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RESUMEN

La epididimitis infecciosa en carneros es considerada una enfermedad importante por sus
efectos negativos sobre la fertilidad del rebafio, se asocia frecuentemente a infecciones
por Brucella ovis, Actinobacillus seminis e Histophilus somni. El objetivo del trabajo fue
describir la patologia, la respuesta inmune y autoinmune en ovinos naturalmente
infectados por B. ovis. Se colectaron 552 muestras de suero y 114 muestras de semen de
carneros para determinar mediante inmunodifusién doble en gel (IDGA), anticuerpos
contra B. ovis, A. seminis e H. somni y mediante reaccién en cadena de la polimerasa
multiple (PCR multiple) la presencia de éstas bacterias en semen de carneros seropositivos
a B. ovis. Empleando ELISA indirecto se evalud la presencia de anticuerpos IgA e IgG
antiespermatozoides en el suero de carneros sanos y seropositivos a B. ovis. Se
caracterizaron las lesiones histopatolégicas y la presencia de células de respuesta inmune
en tejidos del tracto reproductor de carneros seropositivos a B. ovis. Se observé una
frecuencia de positividad a B. ovis de 16.3% (90/552), la PCR multiple demostré la
presencia de B. ovis en el semen de nueve de catorce muestras de carneros seropositivos,
una de ellas también positiva a A. seminis. Los niveles de anticuerpos IgA e IgG contra
espermatozoides en carneros seropositivos fueron mas elevados que en los carneros
sanos (p<0.05). Las lesiones propias de la enfermedad se encontraron principalmente en
testiculos y epididimos, caracterizdndose por infiltrado leucocitario y de células
plasmaticas con presencia de granulomas. La presencia de células de respuesta inmune en
zonas lesionadas del tracto reproductor de carneros con epididimitis clinica causada por B.
ovis, permite la exposicion de células espermaticas a estos tipos celulares y los
mecanismos inmunes y autoinmunes determinan una condicidn irreversible en el cuadro
clinico de la enfermedad que evoluciona hacia la esterilidad.



HISTOPATOLOGY, IMMUNE RESPONSE CELLS AND AUTOIMMUNITY
IN THE REPRODUCTIVE TRACT OF RAMS WITH CLINICAL

EPIDIDYMITIS CAUSED BY Brucella ovis

ABSTRACT

Ovine epididymitis is considered an important disease by the negative effects on herd
fertility; this is often associated with infections by Brucella ovis, Actinobacillus seminis and
Histophilus somni. The aim of this study was to describe the pathology, immune and
autoimmune responses in rams naturally infected with B. ovis. A total of 552 ram sera
samples were tested for B. ovis, A. seminis and H. somni infection by Agar gel
immunodiffusion. Semen samples from 114 rams were collected for the diagnosis of the
three microorganisms’ infection by PCR multiplex. Levels of IgA and IgG antiesperm
antibodies were measured by indirect ELISA in serum of B. ovis seropositive rams.
Histopathological lesions and the presence of immune response cells were characterized
on reproductive tract tissues from B. ovis seropositive rams. The seropositivity rate to B.
ovis was 16.3% (90/552); the PCR multiplex test in semen samples of B. ovis seropositive
rams showed the presence of this bacterium in nine of fourteen samples, also one positive
to A. seminis. The levels of IgA and IgG antisperm antibodies from naturally infected rams
was higher than from healthy rams (p<0.05). Characteristic lesions of the disease were
mostly found in testis and epididymis; characterized by leukocyte infiltration, plasmatic
cells and granulomas. The immune response cells from injured areas of the reproductive
tract of rams with clinical epididymitis caused by B. ovis, allows exposure of sperm cells to
immune system, followed by autoimmune mechanisms that determine an irreversible
condition in the clinical picture of the disease progressing to sterility.

Vi
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1. INTRODUCCION

La infertilidad en los ovinos estd asociada a multiples factores: nutricionales, de
manejo reproductivo, genéticos e infecciosos, los cuales comprometen la eficiencia
reproductiva y productiva del rebafio. Dentro de las causas infecciosas asociadas a la
infertilidad se encuentra la infeccién por Brucella ovis (B. ovis), las consecuencias
principales de la enfermedad se observan en los carneros con disminucién de la fertilidad
hasta que ocurre la esterilidad a causa de la epididimitis y la degeneracién testicular
inducidas por la bacteria, en ovejas ocurren abortos en baja proporciéon y un ligero

aumento de la mortalidad perinatal (Kovacova et al., 2007; Manazza et al., 2006).

La epididimitis contagiosa del carnero ha sido definida como una enfermedad
transmisible producida por B. ovis, la inflamacion del epididimo es la principal lesidn
clinico-patoldgica (Burgess, 1982), sin embargo también se han descrito cuadros de
epididimitis con aislamiento de bacterias diferentes a B. ovis, pero que no parecen tener
comportamiento epidémico, de estas bacterias de la microbiota permanente o transitoria
del tracto reproductor de los carneros Actinobacillus seminis (A. seminis) e Histophilus
somni (H. somni) han sido de las mas estudiadas y se sugiere que causan infecciones
ascendentes a las glandulas sexuales accesorias y al epididimo y en ocasiones al testiculo
(Acosta et al., 2006 y 2007; Scalman, 1992). Otras bacterias como Corynebacterium
pseudotuberculosis, Pasteurella multocida, Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis y
Escherichia coli también han sido descritas como agentes causales de dicha afecciéon
(Hernandez et al., 2006; Manazza et al., 2006; Robles, 1998; Buckrell et al., 1985; DelLong
etal., 1979; Cox et al., 1977).

Debido a que esta enfermedad presenta como principal signo las anomalias en la
cola del epididimo, su presencia solo se hace evidente al momento de la venta, o cuando
se realiza movilizacién de los carneros y los animales son sometidos al examen clinico del

aparato reproductor y a otras pruebas diagndsticas, sin embargo, la deteccién de
1



alteraciones en el epididimo no siempre son demostrables mediante el examen clinico

(Hernandez et al., 2006).

1.1 Epidemiologia y distribucion geogrdfica de la enfermedad

La epididimitis infecciosa del carnero causada por B. ovis se ha descrito en varios
paises: Australia, Brasil, Canada, Chile, Francia, Alemania, Hungria, México, Nueva
Zelanda, Pert, Rumania, Rusia, Republica Eslovaca, Africa del Sur, Espafia, Estados Unidos
de América, Argentina y Uruguay (Herndndez et al., 2006; Manazza et al., 2006; Nufez et
al., 1997), en general, la presencia de esta enfermedad se ha descrito en paises donde la

cria y explotacion de los ovinos es econdmicamente significativa (Burgess, 1982).

B. ovis fue aislada por primera vez en Nueva Zelanda por McFarlane y col. en 1952
a partir de ovejas que abortaron. En 1956 la epididimitis en carneros es reportada
simultdaneamente por Simmons y Hall en Australia y por Buddle y Boyes en Nueva Zelanda.
En 1956 también fue reportada por primera vez en América por Kennedy y col. y en 1961
en Argentina, en donde Szyfres y Chappel lograron el aislamiento de B. ovis del semen de

un carnero con epididimitis (Robles, 1998a).

En 1974 Suarez et al., reportaron la presencia en México de anticuerpos contra B.
ovis mediante un estudio seroldgico realizado en borregos pelibuey, y en 1979 se realizé el
aislamiento de la bacteria a partir de casos clinicos en carneros procedentes de los
Estados Unidos (Pérez et al., 1979). Anteriormente se estimaba la prevalencia de la
epididimitis por B. ovis en los rebafos entre el 9.1 y el 46.7% en Nueva Gales del sur,
Australia (Sergeant, 1994). Blasco, 1990b, menciona que cuando la enfermedad es
reportada por primera vez en un pais o region, su incidencia oscila entre el 20% y 60% de
los carneros infectados y entre el 40% y el 70% de los rebafos infectados, siendo la raza,
edad, sexo, region y manejo del rebaiio los factores determinantes de la incidencia de la

enfermedad. Actualmente se estima que la prevalencia de la enfermedad se encuentra
2



entre el 5% y el 100% de los carneros del rebafo, pero habitualmente se encuentra entre
el 10% y el 40% (Acosta y Tortora, 2005), dichas prevalencias dependeran en gran medida
del manejo productivo, sanitario y reproductivo de cada rebafio. En 1999 se reportd una
seroprevalencia contra B. ovis del 9% en carneros del Altiplano de México diagnosticados
previamente con la enfermedad, pertenecientes a seis explotaciones ovinas dedicadas a

engorda, pie de cria y docencia (Méndez et al., 1999).

1.2 Transmision

La infeccidn natural por B. ovis ocurre solamente en el ovino y en el venado cola
roja, y no constituye una zoonosis (Ficapal et al., 1998). La difusién de la enfermedad
entre carneros infectados y no infectados, como resultado del contacto directo entre ellos
fue demostrada por Buddle en 1955 (Robles, 1998). B. ovis causa infecciones clinicas o
subclinicas caracterizadas por la inflamacién del epididimo, orquitis e infertilidad (Ficapal
et al., 1998). Los carneros sexualmente maduros son mas susceptibles a la enfermedad
(Walker et al., 1986), sin embargo se ha demostrado la infeccién en ovinos de hasta 4

meses de edad (Burgess, 1982).

La infeccidn por B. ovis en hembras no presenta signos evidentes, se ha reportado
gue la placentitis y los abortos son escasos (menos del 10%), afectando Unicamente a
ovejas primerizas (Kovacova et al., 2007; Ficapal et al., 1998), aumentando el porcentaje
de mortalidad perinatal en el rebafio (Acosta et al., 2002), se ha sugerido que la via
congénita seria una ruta factible de infeccién con B. ovis (Burgues, 1982). Se ha reportado
también que las hembras pueden jugar un papel importante en la transmisién de B. ovis
cuando éstas son previamente montadas por un macho infectado y posteriormente
copulan con un carnero susceptible durante el mismo periodo de estro (Brown et al.,

1973).



La epididimitis causada por B. ovis puede pasar desapercibida por la tendencia a
tener mas carneros de los necesarios en los rebafios (Acosta et al., 2002), la enfermedad
suele aparecer tras la compra de animales infectados. Se ha sefialado al carnero como un
diseminador activo de la infecciéon a través del semen. La transmisidn directa de carnero a
carnero es frecuente ya que los animales al estar juntos durante un largo periodo
establecen jerarquias de dominancia, caracterizadas por comportamiento homosexual; el
macho portador, con o sin lesiones pero infectado con B. ovis, puede transmitir la
enfermedad a otro carnero por sodomia o bien, por olfateo prepucial (Bubble, 1955). En
general, la incidencia de la enfermedad se incrementa con la actividad sexual y con la
edad, los animales adultos tienen mas probabilidades de infectarse, sin embargo, esto no

significa que sean mas sensibles que los jévenes (Manazza et al., 2006).

La infeccidn natural con B. ovis se produce a través de las membranas mucosas
(Brown et al., 1973) y a pesar de que no se ha definido claramente la via de infeccidn, ésta
se ha logrado por inoculacién experimental conjuntival (Cerri et al., 2002) o prepucial, con
inoculos de concentracién definida (3.5x10'° UFC/ml) y por otras vias como la
intratesticular o endovenosa, con semen infectado con B. ovis (Paolicchi, 1999; Robles,
1998). La infeccidn de B. ovis puede ocurrir a través de la mucosa rectal, pero es mediante
la via oral como se produce la mayor parte de los contagios de macho a macho. Todas las
formas son posibles, sin embargo la diseminacion de la enfermedad es menos comun en
los pequeiios rebafios, en donde es reemplazada con mayor frecuencia toda la poblacién

de carneros (Hernandez et al., 2006; Manazza et al., 2006; Robles, 1998).

Se ha logrado transmitir experimentalmente la infeccidn a bovinos, caprinos,
cobayos, conejos, ratones y ratas, pero no se han reportado casos de infeccion natural en

estas especies (Burgess et al., 1985; Kennedy et al., 1956).



1.3 Patogenia

Existe muy poca informacién sobre la infeccion por B. ovis en situaciones de
campo. El desarrollo aparentemente rapido de lesiones clinicas en un corto tiempo
sugiere que la actividad sexual promueve reacciones inflamatorias en tejido testicular que
acelera la retencion de espermatozoides y consecuentemente, la formacidon de
espermatoceles y/o granulomas que se detectan en la palpacién del contenido escrotal
(Quispe et al., 2002). Otros autores indican la presencia de adherencias escrotales,
resultando en granulomas espermaticos y degeneracién testicular en casos crénicos

(Buckrell et al., 1985).

Una vez ingresada, B. ovis coloniza los linfonddulos regionales donde se multiplica
activamente, durante 60 a 70 dias, circula en sangre produciendo bacteriemia y puede
aislarse en érganos como higado, rifién, bazo y finalmente en los genitales en forma
cronica, alrededor de los 30 dias post infeccién (Biberstein et al., 1964). La infeccion via
conjuntival o prepucial produce los cambios patoldgicos macroscdpicos mas importantes,
detectables en la porcidn caudal del epididimo, pudiendo extenderse a otras regiones de
éste érgano. Se observan ocasionalmente alteraciones en testiculos y glandulas anexas en
los que se pueden detectar ciertos cambios macroscépicos como mineralizacién y fibrosis

(Paolicchi et al., 1999 y 2000).

Carneros infectados de forma natural y que excretan B. ovis en el semen con alto
contenido de células inflamatorias y con titulos serolégicos positivos por ELISA, no
siempre desarrollan lesiones detectables clinicamente (Paolicchi et al., 1999).
Experimentalmente, la bacteria tiene un periodo de incubacién de aproximadamente 4 a 6
semanas, tiempo en que un animal infectado comienza a eliminar la bacteria en el semen.
Las lesiones, sin embargo, se manifiestan a partir de la novena semana post infeccién

(Quispe et al., 2002).



No se conoce bien la razén por la cual B. ovis coloniza preferentemente el tejido
epididimario, sin embargo se ha asociado dicha afinidad a la anatomia de los vasos
sanguineos y a la marcada adhesividad a la superficie celular de los epitelios que poseen
las Brucellas rugosas (Paolicchi et al., 1999); también se ha reportado que la bacteria
puede recuperarse del ampula deferente, vesicula seminal, nddulos linfaticos inguinales,
higado, rifiones y bazo (Acosta et al., 2002). La infeccion por B. ovis también puede
extenderse a los testiculos, glandulas bulbouretrales o préstata diseminada, produciendo
un cuadro histopatoldgico caracteristico de estas infecciones genitales (Paolicchi et al.,

1999).

1.4 Participacion del sistema inmune en la enfermedad

La participacion del sistema inmune en el desarrollo de las lesiones de la
epididimitis por B. ovis ha sido poco estudiada. Durante el curso de infecciones
experimentales en carneros excretores de la bacteria en semen, no se ha logrado el
aislamiento de la bacteria a partir de lesiones en glandulas anexas, este efecto podria
atribuirse a la presencia de numerosas células contenedoras de inmunoglobulinas
(Velasco et al., 1997) tanto en glandulas bulbouretrales como en prostata (IgA) o en
prepucio y uretra (IgG) (Paolicchi et al., 2000). Foster et al., 1988, han demostrado que el
ampula es la glandula con mayor produccion local de IgA en el aparato reproductor de los
carneros, contribuyendo asi a impedir la invasion de B. ovis. Estas caracteristicas
inmunolégicas determinarian un efectivo mecanismo para evitar la colonizaciéon de
bacterias patégenas que habitan el tracto reproductor de los carneros. Se ha demostrado
también, que en carneros infectados con B. ovis ademas de la IgA, también se encuentran
titulos elevados de IgG en el semen y secreciones glandulares (Foster et al., 1988). Otros
estudios demuestran que ademds de la presencia de estas inmunoglobulinas durante
procesos infecciosos en el tracto reproductivo, también existe un importante aumento en
el nimero de células plasmaticas, neutrdfilos y linfocitos en el semen (Clifton et al., 1992;

Forter et al., 1988).



Estudios realizados en carneros inoculados por via intrauretral con A. seminis
mostraron un aumento en la respuesta inmune local, ademas de la presencia erratica de
anticuerpos contra la bacteria; también se observd una mayor cantidad de IgG en el
plasma seminal a partir de la tercera semana post desafio, posiblemente como
consecuencia de la trasudacién de esta inmunoglobulina desde el suero al tracto, en las
zonas de lesidon del epididimo y glandulas anexas (Acosta, 2006). Al igual que los
espermatozoides, los lipolisacaridos (LPS) y proteinas de membrana externa (OMP) de B.
ovis, LPS de 8-12kD y OMP de 29kD son capaces de inducir respuestas muy potentes que
producen incrementos de IgG e IgM y estimulacidn del complemento (Paolicchi et al.,

1999).

Estudios realizados en ratones inoculados con esta bacteria por via intraperitoneal,
mostraron mayores niveles de IgM durante la primera semana post inoculacién,
disminuyendo su concentracion de manera gradual. Luego de cuatro semanas post
inoculacién, se observd un incremento en las concentraciones de 1gG2b e IL-4, la
produccién de esta ultima fue indicativa de una respuesta por parte de Th2; sin embargo,
también se observd una moderada respuesta de IFN-y e IL-2, que es indicativa de una
respuesta del tipo Thl caracteristica en infecciones por bacterias intracelulares

(Hernandez et al., 2009).

No se han encontrado reportes sobre la participacion de células de respuesta
inmune ante la infeccidn por B. ovis, sin embargo en un estudio sobre epididimitis ovina
inducida experimentalmente por A. seminis se ha descrito el aumento de células CD4,
CD8, WC1, CD45R0 y CD14 en vesiculas y ampulas, ademas de células dendriticas CD1b
encontradas Unicamente en ampulas y en vesiculas con procesos inflamatorios. No se
reportaron aumentos significativos de dichas células en las demas glandulas anexas del

aparato reproductor del carnero (Acosta et al., 2007).



Varios autores han demostrado que la respuesta inmune de tipo Thl contra
bacterias intracelulares tiene mayor importancia con respecto a la del tipo Th2, y que la
primera depende en gran parte de la expresiéon de citocinas como el IFN-y e IL-2
producidas por células presentadoras de antigenos (Yingst y Hoover, 2003). Otros estudios
han sugerido la participacion de moléculas 1b ligadoras del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) en la inmunidad corporal contra bacterias intracelulares,
funcionando como presentadoras de antigenos que obligan al reconocimiento de epitopos
bacterianos por parte de células T CD8, CD4 (a/B y y/6) y células NK (Hernandez et al.,
2009; Soloski et al., 2000).

La participacion de la respuesta inmune del tipo celular ha sido mayormente
estudiada en modelos murino con infecciones experimentales de Brucellas lisas. En estos
modelos también se han probado protocolos de inmunizacién con Brucella abortus RB51
(una mutante atenuada de tipo rugoso de la cepa de B. abortus 2308), demostrando que
la participacién de los linfocitos T CD4 y la produccién de IFN-y por parte de estos, asi
como la de los linfocitos T CD8 juegan un rol importante en la defensa contra la brucelosis
(Araya et al., 1989). Pese a lo anterior, es necesario considerar que las respuestas del
sistema inmune observadas en los experimentos mencionados, pueden no ser las mismas

que se producen en una infeccién por B. ovis en carneros.

1.4.1 Autoinmunidad a causa de B. ovis en el aparato reproductor del carnero

Existe poca informacién sobre la respuesta autoinmune causada por la infeccion de
B. ovis. En un estudio realizado por Paolicchi et al., 2000, se demostrd la presencia de
anticuerpos antiespermatozoides en carneros infectados de forma experimental via
conjuntival o prepucial con esta bacteria, observando mediante histopatologia la
presencia de lesiones granulomatosas en epididimos, inflamacién de la vesicula seminal y
ampulitis. Otros estudios realizados en humanos han demostrado la presencia de

anticuerpos antiespermatozoides, linfocitos T (y/6 y a/B) y anticuerpos (IgA) contra
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Chlamyda trachomatis en el semen de hombres con y sin sinologia clinica de la

enfermedad (Munoz y Witkin, 1995; Witkin et al., 1995).

Los testiculos son drganos considerados inmunolégicamente privilegiados por la
presencia de la barrera hematotesticular. La esterilidad autoinmune puede suscitarse
cuando se rompe esta barrera y el contenido de los tubulos seminiferos o del epididimo se
expone a las células inmunes que reconocen a los componentes antigénicos de los
espermatozoides. El trauma testicular, epididimal y la vasectomia son tres formas
comunes de exposicidn a cantidades anormales de antigenos espermaticos que inducen la
generacién de anticuerpos contra los espermatozoides, estos anticuerpos se han
relacionado con trastornos en el transporte de espermatozoides por el tracto reproductor

del macho, con alteraciones en la fertilizacién del évulo. (Tanagho et al., 2001).

Los espermatozoides son considerados antigenos propios, secuestrados y aislados
del sistema inmunoldgico tempranamente por la barrera hematotesticular durante el
desarrollo de la respuesta inmune. Las lesiones que afectan dicha barrera, permiten la
relacion entre células de respuesta inmune y el semen que pueden inducir la generacién
de anticuerpos contra este y contra los tejidos del tracto genital (Paolicchi et al., 2000). La
respuesta de los anticuerpos antiespermatozoides y su relacién a la infertilidad es una de
las preguntas hasta ahora sin resolver en el campo de la reproduccién, se ha sefialado un
efecto negativo de los anticuerpos antiespermatozoides sobre la capacitacién del
esperma, interfiriendo en la reaccidon del acrosoma con la zona pellcida del ovulo,
impidiendo asi la fertilizacion de este ultimo, comprometiendo asi la capacidad

reproductiva del macho (Kim et al., 1999).

Algunos autores han sugerido en estudios realizados con humanos, que la IgA
dirigida contra la cola de espermatozoides estd asociada con aglutinacion y con una pobre
penetracién del moco cervical (Naz y Menge, 1994). La IgG, por su parte, estaria asociada

con la inhibicion de la fusién espermatozoide-ovocito en el hamster (Yanagimachi vy
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Rogers, 1976). Adicionalmente se ha sugerido que estos dos isotipos de inmunoglobulinas
pueden actuar sinérgicamente para inhibir la fertilizacién (Beling y Weskler, 1974). Gubin
et al., 1998, demostraron en humanos que la actividad de los anticuerpos
antiespermatozoides en el suero sanguineo aumenta después de la afeccidn inflamatoria

de los testiculos, y es directamente proporcional a su intensidad.

Los anticuerpos antiespermatozoides en el aparato reproductor del macho se han
demostrado en suero, plasma seminal y unidos a espermatozoides. La clase de
anticuerpos de mayor relevancia clinica que se fijan a espermatozoides, son del tipo IgG e

IgA (Tanagho et al., 2001).

1.5 Diagnéstico de epididimitis causada por B. ovis

La forma mds practica para detectar animales infectados por B. ovis es la serologia,
pero su uso combinado con el examen clinico y el aislamiento bacterioldgico contribuyen
al diagndstico mas preciso de esta enfermedad, para establecer planes de control y

erradicacion (Alton et al., 1988).

1.5.1 Diagndstico clinico

La palpacidon de los testiculos y epididimos para determinar diferencias en el
tamafio, consistencia, desplazamiento dentro del saco escrotal y cambios de temperatura
para el diagndstico de epididimitis, es considerada una técnica barata y facil de llevar a
cabo (Pérez, 1997). Esta practica tiene el inconveniente de dar solamente una pauta de la
magnitud de la enfermedad, puesto que no todos los carneros infectados presentan
lesiones y los resultados obtenidos no son considerados concluyentes en cuanto a la
etiologia, ya que se ha demostrado que otros microorganismos también pueden producir

la enfermedad (Manazza et al., 2006; Robles, 1998; Buckrell et al., 1985).
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1.5.2 Diagndstico bacteriolégico

El mejor método directo de diagndstico es el aislamiento bacteriolégico en medios
de cultivo adecuados. En carneros, las muestras de semen se pueden extender
directamente en placas con el medio de cultivo o bien, puede optarse por el aislamiento a
partir de tejido, el cual debe macerarse y homogeneizarse antes de sembrarlos en una
pequefia cantidad de solucidn salina fisioldgica (SSF) o amortiguador de fosfato estéril
(PBS) con un homogeneizador o una licuadora (Acosta et al., 2007; Robles, 1998; Pérez,

1997).

B. ovis puede ser aislada en medios no selectivos como agar-sangre base
enriquecido con suero ovino o bovino estéril al 10%, en agar-sangre con sangre ovina
estéril al 5-10%, o medios enriquecidos como agar Brucella. Sin embargo en estos medios
frecuentemente ocurre el desarrollo de otras bacterias que enmascaran su crecimiento y
por lo tanto, puede preferirse el uso de medios selectivos como el medio modificado de

Thayer-Martin (Paolicchi et al., 1999; Robles, 1998).

Luego de realizar la siembra para el aislamiento de B. ovis, el cultivo debe
mantenerse a 37 °C en una atmdsfera con CO; al 5 - 10%. Como es una bacteria de
crecimiento lento, aparece después de 3 o 4 dias en medios de cultivo sélidos (Coloe et
al., 1984), aunque estos no deben descartarse como negativos hasta que han transcurrido

7 dias (Acosta et al., 2007).

1.5.3 Diagndstico seroldgico

En contraste con Brucella abortus, Brucella melitensis y Brucella suis que son
Brucellas lisas, B. ovis es del tipo rugoso (Cluter et al., 2005). Esta caracteristica es
importante para el tipo de pruebas que se van a usar, ya que B. ovis no tiene la habilidad

de formar suspensiones estables y por lo tanto las pruebas basadas en aglutinacion no son
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de utilidad (Robles, 1998). Uno de los métodos mas utilizados es la inmunodifusién doble
en gel de agar (IDGA), la fijacién del complemento (FC) y el ensayo por inmunoabsorcion
ligado a enzimas (ELISA) (Kovacova et al., 2007; Quispe et al., 2002; Ficapal et al., 1998;
Pérez, 1997).

Varios paises han adoptado distintas técnicas diagndsticas para B. ovis, pero la
Unica prueba definida por la Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE) y la Unién
Europea para el comercio internacional es la FC. Sin embargo se ha demostrado que la
IDGA muestra una sensibilidad parecida a la técnica de FC, siendo una prueba mas simple
y facil de interpretar (Kovacova et al., 2007). Aunque se carece de estandarizacion,
numerosos estudios independientes han mostrado que el ELISA es mas sensible que los

ensayos de FC (Manazza et al., 2006).

A pesar que la Norma Oficial Mexicana contra la brucelosis en los animales (NOM—
041-Z00-1995) exige la prueba de IDGA utilizando un antigeno proteico de B. ovis
(preparado a partir de extraccidon en caliente con solucién salina) para la movilizacién y
venta de reproductores ovinos y para el establecimiento de hatos libres, son escasos los

laboratorios que ofrecen esta prueba a nivel nacional (Hernandez et al., 2006).

1.5.4 Diagndstico molecular

El uso de técnicas indirectas basadas en la detecciéon de anticuerpos contra B. ovis
no siempre es satisfactorio debido a que se han demostrado resultados falso-negativos en
animales infectados. A pesar de que el cultivo bacteriolégico se considera el método
diagndstico mas especifico, es susceptible a la contaminacién por otros microorganismos
aun utilizando medios de cultivo selectivos (Alton et al., 1988). Estos problemas en el
diagndstico han justificado el desarrollo de técnicas moleculares como la reaccion en

cadena de la polimerasa (PCR), que ha demostrado tener una alta especificidad en la
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deteccion de B. ovis, sugiriéndola como una prueba complementaria al cultivo

bacterioldégico (Xavier et al., 2010; Saunders et al., 2007; Manterola et al., 2003).

1.6 Prevencion y control

Se ha recomendado la eliminaciéon de animales que padezcan la enfermedad, la
compra de animales provenientes de hatos libres y seronegativos, y la inspeccién clinica
de los machos dos veces por afio. También se ha considerado prudente mantener a los
sementales y carneros nuevos separados de los adultos del rebafo, sin embargo el éxito
de cualquier programa sanitario depende de su correcta planificacién, de la fijacién de
objetivos claros y del uso de mecanismos de control con el veterinario asesor (Manazza et

al., 2006).

Dado que el problema se restringe a los machos, el uso de las vacunas no siempre
resulta econdmico, se recomienda el uso de bacterinas contra B. ovis solo cuando la
prevalencia de la enfermedad en el hato supera el 15%. Se han realizado diversos estudios
para prevenir la epididimitis del carnero causada por B. ovis mediante la vacunacién con la
cepa 19 o REV-1 mostrando resultados favorables (Robles, 1998), sin embargo se ha
reportado que el uso de estas vacunas tienen algunos inconvenientes, como la produccion
de anticuerpos indistinguibles de los producidos por la infecciéon natural que dificultan el
diagnéstico de la enfermedad, la presencia de artritis en algunos sementales, el
incremento de la respuesta inmune que exacerba las lesiones epididimales en los animales
infectados y la contraindicacion del uso de la vacuna REV-1 en zonas libres de B. militensis
(Alton et al., 1988, West et al., 1978), también se han realizado estudios con la cepa RB51
de Brucella abortus vacunando y desafiando a los animales, d5emostrando que el uso de

esta vacuna no induce proteccidn contra la enfermedad (Acosta y Tdrtora, 2005).

En México la vacunacion contra la enfermedad estd restringida, y solo puede realizarse

bajo autorizacion especial de la Direccion de Salud Animal. La NOM-041-ZO0-1995
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prohibe la vacunacién de machos ovinos y caprinos, estableciendo como métodos de
control y erradicacion de la enfermedad, la castracion bilateral y el sacrificio de ovinos que
resulten positivos a la prueba diagndstica en rastros autorizados, asi como la compra de
sementales procedentes de rebafios libres y la cuarentena de animales que ingresen a la

explotacion.
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2. JUSTIFICACION

La patogenia de la enfermedad y los mecanismos de respuesta inmune vy
autoinmune del tracto reproductor del macho en la epididimitis causada por B. ovis no
han sido esclarecidos completamente. La enfermedad determina pérdidas econdmicas
significativas en los rebafos ovinos, comprometiendo su fertilidad y por ende la
productividad de las explotaciones. Conocer los aspectos patoldgicos e inmunolégicos que
participan en la infeccidon por B. ovis en carneros puede permitir un mejor entendimiento
de la enfermedad y una planeacion mas eficiente de las estrategias de prevencion y

control.

3. HIPOTESIS

La respuesta inmune local y sistémica originada por la presencia de B. ovis en la

epididimitis del carnero y los componentes de autoinmunidad contra células espermaticas

en el cuadro, comprometen la eficiencia reproductiva del carnero, determinan esterilidad

y provocan que la enfermedad sea irreversible.
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4. OBIJETIVO GENERAL

Describir la patologia, la respuesta inmune y auto inmune en ovinos naturalmente

infectados con B. ovis.

5. OBIJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar la presencia de anticuerpos contra B. ovis, A. seminis e H. somni en el

suero sanguineo de ovinos clinicamente sanos y con epididimitis.

2. Determinar la presencia B. ovis, A. seminis e H. somni mediante PCR multiple en

muestras de semen de carneros seropositivos a B. ovis.

3. Determinar la presencia de IgA e IgG antiespermatozoides en el suero sanguineo

de sementales sanos y naturalmente infectados con B. ovis.

4. Describir las alteraciones patoldgicas y las células de respuesta inmune

participantes en la infeccion por B. ovis en el tracto reproductor de los carneros

(Epididimos, testiculos y glandulas anexas).
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Obtencion de las muestras

A partir de trabajos de divulgacion con Fundacidon Produce y productores ovinos
del estado de Zacatecas, se establecieron contactos que permitieron dar seguimiento a
156 rebanos con sementales afectados clinicamente por epididimitis. Se sangraron a 552
carneros para realizar el diagndstico de B. ovis mediante IDGA, con esta prueba también
se realizé la deteccidén de anticuerpos contra A. seminis e H. somni, microorganismos
descritos como agentes causales de epididimitis en carneros. Adicional a la colecta de
sangre para la obtencion de suero, se lograron reunir 114 muestras de semen para la
deteccién de B. ovis, A. seminis e H. somni mediante PCR multiple. Solo en 10 de los
animales que resultaron positivos a B. ovis se permitio el sacrificio para obtener muestras
de tejido y ser utilizadas para identificar lesiones y buscar células de respuesta inmune

mediante el examen histopatolégico.

Se utilizé también el suero sanguineo de 30 hembras adultas con diferente nimero
de partos, 30 carneros IDGA negativos a B. ovis, A. seminis e H. somni, y el de 30 corderas
de alrededor de 4 meses de edad como grupos testigo en la prueba de ELISA indirecto
para determinar la presencia de anticuerpos antiespermatozoides en carneros con

epididimitis.

6.2 Lugar donde se realizaron las pruebas

Las pruebas seroldgicas se realizaron en el CENID-Microbiologia del Instituto Nacional

de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (CENID Microbiologia Animal — INIFAP), la

prueba de PCR multiple fue realizada en el Centro de Investigaciones Especializadas en Salud

Animal de la Universidad Autonoma del Estado de México (CIESA — UAEM), y el estudio

Histopatoldgico se realizd en los laboratorios de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan
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de la Universidad Nacional Auténoma de México (FES Cuautitlan — UNAM), todos los

laboratorios equipados y con personal entrenado en estos procedimientos.

6.3 Diagndstico seroldgico de la epididimitis ovina

El estudio seroldgico consistié en realizar pruebas de IDGA contra B. ovis, A.

seminis e H. somni a los sueros sanguineos obtenidos del muestreo de los carneros.

6.3.1 Antigenos para las pruebas de IDGA

Para determinar la presencia de anticuerpos contra B. ovis se utiliz6 como antigeno
el extracto salino caliente de la cepa REO 198 de B. ovis (Myers y Siniuk 1970; Myers et al.,
1972), sembrada en agar-sangre bovina al 10% e incubada durante 48 horas con 10% de
CO,. Las colonias se cosecharon en PBS estéril a un volumen final de 20 ml
aproximadamente, la suspension se centrifugd a 15,000 x g durante 15 minutos y se
descartdé el sobrenadante; el precipitado obtenido fue resuspendido en 20 ml de PBS
estéril y se centrifugd nuevamente a 15,000 x g durante 15 minutos. Posteriormente se
colocd en autoclave a vapor fluente (100°C) durante 15 minutos y se dejé enfriar para ser
centrifugado a 15,000 x g durante 15 minutos; el sobrenadante se dializé durante 48
horas y posteriormente se volvié centrifugar a 15,000 x g, la suspension resultante

constituyo el antigeno y se conservd a 4°C hasta su posterior uso.

El antigeno utilizado para la deteccidn de anticuerpos contra A. seminis se prepard
utilizando la cepa de referencia 15768 obtenida de la American Type Culture Collection
(ATCCQ), la cual se sembré en agar-sangre bovina al 10% a 37°C de 24 a 48 horas con 10%
de CO,, posteriormente fue cosechada en SSF estéril y se ajustd la concentracién celular
en el espectrofotometro a una densidad éptica de 4.0 a 540 nm. La suspension fue
congelada durante 24 horas y luego de la descongelacién, se sometié a 15 ciclos de 30

segundos de sonicado a alta intensidad, por 30 segundos de descanso. Posteriormente se
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centrifugd durante 10 minutos a 10,000 x g, el sobrenadante obtenido fue conservado a

4°C hasta su utilizacién (Williams et al., 1978).

El antigeno utilizado para la deteccién de anticuerpos contra H. somni fue
preparado con la cepa de referencia 2336 ATCC con el mismo procedimiento utilizado

para la obtencién del antigeno de A. seminis.

6.3.2 IDGA para la deteccion de anticuerpos contra B. ovis, A. seminis e H. somni

Para determinar la condicidén seroldgica de los carneros se empleé la prueba de
IDGA sefnalada en la Campafia Nacional contra la Brucelosis (NOM-041-Z00-1995). Se
prepard un gel de agarosa con una solucién amortiguadora de boratos (Cuadro 1), el cual
se vertidé en cajas de Petri desechables hasta alcanzar un espesor de 3 mm y se dejo
solidificar a temperatura ambiente (Alton et al., 1988), las cajas se conservaron a 4°C
hasta su utilizacién. Para la realizacion de la prueba diagnéstica se perforaron siete
rosetas periféricas y una central en cada caja, cada roseta con seis pozos periféricos y uno

central de 4 mm y con una distancia de separacién de 5 mm entre pozos.

Se colocaron 15 ul de antigeno en los pozos centrales y 15 pl de los sueros de cada
carnero a evaluar en los periféricos, se incubaron las cajas en cdmara humeda durante 48
a 72 horas. Los sueros que presentaron una banda de precipitacién frente al pozo que

contenia el antigeno de B. ovis, A. seminis o H. somni fueron considerados como positivos.

Cuadro 1. Preparacion de geles para IDGA

Amortiguador de boratos 0.03 M pH 8.3 Gel de agarosa*
- Acido bérico (H;PO;) 1.86¢ - Agarosa 0.8¢g
- Cloruro de potasio (KCl) 7.27 g - Amortiguador de boratos 5ml
- Agua destilada 950 ml - Solucion NaCl al 5% 93 ml

*agregar 1 ml de azida de sodio al 1% y mezclar.
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6.4 Deteccion de B. ovis, A. seminis e H. somni en semen mediante PCR multiple

Se colectaron a la par del sangrado de los ovinos, 114 muestras de semen
mediante electroeyaculado previa asepsia de la zona prepucial, las cuales fueron
conservadas en congelacion. 14 de ellas provinieron de animales que resultaron
seropositivos Unicamente a B. ovis y se emplearon para el diagndstico de infeccidn por
alguna de las tres bacterias mediante reaccion en cadena de la polimerasa multiple (PCR

multiple).

Para la extraccion del ADN a partir de las muestras obtenidas se empled una
prueba comercial (QJAamp® DNA Mini Kit. QIAGEN, Alemania). El ensayo se realizé bajo
las indicaciones del fabricante, utilizando 100 pl de semen para la extraccién, el DNA
obtenido fue resuspendido en 50 ul de amortiguador AE provisto por el fabricante de la

prueba.

Para realizar la PCR multiple se utilizd la prueba Multiplex PCR Kit® (QIAGEN,
Alemania), los iniciadores (primers) para la amplificacion de los fragmentos de DNA de
cada bacteria fueron disefiados de acuerdo a las caracteristicas descritas por Saunders et
al. (2007) (Cuadro 2). El volumen final para la reaccién fue de 50 pl, constituido como se
muestra en el Cuadro 3. Las condiciones para la reaccién fueron las siguientes:
desnaturalizacion inicial a 96°C durante 10 minutos, 35 ciclos con etapas de
desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, alineaciéon a 57°C durante 60 segundos vy
extensidon a 72°C durante 60 segundos; por ultimo se realizd una extensién final a 72°C

durante 6 minutos (Cuadro 4).

Los productos finales de la PCR multiple fueron separados mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1% preparado en una solucién amortiguadora de Tris base 40 mM,

acido acético 20 mM y EDTA 1 mM (TAE 1X), se utiliz6 como amortiguador de corrida la
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misma solucion mezclada con bromuro de etidio (Sigma-Aldrich, Australia) a una

concentracion final de 0.5 pg/ml para lograr la visualizacién de bandas de DNA con luz UV.

Cuadro 2. Especificaciones de los iniciadores utilizados para la PCR muiltiple

. - Secuencia del iniciador Producto final (pb)*
Especie Iniciador .o,
(5°-3)
. ISP1 GGTTGTTAAAGGAGAACAGC
B. ovis 690
ISP2 GACGATAGCGTTTCAACTTG
A seminis SRJAS1 CTTATCTTTCTTAAGCCCTGAC 436
) SRIAS2 AAGAAAAAGACGAAGAGACATT
H. somni HS-453-F GAAGGCGATTAGTTTAAGAG 313
' HS-765-R ACTCGAGCGTCAGTATCTTC

* pb. pares de bases

Cuadro 3. Concentraciones utilizadas para la PCR multiple

Componente Volumen/Reaccién Concentracion final
2x QIAGEN Multiplex PCR Master Mix 25 ul 1X (3mM de Mg2+)
Iniciadores (Primers) 0.5 pl de C/U 0.1 uM/iniciador
5x Q-Solution 10 ul 1X
Muestra de ADN 1l <1 ug de ADN/reaccién
H,0 libre de RNasas 8 ul -
Volumen final de reaccion 50 ul

Cuadro 4. Condiciones para llevar a cabo la PCR multiple

Etapa de la reaccion Temperatura y tiempo Ciclos
Desnaturalizacidn total 96°C durante 10 min -
Desnaturalizacion 94°C durante 30 seg
Alineacion (unién del cebador) 57°C durante 60 seg 35
Extensidn de la cadena 72°C durante 30 seg
Extension final 72°C durante 6 min -
Incubacidn 4°C oo ---

6.5 Deteccion de anticuerpos antiespermatozoides en suero sanguineo
6.5.1 Antigeno para la deteccion de anticuerpos antiespermatozoides

Para la deteccién de los anticuerpos (IgA e IgG) antiespermatozoides mediante
ELISA indirecto, se prepard un antigeno espermatico a partir de una mezcla de eyaculados

obtenidos de sementales ovinos clinicamente sanos y seronegativos a B. ovis, A. seminis e
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H. somni. Los espermatozoides obtenidos fueron lavados y centrifugados a 10,000 x g dos veces
con PBS estéril pH 7.2, luego de descartar el sobrenadante se realizd una sensibilizacion del
cuello espermatico con 10 ml de una soluciéon 15 mM de KCI, 5 mM de CIMg,, 12.5 mM de
Na;HPO,, 2.5 mM de NaH,PO,, 0.4 mM de EDTA y 20 mM de Tris—HCl pH 8.0 la suspension se

mantuvo en agitacién durante 10 minutos (Batova et al., 1996).

La separacion de las cabezas de los espermatozoides se realizé sometiendo la
suspension a 7 ciclos de 30 segundos de sonicado a alta densidad, por 30 segundos de descanso,
posteriormente se centrifugd a 10,000 x g durante 10 minutos. Se descarté el sobrenadante y se
lavé la pastilla con partes iguales de una soluciéon de EDTA 0.4 mM y Tris—HCl 20 mM pH 8.0,

nuevamente se centrifugd a 10,000 x g y se descarto el sobrenadante (Batova et al., 1996).

Para purificar las cabezas de los espermatozoides se resuspendié la pastilla en una
solucién 1 M de sucrosa, se agregd una parte mas de una solucidén 1:1 de Tris HCl 20 mM pH 8.0
y tritdn X-100 al 0.1% y se incubd en bafio maria a 37°C durante 30 minutos. Posteriormente se
centrifugd la suspension a 10,000 x g durante 10 minutos, la pastilla se lavd por ultima vez con
Tris—HCl 20 mM pH 8.0 y se centrifugd a 10,000 x g. Se desechd el sobrenadante y se
resuspendid la pastilla en PBS estéril pH 7.2, el antigeno obtenido fue conservado en alicuotas

de 1ml a 4°C hasta su uso (Batova et al., 1996).

6.5.2 ELISA indirecto para la deteccion de anticuerpos antiespermatozoides

El ELISA indirecto utilizado para la deteccion de isotipos IgA e 1gG contra
espermatozoides se estandarizé enfrentando diluciones de sueros y antigeno, hasta obtener el
valor 6ptimo de dilucién de 1:200 en PBS para ambos casos (Cuadro 5). Se colocé 50 pl del
antigeno diluido en cada pozo de las microplacas de poliestireno y se incubd toda la noche
a 37°C. Al dia siguiente se lavaron los pozos 3 veces con PBS-Tween 20 al 0.05%, se
blogquearon con una solucién de albimina sérica bovina (BSA) al 1% en PBS estéril pH 7.2,

posteriormente se volvieron a incubar a 37°C por 60 minutos y se lavaron 3 veces con PBS-
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Tween 20. Las microplacas se cubrieron con papel aluminio y se almacenaron en

refrigeracion a -4°C hasta su uso.

Del suero sanguineo diluido de los machos IDGA positivos y negativos a B. ovis, asi
como el de las hembras y corderas, se tomaron 50 ul y se colocaron por duplicado en los
pozos de las microplacas y se incubaron a 37°C toda la noche, posteriormente se lavod cada
pozo con PBS-Tween 20 tres veces y se colocaron 50 pl de conjugado peroxidado anti-IgA
de borrego preparado en conejo (Bethyl, Montgomery, USA) en una dilucién 1:2000, se
incubd 2 horas y posteriormente se lavé con PBS-Tween 20. Para el isotipo IgG los sueros
se incubaron durante una hora y posterior al lavado de los pozos, se colocaron 50ul de
conjugado peroxidado anti-lgG de oveja obtenido en conejo (Bethyl, Montgomery, USA)
en una dilucion de 1:5000. El revelado se realizé adicionando 50 ul de ABTS liquido
(Amresco, Ohio, USA), dejando las placas en agitacion durante 30 minutos,
posteriormente se leyé la absorbancia a 405 nm de longitud de onda (OD) en un lector de

ELISA (VICTOR 3.v 1420 Multilabel Counter. PerkinElmer, USA).

Cuadro 5. Concentraciones de los sueros y conjugados para el ELISA

Tiempo de Tiempo de

. Dilucién de la Dilucidn del . L. . .. Tiempo de
Conjugado Muestra . incubacion de incubacién
muestra conjugado . revelado
la muestra del conjugado
Anti IgG Suero 1:200 1:5000 Una noche 1 hora 30 min
Anti IgA Suero 1:200 1:2000 Una noche 2 horas 30 min

6.5.3 Determinacion de proteinas antigénicas de los espermatozoides ovinos

El antigeno espermatico utilizado para la deteccion de anticuerpos
antiespermatoziodes en el suero sanguineo de los ovinos fue sometido a una prueba de
inmunotransferencia (Neal, 1981; Towbin et al., 1979) para conocer las proteinas que
resultaron antigénicas en los grupos desafiados en el ELISA. Las proteinas contenidas en el

antigeno espermatico fueron separadas por peso molecular en un gel de poliacrilamida al
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12.5% durante 50 minutos a 85 V, posteriormente se electrotransfirieron a una membrana
de nitrocelulosa durante 45 minutos a 400 mA. Luego de la transferencia, la membrana

fue bloqueada con leche descremada al 5% en PBS durante dos horas.

La membrana de nitrocelulosa se dividié en cuatro partes, cada una de ellas se
desafié con un anticuerpo primario, el cual consistié en una mezcla de los sueros de cada
grupo previamente diluidos para la deteccién de isotipos IgA e IgG antiespermatozoides.
Las membranas se incubaron a 4°C durante una noche con los anticuerpos primarios,
posteriormente fueron lavadas dos veces con PBS—Tween 20 al 0.05% durante 5 minutos y
desafiadas con proteina A conjugada con peroxidasa (Invitrogen, California, EUA) como
anticuerpo secundario durante 2 horas. Se lavaron las membranas tres veces con PBS-
Tween 20 durante 5 minutos, y dos veces mas con PBS. Finalmente se revelaron las

bandas en las que hubo reconocimiento antigénico.

6.6 Obtencion de muestras de tejido y examen histopatoldgico

De 10 carneros que resultaron serolégicamente positivos a B. ovis, se colectaron
muestras de testiculo y epididimo mediante sacrificio humanitario o castracién. Las
muestras se conservaron en formol amortiguado al 10% para su estudio histopatoldgico;
de 7 animales se logréo obtener también muestras de vesicula seminal, glandula
bulbouretral, dmpulas del conducto deferente, uretra pélvica y préstata diseminada. Las
muestras fueron procesadas por el método de inclusiéon en parafina de rutina, y tefiidas
con Hematoxilina-Eosina, las laminillas obtenidas de esta técnica se utilizaron para la
descripcidn de lesiones y células de respuesta inmune presentes en la epididimitis causada

por B. ovis.
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6.7 Andlisis estadistico

Para conocer la significancia estadistica entre los grupos en los que se determiné la
presencia de anticuerpos antiespermatozoides se utiliz6 un modelo lineal generalizado,
posteriormente se empled un ANOVA para conocer las diferencias entre grupos e isotipos
de inmunglobulinas. Para todas las pruebas utilizadas se consideré diferencia significativa

con P<0.05.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Diagndstico seroldgico de epididimitis ovina

De los 552 sueros de carneros del estado de Zacatecas evaluados, 90 (16.5%)
resultaron seropositivos a B. ovis, 17 (3%) a A. seminis y 36 (6.5%) a H. somni. En 14
carneros se demostraron resultados seroldgicos positivos a mas de una de las bacterias
evaluadas (Cuadro 6); un animal resulté seropositivo a los antigenos de las tres bacterias,
cinco resultaron positivos a B. ovis e H. somni, cuatro a B. ovis y A. seminis, y cuatro mas a

A. seminis e H. somni.

Cuadro 6. Resultados seroldgicos positivos contra B. ovis, A. seminis e H. somni obtenidos mediante IDGA

Numero de muestras B. ovis A. seminis H. somni
80 + - -
8 - + -
26 - - +
1 + + +
4 + + -
5 + - +
4 - + +
Total de positivos 90 17 36

Méndez et al., 1999, realizaron un estudio en carneros del altiplano mexicano en el
cual se diagnosticé la presencia de anticuerpos contra B. ovis y A. seminis en 111 sueros,
9% de ellos resultaron positivos a B. ovis y 9% mas a A. seminis, demostrando la presencia
de ambos anticuerpos en 5 animales mediante IDGA. En ese mismo estudio, los resultados
obtenidos en un ELISA para detectar anticuerpos contra B. ovis mostré una
seroprevalencia de 22.5%. Acosta et al., 2006, utilizaron la prueba de IDGA para detectar
la presencia de anticuerpos contra A. seminis en carneros experimentalmente infectados

con la bacteria por diferentes vias de inoculacidn, obteniendo resultados variables.
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Carrera et al.,, 2013, reportan una prevalencia de 18.6% para B. ovis en 153
rebafios de Zacatecas utilizando la prueba de IDGA, el 10.5% de esos rebafios presentaron
al menos un semental seropositivo, siendo las explotaciones ovinas que utilizan el sistema
de produccion semi-intensivo las que tienen una prevalencia mas elevada (86.1%),
seguido del sistema extensivo con 11.9% y el de traspatio con 2.0%, sin embargo el
sistema intensivo no registré positivos; en ese estudio también se observé que la
prevalencia de B. ovis fue mas alta en los rebafios mas grandes y con mayor nimero de
vientres y sementales, relacionandola principalmente con el sistema de explotacidon
empleado, mas que a la relacion hembra:macho o al sistema de empadre utilizado. Acosta
y Tértora, 2005, mencionan que la prevalencia de la enfermedad por B. ovis oscila entre el
5% y el 100%, dependiendo de las caracteristicas del rebafio estudiado y la introduccién
de nuevos sementales. En el presente trabajo se encontrd una frecuencia para B. ovis, H.

somniy A. seminis de 16.3%, 6.52% y 3.07% respectivamente.

El uso de la prueba de IDGA para el diagndstico de B. ovis ha demostrado tener una
alta especificidad (100%) pero baja sensibilidad (92%) (Ridler y West, 2011), en
combinaciéon con el ELISA la sensibilidad aumenta hasta el 100% (Scalman, 1992), sin
embargo la IDGA ha sido recomendada como prueba tamiz para el diagndstico de la
enfermedad (Nufiez et al., 1997). Para la realizacion de la prueba, el antigeno preparado a
partir del extracto salino caliente de B. ovis, ha mostrado mejores resultados en cuanto a
sensibilidad y especificidad (Ridler y West, 2011). La variabilidad de las pruebas
seroldgicas en respuesta a las bacterias estudiadas en animales con aislamientos positivos
en semen y aun en animales experimentalmente infectados, indica que los resultados
deben emplearse con reserva cuando se desconoce la condicidn de una poblaciéon de
carneros y cuando se logran resultados positivos, la evidencia sugiere que las respuestas
falso negativas son abundantes en esta patologia, lo que puede explicarse por la baja

sensibilidad de la prueba de IDGA.
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No se encontro literatura que describa a la IDGA como prueba diagndstica para la
epididimitis causada por H. somni en poblaciones de ovinos naturalmente infectadas. Esta
bacteria se asocia a la flora normal del aparato reproductor del carnero y en ocasiones
esta relacionada con la epididimitis, también se ha descrito como un patégeno asociado
con infecciones del aparato respiratorio de rumiantes, como causante de inflamacion de la
glandula mamaria, conjuntivitis y septicemia (Stephns et al., 1981; Frederick y Eugene,
1989); por lo que el valor diagndstico de la IDGA o de cualquier otra prueba seroldgica
dirigida a esta bacteria seria poco confiable, considerando su caracter de oportunista y

gue se lograron resultados positivos combinados con respuestas a B. ovis y A. seminis.

7.2 Deteccion de B. ovis, A. seminis e H. somni mediante PCR multiple

En las 14 muestras de semen de carneros IDGA positivos a B. ovis sometidas a la
prueba de PCR multiple, B. ovis fue el microorganismo mas comunmente detectado, su
ADN fue amplificado en nueve de las muestras (Figura 1), en una de ellas también se
detectd A. seminis, aunque en el analisis serolégico de la muestra no se encontraron

anticuerpos contra A. seminis. Ninguna muestra resultd positiva a H. somni.
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Figura 1. Productos obtenidos en PCR multiple a partir de ADN bacteriano en semen

1, marcador. 2 y 18, controles positivos. 3 y 19, controles negativos. 4 — 17, ADN obtenido a partir de semen ovino.
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Se ha utilizado la PCR para demostrar la presencia de B. ovis en el semen de
carneros, sugiriéndola como una prueba complementaria al cultivo bacterioldgico
(Manterola et al., 2003; Saunders et al., 2007). Por otra parte, se ha demostrado que en
muestras de semen de animales serolégicamente positivos no siempre se logra el
aislamiento bacterioldgico (Worthington et al., 1985). En este trabajo las muestras de
semen provinieron Unicamente de animales IDGA positivos a B. ovis, de las cuales 9 de 14
resultaron positivas a la PCR, la discrepancia en los resultados puede deberse a que el
curso de la enfermedad y el tiempo de incubacién en los carneros estudiados, no alcanzé
en todos los casos la excrecion de la bacteria en el fluido seminal y a que la eliminacion de

la bacteria por semen no es continua.

En un trabajo realizado por Saunders et al., 2007, con 295 muestras de semen
colectadas mediante vagina artificial y electro eyaculado, se reporté una mayor presencia
de H. somni, seguido de A. seminis y B. ovis mediante PCR multiple; cabe mencionar que
en este estudio la colecta de material seminal se realiz6 mediante electro eyaculado
previa asepsia de la zona prepucial de los sementales, en los resultados obtenidos se
observé una mayor presencia de B. ovis, solo se demostrd la presencia de A. seminis en
una muestra y no fue posible demostrar la presencia de H. somni. La variacidon en los
resultados de ambos trabajos puede deberse a que las muestras estudiadas en este caso
fueron obtenidas de animales previamente demostrados como IDGA positivos a B. ovis, o

bien al manejo realizado previo a la colecta de las muestras.

7.3 Autoinmunidad contra células espermdticas y determinacion de proteinas

antigénicas de los espermatozoides ovinos

La presencia de anticuerpos antiespermatozoides en carneros infectados con B.
ovis fue mayor en comparacién con los otros grupos (p<0.05), los carneros clinicamente
sanos presentaron la menor cantidad de anticuerpos de todos los grupos. Las ovejas y

corderas presentaron niveles similares de estos anticuerpos (Figura 2).
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Con respecto a las DO observadas entre grupos y el tipo de inmunoglobulina
detectada en cada uno de ellos, se observaron mayores titulos de IgA en los carneros
naturalmente infectados con B. ovis en comparacion con los otros tres grupos (hembras,
corderas y machos clinicamente sanos) que no presentaron diferencias significativas entre
ellos (P<0.05). En el isotipo 1gG, se observaron DO mas elevadas en el grupo de carneros
infectados y de corderas, en comparacion con el grupo de hembras, el grupo de machos

clinicamente sanos fue el que mostré DO mas bajas (P<0.05).

La prueba de inmunotransferencia demostré que las proteinas antigénicas
reconocidas por los anticuerpos antiespermatozoides en los machos IDGA positivos,

hembras y corderas presentaron pesos de 14.6 y 17.8 KDa.
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Figura 2. Comparacion de medias de densidades dpticas por cada grupo e isotipo de inmunoglobulina

OD. densidades Opticas, C. corderas, H. hembras, M(+). machos seropositivos a B. ovis, M(-). machos seronegativos a B. ovis

Cuevas et al., 2007, reportaron la presencia de anticuerpos antiespermatozoides
en carneros infectados experimentalmente con A. seminis, observando una mayor DO en
los carneros, que en sueros de corderos y corderas que fueron utilizados como grupo
testigo. Los resultados obtenidos en este trabajo son similares a los de Cuevas et al., 2007,
pero adicionalmente, los sueros de carneros seronegativos a B. ovis, A. seminis e H. somni,

mostraron DO menores a los demds grupos (carneros infectados, corderas y hembras),
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sugiriendo que la respuesta antiespermdtica estd directamente relacionada con Ia

epididimitis.

Por otra parte, Paolicchi et al., 2000, demostraron la presencia de anticuerpos
antiespermatozoides en un elevado porcentaje de animales infectados de manera
experimental con B. ovis a partir de la tercera semana posinfeccién, reportando también
qgue observaron leucocitos en el semen de dichos animales durante el examen
androlégico. Las lesiones en testiculos y epididimos con reclutamiento de células de
respuesta inmune el en semen, pueden explicar la presencia de anticuerpos
antiespermatozoides en carneros infectados con B. ovis, estas lesiones alteran la barrera
hematotesticular y permiten una interaccién de las células de respuesta inmune con los
espermatozoides, generando anticuerpos contra células espermaticas y otras células de
los tejidos del tracto genital (Naz y Menge, 1994; Witkin y Toth, 1983; Eggert et al., 1996;
Mazumdar et al., 1998; Sanoka et al., 2004; Carvalho et al.,2012).

La demostracién del isotipo IgG antiespermatozoides en hembras y corderas en
mayores titulos que en los machos IDGA negativos resulta llamativa, resultados similares
se encontraron en el trabajo de Cuevas et al., 2007. Mazumdar y Levine, 1998, mencionan
gue los espermatozoides son considerados como antigenos extranos, debido a que no
estan presentes hasta después de la pubertad y se desarrollan en un sitio
inmunoprivilegiado. Sin embargo Flickinger et al.,, 1997, sugieren que la presencia de
anticuerpos antiespermatozoides en el suero sanguineo de ratas Lewis machos
clinicamente sanos después de la maduracion sexual, estd relacionada con una
diferenciacién de antigenos espermaticos que son procesados y presentados al sistema
inmune bajo condiciones normales. Es posible que los niveles de anticuerpos observados
en el suero de las corderas estén relacionados con los procesos de maduracion del tracto

reproductor durante el inicio de la pubertad.
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Es probable que la presencia de titulos mds elevados de anticuerpos
antiespermatozoides en las hembras con respecto a los sementales IDGA negativos esté
asociada a traumatismos en el tracto genital durante el manejo reproductivo
(inseminaciodn artificial pericervical o intrauterina, practicas poco frecuentes en México), o
bien, a la exposicién de material seminal durante procesos inflamatorios en el aparato
genital de las hembras. Mazumdar et al., 1998, mencionan que la produccién de
anticuerpos anti espermatozoides en mujeres ocurre bajo diferentes circunstancias, el
dafio ocasionado de forma mecanica o quimica en la mucosa del tracto genital femenino
puede ocasionar la exposicidon de antigenos espermaticos, y finalmente la formacién de
anticuerpos contra los espermatozoides. Witkin y Toth, 1983, demostraron que la
formacién de anticuerpos anti espermatozoides puede ocurrir como consecuencia de una
inflamacidn local luego de un proceso infeccioso en el aparato reproductor de las mujeres.
Sin embargo, aun no se ha demostrado por completo cual es la razén por la cual las
hembras no desarrollan en la mayoria de los casos, anticuerpos contra espermatozoides
luego de repetidas exposiciones. James y Hargreave, 1984, demostraron la existencia de
sustancias inmunosupresoras en el plasma seminal de humanos, estas sustancias tienen la
funcién de proteger a los espermatozoides del dafio inmunoldgico, asi como prevenir la

sensibilizacién de la mujer a los antigenos de espermatozoides después del coito.

Flickinger et al., 1997, demostraron mediante inmunotransferencia la presencia de
proteinas antigénicas en espermatozoides (20-22, 26, 35, 37, 42, 54-55, 63, 65, 68, 78, 75-
72 y > 100 KDa) reconocidas por anticuerpos presentes en el suero sanguineo de ratas
Lewis machos. La discrepancia en la cantidad y pesos moleculares de las proteinas
antigénicas descritas por Flickinger et al., con respecto a las observadas en el presente
estudio puede estar relacionada con el desarrollo fisioldgico y la especie animal con la que

se trabajé.
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7.3 Descripcion de lesiones histopatoldgicas en carneros con epididimitis clinica causada

por B. ovis y células de respuesta inmune observadas

En las muestras evaluadas histolégicamente, en todos los casos los drganos
examinados presentaron infiltrados de células linfociticas, plasmdaticas y macréfagos, con
excepcion de la glandula bulbouretral (Figura 3). Las lesiones en testiculos y epididimos
fueron mas severas con necrosis y formacion de granulomas con presencia de células

gigantes multinucleadas.

Figura 3. Infiltrados celulares observados en epididimos de carneros con epididimitis

A. Infiltrado linfocitario y presencia de células plasmaticas en el epitelio del epididimo y células de respuesta inmune en la luz entre los
espermatozoides. B. Infiltrado de linfocitos, células plasmaticas y algunos macréfagos en epitelio y tejido conjuntivo del epididimo.

B. ovis y A. seminis se han recuperado de dmpula deferente y vesicula seminal
(Acosta et al., 2006) y ocasionalmente se han observado alteraciones en testiculos y
glandulas anexas (Al-Katib y Dennis, 2008; Paolicchi et al., 2000), se ha reportado también
la presencia de lesiones granulomatosas e infiltrados de linfocitos y células plasmaticas
idénticos a los causados por B. ovis en el epididimo de animales experimentalmente
infectados con A. seminis (Acosta, et al., 2006). En el presente trabajo, las muestras de
tejido recibidas para diagndstico histopatoldgico presentaron lesiones coincidentes con las
descritas por otros autores (Carvalho et al., 2012; Robles, 1998a; Burgess, 1982), siendo la

mas frecuente la presencia de infiltrados celulares de linfocitos y células plasmaticas.
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Aungue en este trabajo la mayor parte de las muestras de testiculos y epididimos
que presentaron lesiones (7 de 11 muestras), también resultaron positivas a B. ovis en la
prueba de IDGA, Ficapal et al., 1998, en un estudio epidemiolégico con 110 carneros de
diferentes rebanos de Catalufia (Espaina) observaron que no existié correlacién entre los
resultados serolégicos, bacteriolégicos y las lesiones de la enfermedad. Blasco, 19903,
mencionan que el examen clinico de los testiculos y epididimos tiene poco valor
diagndstico en el caso de la infeccidn por B. ovis, debido a que existen animales que
sufren la enfermedad, pero no presentan signos clinicos de ella y pueden infectar a otros
carneros. También se han descrito otras bacterias como Actinobacillus seminis, Histophilus
somni, Corynebacterium pseudotuberculosis, Pasteurella multocida, Staphylococcus
aureus, Streptococcus fecalis y Escherichia coli como causantes de epididimitis en carneros
(Hernandez et al., 2006; Manazza et al., 2006; Robles, 1998; Buckrell et al., 1985; DelLong
et al., 1979; Cox et al., 1977), por lo que el diagndstico bacteriolégico a partir de tejido
lesionado o semen es necesario para completar el diagnéstico de la enfermedad,
permitiendo tomar medidas de control y profilaxis adecuadas y efectivas (Acosta et al.,

2007; Pérez, 1997; Robles, 1998b; Robles et al., 1998).
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8. CONCLUSIONES

La presencia de linfocitos, macréfagos, células plasmdticas y monocitos en zonas
lesionadas del tracto reproductor de carneros con epididimitis clinica causada por B. ovis,
la exposicion de células espermaticas a estos tipos celulares y la presencia de anticuerpos
antiespermatozoides en el suero sanguineo de los machos IDGA positivos, demuestran la
participacién de mecanismos inmunes y autoinmunes en la epididimitis del carnero
causada por B. ovis y la importancia de estos en la evolucidn irreversible de dichos cuadros

clinicos hacia la esterilidad en los carneros afectados.

El uso adecuado de las diferentes pruebas para el diagndstico de epididimitis
ovina, asi como la combinacién de algunas de ellas, permite la deteccion oportuna de
animales infectados que aun no presentan signos clinicos, ademas de permitir
implementar mejores estrategias de prevencidn y control contra B. ovis y evitar
estrategias equivocadas cuando se trata de otros agentes causantes de epididimitis, que
de todas formas comprometen la eficiencia productiva y reproductiva de los rebafios

ovinos.

El manejo reproductivo de los ovinos es una practica que debe realizarse en
condiciones salubres, ligada al constante monitoreo seroldgico y eliminacidon de animales
gue puedan participar como portadores de agentes causales de epididimitis, evitando asi
gue estos animales comprometan la fertilidad y en consecuencia, la productividad del

rebano.
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