y METODOS

Se realizo el estudio serolégico comparativo, bacteriologico en semen y en érganos

e histopatologico de las colas del epididimo y testiculos, en borregos inoculados por via

intraepididimal (IE) con B. ovis y A. seminis.

Se empled un total de 13 borregos de 6 meses, los cuales recibieron los siguientes

tratamientos:

Grupo de inoculacion intraepididimal con A. seminis, estos 3 animales
corresponden al grupo 6 del experimehto I, los cuales recibieron en la

cola del epididimo izquierdo 1 ml de A. seminis con 1.6x108 UFC/ml.

Grupo de inoculacién intraepididimal conjunta con A. seminis y B. ouvis,
5 borregos recibieron en la cola del epididimo izquierdo, en forma
conjunta, 0.5 mil de una suspension de A. seminis en SSF con 1.6x108

UFC/ml y 0.5 ml de una suspension de B. ovis con 4.9x108 UFC/ml.

Grupo con inoculacién intraepididimal con B. owvis, 5 borregos
recibieron en la cola del epididimo izquierdo 1ml de una suspensiéon de
B. ovis en SSF estéril con 4.9x108 UFC/ml.

La inoculacién se realizé con jeringas de insulina luego de realizar una cuidadosa

higiene del escroto.

Cada 7dias se tomaron muestras de sangre para IDD y de semen. Se realizo el

frotis y el examen bacteriolégico del semen.

Se castraron los animales a los 35 dias posinoculacion extrayendo fragmentos de

testiculos y epididimo (cabeza y cola) para patologia y bacteriologia.
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Experimento III

Diseifio Experimental

. ) [ i
Inoculacion Inoculacién Inoculacion
Intraepididimal Intraepididimal Intraepididimal
L E} I E) (LE)
con A Seminis con A seminis-B. ovis con B ouvis
3 Borregos de 6 MESES 5 Borregos de 6 MESES 5 Borregos de 6 MESES
[KNAUSIS BACTERIOLOGICO J [ ANALISIS SEROLOGICO { LESTUD!O HISTOPATOLOGICO J

ELABORACION DE CONCLUSIONES
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8.2. RESULTADOS

8.2.1 Grupo de inoculacién con B. ovis intraepididimal.

* Examen clinico. (Cuadro 8.1., pag. 78}

En el grupo de inoculacién intraepididimal con B. ovis se registré en todos los
animales aumento de tamafo en la cola del epididimo inoculado. En dos de ellos se
presentaron lesiones de tres cruces (839, 857), en uno de dos cruces (841) (Figura 8.1} y
en otros dos, lesiones leves de una cruz (866, 880}. Se observé ademas aumento de
tamaiio en ambos cuerpos del epididimo en un animal 866 (Figura 8.2.) y en la cabeza del
epididimo de otros dos (839, 866).

¢ Serologia y bacteriologia de 6rganos y semen. (Cuadro 8.2., pag. 79)

En este grupo se recuperd B. ovis del lugar de inoculaciéon en 4/5 borregos (839,
841, 857, 866), en dos de estos (841 y 857) se lograron aislamientos del testiculo
izquierdo, y de la cabeza del epididimo izquierdo en el 857. Es de hacer notar que en los
animales 857 y 866 se estudiaron las cabezas del epididimo porque presentaban
alteraciones evidentes a la necropsia, caracterizadas por el aumento de tamario y pérdida
de la simetria. Del borrego 866 se aislaron bacilos filamentosos Gram (-) que no se
caracterizaron, de la cabeza del epididimo izquierdo, de la cola del epididimo derecho y
del testiculo derecho. El borrego 880 resulté negativo a los intentos de aislamiento en los
6rganos.

Se identificéd B. covis en las muestras de semen en 2/5 (839, 841).

En lo que respecta a la respuesta serologica, en el animal 839 se detectaron
reacciones positivas a la 22 y 32 semana, negativa a la 4* y nuevamente resultd positiva en
la 5% semana. Los animales 841 y 857 presentaron reaccidn positiva durante la 44 y la 5a
semana. Los otros dos animales (866,880) no mostraron reacciones positivas durante las

5 semanas que durd la evaluacién.
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» Hallazgos histopatolégicos. (Cuadro 8.3., pag. 80)

Los hallazgos histopatolégicos en este experimento se describiran animal por

animal.

En el animal 839 se apreci6 en la cola izquierda del epididimo, lugar de
inoculaciéon, la formacién de un granuloma espermatico caracterizado por una masa
central de espermatozoides rodeada por macrofagos, células epitelicides y muiltinucleadas
de cuerpo extrafio (Figuras 8.3 y 8.4), se aislé B. ovis. El testiculo izquierdo mostré un
cuadro degenerativo con presencia de células multinucleadas de meiosis aberrantes y
adelgazamiento del epitelio germinal. En el testiculo y epidiciimo derecho no se observaron

cambios patolégicos.

Las lesiones encontradas en la cola izquierda del epididimo del borrego 841, se
caracterizaron por hiperplasia de la mucosa, vesiculas intraepiteliales e infiltracién de
PMN. Se observé infiltracién intersticial de macréfagos y linfocitos acompaﬁadé de PMN
en el interior del tibulo epididimal (Figura 8.5). El testiculo izquierdo presenté infiltracién
linfocitaria intersticial con pérdida casi total del epitelio germinal, con una gran cantidad
de tabulos seminiferos con solo células de Sertoli en su interior. De la cola y cabeza del
epididimo y del testiculo se aislé B.ovis. En el testiculo derecho no se observaron

alteraciones patoldgicas, la cola derecha present6 zonas de hiperplasia.

Las lesiones en la cola izquierda del epididimo del animal 857 se caracterizaron
por hiperplasia, vesiculas intraepiteliales e infiltracién linfoide de la mucosa epididimal,
con escasos espermatozoides en el interior del epididimo. En este animal se observd un
granuloma espermatico en la cabeza del epididimo izquierdo (Figuras 8.6 y 8.7), con
caracteristicas similares al descrito en el animal 839, en concordancia con la aparicién de
cortes del tibulo con espermatozoides compactados y otros vacios. El testiculo izquierdo
mostré cambios degenerativos caracterizados por la pérdida de células germinales,
fibrosis e infiltracidon linfoide intersticial De las tres estructuras antericrmente
mencionadas se aisld B. ovis. En el testicule y epididimo derecho no se apre.ciaron

cambios patologicos.
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En la cola izquierda del epididimo del borrego 866, se observé hiperplasia del
epitelio con la formacién de vesiculas intraepiteliales, infiltracién linfoide intersticial, PMN
y macrofagos en el epitelio epididimal y en el interior del tibulo. Estos hallazgos
histopatolégicos coincidieron con la recuperacién de B. ovis. En el testiculo izquierdo se
encontré degeneracion testicular con disminucién del espesor del epitelic germinal y
presencia de células multinucieadas de meiosis aberrantes, no se aisldé B. ovis. En la cola
derecha, se presenté un granuloma espermatico con abundante infiltracién linfoide en
todo el intersticio y la presencia de manguitos perivasculares de células mononucleares.
En el epitelio epididimal de los cortes del tibulo vecinos al granuloma se apreciairon areas
de necrosis € hiperplasia. En la cabeza del epididimo derecho se aprecié un granuloma
espermatico, con las mismas alteraciones mencionadas en la cola. El testiculo derecho
presenté degeneracion con adelgazamiento del epitelio germinal. Estos hallazgos
histopatologicos coincidieron con el aislamiento de un bacilo Gram (-) de aspecto

filamentoso.

En la cola izquierda del epididimo del animal 880, a pesar de no aislarse bacterias,
se observd hiperplasia de mucosa e infiltracién de macréfagos y linfocitos. En el testiculo
izquierdo se encontrd degeneracién leve caracterizada por la presencia de tubulos

seminiferos con epitelio adelgazado y escasas espermatidas.

De los resultados surge que en los 5 borregos inoculados con B. ovis se
encontraron alteraciones histopatolégicas en el lugar de la inoculacién. En 4/5 se
presentaron alteraciones en la mucosa: hiperplasia, vesiculas intraepiteliales y metaplasia
con pérdida de las vellosidades, acompanadas en la mayoria de los casos por infiltrados
celulares intersticiales, intraepiteliales e intraluminales de PMN, linfocitos y macréfagos.
En 1/5 en el punto de inoculacién se presenté un granuloma espermatico. En los 5
testiculos correspondientes al epididimo inoculado se observaron cambios degenerativos
con disminucién del espesor del epitelio germinal, presencia de células multinucleadas y

pocos tubulos con espermatidas alargadas.

8.2.2. Grupo de inoculacién intraepididimal con 4. seminis

Los hallazgos clinicos, bacteriologicos, serologicos y patolégicos de los animales
con inoculacion intraepididimal de A. seminis se describieron en el experimento I (grupo

6, animales 930, 934 y 938, pag 41) y se muestran en los Cuadros 8.1, 2,3. (pag 79-81)
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8.2.3._Grupo_de inoculacién conjunta con A. seminis / B. ovis.

* Examen clinico. (Cuadro 8.1., pag. 79).

En el grupo de inoculacién intraepididimal conjunta con A. seminis y B. ovis, en todos
los animales se presentd aumento de tamano en las colas del epididimo. En el borrego
889 se registrd la lesidon de mayor grado en la cola del epididimo inoculada, que se
acomparié de disminucion del tamano testicular y leve agrandamiento e induracién de la
cabeza del epididimo derecho (889) (Figura 8.8). En otros dos, se presentaron lesiones de
tres cruces en la cola del epididimo, acompariadas de disminucién de tamano y tono
testicular (852, 910) (Figura 8.9), por Gltimo se presenté induracién y aumento de tamarfio

leve en la cola del epididimo inoculada en dos animales (886, 898).

s Serologia y bacteriologia de érganos y semen. (Cuadro 8.2., pag. 80)

En el grupo de inoculacién A. seminis / B. ovis, de los animales 852, 910 y 889 se
recuperd B. ovis de la cola izquierda, en el 910 y 889 se aisldé ademas del testiculo del
mismo lado. En dos borregos (886, 889) se aislo A. seminis de la cola izquierda, en ¢l 889
se aislo ademas del testiculo izquierdo,

En 3/5 (852, 889, 910) se logrd aislar de semen B. ovis y en 2/5 (886, 889) se
logré aislar A. seminis.

En lo que respecta a la respuesta serolégica 4/5 (852, 886, 889, 910) borregos
resultaron positivos a la serologia para B. ovis. La serologia positiva para B. ovis se
presenté a partir de la 1* semana para el animal 910, en otros dos (852 y 889) la 2°
semana y en €l 866 a la 3* . En dos casos se revirtié la positividad en el pericdo de
estudio (852, 886). En la serologia para A. seminis 1/5 resulté positivo en la 5% semana
teniendo reacciones dudosas en la 3% y 4* (898) ¥y 1/5 mostré reacciones dudoesas en la 3°
y 4° semanas. No se produjo cruce antigénico cuando se corrieron pruebas control,
utilizando antigeno HS de B. ouvis y el suero hiperinmune contra A. seminis de conejo, lo

mismo ocurrié con el suero control positivo de B. ovis y el antigeno scluble de A, seminis.
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» Hallazgos histopatolégicas. (Cuadro 8.3., pag. 81)

Las lesiones encontradas en la cola izquierda del 852, del que se aislo B. outs, se
caracterizaron por la presencia de hiperplasia de la mucosa con infiltracion de PMN y la
presencia de abundantes PMN en la luz tubular., El epitelio germinal del testiculo
izquierdo se presentd adelgazado con la presencia de células multinucleadas en algunos

tabules. El testiculo y la cola del epididimo derecho no presentaren lesiones.

En la cola del epididimo izquierdo del borrego 886 se observaron zonas del epitelio
con hiperplasia, vesiculas intraepiteliales e infiltracion de PMN. Se encontré gran
cantidad de PMN en el interior del tiibulo, acompafiados por aumento de tejido fibreso
intersticial. De este segmento se recuperé A. seminis. El testiculo izquierdo mostré
degeneracion focal del epitelio germinal. En el testiculo y la cola del epididimo derecho no

se apreciaron lesiones.

En la cola del epididimo izquierdo del borrege 889 se observd hiperplasia del
epitelio, infiltracién de PMN y presencia de los mismos en el interior del tubulo, junto con
céiulas de la linea germinal. En el intersticio se encontré aumento del tejido fibroso
intersticial. Se aislé A. seminis y B. ovis. El testicule izquierdo presentd degeneracién con
ausencia de espermaétidas. Se realizé la histopatologia y bacteriologia de la cabeza del
epididimo derecho, porque presenté lesiones macroscopicas a la necropsia, esta lesion
resulté ser un granuloma espermatico que se asocié con zonas hiperplasicas en la
mucosa de la cola del epididimo derecho y cambios degenerativos en el testiculo derecho,

de estas lesiones no se aislaron bacterias.

En la mucosa del epididimo izquierdo del borrego 898 se observareon vesiculas
intraepiteliales, infiltracion de PMN, zonas de metaplasia y necrosis (Figura 8.10). Los
cortes del tibulo contuvieron escasos espermatozoides o ausencia de los mismos. Se
observo un granuloma abscedative en un segmento del tubulo, el cual habia perdido la
mucosa, se saturo de PMN y se rodeé de tejido fibroso; de la lesion se aislé A. seminis. El
testiculo izquierdo presenté degeneracion. El testiculo y la cola del epididimo derecho no

mostraron lesiones.
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En la cola del epididimo izquierdo del animal 910 se observaron vesiculas
intraepiteliales, cortes del tubulo con metaplasia y pérdida del epitelio, asociados con
abundante infiltracion linfocitaria intersticial v con PMN y macréfagos en el interior del
tubulo. Se observé ademas un granuloma abscedativo, con las mismas caracteristicas del
de la cola del epididimo izquierdo del 889, del que se aislé B. ovis (Figura 8.11). El
testiculo izquierdo, del que se aisldé B. ovis, mostro infiltracion linfoide intersticial focal
(Figura 8.12), con pérdida del epitelio germinal asociado con células multinucleadas de

meiosis aberrantes. En el testiculo vy la cola del epididimo derecho no se observaron

lesiones.
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Cuadro 8.1

Experimento III

Inoculacion intraepididimal con A. seminis y B. ovis

Alteraciones al Examen Clinico

Localizacién de las alteraciones en

Inéculo n°
el examen clinico
839 CEl+++ y CaED+
841 CEL++
B. ovis Intraepididimal en la 57
Cola del epididimo izquierdo CaEl+++
866 ] CaED e [++++, CuED e I++ ,CEI+
880 CEl+
852 CEl+++y TI++
886 CEl+

A.sem/B.ouvis de forma
conjunta Intraepididimal Cola| 889 CEl++++ TI++ y CaED+
del epididimo izquierdo

898 CEI+
910 CEl+++ y TI++
930 CEI++++ y TI++
A. seminis -Intraepididimal
Cola del epididimo izquierdo § o CEI+++ y TI++
938 CEIl+++y TI+++
CEI - Cola Epididimo Izquierdo Grado de lesion de + a ++++
CaEl- Cabeza Epididimo Izquierdo
CaED- Cabeza Epididimo Derecho
CuED- Cuerpo Epididimo Derecho
TI- Testiculo izquierdo
£5TA TESTS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA
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Cuadro:8.2

Experimento III
Inoculacion intraepididimal con A. seminisy B. ovis

Serologia y aislamientos de semen y organos

Aislamiento de semen de
) Aislamientos de los érganos A. seminis / B.ovis Serologia
inéculo| n° Semanas Semanas
Test. lzq | Colalzq | Test. Der } Cola Der j Cab. Izg | Cab Der 1* 2 3* 43 5* 12 o= 3* 4" B
839 - B.ovils - - * * s Bo | Bo n p P n P
@ g 841 | B.ovis | B.ovis - - * * s | Bo n n n P P
s ;E‘ 857 ) B.ovis | B.ovis - - B.ovis . s n n n P P
2] ot
3 866 . B.ovis BFG- BFG- | BFG- * S n n n n n
880 - - - - * * 5 s s n n n n n
| 852 - B.ovis - - * * s B.o 3 -/nil-/pl| t/alt/n]| -/p
g -§ 886 - A, sem - - * * ] s s 5 As | -/n|-/n]| -/p|-/n]| -/n
g 3z
2 & 889 | B.ovis | A.5/B.o - . * - A.s/B.ol . -in| -tp| -ip|-fp| -/p
]
2 Slgos| - | A sem - . . . -/nl-/nl t/n{t/n{+/n
[ &)
910 | B.ovis | B.ovis - - * * B.o | B.o B.o -lpl|-fpl -/p|-/p| -/p
4 g 930 co+ | A sem . . * . 5 | As As| Aas )} £ x| + | £ ]| %
§ E |osa| - cG+ . . . . s N R
o
<3 |938 . - * . * . As | s s 5 + |+ + | +| +
CG+ Cocos Gram positivos p- positivo a la IDD para B. ovis
BG+ Bacilos Gram positivos n- negtivo a la IDD para B. ovis
BFG- Bacilos Filamentos Gram negativos + positivo a la IDD para A. seminis
s- sospechosas por ser bacilos pleomérficos descartadas por bioquimicas o PCR . - negativo a la IDD para A. seminis
* No se estudiaron salvo algunas con lesiones evidentes t dudoso a la IDD para A. seminis
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Cuadro:8.3

Experimento IIl
Inoculacidén intraepididimal con A. seminis y B, ovis

Bacteriologia, Patologia y Hallazgos clinicos

I

— n° Organos del aparato reproductivo Localizacion de alteraciones al examen,
OC - a
Test Izq | Cola [zq | TestDer | Cola Der}Cab. Izq| Cab Der clinico
gl 839 ) - lBovis| - - * - CEl+++ y CaED+
g oL 841 | : - * * CEl++
8 G| 857 Bowy S CaEl+++
© 880 - - - * * CE[+
q S- 852 — - - * * CEl+++y Ti++
S _”d 886 . - .| - - * * CEI+
% [ 889 [#ews - e ol I CEl++++ TI++y CaED+
S of 898 | - - [z * . CEl+
3 SRR
< ol g0 - - * * CEl+++ y TI++
g g | 9% 006+ * * * * CEl++4+y Tl++
§ 2 934 ¥ . "] * * * * CEl+++y Tl++
& :
& "
<8 | 98 o * * * * CEl+++y Tl+++
Degeneracién testicular C cola, Ca cabeza, Cu cuerpo, E epididimo
Degeneracion testicular e infiltrecion linfoplasmocitaria T testiculo, D derecheo, I izquierdo
7.+ Granuloma espermatico Grado de lesidon de+ a ++++

Presencia de infiltrados inflamatorios (PMN, Linfocitos, Macréfagc CG+ Cocos Gram positivos

Presencia de alteraciones en epitelic ( Hiperplasia, Vesiculas intreepit BG+ Bacilos Gram positivos

Sin alteraciones patologicas BFG- BacilosFilamentosos Gram negativos
No determinado: se estudiaron algunas con alteraciones evidente - aislamiento negativo
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Experimento I, Resultados

8.2.4. Estudio de semen. (Cuadro 8.4., pag. 83)

En el grupo infectado con B. ouis se observaron PMN en los muestreos de semen

de los 5 animales del grupo.
En el grupo A. seminis/ B. ovis se encontraron PMN en el semen en 2 /5 animales.
En los tres animales inoculados con A. seminis se encontraron PMN en semen.

Los hallazgos de células de descamacion y bacterias se presentan en el Cuadro

8.4. Es de resaltar que en los animales de los tres grupos se demostraron bacterias y

restos celulares en los extendidos.
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Experimento Ill, Resultados

Cuadro 8.4

Experimento 111

Inoculacién intraepididimal con A. seminis y B. ovis

Estudio seminal

Estudio de frotis de semen
Aislamijentos en
Tratamiento n° J Restos - semen de
PMN | Macréfagos. |Esperm celulares Bacterias | A.semi/B.ovis
8391 1/3 - - 1/3 1/3 B.o
B.ovisenla | 841 ] 1/4 . . 1/4 . B.o
Cola del
Epididimo | 557 | /4| 2/4 | 1/4 | 2/4 | 1/4 s
lzquierdo 866 | 1/5 _ . 3/5 1/5 s
880 | 2/5 - - 5/5 4/5 S
852 1 3/5 3/5 2/5 | 3/5 2/5 B.o
A.sem/B.ouis | 886 - 1/5 - 3/5 1/5 A.s
en la Cola 889 A
Epididimo [ 9891 - | - | ws| 3/ | us | Asmo
Izquierdo. 808 _ } R 3/5 2/5 A.s
9101 1/4 - - 3/4 2/4 B.o
A.seminisen | 930 | 2/4 | 174 | 2/4 - 2/4 A.s
la Cola del 934
Epididimo | o0 | 174 | 1/4 - | 474 | 474 s
Izquierdo. 938 | 2/4 2/4 ) 1/4 4/4 A.s

positivos/n° de frotis realizados
s- sospechosas por ser bacilos pleomérficos descartadas por pruebas bioquimicas o por PCR
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Experimento I, Discusion

8.3. DISCUSION

La discusién de este experimento puede ser seguida con la observacién del Cuadro

Resumen 8.5., (pag. 88).

En los 5 borregos inoculados en la cola del epididimo con B. ouvis se encontraron
alteraciones histopatoldgicas en el lugar de la inoculacién que se asociaron con
degeneraciéon testicular. Las lesiones observadas en las colas del epididimo son
coincidentes con las encontradas en casos de campo e inoculaciones experimentales con
B. outs (Biberstein 1963; Pérez et al. 1979; Rahaley y Dennis 1984; Plant et al 1986). Los
cambios degenerativos en los testiculos se atribuyen a las alteraciones que se presentan
en la cola el epididimo (Biberstein 1964; Jubb et al. 1985; Searson 1987). En dos de estos
testiculos ademas de los procesos degenerativos se apreciaron infiltrados inflamatorios de
mononucleares coincidentes con la presencia de B. ovis y que pueden asociarse a la

bacteria y/o atribuirse al desarrollo de fenédmenos autoinmunes.

No siempre se recuperd B. ouvis del lugar de inoculacién (8801 nese a que se
encontré leve agrandamiento de la cola del epididimo al examen clinico v a la
histopatologia infiltracién linfocitaria intersticial moderada con alteracién hiperplasica de
la mucosa. Este caso pudo tratarse de una infeccién abortiva, dada la escasa presencia de
células inflamatorias mononucleares y la ausencia de PMN y bacterias, este tipo de
infeccién fue descrita en borregos infectados experimentalmente, en los que ademas,
como en este caso, no se desarrollaron titulos de anticuerpos (Biberstein et al. 1962;

Laws 1972).

B.ovis no fue aislada en todas las ocasiones de los testiculos correspondientes a
los epididimos inoculados, resultados similares obtienen Rahaley y Dennis (1984). Estos
autores tampoco logran aislar la bacteria del testiculo y epididimo contraiateral,

coincidiendo con los hallazgos de este experimento.

84




Experimento Ifl, Discusion

Es de destacar el hallazgo de granulomas espermaticos en las cabezas del
epididimo izquierdo los animales 857 y 866, de los que se aislo B. ovis en el primero y un
bacilo filamentoso Gram (-) en el segundo. El granuloma espermatico de la cabeza del
epididimo izquierdo del borrego 866 se asocié con otro presente en la cola del epididimo
derecho del cual se aislé también un bacilo filamentoso Gram (-} y con lesiones
degenerativas en ambos testiculos. Estas lesiones presentaron un aspecto similar a las
descritas por de la Puente Redondo (2000) v podrian depender del desarroilo de procesos
autoinmunes a partir del dafno provocado por la inoculacion en la cola del epididimo

lzquierdo.

En lo que respecta a la serologia para B. ouis, se presenté positiva a los 14 dias de
la inoculacién en un borrego, otros dos resultaron positivos a los 28 dias y dos se
mantuvieron negativos durante todo el experimento. De estos animales negativos (866,
880), en el primero se aislé la bacteria y en el otro no, coincidentemente los animales con
serologia negativa presentaron al examen clinico lesiones palpables de baja intensidad en
el lugar de inoculacion. Sobre este aspecto Worthington y Cordes (1981) y Worthington et
al., (19853) mencionan la ocurrencia de falsos negativos en animales cronicamente
infectados o en aquellos que se encuentran en periodo de incubacién de la enfermedad.
En este experimento, los animales se mantuvieron por cinco semanas, este tiempo pudo
resultar insuficiente para detectar animales positivos a la prueba de inmunodifusion
doble con extracto salino caliente. Esta prueba es considerada de alta especificidad
(100%) y adecuada para el diagnostico. A este respecto, Marin et al., (1989) encontraron
serologia positiva en 81 animales a la prueba de ELISA indirecta, 80 ala IDD y 77 a la
prueba de FC en 83 animales bacteriologicamente positivos a B. outis. En animales
infectados con B. ovis por via prepucial, se detect6 positividad a la prueba de FC entre las
2 y las 9 semanas y entre las 8 y las 10, para la prueba de hemoaglutinacién indirecta
[HA (Webb et al., 1980), ambas consideradas de mayor sensibilidad que la IDD. Biberstein
et al, (1963) luego de la inoculacién por instilacién conjuntival de B. ovis, lograron
demostrar titulos, a partir de los 9 dias post infeccidn con la prueba de FC. Los
resultados fundamentan la necesidad de ser cautelosos en el diagndstico seroldgico de la

enfermedad.
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Experimento III, Discusion

Cameron y Lauerman (1976) encontraron variacién en el patrén de eliminacion de
B. ovis en el semen de borregos inoculados por via prepucial, tres presentaron patrones
con aislamientos constantes, en los que se recuperd la bacteria en la mayoria de los
muestreos, lograndose 11 y 12 aislamientos de 15 muestreos. El segundo patron se
presentd en dos animales en los cuales en uno se logro aislar solo 1 vez y en otro 6 veces
en igual numero de muestreos. En todos se aisié la bacteria del aparato reproductor en la
necropsia. Por otro lado el no utilizar un medio selectivo como el Thayer-Martin, €l lento
crecimiento de las colonias de B. ovis, la presencia de bacterias contaminantes y el bajo
numero y la forma intermitente en que se elimina B. ovis en el semen (Webb et al.,, 1980),
pueden explicar los pocos aislamientos del semen de los borregos este trabajo, 5 de 10

considerando los grupos inoculados con B. ovis y B.ovis - A. seminis.

En el grupo inoculado con A. seminis y B. ovis, se lograron aislar en dos animales
B. ovis, en otros dos A. seminis y en otro ambos, del punto de inoculacién. En los
testiculos de los epididimos inoculados, no se lograron aislamientos de A, seminis, pero
en dos animales se logré aislar B. ouvis, de estos dos testiculos, uno presentaba lesiones
degenerativas y otro lesiones inflamatorias con infiltracién linfocitaria. En los animales en
que se aislé A. seminis (886, 898) las lesiones palpables en la cola del epididimo fueron de
baja intensidad, mientras en los que se aisle B. ovis (852, 910} resultaron de mayor
gravedad, ademas se presentd pérdida del tono testicular y disminucién de tamario del
dérgano.

En el borrego 889 del cual se aislarcn ambos patégenos de la cola del epididimo y
B. ovis del testiculo, la lesion en la cola del epididimo fue calificada como la de mayor
intensidad, ademas ocurri6é disminucién del tamarfio testicular. Llama la atencién que en
este borrego, el aislamiento de B.ovis fue en el testiculo ipsilateral a la cola inoculada, sin
presencia de procesos inflamatorios, solo constatandose degeneracion testicular, que
pudo ser consecuencia de la lesion epididimal. La presencia de aisilamientos de B.owvis sin
lesion en el aparato genital es descrita por Searson (1987). En el animal 889 se constaté
aumento de tamano en la cabeza del epididimo derecho, por lo cual se realizé la
bacteriologia, resultando los cultivos negativos. Sin embargo a la histopatologia, se
encontré un granuloma espermatico, que se asocid con lesiones histopatologicas en la
cola del epididimo y testiculo del mismo lado. El hallazgo de lesiones granulomatosas en
la cabeza del epididimo, sin aislamiento bacteriolégico, ha sido descrito por Walker et al.,
(1986) quienes las atribuyen a la presencia de obstrucciones congénitas de los conductos

eferentes. Estas lesiones sin embargo, no fueron detectadas en el examen previo a ia
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Experimento I, Discusién

inoculacién, lo que permite atribuirlas a la inoculacién experimental y al posible

desarrollo de lesiones autoinmunes.

Se encontrg en este grupo, inoculado con A. seminis y B. ovis, que 4/5 resultaron
positivos a serclogia para B. owis. La primer seroconversién para B. ouvis se produjo en el
animal 910, a la semana de la inoculacion, es destacable que en éste animal se aisl6 la
bacteria de testiculo, epididimo y del semen en tres ocasiones. El animal 839,
seroconvirtido a la 22 semana, manteniéndose positivo hasta el dltimo muestreo. En dos
borregos, se presentd seroconversion que se revierte en el periodo de estudio (852 y 886).
El 898 resulté negativo no pudiéndose recuperar B. ovis pero si A. seminis. Resulté
interesante el hecho que en el 886 del cual se recupertd A. seminis, resultd negativo a la

IDD para A. seminis y positivo en la IDD para B. owvis.

En la serologia para A. seminis, resultaron 1/5 positivo y 2/5 dudosos. Es de
destacar que ¢l borrego que tuvo reaccién positiva, lo hizo a la 5° semana y mostré
reacciones dudosas en los muestreos de la 3% y 49 semana, de este animal se aislo A.
seminis, del semen y del lugar de inoculacion. El animal 852 presentd reacciones dudosas
en la 32 y 42, no se aisldé A. seminis de las muestras de semen, ni de la bacteriologia que
se realizd a los 6rganos del aparato genital. En el animal 889 se logré el aislamiento pero
la serologia resulté negativa. Estas observaciones resultaron similares a las realizadas por
Méndez et al, (1999) en estudios de campo, en los cuales se encontraron animales con
serologia negativa asociada con el aislamiento del patégeno o serologia positiva sin
aislamiento. Es de destacar que estos autores utilizaron antigenos y técnicas similares a
las de este trabajo. No se puede descartar que las reacciones dudosas se deban al cruce
antigénico con bacterias relacionadas, sin embargo en algunos casos antecediercn a

reacciones claramente positivas,
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Cuadro: 8.5

Experimento III
Inoculacion intraepididimal con A. seminis y B. ovis

C cola, Ca cabeza, E epididimo
T testicule, D derecho, 1 izquierdo

Grado de lesion de+ a ++++

por pruebas bioquimicas o PCR

p-positivo a la IDD para B. ovis
n-negtivo a la IDD para B. ovis

+ positivo a la IDD para A. seminis
- negativo a la IDD para A. seminis
* dudoso a la IDD para A seminis
s-sospechosas por ser bacilos pleomdérfico Gram (-) descartadas,

Resumen
Aislamientos en 6rganos de ] Aislamientos en] Presencia de Bacterlologia ¥y Patologia de los 6rganos
méculo]l n° A. semi/B. ouis semen de (Macro y PMN) |Serologia del aparato reproductivo Localizacion de las aJ.tef'acwnes en el
examen clinico
A. seminis B. ovis A.semi/ B.ovis en semen TI CEI TD | CED | CaEl |CaED
E i = B.o t P N B * CEl+++ y CaED+
q 841 CEL T1 B.e + P * CEl++
8 Hlss? CEL, CaEl, TI s + p * CaEl+++
R
3| B6¢ cEt s + n - ik . CaED e [++++, CuED e I++ ,CEI+
8380 - 8 + n - - - » * CEI+
, 1852 - CEl B.o + ilp - - - * * CEI+++y TI++
g 'g 886] CEI - A.s + -/p - - - * - CEl+
4 T : ?f 7
E‘ E' 889 CElL CEL TI A.s/B.o = ‘/p M'. - * % CEI++++ ,TI++ y CaED+
@ g sos| cE1 - As - +/n - . * - CEle
<
910 - CEI, T1 B.o + —/p - - * * CEI+++ y TI++
% § |%%0] c=:t A.s + + m'_ * * v * CEl++++y Tit+
= -
$ A 934 - s + + » * * * - CEI+++ y Th+
K]
< § [938 - A.e * * * * * * CEI+++y TI+++

Degeneracion testicular

jDegeneracién testicular e infiltracion linfoplasmeoecitaria
4Granuloma espermético
Presencia de infiltrados inflamatorios (FMN, Linfocitos, Macréfagos)

Presencia de altteraciones en epitelio{ Hiperplasia, Vesiculas intraepiteliates, Metaplasia)

Sin alteraciones patologicas

No determinado: se estudiaron algunas con alteraciones evidentes



Experimento III, Figuras

Experimento III
8.1 Animal 841. Lesion en la cola del epididimo izquierdo de dos cruces.

8.2  Animal 866. Aumento de tamafio de ambos cuerpos y cabezas del epididimo y
asimetria en las colas.

8.3 Animal 839. Cola epididimo izquierdo. Granuloma espermatico. Nétese los
espermatozoides compactados y la proliferacion fibrosa rodeando el cuadro. HE x
40 :

8.4 Animal 839. Cola epididimo izquigdo. Granuloma espermatico. Células
epitelioides y células multinucleadas ( } (macréfagos modificados). HE x 400

8.5 Animal 841. Cola epididimo izquierdo. Epididimitis. Vista panoramica en la que se
aprecian las alteraciones epiteliales, infiltracion linfoide intersticial y 1a presencia
de espermatozoides y ¢élulas inflamatorias en el interior de los tubules. HE x 40

8.6 Animal 857. Cabeza del epididimo. Granuloma' espermatico. Vista panoramica
donde se observan a la derecha, los espermatozoides compactados seguidos (a)
hacia la izquierda por una zona con células epitelioides (b) y fibrética (c).

Observandose en el extremo izquierdo un corte del tibulo con leve hiperplasia. HE
x40

8.7 Animal 857. Cabeza del epididimo. Granuloma espermatico. Detalle de la zona de
células epitelioides donde se aprecian espermatozoides en el interior de las mismas
(= ). HE x 400

8.8 Animal 889. Nétese el tamano de la cola izquierda en comparacién con la derecha.
Lesion de cuatro cruces.

8.9 Animal 852. Notese la disminuciéon de tamafio del testiculo izquierdo, el aumento
de tamario de la cola izquierda y la presencia de adherencias con la tunica blanca.

8.10 Animal 898. Cola del epididimo izquierdo. Presencia de vesiculas intraepiteliales.
HE x 100

8.11 Animal 910. Cola epididimo izquierdo. Granuloma abscedativo. Nétese la pérdida
del epitelio epididimal (= ), el interior del tibulo se encuentra lieno de PMN y la
reaccién fibroblastica en la periferia. HE x 200 :

8.12 Animal 910. Testiculo izquierdo. Infiltracién linfoide intersticial focal ¥y
degeneracion testicular. HE x 100
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PCR

9. CONFIRMACION DE LOS AISLAMIENTOS DE A. seminis por PCR.

Se aplico la técnica de PCR ribotipo, como método confirmatorio del diagnéstico
bacteriolégico de A. seminis. Se utilizaron los iniciadores y la técnica descrita por
Appuhamy (1998.) todos los aislamientos que se dan como positivos fueron confirmados
por esta técnica. En todos los aislamientos que resultaron positivos se observaron dos
bandas coincidentes con la del control (ADN de la cepa de referencia) de 0.55kb y 0.7kb,
no detectandose en ningin caso la banda de baja intensidad descrita por el autor de
0.85kb.
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10. DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES

Al menos en un caso la via IU permitié la colonizacién y permanencia de A.
seminis en las vesiculas seminales y ampulas del deferente de un animal (1/11)
(experimento I]. La via IE permitié la permanencia y aislamiento de la bacteria de la cola
del epididimo inoculada 4/8 (experimentos [ y 11j} a los 35 dias de la inoculacién, a pesar
de encontrarse lesiones de epididimitis en todos; esta via permitié recuperar la bacteria de
las vesiculas seminales en 1/3, de las ampulas del deferente en 2/3 y de las
bulbouretrales en 1/3 (experimento I). También en el experimento II, en los cuatro
animales no se pudo recuperar a bacteria de las colas del epididimo correspondientes a
los conductos deferentes inoculados. De los dos borregos con el conducto deferente
ligado, en aquel en que se pudieron estudiaron las glandulas anexas tampoco fue posible
recuperar A. seminis de las mismas {003). En los dos en los que no se ligé el conducto
deferente, en 1/2 se aislé del conducto deferente, vesiculas seminales y glandulas

bulbouretrales ¥ en ambos, de las ampulas del deferente.

La falla en la recuperacion de A. seminis en muchos de los animales, puede ser
debida a su rapida eliminacion, por la intensa reaccién inflamatoria. Dos animales en los
cuales se aislo A. seminis de las colas epididimales en ¢l experimento III, no presentaron
cambios inflamatorios intensos ni al examen clinico ni a la histopatologia. Respuestas de
baja intensidad, también estuvieron presentes en las glandulas anexas de donde se aisld
A. seminis. El otro factor a considerar es el tiempo transcurrido entre la inoculacién y el

sacrificio, 20 dias en el experimento II y 35 para los experimentos [ y III.

Es importante sefialar que en el animal 938, al que se inoculdé la bacteria
intraepididimal, no se logrd aislar del epididimo inoculado, pero si en cultivo puro, de las
ampulas deferentes, hallazgos similares se han reportado en casos clinicos {(Baynes y
Simmons 1960; Simmons et al. 1966). Igualmente los hallazgos de los experimentos I y 11
sefialan a las glandulas anexas como un lugar comun de asentamiento y permanencia de
A. seminis, desde donde en diferentes circunstancias, podria movilizarse a otras partes
del aparato reproductivo o facilitarse su excrecién seminal. A este respecto, en animales
inmunizados contra H. ouis y desafiados por via intraepididimal e intradeferente se
constaté la eliminacién de la bacteria de la cola del epididimo, pero en el caso de la
inoculacién intradeferente las bacterias permanecieron en algunos casos en el conducto

deferente, en las vesiculas seminales y en las ampulas del deferente. Estos hechos se
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atribuyeron a la intensa respuesta inflamatoria debida a la mayor destruccién tisular
producida en la inoculacién intaepididimal si se la compara con la de la inoculacién
intradeferente, en este ultimo caso las bacterias permanecieron en el lugar facilitando la
reinfeccion de las glandulas anexas {(Jansen y Hayes, 1984). Sin embargo, es dificil saber
lo que ocurre con las glandulas anexas en esta infeccidn; ya que en muchos trabajos
clinicos y experimentales no se estudian (Trejo et al.1986; Walker et al. 1986; Pérez et al.
1988; Méndez et al. 1999; de la Puente Redondo et al. 2000). También en los estudios de
prevalencia en el semen (van Tonder 1979; De Wet y Erasmus 1984; Low et al. 1995) se
correlacionan los hallazgos bacteriologicos con las lesiones epididimales, pero no se
evalian las glandulas anexas, presumiblemente por la necesidad de sacrificar los

animales para su estudie.

Es de resaltar la gran variedad de bacterias preséntes en el aparato reproductivo
asociadas a lesiones de diversa intensidad. Van Tonder (1979.), sostiene que la
esporadica e irregular aparicion de una variedad de bacterias en el semen, relacionadas
con lesiones crénicas, indicarian que los microorganismos no son de importancia
primaria. Lo anterior también se confirma por el hecho de que a pesar que estos
microorganismos sean aislados en gran namero y en cultivos puros, no se asocien con la
presencia de células inflamatorias en el semen o lesiones en el aparato reproducter. En
los garafiones también se han detectado la presencia de bacterias potencialmente
patégenas en semen y uretra, como Pseudomonas aureoginosa y Klebsiela pneumoniae sin
aiterar la fertilidad y con la presencia de escasas células inflamatorias (Malmgren et al.,
1998). La microflora encontrada en el semen de humanos estériles, Staphylococcus y
enterobacterias, se caracterizé por presentar alta adhesividad, actividad antilisosimica
aumentada y resistencia a los antibidticos, todas caracteristicas que posibilitan la
colonizacién y permanencia en el aparato reproductivo (Kuz'min et al.,, 1998) sin embargo

la presencia de bacterias en semen y su relacion con infertilidad resulta controversial.
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La produccién de estrogenos por parte de células de Leydig y Sertoli esta
suficientemente documentada, en trabajos recientes se encuentra la enzima aromatasa en
las células germinales y espermatozoides. Estos estrégenos actuarian sobre las células
epiteliales del conducto deferente y el epididimo, en los cuales se presentan receptores
estrogénicos alfa, y estimularian los fendmenos de reabsorcion. En ratones carentes de
estos receptores se presenta transformacién escamosa del epitelio con ausencia de
lisosomas y organelos endociticos (Hess, 2000), también se presentan receptores en los
organos sexuales accesorios durante la el periodo prepuberal en ratas (Dhar et al., 1998),
estos cambios hormonales podrian provocar la aparicion de receptores que facilitarian la
colonizacién de las bacterias. En muchos trabajos se presenta la pubertad como un
momento clave en el desarrollo de patologias reproductivas. Bulgin (1990) plantea para la
infeccién de B. ouis, la transmision intrauterina o a través de la leche, pero el desarrollo
de la enfermedad ocurriria pocos meses después de la entrada a la pubertad, en borregos
que se mantuvieron sin contacto con adultos. En ¢l mismo sentido Cavalieri y Van Camp
{1997) expresan una mayor Iincidencia de seminovesiculitis en toros jévenes

peripuberales.

Poco es lo que se sabe de respuesta inmune local mediada por Ig A secretora y su
accion antimicrobiana en el tracto reproductor de los borregos;, en los humanos se
presenta inmunotincion en la prostata, en las glandulas uretrales, resultando negativos el
epitelio del conducto deferente, las vesiculas seminales, el ampula del deferente, y las
glandulas bulbouretrales, por lo cual los autores manifiestan que la respuesta inmune

mediada por Ig A secretora es baja en el aparato genital del humano (Sirigu et al., 1995).

Se encontraron cambios degenerativos a nivel testicular en los tres experimentos
coincidentes con alteraciones epididimales, sin embargo la valoracidon de estos se hace
dificil, por tratarse de animales de 24 semanas, los cuales se encuentran entrando a la
pubertad. Se ha mencionado la imposibilidad de distinguir en animales de esta edad, si se
tratan de cambios degenerativos, hipoplasicos o se trata de animales que no han
alcanzado la pubertad en forma plena, esto significa que si bien producen
espermatozoides (se observan espermatidas alargadas en algunos los tibulos seminiferos)
estos no se encuentran en cantidad suficiente para fertilizar a una hembra (Watt 1978;
Jubb et al. 1985). Existen estudios en borregos Corriedale en condiciones extensivas, en
los cuales entre los 180 y 216 dias la gran mayoria de los animales presentaban en los

cortes testiculares espermatidas alargadas (38/40), lo que significa que habian
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completado la espermatogénesis (Castrillejo et al,, 1995). Considerando estos datos y el
peso corporal promedio de los animales empleados, se puede suponer que la mayoria de
ellos deberian haber completado la espermatogénesis lo que no fue posible observar en
todos los casos, atribuyendo estos hallazgos al proceso inflamatorio ocurrido a nivel
epididimal o testicular, que se hacen mas claros si se los compara con la condicién del
testiculo contralateral. Ademas, se consideraron en el diagnéstico de degeneracion
testicular la presencia de células multinucleadas de meiosis aberrantes, que son un signo
claro de procesos degenerativos. Por otro lado, las células inflamatorias presentes en los
testiculos fueron linfocitos; ya sea cuando se aislé B. ovis (841,877,910) o cocos Gram (+)
(859) o aun cuando resultaron negativos al aislamiento (938). Este tipo de infiltrado
puede responder a un proceso inflamatorio crénico provocado por un agente infeccioso,
pero también esta presente en los cambios degenerativos a nivel testicular, provocados
por procesos obstructivos en la cabeza o la cola del epididimo {Jubb et al., 1985). En

ningun caso se observaron procesos supurativos en los testiculos.

Conclusiones:

» El tratamiento hormonal no permitié el aislamiento del aparato reproductivo de A.
seminis inoculado por via intrauretral, pero si se detectaron otras bacterias en el
aparato genital, principalmente en las glandulas anexas y lesiones en el aparato

reproductivo en 3 de los 4 borregos.

» La lesién en la cola del epididimo provocada por el etilenglicol no permitié la

instalacion de la bacteria en la misma.

» Se encontraron lesiones en la cola del epididimo luego de la inoculaciéon de A.
seminis y B. ovis, pese a que en muchos de los casos no fue posible recuperar las
bacterias en los estudid bacteriologicos. Las lesiones tuvieron similares

caracteristicas histopatologicas y se asociaron con degeneracién testicular.

» Fue posible aislar A. seminis de las glandulas anexas en casos en que resultd
negativo el aislamiento del epididimo a pesar de presentar lesiones. La inoculacién
intradeferente sin ligadura, permitié la instalacion de las bacterias en las
glandulas anexas. Por lo tanto las glandulas anexas pueden ser consideradas

como un lugar de reservorio de A. seminis en el aparato reproductor del borrego.
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» En las glandulas anexas fue posible encontrar lesiones histopatolégicas de poca

intensidad coincidentes con el hallazgo de cocos Gram (+) y bacilos Gram (-).

» La mayoria {75 %) de los animales de los que se aislé A seminis del semen,

presentaron células inflamatorias en el semen.

» La prueba de IDD con antigeno soluble, dio resultados positivos en 5 de los 19
animales inoculados por las diferentes vias (26 %]}, dando reacciones dudosas en
otros 5 (26 %).

Una observaciéon critica de los resultados lleva a pensar que el término de
“Epididimitis de los carneros” no define en forma correcta la condicién patolégica que
afecta a los carneros, ya que en muchos las glandulas anexas estan también afectadas o
incluso el mismo testiculo, sin la presencia de alteraciones en el epididimo, como ocurrié
en el animal 856, o las lesiones epididimales coinciden con alteracicnes presentes

también en las glandulas anexas como en los borregos 938 y 930.
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ANEXO 1
PRUEBAS BIQUIMICAS

» T8I - Triple hierro azicar agar {Bioxon Cat-114-1).

En este medio se determiné la capacidad de fermentar los azucares glucosa,
lactosa y sacarosa. Se sembré por picadura y estria. Se realizdé la interpretacion de los
resultados segtin Mc Faddin (1990},
¢ S5IM - Acido Sulfhidrico, Indol, Motilidad (Difco)

En este medio se determiné la capacidad de desdoblar el indol de la molécula de
triptéfano. Se sembré por picadura, cuando se observo crecimiento, se agregan 4 o 5
gotas de reactivo de Kovacs. La aparicién de color rosa intenso se considera positivo.

¢ RM- Rojo de Metilo (Merck- Cat 5712)

o OF-Oxidacidn-Fermentacion (Bioxon-Cat 261)
Se realizé la prueba de OF c¢on glucosa al 1%. El cambio de color de verde a
amarillo se consider6 positivo tanto, en el tubo de fermentacién como en el de oxidacion.

¢ Presencia de Ureasa (Bioxon Cat-214-1)

Se realizé sobre agar urea en pico de flauta y sembrado en estria. Se considerd
positivo el cambio de color a rojo-rosado, cuando se observé crecimiente bacteriano en la
estria.

. Oxidasa.

Se colocaron algunas gotas de solucion de diclorohidrato de tetrametil-p-
fenilhidramina al 1% en papel de filtro. La reaccién positiva estuvo indicada por la
aparicion de coloraciéon purpura, a los 10 seg de ponerse en contacto con una asada del
cultivo.

e« Catalasa. Se colocéd una gota de H»02 2% sobre una laminilla y se le puso en contacto
con una asada cultivo. La aparicion de burbujas se considerd positivo.

¢ Produccioén de sulfhidrico

La produccion de HS se comprobé sobre agar tripticasa soya agar en pico de
flauta sembrado en estria. Se detectd con tira impregnada en acetato de plomo al 10% la
cual se coloco sostenida en la tapa del tubo, sin que tocaran las paredes del mismo. Se
considerd positivo con la aparicién de un precipitado negro en la tira.

+ Reduccién de nitratos y nitrites. (Difco)
La siembra se realizdo por picadura y en estria sobre agar nitratos y la

interpretacion segun Mac Faddin (1990).
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Identificacion Bacterioldgica

Pruebas bioquimicas realizadas para la identificacién y diferenciacién entre A. seminisy

B. ovis.

Pruebas

A, seminis

B. ovis

tincién Gram

bacilos pleomorficos Gram(-)

coco bacilos Gram {-}

TSI

Ale/Alc

Alc/Alc

SIM

Rojo de metilo

Ureasa

Catalasa

Oxidasa

Produccion de acido sulfhidrico

Reduccidn de nitratos y nitritos

Oxidacién /fermentacién de
Glucosa

Prueba acriflavina

Alc= Alcalino
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ANEXO 2
EXTRACCION DE ADN

La técnica de extraccion se basé en la descrita por van Soolingen et al.,(1991)

Los cultivos puros, fueron cosechados en 1.5 ml de agua destilada estéril y
esterilizados a 80°C por 20 min. Se almacenaron en congelacion a -20°C hasta el
momento de la extraccién del ADN,

Se tomaron 400ul de la muestra, los que fueron tratados con 25ul de lisosima en una
concentraciéon de 20mg/ml por 1h a 37°C.

Posteriormente se le adicionaron 70ul de SDS 10% y Sul de proteinasa K (10mg/ml
en agua destilada), se mezclé y se incubé a 65°C durante 10 min.

Luego se agregaron 100ul de NaCl 5M y iOOpl CETAB-NaCl previamente
calentados a 65°C. Se mezcla y se incubé a 65°C 10 min.

En el siguiente paso se adicionaron 750ul una solucién 24:1 de cloroformo
/alcohol isomilico se agité en agitador horizontal con los tubes eppendorf de lado
durante 10 min y se centrifugdé a 12,000 rpm, 15min a temperatura ambiente. En este
momento se presentaron tres fases, se extrae la fase superior con cuidado de no arrastrar
la intermedia.

La fase superior se coloca en un nuevo tubo eppendorf y se le agregaron 450ul de
isopropanpol (0.6 volumenes) con la intencién de precipitar el DNA; se agito y se coloco
en congelacidn —20°C durante 30 min. Se centrifugé a 12,000 rpm, 15 min a temperatura
ambiente, se eliminé el sobrenadante por decantacidén dejande una pastilla de
aproximadamente 20pl.

A la pastilla se le agregé 1ml de etanol al 70% y se centrifugd a 12,000 rpm, 15min
a temperatura ambiente. Se descartd el etanol y se dejé evaporar el tiempo necesario.

El ADN se resuspendid en el minimo volumen posible de TE {25pl, 30ul, 50ul) y

se guardod a -20°C hasta el momento de su uso.
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Anexos

PCR-ribotipo

El proceso del PCR se baso en el trabajo realizado por Appuhamy et al., (1998)

Los iniciadores utilizados para realizar el PCR-ribotipo fueron GIRRN
(GAAGTCGTACAAGG) y LIRRN (CAAGGCATCCACCGT), {(Jansen et al. 1993; Appuhamy et
al. 1998} suministrados por Gibco BRL, Inglaterra.

La reaccion se realizd en un volumen total de 25ul, que contenian 10mM de
amortiguador (Tris-HCl (pH 7.8} con 1.5 mM de MgCl; v 50 mM de KCl} {Perkin -Elmer,
G1402,USA), 1,5mM de MgClp, 0.02 mM de cada desoxirribonucleotido trifosfato (ANTP)
(Gibco BRL, cod: 10297-08, Inglaterra}, 100pM de cada iniciador, 0.625 U de Tag-
Polimerasa (Amplificasa, Biotecnologias Universitarias, UNAM, México) y 1ipl del ADN
problema.

La amplificaciéon se llevoé a cabo en un Termociclador (Gene Amp PCR system
2400, Perkin-Elmer, USA). El tratamiento consistido en una desnaturalizacion primaria a
94°C por Smin; para luego continuar con 35 ciclos de: 94°C-30 seg para desnaturalizar el
ADN, 55°C-30 seg para el alineado v 72°C-30 seg para extender la reaccion. Terminando
con una extension final a 72°C por 6 min.

A los productos de la amplificacién se les realizd electroforesis horizontal sobre
geles de agarosa, para lo cual se siguio el procedimiento que se describe a continuacidon:

s Se disolvidé 2% de agarosa (Gibco BRL) en una solucién de TBE 0.5 x y se calento
hasta ebullicion. Cuando la soluciéon estuvo a una temperatura aproximada de 40 C
se le agregd bromure de etidio (0.5 pg/mli) y se vacié en el molde en la camara de
electroforesis horizantal (Horizon 11-14, Life Technologies, Gibco BRL, USA}. Una vez
que gelifico se agrego a la camara solucion TBE 0.5 x hasta cubrir ligeramente el gel.

s Se mezclaron 5 ul de las muestras con 1 pl de solucién de carga, las mezclas se
colocaron en los pozos del gel (Erlich, 1989). Se colocé el marcador de tamafio
molecular en uno de los pozos: 50 bp ladder(Sigma).

+ Una vez concluida la electroforesis a 50-70 volts, el gel se observé sobre un
transiluminador de luz ultravioleta (Foto/Prepl. Fotodyne).

Se tomaron fotos del gel con una camara para fotografias instantaneas (Polaroid

Mp4d+. Fotodyne)
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+ Soluciones utilizadas en la Extraccion de ADN
*  Solucién CTAB-NaCl

10% CTAB

0.7 M NacCl

Calentar para disolver
*  Solucién TE 10:1
10 mM Tris-ClpH 7.5 a 8.0

1mM EDTA pH 8.0.

e Soluciones utilizadas en el PCR

» TBE 5x

54 g Tris base

27.5 g acido bérico

20 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0)

cbp 1 L. Esterilizar en autoclave.

Anexos

* Solucién amortiguadora de carga para el corrimiento de la muestra en gel de agarosa

0.25% de azul de bromofenol
0.25% de xilencianol F. F
30% de glicerol en agua

Almacenar a 4°C.
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ANEXO 3
1. SOLUCIONES
=  Solucidn fijadora de Bouin
Solucién saturada de Acido picrico 1500 ml
Formol 40% 500 ml

Acido acético glacial 100 mi

La pieza se deja en el fijador 24 h y luego se realizan 3 cambios de a alcohol 70%.
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