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I. Introduccién

1.1 Generalidades de la epididimitis.

Para todo criador de ovinos y/o de caprinos, la salud de sus reproductores es decisiva y de
gran importancia econdémica, ya que de ello dependera que queden o no prefiadas las
hembras y por consiguiente aumentar o disminuir el numero de cabezas en su ganado
(Robles, 1990, Lozano, 1986).

La epididimitis’ se ha identificado como una enfermedad infecciosa, contagiosa, progresiva
e irreversible, de curso agudo a cronico, de presentacion clinica o subclinica; caracterizada
por la inflamacion del epididimo, que ocasiona secundariamente degeneracion testicular,
infertilidad y finalmente esterilidad del semental (Bagley, 1997; Palomares, 2003).

La orquioepididimitis Infecciosa del Borrego (OIB) y del carnero (OIC) es un grave problema
que afecta considerablemente a los productores de todo el mundo (Hafez, 1993, Low, 1995;
Mbai, 1996; De la Puente- Redondo, 2000).

La OIC es de gran trascendencia debido a la esterilidad que causa en el rebafo, (Walker.,
1986; Appuhamy, 1998) causando disminucién en el numero de reemplazos disponibles y
los gastos de manutencion de carneros y hembras estériles (Genetzky, 1995; Walter y col,

1986).

1 Epididimitis: también se le conoce como orquiepididimitis la cual se define como una infeccién en testiculo y del epididimo, con presentacién aguda 6 crénica, que provoca

engrosamiento y adherencia de las serosas parietal (vaginal en hembras), detectables clinicamente. (Nicolet, 1985).

Q.F.B. Mario Patlani Moreno 1



1.1.2. Etiologia de la epididimitis.

El agente etiologico de la epididimitis ovina ha sido asociado principalmente a Brucella ovis
por ser el agente aislado con mayor frecuencia, su epidemiologia y patogénesis esta bien
documentada (Biberstein, 1964; Brown et al, 1973; Walker, 1986); sin embargo, en el
estudio de muestras de animales infectados con epididimitis se sabe actualmente que 5.
ovis no es el Unico microorganismos capaz de producir la enfermedad, también puede ser
causada por una variedad de bacilos pleomorficos gram negativos (BPGN) que se han
clasificado en dos grupos: Histophilus ovis y Actinobacillus spp. (Burguess, 1982:

Walker., 1986; Genetzky, 1995). (cuADRO 1)

Dentro del grupo Histophilus ovis hay BPGN que comparten caracteristicas serologicas,
bioquimicas y morfologicas, como el Histophilus ovis y el Haemophilus somnnus

actualmente Histophilus somnni, Miller, 1998; Robles, 1998).

En el grupo Actinobacillus spp., se encuentran un grupo de bacilos causantes de lesiones
en testiculo y epididimo que tienen propiedades diferentes que los caracteriza, y cuyos
representantes son Acfinobacillus seminis, Actinobacifllus actinomycetemcomitans, otros
microorganismos similares pertenecen al grupo Actinobacillus grupos A 'y B (Actinobacillus
like), todos estos son bacilos no esporulados, inméviles, no acido resistentes y no
hemoliticos. (Baynes and Simons 1960; Baynes and Simmons, 1966; Delong, 1979; Neath,

1990) (CUADRO 1)
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Otros microorganismos relacionados con la etiologia de la epididimitis son
Archaneabacterium pyogenes. (Egerton, 2000), Bacteroides spp. (Ekdahl., 1968),
Corynebaterium pyogenes (Watt, 1966), Manhemia haemolytica (Fodor,1984), Moraxella
spp. (Fodor, 1984), Pasteurella multocida (Ekdahl, 1968) Staphylococcus spp. (Watt, 1970);

Strepfococcus spp. (Watt, 1970). (CUADRO 1)

Por pruebas bioquimicas no se puede establecer un diagnéstico definitivo y determinar cual
es el agente involucrado debido que al tomar muestras se pueden hallar mas de uno, y las
pruebas no son caracteristicas diferenciales entre los géneros involucrados en casos de

epididimitis. (Brown, 1973; Burguess, 1983) (CUADRO 2)

Sin embargo se han identificado como principales causantes de la epididimitis a Brucella
ovis (Oviedo, 1988).y Actinobacillus seminis y Haemophilus somni (CUADRO 1 y 2). (Van

Tonder, 1979; Nicolet, 1985; Baynes and Simmons, 1960, Baynes and Simmons, 1966).

(CUADRO 1)
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Tabla 1. Agentes etioldgicos de la epididimitis.

AGENTES CAUSANTES DE EPIDIDIMITIS

e Brucella ovis*Buddie, 1956)

GRUPO Histophilus ovis GRUPO Acftinobacillus spp
o Haemophilus Somnus Robvles, 1998) o Actinobacillus seminis*Baynes and Simons 1960;
e Haemophilus somnus miier, 1983) Baynes and Simons,1966) | .
(Histophilus somni) o Actinobacillus  actinomycefemcomitans

(Delong, 1979)

Actinobacillus GRUPOS AY B

e Actinobaciflus like (Neath, 1990)

OTROS

e

S

Archaneabacterium pyogenes. (Egerton, 2000)
Bacteroides spp. Ekdahly col.,1968)
Corynebaterium pseudotuberculosis Beionie, 1972)
Corynebaterium pyogenes watt, 1966)
Escherichia colf cornick, 2000)

Manhemia haemolytica Fodor, 1984)

Moraxella spp. (Fodor, 1984)

Pasteurella multocida

Pasteurella pseudotuberculosis Ekdah y col.1968)
Staphylococcus spp. waitt, 1970)

Strepfococcus spp. wat, 1970)

e

A

3

A

e

A

3

AS

K/
.0

-,

X3

%

X3

%

X3

S

X3

¢

X3

S
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Tabla 2. Propiedades Bioquimicas de los principales
microorganismos asociados con la epididimitis ovina.

(Bergey, 1984)

CARACTERiSTICAS
BIOQUIMICAS

Brucella ovis

Actinobacillus
seminis

Histophilus ovis

Catalasa

=+

-+

Motilidad

Hemodlisis

-+

Nitratos

Oxidasa

Indol

Urea

Rojo de Metilo

Voges- Proskauer

Arabinosa

Ramnosa

Xilosa

Glucosa

Fructosa

Galactosa

Sucrosa

Lactosa

Trealosa

Glicerol

Dulcitol

Manitol

Sorbitol

Gelatina

Maltosa

Gram

Ziehl-Neelsen

Ziehl-Neelsen

Modlificacion de Stamp

Cocobacilos de

color rojo

Cocobacilos de

color azul
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Esta variedad de agentes etiolégicos de la epididimitis algunos forman parte de la flora
normal de la mucosa bucal, nasal, prepucial y peneana de los ovinos machos, y por causas
no muy bien aclaradas pueden agredir y enfermar a estos animales de edades
comprendidas entre la pubertad y los 18 meses, llegando hasta los 2 afios la edad maxima
de los afectados, siendo siempre animales que se han criado separados de carneros
adultos y ovejas adultas (Nicolet, 1985; Palomares, 2003; Walker, 1986).

Debido a la variedad de los agentes etioldgicos involucrados en la epididimitis y de su
diferentes caracteristicas patogénicas, que son capaces de inducir lesiones en el epididimo
y testiculo no pueden ser diferenciados por palpacion y/o cuadro clinico (Bagley, 1997;

Burgués, 1982).

1.2 Antecedentes de Actinobacillus seminis.

Actinobaciflus seminis (A. seminis) es el agente causal de la epididimitis, poliartritis en
corderos y abortos en borregas; también se ha aislado del tracto genital de ovinos
clinicamente sanos (Méndez, 1996, Lozano, 1986). La presencia de este microorganismo
como causante de epididimitis se ha comprobado en diferentes paises.

A. seminis fue identificado por primera vez en Australia como agente causal de epididimitis
en donde, se describieron 3 casos de epididimitis, encontrando en muestras de semen y
epididimo una bacteria que no se encontraba reportada, a la cual asigno dentro del genero
Actinobaciflus por las caracteristicas morfoldgicas, y seminis debido a que se encontré en
muestras de semen (Baynes y Simmons, 1960). Se han reportado a partir de casos de
epididimitis donde se ha corroborado la presencia de Actinobacillus seminis en Europa,
Nueva Zelanda (Ekdahl, 1968), Estados Unidos de Norteamérica en Texas (Livington y
Hardy, 1964), Sudafrica (Van Tonder, 1973; Van Tonder, 1979), Reino Unido (Heath y col.,

1991), Kenia (Mbai, 1996) y mas recientemente en Espafia (De la Puente Redondo, 2000).
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En Argentina se realizé el primer aislamiento en 1989 en la Patagonia, en borregos con muy
buen nivel nutritivo. (Robles y col., 1989).

En México se encuentran reportes que se aisldé en 1986 del epididimo de un carnero del
Estado de Hidalgo, posteriormente en 1988 en el Estado de México (Oviedo, 1988; Méndez,
1996). Recientemente en México se encuentra afectando a la industria ovina mexicana por
encontrarse distribuida en la region Central de México ya que se aisla la bacteria,
comprobando la existencia de identidad antigénica con una cepa de referencia al realizar

pruebas de inmunodifusion doble en gel (IDD) (Méndez, 1996; Méndez y col., 1999).

La infeccion por A. seminis produce un impacto negativo en todos aquellos paises donde la
cria del ovino es una actividad econémica importante. Esto se debe a una caida en la
fertilidad, un aumento en el descarte de carneros infectados, acortamiento de la vida
reproductiva de los machos, abortos, aumento de la mortalidad perinatal, complicaciones en

el manejo y restricciones en el comercio (Méndez, 1996; Robles, 1989).

1.3 Aspectos microbioldgicos Actinobacillus seminis.

El genero Actinobacillus pertenece a la familia Pasteurellaceae, (Pohl, 1981). Esta familia
forma parte del grupo HAP que comprende tres géneros de gran importancia a nivel
veterinario debido a las patologias que son capaces de causar [Haemophilus (Winslow y
col., 1917), Actinobacillus (Brump, 1910) y Pasteurella (Trevisan, 1987)], estos
microorganismos se caracterizan por agrupar cocobacilos Gram negativos pequenos,
pleomorficos, que viven en las mucosas del hombre y animales (Koneman, 1992) en los

aislamientos iniciales, requieren una atmosfera con 5% de CO,.
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Dentro del género Actinobacillus se encuentran las siguientes especies:

Tabla 3. Especies del genero Actinobacillus.

e
5

8

Actinobacillus minor
Actinobacillus muris
Actinobacillus pleuropneumoniae
Actinobacillus porcinus
Actinobacillus rossii
Actinobacillus scotiae
Actinobacillus seminis
Actinobacillus succinogenes
Actinobacillus suis
Actinobacillus ureae

K/

S

Actinobacillus actinomycetemcomitans
Actinobacillus arthritidis

Actinobacillus capsulated

Actinobacillus delphinicola
Actinobacillus equuli

Actinobacillus equuli subsp.equuli
Actinobacillus equuli subsp.haemolyticus
Actinobacillus hominis

Actinobacillus indolicus

Actinobaciflus lignieresii
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7
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7
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53
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o
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*

X3
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.0

X3
X3

8

.0

X3
X3

8

.0

, efc

A. seminis es un microorganismo gram negativo, inmovil, no presenta esporas, pleomoérfico
y en forma de cocos o cocobacilos que miden de 1 uym X 4.5 pm, ordenados
individualmente, en pares o pequefias cadenas, son anaerobios facultativos su temperatura
optima de crecimiento es de 37° C con una atmosfera de 10% de CO,, para su cultivo “in
vitro"” se requiere de medios enriquecidos con sangre o suero fetal bovino del 5 al 10%.
Luego de las 24 horas se observan colonias del tamafo de la cabeza de un alfiler, a las 48
horas alcanza el didmetro de 1 a 2 mm, poseen color gris blanquecino, convexas,
redondeadas con margenes enteros, a los cuatro dias adquieren un diametro mayor
(Burguess, 1982; Sneath y Stevens, 1990). Las caracteristicas bioquimicas no son de gran
ayuda en la identificacion de A. seminis debido a que comparte caracteristicas bioquimicas
con microorganismos que se encuentran colonizando la zona afectada. (cuAbro 2). En
estudios de microscopia electrénica no se observan esporas, capsula o pilis (Sponenberg y

col., 1983).
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1.4 Patogénesis de epididimitis causada por A. seminis.

A. seminis ha sido aislado en un 13.8% en carneros que no presentan lesiones clinicas en
el epididimo ni en el testiculo, ausencia de neutrofilos en el semen, por lo que se considera
que la infeccion se encuentra en estado latente, adquiriendo estos animales la condicion de
portadores asintomaticos, en muchas ocasiones se ha logrado el aislamiento bacteriano de

vesiculas seminales con apariencia normal (Van Tonder, 1979; Jansen, 1980).

Estos datos sugieren que la presencia de los microorganismo causantes de la epididimitis
no es indicativa de enfermedad, ya que son muy abundantes en mucosas de animales
sanos y enfermos; sin embargo, adn no se sabe porqué algunos enferman y otros no.
Propone que los maximos niveles de gonadotropinas hipofisarias en sangre favorecen y que
la epididimitis probablemente se produce por la colonizacién de los bacilos en los tejidos
intersticiales a los que llegan por la erosiéon de las capas epiteliales de los ductos eferentes
y epididimarios, lo que desencadena una inflamacién aguda con arribo de leucocitos y
macrofagos, liberacion de histamina y escape de espermatozoides al tejido erosionado y la
orquioepididimitis clinica. (Jansen, 1980; Livingston y col., 1964). En muestras de semen de
carneros afectados por A. seminis se encuentra una disminucion de volumen del eyaculado
de 0.5 £ 0.23 en comparacion con los carneros sanos que es de 0.8 + 0.17 ml. La
concentraciéon espermatica es de 260 X 10%ml contra 1850 X 10%/ml (Low y col., 1995; Mbai

y col., 1996).
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1.5 Patogenia de A. seminis.

La patogenia de la epidimitis es incierta debido a que los agentes que la ocasionan son
parte de la flora normal del animal afectado (Burguess, 1982). Jansen sugiere que A.
seminis es un microorganismo ambiental que invade la cavidad prepucial y es capaz de
ascender hacia las paredes del tracto genital. (Jansen, 1983). Walker y Leamaster, lo
presentan como un habitante normal de las mucosas del borrego, y por causas no muy bien
aclaradas pueden agredir y enfermar a animales jévenes comprendidos entre la pubertad y
18 meses, llegando hasta los 2 afios la edad maxima de los afectados, siendo siempre
animales que se han criado separados de carneros adultos U ovejas adultas. (Robles y col.,
1989; Oviedo, 1988; Méndez y col., 1999; Walker y col., 1986). A. seminis es
extremadamente contagioso y comiunmente se aisla a partir de carneros “sementales”, que
comparten el mismo corral, y en ocasiones montan a la misma oveja que puede ser una

fuente importante en la transmision de la enfermedad. (De la Puente Redondo, 2000).

La epididimitis es una enfermedad de gran difusion durante la temporada reproductiva, por
lo que ésta es una etapa importante, en la diseminacion de la enfermedad. También se
puede transmitir de un carnero a otro cuando se olfatean 6 se contaminan con orina al
reconocerse 6 andar juntos. (Acosta, 2001, Jansen, 1983). Otro modo de transmision es el
uso de carneros para el celo, los cuales pueden llevar la infeccion de uno a otro y de ellos a
los carneros padres a través de la oveja marcada en celo. (Nicoletg, 1985). El carnero
afectado tiene libido normal, y la calidad del semen, aunque variable, suele ser regular 6
mala. Su fertilidad suele estar disminuida, pero puede ser normal, aunque esta relacionada

con la gravedad de las lesiones epididimales y testiculares. (Acosta, 2001).
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Como es una enfermedad de borregos virgenes, no se debe considerar la epididimitis como
una enfermedad venérea, y se cree que puede ser congénita 6 contraerse durante la
lactancia 6 del medio ambiente contaminado. (Jansen, 1980).Hay otras vias de infeccién no
aclaradas ya que se han reportado en ovejas virgenes; asi como también se ha
comprobado infeccibn en borregos virgenes que han sido criados en forma aislada.
(Jansen, 1980). Se ha podido aislar la bacteria a partir de las 12 semanas de vida
alcanzada su maximo a las 20 semanas, para luego caer al afio de edad; Jansen estudio la
importancia que tiene el nivel hormonal en la migracién de los microorganismos de las
partes superficiales del aparato reproductor (mucosa peneana) a las profundas (epididimo y
testiculo), los cambios producidos al llegar la pubertad son de gran importancia debido a los
cambios que provocan en las células del epitelio epididimal permitiendo la migracion de los
bacilos (Jansen, 1983), Sponenberg menciona que es poco probable la infeccidén

ascendente, por no aislar el microorganismo en glandulas anexas (Sponenberg, 1983).

Con relacién a la adhesién esta se realiza a las células epiteliales y es esencial para la
virulencia de algunas bacterias, para establecer la infeccion se requiere una asociacion
entre las adhesinas de superficie y receptores celulares, en el paso inicial en la patogénesis
de muchas enfermedades, Healey demostro6 la adhesion de A. seminis a células renales y la
inhibicion de estas con anticuerpos monoclonales especificos, por lo tanto sugieren que es
posible que A.seminis se adhiere al epididimo por adhesinas que se asocian a los
receptores especificos de las células epiteliales del hospedero causando epididimitis en
carneros virgenes, también se sugiere que pueden existir animales que carecen de estos

receptores, como se ha demostrado en cerdos. (Healey, 1991).
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No se ha reportado existencia de toxinas de A. seminis que sean responsables del cuadro
clinico. Es importante saber si se encuentran debido a la relacion con Actinobacillus
pleuropneumoniae y Actinobacillus actinomicetemcomifans los cuales si las producen
(Korostoff y col.,, 1998). Se han presentado casos de transmision en borregos que
aparecieron infectados después de la monta, con ello es importante la hembra como fuente
de infecciéon y diseminacion de la enfermedad (Molina Sanchez D, 1985).La oveja que es
montada por un borrego infectado puede desarrollar una cervicitis y vaginitis mucopurulenta
de poca importancia que no interfiere con la concepcion, aunque se han involucrado en
brotes de abortos y casos de mortalidad perinatal, ya que se han aislado estos bacilos de
los fetos abortados y de descargas vaginales (Swift, 1982; Simmons, Baynes, Ludford,
1966). El carnero adulto podria ser un agente mecanico en la difusion de la enfermedad,
infectando ovejas que podrian enfermar a borregos que las montan en el mismo celo.
(Robles y col.,, 1990). También la orina de estos borregos contiene gran cantidad de los

bacilos de A. seminis causantes de la enfermedad. (Walker y col., 1986).

1.6 Signos clinicos de la epididimitis.

La epididimitis causada tanto por Actinobacillus seminis como por Haemophilus-Histophilus
puede tener una presentacion clinica 6 subclinica. La epididimitis subclinica sélo se puede
diagnosticar por cultivos de semen y/6 de orina, al encontrar los bacilos en ambos fluidos
que se caracteriza por altos niveles de neutrofilos en semen. (Sponenberg, 1983).

La epididimitis clinica se puede presentar en forma aguda, con una intensa inflamacién del
escroto, el cual se encuentra aumentado de tamafo, tumefacto, caliente y doloroso; la cual
usualmente desaparece después de 14 dias, pero la muerte puede ocurrir en carneros

jovenes (Jansen, 1983; Low, 1995; Sponenberg, 1983).
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El borrego afectado estd muy decaido, con elevacion de temperatura, anorexia, se resiste a
caminar 6 lo hace con los miembros posteriores muy separados 6 con rengueras y
envarado.

Después de uno o dos dias, al revisarlos cuidadosamente se encuentran adherencias de las
serosas bien evidentes, el epididimo se palpa agrandado y firme, especialmente en la cola,
y en pocas horas se instala una fibrosis en la cola del epididimo y pueden aparecer
granulomas espermaticos y abscesos. Los abscesos son mas comunes cuando los bacilos
causantes de la infeccion son los del grupo Hisfophilus-Haemophilus y no por A. seminis
(Walter, 1986; Jansen, 1983).

Muchas veces el testiculo adyacente se atrofia, degenera y se encuentran fistulas que
dejan salir una secrecion purulenta 6 se han secado y quedan cicatrices. Con respecto a la
calidad del semen, se caracteriza por una baja concentracion de espermatozoides, de
escasa movilidad y vigor con abundantes formas anormales y alto nimero de leucocitos, los
que frecuentemente contienen bacilos, que también pueden verse en los extendidos de
semen formando cadenas 6 empalizadas (Sponenberg, 1983). El sitio de lesion mas
frecuente en casos de epididimitis en cameros maduros es la cola del epididimo (86.4%).
En borregos de alrededor de un afo de edad, las lesiones se presentan con mayor
frecuencia en la cola (58.9%) que en la cabeza del epididimo (32.3%). Cuando la lesién se
localizo en la cabeza del epididimo el agente etiologico comiunmente no fue demostrado
correspondiendo en muchos casos a granulomas espermaticos, que podrian tener su origen

en conductos eferentes aberrantes (Walker, 1986).
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1.7 Diagnéstico de A. seminis.

El diagnoéstico se establece con base a una correcta anamnesis, examen clinico, y estudios
bacteriol6gicos (Baynes y Simmons, 1968; Genetzky, 1995), los cuales se deben realizan
en forma periédica, principalmente un control durante la pubertad y en época de celo

(monta y después de la monta). (Appuhamy, 1998).

La epidimitis subclinica s6lo se puede diagnosticar por cultivos de semen, orina 6 por la
demostracién de los bacilos en un extendido de semen fijado y coloreado con hematoxilina-
eosina. La sospecha del trastorno aparece cuando los resultados de prefiez en ovejas
servidas por ese borrego son malos, 6 cuando sorpresivamente en un examen seminal de
rutina se encuentra evidencias en el semen de un borrego que no tiene sintomas de
padecer ninguna enfermedad. En estos frotis aparecen gran nimero de leucocitos, lo que
se considera indicador de enfermedad subclinica, aunque no se vean los bacilos

gramnegativos (Genetzky, 1995).

Se ha encontrado un alto porcentaje de borregos con un numero variable de leucocitos en
semen pero sin lesiones clinicas, estos animales tienen baja calidad seminal, pero unos
pocos meses después estos mismos animales presentan fertilidad normal, los leucocitos
disminuidos y las cadenas de bacilos y la calidad del semen se normaliza. So6lo del 1 al 5%
de los borregos con epididimitis subclinica se transforman en casos clinicos, el animal
afectado se encuentra deprimido, con elevacion de la temperatura y se niega a caminar. Se
pueden encontrar abscesos cerrados o que drenan al exterior un material cremoso e

inodoro.
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Siempre hay atrofia testicular con disminucion de tamafio y consistencia en comparacion
con el testiculo adyacente (Sponenberg, 1983).

El semen se observa en platina caliente a 37° C y se ven muy pocos espermatozoides con
poco vigor y motilidad y muchos leucocitos neutréfilos y bacilos. Al cortar transversalmente
el testiculo, la superficie de corte es de consistencia blanda, deprimible, € incluso se
desintegra facilmente entre los dedos; pueden encontrarse abscesos intratesticulares.

Son lesiones granulomatosas, crénicas, con degeneracién del parénquima y no se ven
espermatozoides en los ductos epididimarios (Jansen, 1983).

El estudio bacterioldégico se basa en siembra de cola, cuerpo y cabeza del epididimo asi
como de los testiculos, se emplean medios ricos con sangre o0 suero ya que su crecimiento
se ve favorecido, se incuban a 37° C por un lapso de 2 dias en 10% de CO, (Acosta, 2001;
Genetzky, 1995; Palomares, 2003). La identificacion de este organismo se ha dificultado
debido a que la zona afectada se encuentra habitada por un grupo de bacterias asociadas
como parte de la flora normal que presenta morfologia y propiedades bioquimicas

parecidas. (Walker, Leamaster, 1986). (CUADRO 2)
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Tabla 4 Diagnostico diferencial de A.seminis

PRUEBA ANO ANTIGENO (Aqg) REACCION

CRUZADA
Fijacion del Rehaley. 1978 Células inactivadas por B. ovis

complemento (F.C.) autoclave
H. ovis
ELISA indirecta Cardenas y col., Células sonicadas Falsos positivos.
1986

B. ovis

Falsos negativos.

ELISA indirecta Takes y col., Células sonicadas B. ovis
1990
Inmunodifusion doble Méndez y col., Antigeno soluble B.ovis
(.D.D.) 1996
PCR Appuhamy, 1998 ADN amplificado -

1.7.1 .Otras patologifas parecidas a la epididimitis.

En primer lugar, la orquioepididimitis afecta a borregos desde los 12 hasta los 18 meses de
edad, llegando como maximo a los 2 afios de edad, y en cambio la brucelosis genital es una
enfermedad de carneros adultos, tanto que el porcentaje de carneros enfermos aumenta
con la edad. Esta es una importante diferencia epidemioldgica. (Lozano, 1986)

En segundo lugar, la serologia: los borregos afectados por OIB son negativos a brucelosis.
Por ultimo, los cultivos de semen aclaran cualquier duda.

La frecuencia de casos clinicos es del 1 al 3% y siempre afecta a los borregos de mejor
nivel nutritivo dentro del rebafio pero hay un alto porcentaje de borregos del mismo rebafio
que excretan leucocitos y bacilos en el semen sin desarrollar enfermedad (Sponenberg.,

1983; Jansen, 1983).
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Se debe diferenciar la epididimitis del espermatocele, que es la aplasia de los ductos
espermaticos, agrandamiento e induracion de la cabeza del epididimo y se puede confundir
con la epididimitis, pero no tiene el componente doloroso, la hipertermia, el decaimiento
general ni las rengueras, ni mucho menos la apariencia microscépica de un eyaculado de

un borrego enfermo de epididimitis.

La varicocele se le define como un trastorno circulatorio local en las venas del cordon
testicular, dilatacion sacular y trombosis en la vena espermatica interna con una gran
hinchazén e induracién dentro del cordéon y puede ser uni 6 bilateral, & interferir
directamente en la fertilidad de un borrego porque provoca alteraciones testiculares por
insuficiente drenaje de sangre venosa y aumento de presion intraescrotal. El varicocele es
causante de que los cordones testiculares estén agrandados y con deformaciones
redondeadas y firmes, y los testiculos se encuentren grandes pero sin el tono normal,

flacidos.

Dentro de las venas dilatadas se encuentran trombos y congestion, la que llega al interior
de los testiculos, los que estan friables, congestionados y severamente afectados. La
fertilidad de estos animales es practicamente cero. También puede producirse una
epididimitis traumatica con diversos grados de lesién de los ductos espermaticos y

epididimarios, incluso con liberaciéon de células espermaticas (Lozano, 1986).

Q.F.B. Mario Patlani Moreno 17



1.8 Importancia antigénica de A. seminis.

La epididimitis de los carneros ha sido asociada principalmente a infeccién por A. seminis y
Brucella ovis. La patogenia de la enfermedad causada por A seminis ha sido poco
explorada. En la actualidad es importante conocer cuales son los mecanismos de
patogenicidad que lleva a cabo A. seminis, asi como desarrollar metodologias que permitan
diferenciar a cada uno de los microorganismos involucrados en la epididimitis. En estudios
de perfiles de proteinas de membrana externa por electroforesis en geles de poliacrilamida
(SDS-PAGE) se encontr6 homogeneidad en las bandas A. seminis (ATCC 15768), y un
aislamiento de campo realizado en Australia, los perfiles de proteinas de membrana externa
de Haemophilus.ovis e Haemophilus. agni fueron similares, pero no idénticos a los de A.
seminis (Stephens,1983). A pesar de pertenecer a la misma familia Pasteurellacea, esta
diferencia nos da una pauta para buscar alternativas de tratamientos en forma especifica

para los diferentes géneros bacterianos causantes de cuadros de epididimitis.

1.8.1 Importancia de la proteina de 75 kDa de Actinobacillus seminis. (Nifiez
y col., 2006)

Células completas y fracciones celulares (membrana externa, membrana intermna vy citosol)
de A. seminis fueron sometidas a corrimiento electroforetico en geles de poliacrilamida
(SDS-PAGE), posteriormente fueron transferidas a papel de nitrocelulosa y se enfrentaron a
un suero hiperinmune de conejo contra A. seminis, Brucella ovis, Manhemia haemolitica y
Pasteurella muffocida , mostrando que la proteina de 75 kDa es especifica e inmunogénica

exclusiva de A. seminis, la cual esta presente en membrana externa.(Hidalgo, 2003).
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La identificacion de una proteina especifica e inmunogénica de A. seminis es de gran
importancia ya que esta puede ser completamente purificada y usarse como antigeno en el
desarrollo de una prueba diagnostica de tipo serologico que identifique la epididimitis ovina

producida por esta bacteria. (Nufiez. 2005; Nufez y col., 2006).

1.9 Respuesta Inmune (IL-2, IFN-y e IL-4).

El sistema inmunitario es una red intricada a lo largo de todo el cuerpo en la participan
diferentes tipos de células y moléculas, que tienen como objetivo defender contra los
ataques de invasores extrainos. La accién coordinada de todos sus elementos permite
reconocer la entrada en el organismo de compuestos ajenos al mismo y realizar, o facilitar,
el proceso de su eliminacién. Las interleucinas son moléculas que regulan la proliferacion y
diferenciacion de las células del sistema inmune. Estas moléculas se liberan tras activacion
de linfocitos, proceso en el cual la célula del sistema inmune interacciona con el antigeno y
se desarrolla en el interior de la misma una serie de modificaciones bioquimicas que dan
lugar a la sintesis de proteinas intercelulares, de membrana y secretoras; posteriormente,
las interleucinas se unen a los receptores de membrana dando lugar a la blastogénesis,
produccion de células efectoras y secrecion de nuevas interleucinas (Korostoff, 1998).
Recientemente, los estudios con Interleucinas (Citocinas) han cobrado gran importancia por
su posible participacion en la fisiopatologia de diferentes enfermedades, lo que permitira
establecer nuevas y selectivas modalidades terapéuticas. (Adams, 1997 y Barrett, 1997).
Las interleucinas como respuesta a una agresién bacteriana han sido ampliamente

demostradas.
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Su produccién en el mismo lugar de la infeccidn, precede incluso a la aparicién de la fiebre,
la sintesis de las proteinas de la inflamacién y la respuesta de los neutréfilos. La IL-2, que
“in vitro”ha demostrado potenciar la proliferacion maduracion de linfocitos Th1 e IL-4 a los
linfocitos Th2. Tanto IL-2 como IFN-y cuyo efecto principal es inducir la presentacion
antigénica en las APC (Rosenberg, 1989.) Por lo anterior es de gran importancia la
liberacién y la funcion de las interleucinas en el desarrollo de los mecanismos de la
respuesta inmune. Se sabe que IL-2, IL-4 e IFN-y son interleucinas proinflamatorias.

Los estudios que definen la funcion de las diferentes interleucinas contribuyen al progreso

de estas nuevas estrategias en la manipulacién de la respuesta inmune. (Barrett ,1997).

(FIGURA 1)

1.9.1 Interleucina 2 (IL-2).

Es una proteina de un peso aproximado de 15 kDa la cual es producida por los linfocitos
TCD4+ (Th1), es una interleucina moduladora del sistema inmunitario. Induce la
diferenciacion de todos los tipos de subpoblaciones de linfocitos T, principalmente a las
células CD8+ (citotoxicas), activa la proliferacion de linfocitos B. Interviene en la reaccién
inflamatoria estimulando la sintesis de IFN-y, IL-1, TNF-a y TNF-3. La IL-2 es necesaria

para la induccién de la respuesta celular. (Fitting C., 1991) (FIGURA 1)
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(natural killer) los CD8
(citotoxicos)

Figura 1. Representacion esquematica de la implicacion de la liberacion de IL-2 (Munoz C,
Catlet J, Fitting C., 1991 y Maggi E, Parronchi P, Manetti R., 1992)

1.9.2 Interleucina 4 (IL-4).

Es una molécula de naturaleza proteica tiene un peso molecular aproximado de 20 kDa que
es secretada por las células CD4+ (Th2) ayuda a promover la produccion de anticuerpos,
estimulando la proliferacion y maduracion de células B, actia como antiinflamatorio al
bloquear la sintesis de IL-1, TNF-qa, IL-6. Promueve la diferenciacién de linfocitos Th2, la
proliferacion y diferenciacion de linfocitos B y es un potente inhibidor de la apoptosis. La IL-4

es necesaria para la induccion de la respuesta humoral. (Manetti R., 1992). (FIGURA 1)
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INMUNIDAD HUMORAL

Proliferaciony @

maduracién
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Figura 2. Liberacion de I1L-4, las células Th2 promueven la diferenciacion de las células B en
células plasmaticas. (Munoz C, Catlet J, Fitting C., 1991 y Maggi E, Parronchi P, Manett R.,
1992)

1.9.3 Interfer6n gamma (IFN-y).

El interferéon es una proteina de peso molecular aproximado de 25 kDa (dimero) la cual es
producida naturalmente por el sistema inmunitario como respuesta a agentes externos,
tales como virus, bacterias, parasitos y células cancerigenas. Secretado por las células
CD4+ (Th1). Induce inflamacién, su produccion es inducida por IL-2. Impide la replicacion
en células infectadas que aun no han sido destruidas por la accién virica. Activa linfocitos,
NK. El interferén actia en dos niveles: por un lado evita la replicaciéon virica en células
aun sanas y, por otro lado, favorece la destruccion de las células ya infectadas. (Fitting C.,

1991) (FIGURA 1)
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Endotelio

Incrementa
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de células
NK

Tiene actividad antiviral, Induce la expresion de
Detienela division celular, Activacion moleculas de clasel
Detiene la hematopoyesis y clase [IMHC

Figura 3 Liberacion de IFN-  (Munoz C, Carlet J, Fitting C., 1991 y Maggi E, Parronchi P,
Manetti R., 1992)

1.9.4 Hipersensibilidad Tardia (DTH; Delayed Type Hypersensitivity).

También denominadas de tipo IV, tipo tuberculina o eccema. En ellas no interviene ningun
anticuerpo libre, sino linfocitos T sensibilizados que reaccionan con Ag en el tejido atacando
a una célula blanco, liberando Interleucinas y causando la lisis celular. La reaccion mas
tipica es la del eccema por contacto: Otras reacciones producidas por este mecanismo son:
eccema maculo-papuloso, alergias medicamentosas de tipo tardio, fotoalergia y rechazo de
transplantes. Puede haber cuadros clinicos en que aparecen sintomas inmediatos que
luego remiten, seguidos de un segundo acceso al cabo de veinticuatro a treinta y seis horas

(Adams, 1997)
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Inflamacién
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Flg ura 4. Representacion esquemitica de la implicacion de las células Th1 y
Th2 en la respuesta inmune celular y humoral mediante la liberacion de
interleucinas. Mediante la liberacién de IL-2 e IFN-y, las células Th1 activan los
linfocitos Tc y las células NK, mientras que sobre los macréfagos y los PMN
(leucocitos polimorfonucleares) Mediante la liberacion de la 11.-4, las células Th2

promueven la diferenciacion de las células B en células plasmaticas. (Munoz C,
Carlet ], Fitting C., 1991 y Maggi E, Parronchi P, Manetti R., 1992)
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IT Justificacién

Actinobacillus seminis se ha identificado como el agente causal de la epididimitis contagiosa
del borrego (carnero, cordero, oveja), la cual es una enfermedad infecciosa de distribucion
mundial que induce un decremento en la fertilidad y finalmente esterilidad; provocando
severas pérdidas econdmicas. Actualmente el desarrollo de métodos de identificacion,
profilaxis y tratamientos contra los agentes causales de la epididimitis entre los que destaca
A. seminis ha tomado gran relevancia el empleo de antigenos. Conocer los mecanismos
involucrados en la induccion de la respuesta inmune que se activa (Celular, humoral o
ambas) al haber infeccidon por A seminis, nos permitira conocer la patogenia en forma

especifica de este microorganismo.
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I11. Hipdtesis

Si se utiliza una cepa de A. seminis y se inoculan a un grupo de ratones, con la finalidad
de inducir una respuesta inmunitaria, al realizar la medicion de los niveles de
interleucinas como son IL-4, IL-2 e IFN-y, entonces podremos determinar el tipo de

respuesta inmunologica que se activa.
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IV. Objetivos.

4.1 OBJETIVO GENERAL.

Medir en cultivo celular la concentracién de IL-4, IL-2 e IFN-y a partir de bazo de
ratdén, posterior a la inoculacién de células completas de una cepa de Actinobacillus

seminis;, para determinar que tipo de respuesta inmunitaria es inducida.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES.

» Obtencion de célula completa de A. seminis ATCC 15768.

» Realizar el cultivo celular a partir de linfocitos de bazo de ratén de la cepa Balb/c,
previamente inmunizadas con células completa de A.seminis ATCC 15768.

» Cuantificar la concentracion de IL-2, IL-4 e IFN-y, en el sobrenadante del cultivo
celular a las 24, 48, 72, 96 y 120 horas.

» Determinar la prueba DTH (Hipersensibilidad tipo IV “tardia”) en cojinete plantar

de ratén, producida por la célula completa de una cepa A. seminis.
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V. Material y métodos.

5.1 Preparacién de indculo.

Se utilizd la cepa de referencia de A. seminis (ATCC 15768), la cual se mantuvo en placas
con Agar Sangre (10%) y Agar Brucella (DIBCO) + sangre (10%) durante 48 horas a 37° C

a 10 % de CO, (Estufa de CO,, Thermolyne-Modelo 37900).

5.2 Estudio bacteriolégico de A. seminis.

A la cepa de referencia de A. seminis, se le realizaron las siguientes pruebas bioquimica:
citratos, oxidasa, OF (Oxido-Fermentacion), motilidad, nitratos, RM (Rojo de Metilo), TSI
(Triple hierro azucar), VP (Voges—Proskauer), LIA (Agar hierro lisina), Produccién de H,S
Catalasa, dejandose incubar 24 horas a 37° C a 10% de CO,. (Estufa de CO,, Thermolyne).
Se realizaron tinciones para su identificacion como fue la de Gram, Ziehl-Neelsen

modificada.

5.3 Inmunizacién con células completas de A. seminis.

El inoculo se preparo a partir de crecimiento A. seminis en placas con agar sangre
cosechandose a las 48 horas en SSF estéril. La concentracién del inoculo fue de 2x10°

UFC/ml. con una D.O. 0.615 (A= 450 nm).

5.4 Protocolo de inmunizacidn.

Se inmunizaron 25 ratones machos de la cepa Balb/c, de 4 a 5 semanas de edad con
células completas de A. seminis. Antes y después de la inmunizacion se tomo muestra de

sangre y se determino mediante DOT-ELISA la presencia de anticuerpos.
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Cada tres dias se inocularon por via intramuscular (IM), un volumen de 0.2 ml, de células
completas de A.seminis (D.O. 0.615 del inoculo) (A= 450 nm); la cual comparada con el
estandar 0.5 del Nefeléometro de Mac. Farland corresponde a una concentracion

aproximada de 2 x10® UFC/ml.

5.5 Preparacién del cultivo primario de células del bazo de ratén.

Después de cuatro semanas los ratones (inmunizados cada tercer dia), un grupo de 15

ratones fueron sacrificados.

5.5.1 Cultivo celular

Todo el procedimiento se realizo bajo condiciones de esterilidad en campana de flujo
laminar.
A) Se obtuvieron los bazos de los ratones, para eliminar restos de sangre se lavaron
tres veces con solucién balanceada de Hanks (HBSS).
B) Se colocaron en una caja de Petri la cual contenia 10 ml de medio de RPMI 1640
(SIGMA-ALDRICH) con 100 U/ml de penicilina, 100ug de estreptomicina (GIBCO),
y en un pedazo gasa estéril, se envolvieron la cual sirvi6 como tamiz para retener
los restos de tejido.
C) Con la finalidad de disgregar los bazos se maceraron cuidadosamente con el
émbolo de una jeringa estéril
D) La suspensién celular resultante se coloco en un tubo conico estéril de 50 ml se
adicionaron 10 ml de medio RPMI con antibiéticos; se dejo 5 minutos en reposo para

sedimentar los restos de tejidos.
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E) Se decanto el sobrenadante a otro tubo cénico teniendo cuidado de no tomar el
sedimento ya que son restos de tejido, se centrifugo 10 minutos a 10,000 x g a

temperatura ambiente.

F) Se decanto el sobrenadante y el boton celular resultante se resuspendié en 1 ml de
Cloruro de amonio (Merck) a 0.17M, la suspension se mantuvo a una temperatura

de 4°C por cinco minutos para lisar eritrocitos.

G) Después de los cinco minutos la suspension se centrifugo nuevamente 10 minutos a

10,000 x g.

H) Se decanto el sobrenadante y el boton celular se resuspendié con 10 ml de medio

RPMI con antibiéticos; nuevamente se centrifugo 10 minutos a 10,000 x g.

I) Se elimino el sobrenadante y el botén se resuspendié con 10 ml de medio RPMI

con antibiéticos; se centrifugo 10 minutos a 10,000 x g.

J) El botén resultante se resuspendié en medio RPMI con antibiéticos, SFB al 20%

(GIBCO), L-glutamina 200 mM y aminoacidos 0.1 mM.

K) Se tomaron 100 uL de la suspension celular, se mezclaron con 100 uL de azul de

Tripan al 10% se realizo el conteo en la cAmara de Neubauer.

L) Se ajusto la concentracion celulara 5.8 x 10° células/ ml.

M) A 21 pozos por placa de cultivo celular (Marca Nunc de 96 pozos de fondo plano) se

le adiciono 1 ml de la suspension celular. (Se utilizaron 3 placas)
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5.5.2 Inoculacién del cultivo primario con células del bazo del ratén.

A) A 15 pozos de cada una de las placas de cultivo celular (Marca Nunc de 96 pozos
de fondo plano) que contenia 1 ml de suspension celular de bazo de raton a una
concentracion celular de 5.8 x 10° células/ ml; fueron inoculados con 10 ul de una
suspension de (2 x10® UFC/ml) células completas de A. seminis para estimular la

produccion de interleucinas “in vitro”.

B) Como control positivo se utilizaron 6 pozos por placa, los cuales fueron inoculados
con 10 pl de concanavalina A con una concentracion de 5 pg/ml (Sigma Chemical

Co).

C) Para el control negativo se utilizaron 6 pozos por placa, en los cuales unicamente

se utilizaron los sobrenantes del cultivo sin inoculo.

La placa se incubo a 37°C a 5% de CO, (Estufa, Thermolyne-Modelo 37900). Los
sobrenadantes se colectaron a las 0, 24, 48, 72, 96 y 120 horas post-inoculacién y fueron

congelados hasta su uso (4°C).

5.6 Medicién de Interleucinas (IL-2, IFN-y e IL-4).

Para la medicion de las interleucinas se emplearon estuches comerciales (DUOSET Mouse
IFN-y, DUOSET Mouse IL-2 y DUOSET Mouse IL-4) de ELISA Development System (R&D

System).
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Tabla 5 Concentraciones empleadas en la
medicién de Interleucinas

IL-2 IL-4 IFN-y
Anticuerpo de
captura 2ug/ml 4ug/ml 4pg/ml
Anticuerpo
detector 300 ng/mi 200 ng/ml 400 ng/ml
1000 1000 fggg
500 500 500
250 250
125 125 250
Estandar de 62.5 6 5 125
Interleucinas : . 625
31.25 31.25
[pg/ml] 15625 15 625 31.25
' ' 15.625
7.81 7.81 281
3.90625 3.90625 3 96625
1.953 1.953 1 953

Procedimiento.

A) Se depositaron 100 pl/ pozo del anticuerpo de captura a las microplacas (Marca
C.T.L. de 96 pozos de fondo plano).

B) Posteriormente se sellaron las microplacas e incubaron toda la noche a temperatura
ambiente.

C) A las 15 horas se aspiro y lavo cada pozo con amortiguador de lavado (137 mM
NaCl, 2.7 mM KCI, 8.1 mM Na,HPO,, 1.5 mM KH,PO,, filtrado en 0.2 ym) cada
pozo se lleno con 400 pl y se realizo una perfecta remocion del amortiguador.

D) Para el bloqueo de la microplacas se realizo adicionando 300 yl de amortiguador de
bloqueo por pozo e incubando a temperatura ambiente una hora. Se aspiraron y

lavaron.
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E) Para la realizacion de la curva estandar se procedié a realizar por triplicado cada
una de las interleucinas (IL-2, IL-4 e IFN-y) para lo cual se depositaron 100 ul/pozo
del estandar en una microplaca (Marca C.T.L. de 96 pozos de fondo plano).

F) En otra microplaca (Marca C.T.L. de 96 pozos de fondo plano) se realizo por
triplicado la adicion de 100 pl/pozo de los sobrenadantes obtenidos en el cultivo de
bazo ratén que fueron recolectados a las 0, 24, 48, 72, 96 y 120.

G) Las microplacas fueron selladas y se incubaron por dos horas a temperatura
ambiente.

H) Pasado el tiempo de incubacion las microplacas fueron aspiradas y lavadas con
amortiguador de lavado llenando cada pozo con 400 pul, una perfecta remocién del
amortiguador.

I) Posteriormente se adicionaron 100 ul por pozo del anticuerpo detector, se cubrieron
las microplacas y se incubaron dos horas a temperatura ambiente, la solucion se
aspiro y lavo de cada microplaca.

J) Finalmente se adicionaron 100 ul de Streptoavidina-HRP (horse radish peroxidase)
a cada pozo, se cubrieron e incubaron por veinte minutos a temperatura ambiente,
tratando de evitar el contacto con la luz directa, la solucion se aspiro y lavo.

K) Para el revelado se adicionaron 100 pl de solucion de sustrato (H.O, +
tetrametilbencidina) a cada pozo, se incubo veinte minutos a temperatura ambiente.

L) Para detener la reaccion se agregaron 50 ul (H,SO4, 2N) por pozo, se mezclo bien y

se realizo la lectura de las microplacas. (ELISA DYNEX MRX Revelation).
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5.7 Determinacién de Hipersensibilidad tardia (DTH).

A) A otro grupo de diez ratones Balb/c previamente inmunizados con célula completa
de A. seminis, se les inocularon 50 pl de una suspension de la cepa a una
concentracion 2 x10°8 UFC/ml., en el cojinete plantar via intradérmica.

B) Se calculo el aumento porcentual de la induracién a las 24 y 48 horas en
comparacioén con el grosor de la piel en el momento de inocular 50 pl de PBS en el
cojinete del ratéon testigo, todas las mediciones fueron tomadas con vernier

(Chatelain, 1992).
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VI. Resultados.

Todas las bacterias patéogenas en cierto grado contienen estructuras que activan el
sistema inmune generando respuestas ante el estimulo antigénico, lo que ha permitido
conocer los mecanismos que se activan al ingresar al organismo. Al evaluar la produccién
de interleucinas en el cultivo celular de linfocitos T de bazo de raton, que previamente
fueron sensibilizados con células completas de A. seminis (Antigeno), el comportamiento
mostrado en los sobrenadantes recolectados a las. 24, 48, 72, 96 y 120 horas podemos
observar que en el caso de la IL-2 existe una ligera disminucién a las 48 horas: sin
embargo, de las 72 a las 120 horas se mantiene estable (TABLA 6 Y GRAFICA 2), en el caso de la
IL-4 al igual que la IL-2 observamos una respuesta en general homogénea, existiendo
disminucion en la induccién a las 72 y 120 horas (TABLA 6 Y GRAFICA 2); € IFN-y, muestra
concentraciones al inicio niveles bajos a comparacion de las otras interleucinas: sin
embargo, mostré niveles mas altos a las 48 y 120 horas, siendo esta ultima la mas notoria

respuesta producida por las interleucinas evaluadas

Tabla 6 Concentracion de interleucinas obtenidas en la
medicidon del sobrenadante de cultivo celular de bazo de ratén.

-2 | w4 | IFNy
HORAS [pg/mi]
24 25,784 32,2806 6,6256
48 19,7104 | 32,2806 | 41,9587
72 26,3914 | 19,8344 | 11,7122
96 28,0617 | 39,9854 9,5322
120 26,0877 19,538 78,5648
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6.1 Anailisis estad{sticos para interleucinas.

Se realizo un analisis para evaluar la diferencia estadistica entre los valores de
concentracion de interleucinas obtenidas, mediante la prueba de t-student (bilateral o de

dos colas) con un nivel de significancia del 95% (a=0.05) (TABLA 7).

Tabla 7 Andlisis estadistico t-student (bilateral) de l1a mediciéon de
interleucinas obtenidas

IL4 IL-2 IFN-y IL4 IFN-y IL2
2878 | 25207 29.65 2878 2965 | 25.207
8.88 3.19 30.78 8.88 30.78 3.19
5 5 5 5 5 5
p=0.4215 p=0.9518 p=0.7553
t=0.8472 t=0.0624 t=0.3226
0=0.05 (95%) 0=0.05 (95%) 0=0.05 (95%)

La induccion de produccion de IL-2 e IL-4, son muy parecidas teniendo ambas un
comportamiento muy similar iniciando a las 24 horas con una respuesta elevada, teniendo
picos maximos muy parecidos, IL-2 a las 72 horas mientras que IL-4 a las 96 manteniendo
una tendencia muy similar ya que ambas disminuyen a las 120 (GRAFICA 2); el analisis
estadistico muestra un valor de p>0.05,(p=0.4215), lo cual nos sugiere que no existe
diferencia significativa entre los valores obtenidos entre las interleucinas; por lo tanto el
comportamiento es el mismo en ambas. Al comparar IFN-y e IL-4, se observo que la
concentracién al inicio de IFN-y es menor teniendo picos maximos a las 120 horas e IL-4
mantiene niveles por debajo de IFN-y (GRAFICA 2); sin embargo estadisticamente obtenemos
p>0.05, (p=0.4215), lo cual indica que no hay diferencia significativa entre ambos, se

comportan idénticas.
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Comparando IFN-y e IL-2 las concentraciones observadas son muy parecidas a la
mostrada con IL-4, que muestran concentraciones mayores que las de IFN-y, al inicio, las
cuales al final se muestran por arriba de las de IL-2 e IL4, la diferencia estadistica entre

ambas indica una p>0.05,(p=0.7553),n0 existe diferencia significativa entre ellas.

Grafica 1. Estandar de IL-2, IL-4 e INF-y.

A partir de ella se obtuvieron las concentraciones de interleucinas producidas por los linfocitos de
bazo de ratén sensibilizados con células completas de A. seminis en cultivo celular.
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Grafica 2. Induccién de IL-2,1L-4 e INF-yen
células de ratéon Balb/c estimuladas con células
completas de A. samrus
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6.2 Hipersensibilidad tardia (Prueba de DTH).

Otra prueba realizada para evaluar la respuesta inmune inducida por las células completas
de A. seminis fue la reaccion de DTH en el cojinete plantar de ratén previamente

inmunizado con células completas de A. seminis.
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El comportamiento de los datos de grupo testigo se mantuvo igual al inicio de la prueba, a
las 24 y 48 horas respectivamente. Al comparar los valores obtenidos entre el cojinete
testigo y la induracién a las 24 horas, la prueba de t-student nos indica que existe una
diferencia significativa entre ambos valores ya que tenemos un valor de p<0.05 (P=0.0023),
lo cual sugiere que existe un aumento de induracién considerable (TaBLA 7) lo cual podemos
observar en la grafica 3 donde claramente se aprecia la diferencia entre ambos grupos
siendo mayor el valor a las 24 horas posteriores a la prueba. Se compararon
estadisticamente los datos del grupo testigo y los datos a las 48 horas, el analisis con una
p<0.05 (P=0.0001), indica que hay una diferencia significativa entre ambos grupos, este
valor de induracién es el mas importante en la prueba DTH (TABLA 7), en la grafica 3, el valor
a las 48 horas muy parecido al obtenido a las 24 horas, estadisticamente al realizar la
comparacion de ellos se obtuvo un valor de p>0.05 (p=0.7908), lo cual indica que no existe
diferencia significativa entre estos datos, por lo tanto a las 24 y 48 horas el valor de

induracion no se incrementa, ni disminuye(TABLA 7 Y GRAFICA 3),.

6.3 Analisis estadisticos para Prueba de DTH.

Tabla 8 Analisis estadistico t-student (bilateral) de la prueba

DTH
24 48 24 48
TESTIGO | | 10RAS TESTIGO | |10rAsS HORAS | HORAS
2033 | 2508 2.033 2467 2065 | 25207
5 0150 | 0452 5 0.150 0.290 5 3078 | 3.9
n 10 10 n 10 10 n 10 10
p=0.0023 0=0.0001 0=0.7908
t=3.4544 t=4 5062 t=0.2686
=0.05 (95%) 4=0.05 (95%) 4=0.05 (95%)
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Grafica 3. Prueba DTH.
Se puede observar claramente que si existe un
aumento de induracién muy significativo a las 24 y
48 horas, al compararlo con los valores testigo.
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7. Discusidn.

A. seminis y Brucella ovis estan considerados como los principales agentes infecciosos
causantes de la epididimitis es por ello la gran importancia de encontrar alternativas de
diagnostico diferencia entre los géneros microbianos involucrados en cuadros de
epididimitis asi como una oportuna y adecuada deteccién del agente infeccioso. Al
determinar las concentracion de interleucinas producidas por los linfocitos de bazo de ratén
resultados de la tabla 5 se aprecia la produccion de IL-2, IL-4 e IFN-ynos indican una
activacion de células CD4+ (FIGURA 4), estudios recientes en los que han inducido epididimitis
“in vivo”, establecen que A. seminis provoca una respuesta inmune local caracterizada por
la aumentada presencia de linfocitos CD4, CD8, TCR , macrofagos, células
CD45R0O.(Tortora y col., 2007). Existen numerosos estudios de antigenos de Brucella ovis
que demuestran la capacidad de activar una respuesta inmune, los cuales han sido
empleados para encontrar un adecuado inmunoégeno o desarrollar una prueba diagnostica
diferencial (Zhan y col., 1993%; Salas, 2004: Nufiez del Arco y col., 2006). En el caso de
Brucella ovis han sido purificadas y caracterizadas Omp’s con la finalidad de estimular una
respuesta celular (Baldwin y col., 1985). Actualmente se ha medido la induccién de diversas
interleucinas, como son IL-2, IL-4, IL-8, IL-10 por B. ovis (Baldwin y col., 1985), lo cual ha
permitido plantear los mecanismos que sigue esta bacteria, teniendo como resultado una
basta documentacioén de su epidemiologia y patogénesis (Biberstein, 1964; Brown y col.,

1973; Walker, 1986).
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Dentro del mismo género en el que se encuentra A. seminis se encuentran especies de
gran importancia a nivel veterinario como humano que son importantes mencionar ya que
en algunos de ellos se han realizado estudios para evaluar sus mecanismos de
patogenicidad por ejemplo en Actinobacillus actynomicetermcomitans se ha demostrado
experimentalmente la induccién de apoptosis en macréfagos y Linfocitos T (Miyuki, 1997;
Nalbat, 2002), también se ha demostrado que inhibe la produccién de IL-6 e IL-8 en cultivo
de fibroblastos (Ohguchi, 2003), por otra parte se ha comprobado el mecanismo que
permite la adhesion a la placa bacteriana (Miyuki, 1997), actualmente se ha reconocido que
la célula completa es capaz de estimular la produccion de IL4, IL-5 e IL-6 en cultivo de

macréfagos en el modelo murino (Tetsuo, 2004).

En este trabajo se evalu6 la induccidén de Interleucinas a partir de una previa inmunizacién
con células completas de A. seminis, pudimos comprobar la produccion de IL-2, IL-4 e IFN-
v, que es capaz de activar la célula completa de A. seminis. Debido a la gran cantidad de
determinantes antigénicos presentes no se puede plantear en forma especifica cual
componente es capaz de desencadenar la respuesta especificamente, por ello es
importante purificar y caracterizar componentes especificos de A. seminis como se realizo
en recientes estudios en donde se identificé una proteina de membrana externa de 75 KD la
cual resulto especifica de A. seminis y puede ser empleada potencialmente en el
diagnéstico y la profilaxis (Nufiez y col., 2006), reconociéndose su presencia en vesiculas

de membrana externa, las cuales son liberadas al medio por la misma bacteria.
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La induccién de produccién de IL-2, IL-4 e - IFN-y, por los linfocitos de bazo de raton
sensibilizadas con células completas de A. seminis, muestra que esta bacteria despierta
una respuesta inmune humoral debida a la presencia constante de IL-4, por otra parte y
aunque no parece determinante se observa que también existe una respuesta celular, la
cual se caracteriza por una induccion temprana (24 horas) de IL-2 y una posterior (120
horas) de IFN-y. Lo cual sugiere una respuesta inmune combinada Th1/Th2, el analisis
estadistico bilateral t-student con una grado de significancia del 95%, al comparar IL-2 e IL-
4 el valor para p>0.05 (p=0.4215) no existe diferencia significativa entre ambos grupos, asi
que hay activacion de ambas respuestas tanto humoral como celular, al realizar la
comparacion entre IL-2 e IFN-y, obtenemos un valor de p>0.05 (p=0.4553),en donde
tampoco hay diferencia significativa, ello sugiere que existe induccidon de la respuesta
celular ya que estas dos interleucinas son representativas de esta respuesta al ser
producidas por linfocitos (Th1)CD4+; con un valor de p>0.05(p=0.9515) para el analisis
estadistico de los valores de IFN-y e IL-4, nos indica que ambas respuestas son iguales al
no haber diferencia significativa, por lo tanto hay una induccién combinada; la grafica 5 nos
indica que prevalece al final de la prueba la respuesta humoral ya que los valores de IFN-
v se mantienen por arriba de los valores de IL-4 que es una interleucina representativa de la
respuesta humoral pero el analisis estadisticos permite elucidar entre ambos y asi se
sugiere activacion mutua de ambas respuestas. Se ha demostrado en estudios en B .ovis,
en donde se han empleado cultivos de células de bazo de raton inoculados con bacterias
completas muertas o extractos de bacterias, existi6 una induccién de la produccién
exclusivamente de IL-2 (no de IL4 o IFN-y), en contraste cuando se emplearon bacterias

vivas, las cuales produjeron IL-2 e IFN-y pero no IL-4 (Zhan y col., 1995).
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En otros estudios donde se mididé la produccion de interleucinas inducidas resultados
similares estan reportados acerca de la induccién de interleucinas de B. ovis, en dicho
estudio el antigeno HS fue encapsulado dentro de macroparticulas de poli-s-caprolactona
(HS-PEC) indujo altas cantidades de IL-2 y bajas de IL-4, lo que sugiere una respuesta
combinada (Murillo y col.,, 2001). En otros trabajos de B. ovis se ha evaluado el
comportamiento de la produccién de IL-2, IL-4 e IFN-y utilizando fracciones subcelulares de
B. ovis membrana externa (Omp), membrana interna (Imp) y citosol, en donde la fraccion
de Omp induce una rapida y fuerte respuesta de IL-2 a las 24 horas, disminuyendo a las 48,
obteniendo IFN-y una fuerte respuesta después de las 72 horas, una fuerte inducciéon de IL-
4 alas 72 horas, la fraccion Imp muestra una adecuada respuesta de IFN-y a las 24 horas,
iniciando la de IL-2 a las 24 horas, mientras que IL-4 no produce respuesta; la fraccion de
citosol de IFN-y mantiene una adecuada respuesta, IL-2 muy débil e IL-4 no induce. (Salas
y col., 2004). Cuando los linfocitos CD4+ se hallan activados por un antigeno, (células
completas de A. seminis)tienden a diferenciarse en dos subtipos funcionales, denominados
Th1 y Th2, caracterizados por su capacidad para producir un diferente espectro de
interleucinas en respuesta al estimulo antigénico. Los linfocitos Th1 secretan sobre todo IL-
2 e IFN-y las cuales favorecer el desarrollo de linfocitos CD8+ citotoxicos y promover las
reacciones de hipersensibilidad retardada (DTH), (Inmunidad celular), por otra parte los
linfocitos Th2 encargados de liberar interleucinas entre las que destaca IL-4, que estimula la

produccion de anticuerpos (Inmunidad humoral) (Paradowska y col., 2004). (FIGURA 4)
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Los resultados obtenidos en la respuesta de la DTH (Intradermorreaccioén), esta prueba que

busca conocer la inmunidad celular a una sustancia o microorganismo. Lo que observamos

al realizar el analisis estadistico t-student bilateral, un valor de p<0.05 (p=0.0023) al

comparar los datos testigo y la induracion a las 24 horas, indica que si hay una diferencia

significativa por lo cual si hay respuesta inflamatoria; al analizar los valores de testigo y 48

horas una p<0.05 (0.0001) sugiere que hay diferencia significativa, el valor mas importante

es a las 48 horas ya que la inflamacién o induracion pudo deberse a la accién del piquete

en el cojinete plantar por ello se sugiere que si hay una valor de induracién importante ya

que si es por induccién de las células completas de A. seminis ya que un valor de p>0.05

(p=0.7908) indica que no hay diferencia significativa entre las 24 y 48 horas. £sfo contrasta

con la induccién encontrada en IL-2 e IFN-y donde el comportamiento es presuntivamente

una activacion de respuesta inmune celular, lo que refuerza los datos obtenidos en la

mediciéon de interleucinas en el cultivo celular en donde nos indica la induccién de la

respuesta celular.
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VIII. Conclusiones

La cepa de A. seminis ATTCC 15768 fue caracterizada con las pruebas bioquimicas
secundarias, principalmente con la tincién de Stamp, donde se aprecian bacilos de color
azul.

Se trabajaron 2 grupos de ratones el primer grupo de 15 y el otro de 10 ratones de la
cepa Balb/c los cuales fueron inmunizados con células completas de A. seminis por
cuatro semanas previas al sacrificio.

El grupo de 15 ratones se utilizo para el cultivo de linfocitos de bazo de ratén, el
segundo grupo para la prueba de DTH.

La cuantificacion de la produccion de interleucinas por parte de los linfocitos de bazo de
raton sensibilizados con células completas de A. seminis es una respuesta inmune
combinada Th1 como Th2 (Celular y humoral), lo cual abre una nueva linea de
investigacion en donde se pueda purificar y caracterizar componentes de A. seminis,
evaluar en forma especifica la induccién de cada una de las respuesta.

La prueba DTH indica que la induracién observada en el cojinete plantar de raton
sensibilizado con células completas de A. seminis fue debido a la presencia de las
mismas ya que hay una diferencia estadistica significativa entre los valores de testigo, a
las 24 y 48 horas respectivamente, hay una induccién de la respuesta celular, ello
refuerza el valor obtenido al medir IL-2 e IFN-y en el cultivo celular

Se requieren estudios posteriores que permitan evaluar otras interleucinas como IL-1,
IL-5, IL-6, IL-8, IL-10 que permitan un panorama mas especifico y asi comprobar cual
es la respuesta que se activa primero si la humoral o la celular, y asi encontrar métodos

terapéuticos y de profilaxis para el manejo de animales infectados con epididimitis.
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