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RESUMEN

Brucella ovis (B. ovis) es el agente etiologico de la “epididimitis del carnero”,
enfermedad de distribucion mundial que provoca pérdidas economicas importantes en la
produccion ovina, debido a una baja en la fertilidad por la epididimitis y orquitis que induce
en los carneros y a esporadicos abortos en ovejas.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar en el tiempo, mediante la prueba de
inmunodifusion doble en gel de agar (ID), dos antigenos obtenidos por extraccion salina
caliente de B. ovis elaborados de dos cepas diferentes, uno de la cepa estandar 63/290 vy el
otro de la cepa chilena Til Til. Ambos antigenos fueron enfrentados a los sueros de dos
carneros, cada uno inoculado experimentalmente con una de las cepas, ademas estos dos
antigenos fueron reaccionantes positivos con el suero control positivo. Se compard la
reactividad de cada antigeno frente a los sueros tanto homdlogos como heter6logos.

Se utilizaron 54 sueros de cada carnero infectado, obtenidos sistematicamente durante un
periodo de 420 dias de observacion.

Los sueros del carnero inoculado con la cepa Til Til, enfrentados a su antigeno
heter6logo Ag. 63/290, presentaron un mayor porcentaje de positividad (65%) que con el
Ag. homologo TilTil (25%). La positividad detectada por el Ag 63/290 se mantuvo por un
periodo continuo de 23 semanas mientras que con el Ag TilTil fue de solo 9 semanas y con
un alto numero de sueros sospechosos. La positividad de los sueros del carnero inoculado
con cepa Til Til no se mantuvo hasta el final de la experiencia.

Los sueros del carnero inoculado con la cepa 63/290 no presentaron reactividad con
ninguno de los dos antigenos.

El anélisis del contenido proteico de cada antigeno fue de 1,4 y 1,1 mg/mi
para Ag Til Til y 63/290 respectivamente.

Palabras claves: Brucella ovis, epididimitis carnero, inmunodifusion, antigeno homélogo,

antigeno heterologo.



SUMMARY

Brucella ovis is the etiological agent of “rams epididymitis”, a disease of worlwide
distribution, that causes economical losses on ovine livestock, due to a fall on fertility by the

epididymitis and orchitis produced on rams and due to the sporadic abortions on ewes.

The aim of this research was to evaluate sera collected across several weeks, through
the agar gel immunodiffusion (AGID) test, two different antigens of B. ovis obtained by the
hot saline method (HS), prepared from two different strains, one of the standar strain 63/290
and the other from the chilean strain Til Til. Both antigens were faced to two ram sera each
of them exprimentally inoculated with one of the strains. The reactivity of each antigen was
compared with both homologous and heterologous sera.

Fifty four sera of each infected ram were used. These sera were systematically
obteined during an observation period of 420 days.

The sera of the inoculated ram with the Til Til strain, faced to his heterologous
AQ.63/290, showed a greater percentage of positiveness (65%) than with the homologous
Ag. Til Til (25%). The positiveness detected by the Ag. 63/290 remained through a
continual period of 23 weeks; while with Ag.Til Til it was only for 9 weeks and with a high

number of suspicious sera.

The sera of the ram inoculated with strain 63/290 did not show reactivity with none
of the antigens.

The positiveness of sera of the ram inoculated with strain Til Til did not remain until
the end of the experiment.

The analysis of the proteinic content of each antigen was 1,4 and 1,1 mg/ml for Ag
Til Til and 63/290 respectively.

Key words: Brucella ovis, ram epididymitis, immunodiffusion, homologous antigen,

heterologous antigen.



1. INTRODUCCION

En Chile los sistemas de produccion utilizados en rebafios ovinos son en su mayoria
extensivos, caracterizdndose por depender casi en forma exclusiva del recurso de praderas
naturales existentes. El uso de concentrados y forrajes conservados es poco frecuente, todo
lo cual estd muy relacionado con la alta capacidad de adaptacion a diversas condiciones

ambientales que poseen estos animales.

La masa ovina nacional, que alcanza a 3.695.062 cabezas (INE, 2000), se concentra
principalmente en la X1y XII regiones, donde se encuentra el 61% del total nacional, con un
claro predominio de la raza Corriedale; el resto de la masa ovina se encuentra entre la IV y
X regiones, siendo en su mayoria rebafios medianos a pequefios constituidos principalmente
por las razas Merino Precoz, Suffolk Down, Hampshire Down y Romney Marsh (Garcia,
1998).

Un 76.6% del total nacional de los ovinos se encuentra en manos de pequefios y
medianos productores los que, por lo general, poseen limitados recursos econdémicos,
siendo, por lo tanto, esta actividad una importante fuente de trabajo y subsistencia. Por otro
lado existe un grupo de grandes productores, en su mayoria de la Region de Magallanes, que
han sido capaces de exportar lana y carne principalmente a Latinoamérica y mercados aun

mas exigentes como la Comunidad Europea.

Frente a este escenario nacional y para mejorar la productividad, especialmente de
los sectores marginales, surge la necesidad basica de tener una sanidad animal adecuada que
nos permita competir en mercados mas exigentes; es por esto que el control y erradicacion
de ciertas patologias infecciosas hace necesario tener programas que incluyan métodos

diagnosticos adecuados y eficaces.

Dentro de las enfermedades infectocontagiosas de distribucion mundial y presentes
en Chile, que provocan un detrimento importante en la produccion ovina, se encuentra la
“epididimitis del carnero” cuyo agente etiologico es la bacteria Brucella ovis (B. ovis). Esta

patologia se caracteriza por producir una menor fertilidad en machos debido a la



epididimitis y orquitis que provoca y en el caso de las hembras, inducir ocasionalmente

abortos y mortalidad perinatal.

B. ovis infecta en forma exclusiva a los ovinos, situacion que la diferencia de otras
especies de Brucella, las cuales pueden afectar a varias especies productivas, ademas B. ovis
no es zoondatica.

En los paises productores de ovinos el control de la enfermedad se basa en la
eliminacién de los machos con diagnostico bacteriolégico y/o seroldgico positivo, junto a la
vacunacion en lugares de alta prevalencia, aunque sobre esto Gltimo no hay un consenso del

mejor inmundgeno a aplicar.

En Chile el control se basa en el examen clinico de los machos previo a la temporada
de encaste, eliminandose los que presentan alteraciones testiculares o epididimarias, ademas,
se realizan pruebas seroldgicas de laboratorio como la inmunodifusion doble en gel de agar,
fijacion del complemento y la prueba de ELISA. Estas técnicas utilizan antigenos solubles
obtenidos a partir de B.ovis. La Oficina Internacional de Epizootias (OIE) recomienda el uso
de la cepa estandar REO 198 e idealmente, la incorporacién de distintos biotipos segun el
pais.

De las técnicas seroldgicas utilizadas a nivel nacional, ninguna ha sido validada
hasta la fecha. La aplicacién de vacunas, por otra parte, ha sido s6lo experimental y no como

medida de manejo general.

La connotacion negativa de la enfermedad sobre parametros reproductivos y
productivos, motiva la busqueda de los mejores métodos diagndsticos y por lo tanto, de los
mejores antigenos que son la base para la eliminacion de reproductores infectados, a pesar

de no existir un programa oficial de control nacional.

Resulta interesante y necesario determinar en relacion al diagnéstico, si es mejor
utilizar un antigeno elaborado a partir de una cepa estandar cuyo biotipo no este
necesariamente presente en el pais o un antigeno elaborado a partir de una cepa presente en

el territorio nacional.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

Las bacterias del género Brucella son pequefios cocobacilos Gram negativos que no
forman esporas ni cadenas y pueden permanecer viables sobre cuatro meses en orina, leche
y suelos humedos; pero, son sensibles a las temperaturas de pasteurizacion y a los

desinfectantes comunes como cloro, fenol y formol (Meyer, 1990).

Son parésitos intracelulares facultativos, que presentan una mayor predileccion por el
tejido reproductivo y células del sistema monocito-macréfago. En la actualidad se han
reconocido las especies Brucella abortus, Brucella melitensis, Brucella suis, Brucella ovis,
Brucella canis, Brucella neotomae (Carter et al., 1995) y las méas recientemente descritas
Brucella cetaceae y Brucella pinnipediae, aisladas a partir de especies de mamiferos
marinos (Cloekcart et al., 2001).

Brucella ovis (B. ovis) es el agente etiolégico de una enfermedad de transmision
sexual, clinica o subclinica, que afecta a los ovinos y es conocida como “Epididimitis del
carnero”. Se caracteriza por producir lesiones en los genitales de los machos y disminuir su
fertilidad; en las hembras, en menor frecuencia, produce un incremento de la mortalidad
perinatal y abortos debido a la placentitis que ocasiona. La enfermedad se distribuye
mundialmente provocando un impacto econdémico negativo, especialmente en aquellos
paises donde la produccion ovina es una actividad importante. En estos paises la explotacion
ovina se ve afectada por bajos indices reproductivos, abortos, fallecimiento de corderos
prematuros, un alto nimero de carneros descartados anualmente con un acortamiento de su
vida reproductiva; todo esto trae como consecuencia una disminucion en la produccion de

carne y lana por hectarea (Estein,1999).

El efecto de la enfermedad sobre la fertilidad del carnero puede influir en el nimero
de machos necesarios en un rebafo, siendo el indice carnero por oveja significativamente
menor en los rebafios libres de B. ovis. Se describe también que el porcentaje de corderos se
puede reducir en un 30% en rebafios recién infectados, cifra que baja a 15-20% en rebafios

donde la infeccién es endémica (Radostits et al., 1999).



La patologia ha sido reportada en numerosos paises como Argentina, Australia,
Brasil, Canada, Chile, Espafia, México, Nueva Zelanda, Perd, Rumania, Rusia, Uruguay,
E.E.U.U, Africa y numerosos paises de la Unién Europea. Su existencia se considera

probable en la mayoria de los paises productores de ovinos (OIE, 2004).

En Chile B. ovis fue aislada por primera vez en 1968 por Alegria et al, a partir de
carneros de la zona central y en 1971 en la zona sur del pais (Tamayo et al., 1989).
Posteriormente se ha diagnosticado en otras regiones, sefialandose en estudios parciales y
locales prevalencias entre 5y 17% (Pinto D’Aguiar et al., 1986). Un estudio realizado por la
Universidad Austral el afio 1990 a pequefios predios de la X Region revel6 que de 719
sueros ovinos analizados hubo un porcentaje de positividad que fluctué entre 8,3 y 2,8%
para las pruebas de ELISA e ID respectivamente (Rojas et al.,1990). En otro estudio, de
Sanchez et al (2006), se comunicé una prevalencia de 26,36% en un total de 2212 muestras
de ovinos, principalmente carneros de Magallanes, que se recibieron entre 1995 y 2002 en el
Servicio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile. Actualmente, en relacion con la situacion sanitaria de Chile, en el afio
2004 el Servicio Agricola Ganadero ha informado la presencia de la enfermedad, limitada a

ciertas regiones no especificadas (SAG, 2004).

B. ovis, al igual que B. canis, originan naturalmente sélo colonias en fase rugosa (R),
no presentando el fendmeno de disociacion de colonias, diferenciandose asi de las “brucelas
clasicas” (B. mellitensis, B. abortus, B. suis) que forman colonias lisas (S) o rugosas. Las
brucelas en fase rugosa carecen de polisacarido-O o cadena O en la estructura de su
membrana celular externa; este polisacarido posee la mayor cantidad de epitopos

antigénicos del lipopolisacarido liso (LPS-S) (Blasco, 1990).

En relacién con la estructura antigénica de B. ovis, se sabe que presenta una
envoltura celular trilaminar, compuesta por una membrana interna o citoplasmatica, un
espacio periplasmico rico en proteinas solubles y proteoglicanos y finalmente una
membrana externa en la que se encuentran los dos grupos de antigenos mayores, el

lipopolisacarido rugoso (LPS-R) y las proteinas de membrana externa; ambos presentan



epitopos accesibles para los anticuerpos (Bowden et al., 1995).El LPS-R es una molécula
compleja de bajo peso molecular, constituida por el lipido A y un ndcleo o core compuesto
por oligosacaridos de glucosa, manosa y el 2-ceto, 3-desoxioctonato (KDO), este ultimo se
encuentra en mayor proporcion en B. ovis con respecto del resto de las especies de Brucella
(Afzal et al.,1984). Aunque en el lipido A y en el core existen epitopos que son compartidos

con otras brucelas, también hay epitopos especificos para B. ovis (Estein, 1999).

La membrana externa contiene dos grupos de proteinas que se clasificaron en los afios
ochenta en mayores y menores segun su abundancia relativa, denominadas también como
grupos 2 y 3. Las proteinas del grupo 2 poseian una masa molecular entre 36-38 KDa.,
mientras que las del grupo 3 se encontraban entre 31-34 y 25-27 KDa. Los genes que
codifican a las proteinas del grupo 2 fueron identificados a fines de los afios ochenta siendo
Ilamados OMP 2a y OMP 2b. A principios de los afios noventa se identificaron dos genes
que codifican para las proteinas del grupo3, se les denomind: OMP 25 y OMP31. El uso de
tecnologia molecular avanzada ha permitido demostrar que las proteinas externas de
membrana son poco relevantes en términos antigénicos para las brucellas lisas, mostrando
una muy baja y casi nula protectividad en modelos murinos; sin embargo, en el caso de la B.
ovis las proteinas externas de membrana especificamente las del grupo 3 han resultado ser
antigenos inmunodominantes en el caso de las infecciones experimentales en carneros y
ratones. Como B. ovis carece de cadena O, las proteinas de la superficie de la membrana
externa quedan mas expuestas y accesibles a los anticuerpos. Por este motivo el extracto
salino-caliente (HS), que corresponde a un complejo molecular compuesto por LPS-R y
proteinas externas de membrana, ha mostrado tener un rol protector frente a infecciones
experimentales tanto en ovinos como en ratones (Cloekcart, 2002). Incluso se ha demostrado
que al extraer el LPS-R del extracto salino-caliente éste Gltimo conservaria una actividad

protectiva (Jiménez de Bagues et al., 1994).

El interés en estas proteinas de membrana radica, principalmente, en su potencial uso
como antigenos ya sea para el desarrollo de nuevas vacunas o para mejorar el diagnostico de

la enfermedad.



Recientemente se han demostrado diferencias entre cepas de referencia de B. ovis
como Re0198 y 63/290 y cepas de campo, diferenciandose a través de Reaccién en cadena
de la polimerasa y técnica de polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion
(PCR-RFLP). Se describe ademas que los genes Omp2 de porinas (proteinas del grupo 2),
serian especialmente divergentes entre cepas de campo y cepas estandares. Todo esto indica
que podrian existir diferencias antigénicas importantes entre cepas de B. ovis, lo que sin
duda podria influir en un diagndstico mas acucioso de la enfermedad (Cloeckart et al.,
1996).

2.1 EPIDEMIOLOGIA

Se ha descrito que B. ovis se transmite exclusivamente a la especie ovina en forma
natural y no se ha reportado la infeccion en el hombre (Blasco, 1990; Estein, 1999).

La mayoria de los autores concuerda en que el macho juega un papel preponderante
en la distribucion de la brucelosis ovina, siendo mas susceptible a la infeccion que la
hembra; ésta no juega un rol epidemioldgico importante al ser mas resistente a la infeccién
que el macho, a diferencia de lo ocurrido en otras brucelosis en que la hembra tiene un rol
epidemioldgico méas importante (Pinochet et al, 1981; Estein, 1999). Se ha descrito que el
carnero al ser la principal fuente de infeccidon, perpetia la enfermedad dentro del rebafio; la
mayoria de los carneros infectados eliminan la bacteria en el semen, en forma intermitente
provocando el contagio de otros machos a través de la monta, la convivencia o los lamidos
(Pinochet et al., 1981; Radostits et al., 1999).

Sin embargo, algunos investigadores describen que B. ovis causa una infeccién
mamaria persistente en algunas hembras, prolongandose incluso por mas de dos lactancias;
éstas hembras podrian jugar un rol epidemiolégico importante en la mantencion de la
enfermedad en el rebafio ya que usualmente los machos son los eliminados si se sigue un
programa de control habitual (Grill6 et al., 1999). En estos casos la bacteria se localizaria en
la placenta, secreciones vaginales y leche (Radostits et al., 1999).

La transmision natural de la enfermedad se produce a través de distintas formas:

e Infeccion sexual o venérea pasiva: esta ocurre a partir de ovejas cubiertas por
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carneros infectados que, posteriormente, son montadas por otros carneros sanos
que podrian, a su vez, contraer la infeccion.

e Infeccion entre carneros: esta ocurre en forma directa a través de la monta,
ingresando la bacteria (que se encuentra presente en el semen) a través de la
mucosa rectal. Sin embargo, muchas de las infecciones se transmitirian por la
ruta oral, debido a lamidos en las zonas genitales como acto de sumisién de los

carneros no dominantes (OIE, 2004).

La bacteria es capaz de sobrevivir en el ambiente durante varios meses; sin embargo,
la transmision a través de vectores pasivos 0 mecanicos no posee una importancia practica.
Los corderos nacidos de hembras infectadas y que consumen leche con la bacteria no se
infectan de modo persistente (Radostits, et al 1999). Grill6 et al. (1999) describen que en un
estudio realizado con hembras prefiadas, infectadas experimentalmente, solo el 60% de las
hembras elimino la bacteria en la leche durante la lactancia y que todos los corderos hijos de
esas hembras, sometidos a pruebas seroldgicas entre los 13 a 15 meses de edad resultaron

negativos.

Muchos autores sugieren que existe cierta resistencia de la raza Merino a la
enfermedad, siendo las razas Inglesas las mas susceptibles (Blasco, 1990).
La infeccion ha sido demostrada en carneros de cuatro meses de edad, sugiriendo que los
animales puberes son susceptibles a B. ovis, sin embargo como la ruta de infeccion mas
importante es la sexual los animales adultos tienen mayor tendencia a estar naturalmente
infectados. Mas aun se ha observado que la incidencia de lesiones testiculares y de
brucelosis aumenta con la edad y con la experiencia sexual. En condiciones naturales la
transmision entre carneros se produce durante la época de encaste, aunque también puede
ocurrir fuera de la época reproductiva cuando los carneros se encuentran agrupados debido a

las conductas homosexuales y de sumisién (Blasco, 1990).

Cuando el numero de carneros infectados en el rebafio es mayor al 10%, la fertilidad
disminuye considerablemente afectdndose los parametros reproductivos (Radostist et al.,
1999).



Las hembras encastadas por machos infectados raramente desarrollan la enfermedad
que las lleve a abortar o al nacimiento de corderos muertos o debiles. Algo muy similar a
esto se describe al infectar experimentalmente hembras prefiadas (Grill6 et al., 1999). Es
muy infrecuente ademas que la infeccién en la hembra continte a la siguiente paricion o
encaste (Radostits et al., 1999).

En una experiencia con hembras infectadas experimentalmente, aquellas que lo
fueron antes del encaste y al final de la gestacion, no manifestaron abortos; solo presentaron
abortos las hembras que fueron infectadas durante la primera mitad de la gestacion (Blasco,
1990).

Experimentalmente se puede lograr la infeccion de carneros por diversas rutas; oral,
intravenosa, intra testicular, conjuntival, intra prepucial, subcutanea, intra nasal, intra rectal
y a través de lesiones cutaneas. Aunque los mejores resultados se obtienen por las vias
conjuntival y prepucial, se recomiendan dosis de 5 X 10° a 10° unidades formadoras de
colonia (cfu) para alcanzar tasas cercanas al 100% de infeccion (Radostits et al., 1999).

La OIE (2004) informa que tanto bovinos, como caprinos, y ciervos han demostrado
ser susceptibles a la infeccidon experimental; sin embargo, la infeccion natural sélo se habria

reportado en ciervos ademas de en ovinos.

Ridler et al. describen, en el afio 2000, que la infeccion en Nueva Zelanda se habria
transmitido desde carneros positivos a ciervos rojos negativos y que éstos a su vez fueron
capaces de contagiarse entre ellos a través del contacto directo. Posteriormente, el afio 2001,
Ridler demostr6 que la calidad del semen de los ciervos también se afectaba por B. ovis,
encontrando un alto nimero de leucocitos, una baja motilidad espermaética y alteraciones en

la cabeza del espermio (Ridler, 2001).

El afio 2005 Ridler et al. realizaron otro estudio en Nueva Zelanda, con diez
aislamientos de ovinos y dos de ciervos rojos. Utilizando la técnica de electroforesis de
campos pulsados (PFGE) y las enzimas de restriccion Xbal y Swal encontraron que diez de

los aislados correspondian a la misma cepa porque compartian bandas idénticas, mientras
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que los otros dos aislados difirieron en seis bandas, determinandose asi que estas ultimas
correspondian a una cepa diferente de B. ovis; ambas cepas recién diferenciadas estaban
presentes tanto en ovino como en ciervo determinandose, también, que no habria una cepa

especie especifica que afecte a los ciervos (Ridler et al., 2005).

2.2 PATOGENIA

La bacteria ingresa al hospedero susceptible atravesando la mucosa, ya sea rectal,
vaginal peneana u oral, llegando luego a los linfonodos regionales a través de aferentes
linfaticos. Posteriormente algunos microorganismos pueden llegar a la sangre causando una
bacteremia. En esta etapa el animal puede cursar con fiebre, apatia y aumento de la
frecuencia respiratoria. Bajo condiciones experimentales se ha visto que la bacteria
permanece confinada en los ganglios méas cercanos al sitio de entrada por cerca de 2 a 3
semanas. Se ha podido aislar la bacteria de animales inoculados experimentalmente a partir
de higado, rifiones, bazo, linfonodos submaxilares, preescapulares, precrurales,
retrofaringeos, glandulas sexuales accesorias y epididimo. Sin embargo, las manifestaciones
generales mencionadas no son caracteristicas de la infeccion natural, ya que en ésta las
manifestaciones clinicas son debido a la inflamacion del epididimo, vesiculas seminales, y

glandulas bulbo uretrales, 6rganos blanco del microorganismo (Kimberling, 1988).

La localizacion final de la bacteria en el epididimo produce una serie de cambios a
nivel de éste: edema perivascular, infiltracion y acumulo de linfocitos, monocitos y
neutrofilos en el tejido peritubular, acumulacion de fluido en el intersticio, e hiperplasia de
las células del ducto; finalmente debido a todo esto se produce una destruccion del epitelio
con la consiguiente extravasacion espermatica hacia el intersticio, produciéndose una
reaccion inflamatoria e inmunitaria, mas frecuentemente en la zona de la cola del epididimo
y de forma unilateral. Se forman granulomas y finalmente se puede llegar a una atrofia
testicular debido a la completa oclusion del ducto epididimal que provoca finalmente la
degeneracion de los tabulos seminiferos (Kimberling, 1988; Blasco, 1990). La calidad del
semen varia en namero, motilidad y morfologia de los espermatozoides; se describen

anormalidades en la cabeza y el acrosoma, ademas se encuentran leucocitos y brucelas.

11



Todo esto lleva a una disminucion de la fecundidad, pudiendo incluso llegar a la completa

esterilidad cuando se produce atrofia testicular (Orellana 1982).

En las ovejas el principal efecto de la infeccion es una placentitis que interfiere con
la nutricion del feto y que puede causar su muerte; pero, mas frecuente que el aborto es el
hecho que los corderos lleguen a término pero con un bajo peso al nacimiento y escasa
viabilidad (Kimberling, 1988; Radostits et al., 1999; OIE, 2004). Los casos de aborto
suelen ocurrir en el dltimo tercio de la gestacion, encontrandose que la superficie
membranosa entre los placentomas contiene gruesas placas de exudado purulento de un
color blanco-amarillento; este exudado contiene bacterias, macrofagos, neutrofilos y células
epiteliales descamadas. Los cotiledones se desprenden facilmente de las carunculas
pudiendo presentar distintos grados de necrosis y el corioalantoides, en los casos mas
severos, se encuentra mas delgado, con edema del tejido intersticial y fibrosis. También son
comunes las lesiones a nivel de los vasos de la placenta. No se reconocen lesiones

patognomonicas para la infeccion por B. ovis (Blasco, 1990).

2.3 CONTROL

La manera méas simple de disminuir la incidencia de la infeccién es eliminando a los
machos que presentan alteraciones testiculares a la palpacion; aunque este método
disminuye los niveles de incidencia, no sirve para eliminar la enfermedad completamente
del rebafio. Los métodos seroldgicos son los mas adecuados para detectar a los animales
infectados (Blasco, 1990; Radostits et al., 1999).

El control se orienta a la identificacion y eliminacion de los animales seropositivos
y/o con epididimitis clinica evitando, ademas, el ingreso de machos infectados. Por otro lado
también es importante separar a los corderos virgenes de los machos adultos potencialmente
infectados (Kimberling, 1988).

En teoria se recomienda realizar las pruebas serologicas durante el periodo de baja

actividad sexual, identificar asi a los animales positivos y repetir este procedimiento a los 45
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a 60 dias después hasta que el rebafio se encuentre libre de la infeccion.
Idealmente se deberia situar a los animales libres sanos en un ambiente limpio,
repetir anualmente las pruebas serologicas y el examen clinico para monitorear el estado

sanitario del rebafio (Kimberling, 1988).

La vacunacion es el método més practico y econémico para controlar la enfermedad,
especialmente en lugares con alta prevalencia ya que la erradicacién por medio de pruebas
serologicas y eliminacion de animales positivos se vuelve impracticable especialmente en el

caso de rebarios grandes (Blasco, 1990).

Existen numerosas vacunas en uso, pero ninguna de ellas es completamente eficaz
(Radostits et al, 1999). La OIE describe la vacuna viva atenuada de B. melitensis cepa Rev.
1 como la mas eficaz y adecuada, siendo necesaria una dosis (10ufc) por via subcutanea o
conjuntival entre los 3-5 meses de edad. Sin embargo, esta presenta ciertas desventajas,
como no estar permitida en paises libres de Brucella melitensis y ademas, ser una cepa
patdgena para el hombre. Por otro lado, la respuesta seroldgica a esta vacuna interfiere con
el diagndstico seroldgico de B. melitensis, bacteria que también afecta al ovino (Mufioz et
al., 2005).

Radostitis et al. (1999) informan que vacunas como B. abortus RB51 han
demostrado no proteger totalmente a los carneros frente a la infeccion experimental con B.
ovis. Los mismos autores sefialan que el uso de vacunas de B. ovis inactivadas, incluso con
adyuvantes, serian poco eficaces; sin embargo, esto se contrapone a lo informado por
Pinochet et al (1987) quienes no obtuvieron aislamiento bacteriano de la cepa desafio en 12
carneros vacunados previamente con la bacterina de cepa rugosa de B. abortus 45/20-
adyuvante oleoso, a diferencia del grupo no vacunado donde se aislaron en 6 de 13,
logrando asi un recurso de valor practico en rebafios de alta prevalencia. La vacunacion hizo
reaccionantes positivos a la ID a todos los animales vacunados. Estudios mas recientes
sefialan que el empleo de componentes estructurales de la pared celular de B. ovis son
mejores antigenos para inducir una respuesta humoral deseable (Gamazo et al., 1989; Riezu-
Boj et al., 1990).
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Actualmente la busqueda de nuevas opciones de vacunas para prevenir la
enfermedad ha llevado a probar componentes de la membrana externa celular, obtenidos
mediante extraccion salina caliente, unidos a microparticulas de poly-e-caprolactone (PEC);
esta vacuna mostré conferir una proteccion similar a la de referencia Rev. 1. Las
microparticulas encapsulan al complejo HS y a traves de complejos procesos se logran
obtener particulas suaves y esféricas de tamafio entre 1-3 micrones; particulas de mayor
tamafio no serian tomadas por las células presentadoras de antigeno del sistema inmune
(Murillo et al., 2002; Mufoz et al., 2005).

2.4 DIAGNOSTICO

Existen diversos y numerosos metodos para el diagnostico de la infeccion por B.
ovis.
Examen Clinico: éste consiste en la palpacion simultanea de ambos testiculos y epididimos
encontrandose, en los animales afectados, las tlnicas escrotales engrosadas y endurecidas,
pudiendo incluso desaparecer el surco entre testiculos y epididimos. Sin embargo, muchos
carneros infectados no presentan lesiones palpables o éstas pueden deberse a otros agentes
como Corynebacterium pseudotuberculosis (ovis), Staphylococcus y Streptococcus
(Pinochet et al., 1981) Actinobacillus seminis, Histophilus spp, Haemophilus ovis, B.
mellitensis y Chlammydia psitacci. Solo el 50% de los animales infectados con B. ovis
presenta epididimitis, no siendo por consiguiente este método lo suficientemente especifico
para el diagnostico (OIE, 2004). Adicionalmente, los animales infectados que presentan
alteraciones testiculares palpables pueden volver a la normalidad en pocas semanas, aunque
un examen histolégico muestra en estos casos lesiones en epididimo y glandulas sexuales

accesorias (Blasco, 1990).

Cabe mencionar, ademés, que un alto numero de las lesiones epididimarias en

carneros son debido a traumas (OIE, 2004).

La confirmacion de la enfermedad en el laboratorio puede realizarse a través de

métodos directos (aislamiento de B. ovis a partir de muestras de semen, tejidos, leche, o
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descargas vaginales) o indirectos (pruebas serologicas). El cultivo y aislamiento bacteriano
es descrito como el mejor método directo.

Cultivo de semen: obtenido por electroeyaculacion, se realiza sobre medios especiales,
ademas, el semen es examinado microscopicamente para determinar la existencia de
anormalidades en la motilidad de los espermatozoides o defectos de tipo morfoldgico;
desprendimiento de cabeza y vacuolizacion del acrosoma. La tincion Giemsa permite
determinar la presencia de células inflamatorias, aunque el hallazgo de las mismas no es un

signo patognomonico de la enfermedad.

La muestra de semen se colorea con tinciébn Stamp y ante la presencia de
microorganismos sospechosos, la muestra se siembra en medio selectivo y se incuba en una
atmosfera de 5 a 10% de CO2, debiendo ser examinada durante diez dias antes de dar un
cultivo por negativo (Blasco, 1990). Los medios de cultivo deben enriquecerse con suero

bovino o equino (Estein, 1999).

La gran desventaja de este método de diagndstico es que la eliminacion de brucelas
en el semen puede ser intermitente. Ademas, los cultivos son especialmente complejos en el
caso de B. ovis. Por otra parte es un método que resulta poco practico si se debe aplicar a un

alto nimero de muestras.

Meétodos seroldgicos: Los anticuerpos involucrados en las pruebas son de la clase 1gG. Las
pruebas mas eficientes y usadas actualmente para el control de la enfermedad son Fijacién
del Complemento (FC), Inmunodifusion doble en Gel de Agar (ID) y ELISA (OIE, 2004).
La OIE y la Union Europea reconocen a la FC como prueba internacional para el
diagnostico; sin embargo ha sido demostrado que la ID posee similar sensibilidad y es méas
simple de realizar (OIE, 2004). Por otro lado numerosos estudios han demostrado que la
prueba de ELISA es mas sensible y especifica que la FC e ID, aunque ain no ha sido
estandarizada. La FC presenta desventajas tales como la ocurrencia de anti-
complementariedad y hemdlisis de los sueros; ademas, requiere del uso de agentes altamente
labiles (Lépez et al., 2005).
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La ID se caracteriza por ser sencilla, de facil interpretacion y de bajo costo; sin
embargo, es una prueba cualitativa y de menor sensibilidad que la técnica de ELISA. Una

combinacion de ambas daria resultados mas certeros en términos de sensibilidad.

Recientemente se han realizado trabajos que analizan el uso de ELISA para
determinar la presencia de anticuerpos en muestras de leche ovina, utilizando antigenos de
B.ovis y de B. canis. Las muestras de leche son mas faciles de extraer, trasladar y manejar

que los sueros sanguineos (Lopez et al., 2005).

El antigeno méas empleado de B. ovis es el obtenido a partir de la extraccion en
salina caliente, rico en LPS-R y en proteinas principalmente del grupo 3 de la membrana
externa (OIE, 2004). Ademas se describe otro método para la obtencion de un antigeno rico
en LPS-R y con una muy baja cantidad de proteinas; éste utiliza una mezcla de petréleo, éter
y fenol para realizar la extraccion del LPS-R (Galanos et al., 1969). La OIE recomienda
como fuente de antigeno usar la cepa B. ovis REO 198, independiente de CO, y sugiere

ademas el uso de varios biotipos de B. ovis para la fabricacion de antigenos.
La comparacion de una técnica diagndstica seroldgica, como ID, con antigenos

obtenidos de diferentes cepas de B. ovis, permitiria sefialar cual antigeno seria mas sensible,

permitiendo asi una mejor deteccion de la infeccion.
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3. HIPOTESIS

Se espera que al enfrentar en la prueba de ID sueros de carneros infectados con dos cepas
diferentes de B. ovis exista una mayor seroreactividad al utilizar el antigeno homologo, es

decir el preparado a partir de la misma cepa de inoculacion.

4. OBJETIVO GENERAL

Contribuir al diagnostico seroldgico de la epididimitis del carnero, a través de prueba de ID,

comparando diferentes antigenos de B. ovis.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener un antigeno polisacarido-proteico a partir de la cepa estandar B. ovis 63/290.
2. Obtener un antigeno polisacarido-proteico de B. ovis, a partir de una cepa nativa chilena.
3. Evaluar, en el tiempo, mediante la prueba de ID ambos antigenos frente a los antisueros

de dos carneros infectados experimentalmente con B. ovis, uno con la cepa estandar

63/290 y otro con una cepa nativa.

17



6. MATERIAL Y METODOS

6.1 MATERIAL

6.1.1 Cepas
Se utilizaron dos cepas diferentes de B.ovis, una estandar y la otra aislada de la zona central

de Chile.
e B. ovis estandar 63/290 ATCC 25840 adquirida en el National Veterinary
Services Laboratory, Ames, lowa, E.E.U.U.
e B. ovis nativa de la zona de Til Til (V Region de Chile), aislada en el
Laboratorio de Microbiologia Clinica de la Facultad de Ciencias Veterinarias y
Pecuarias, Universidad de Chile, desde lesiones epididimarias de un carnero
positivo a la prueba de ID. Este animal, a su vez, era parte de un rebafo infectado

con B. ovis.

6.1.2 Antigenos
Se utilizaron dos antigenos solubles, obtenidos de igual modo, a través del método de

extraccion salina en caliente propuesto por Alton et al. (1988).

e Antigeno soluble LPS-R de B. ovis cepa estandar 63/290.
e Antigeno soluble LPS-R de B. ovis cepa nativa Til Til.

6.1.3 Sueros de ovinos inoculados experimentalmente
Se emplearon un total de 108 muestras de sueros, 54 de cada uno de dos carneros inoculados

experimentalmente en forma simultanea y en iguales condiciones. Las muestras de sangre
fueron extraidas en los mismos dias para ambos animales. Las muestras del dia cero
correspondieron a los sueros de ambos animales previo a las inoculaciones y las restantes
53 muestras de cada animal fueron obtenidas una vez a la semana post inoculacion (p.i), con
excepcion de las semanas 47, 53, 54, 56, 57, 58, 59 en que no se extrajeron muestras hasta la

semana 60 p.i, fecha en que se dio por finalizada la observacion.
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6.1.4 Suero control positivo
Se us6 un pool de sueros de carneros positivos a B. ovis por ID. Estos animales, ademas,

presentaban lesiones epididimarias y provenian de un rebafio con alta tasa de positividad a

brucelosis ovina.

6.2 METODOS

6.2.1 Preparacion de Antigenos
A partir de cada una de las cepas de B. ovis se obtuvieron antigenos solubles mediante el

método descrito por Alton et al. (1988) con algunas modificaciones. La extraccion salina
consistio en cultivar B. ovis en medio solido enriquecido con suero bovino estéril, a 37° C y
una atmosfera de 10% de CO2, por un periodo de 72 hrs. La cosecha bacteriana se hizo con
solucién salina tope. Luego se lavaron las células tres veces con la misma solucion y
centrifugaciones a 5000 x g durante 30 minutos a 4° C. La masa bacteriana obtenida fue
pesada y resuspendida en 4.2 veces el volumen en ml. de su peso en gramos con solucion
salina tope. Esta suspension se sometio a bafio termorregulado de 80° C por una hora.
Posteriormente se centrifug6 a 6000 x g durante 1 hora a 4° C; el sobrenadante obtenido se
dializ6 contra una solucion salina tope, de recambio diario, durante 4 dias a 4° C en
constante agitacion. Finalmente se recolecto el antigeno obtenido, se alicuotd y congel6 a -
20° C hasta su uso. Este proceso se realizo con cada una de las dos cepas.

Para estimar el contenido proteico de cada antigeno se utilizé el método de Lowry (Lowry et
al., 1951).

6.2.1 Obtencion de sueros
Se inocularon experimentalmente dos carnerillos sanos de 3 meses de edad, negativos a

epididimitis del carnero por prueba de ID, uno con la cepa de B. ovis estandar 63/290 vy el
otro, con la cepa nativa de B. ovis Til Til. Ambos animales fueron mantenidos en corrales
separados sin contacto entre ellos, bajo similares condiciones ambientales y de alimentacion.
La inoculacion se realizé simultaneamente por las vias conjuntival (1ml) y prepucial (13ml).

La cepa TilTil correspondi6 a 3,94 X 10 ufc/ml; en tanto que para la cepa 63/290 el conteo
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fue de 2,45 X 10° ufc/ml.

Semanalmente, a partir de la inoculacion y las siguientes semanas, se obtuvieron muestras
seriadas de sangre por un periodo de 19 semanas. Posterior a la semana 19 se realiz6 una
segunda inoculacién o “booster” (cepa 63/290 1,5 X 10° y cepa Til Til 3 X 10%),
continuandose las sangrias semanales, con excepcion de 7 semanas en que no se extrajeron
muestras, hasta llegar a la semana 60, correspondiente a los 420 dias del total de la

experiencia. Los sueros fueron almacenados en congelacion a -20° C hasta su uso.

6.2.3 Prueba de Inmunodifusion doble en gel de agar
Esta técnica se realiz6 segun la metodologia de Myers (1973) con algunas modificaciones:

se utilizaron 3ml de agarosa 0.8% en tampdn Sorensen (pH 7.2-7.3) sobre un portaobjeto de
76 x 26 mm. previamente barnizado con agar al 2%. Se utiliz6 un sistema de roseta de seis
perforaciones de 4 mm de diametro, periféricas y equidistantes entre si por 3 mm para los
sueros y una central de igual didmetro para el antigeno. Por roseta, el suero control positivo
se empled en tres pocillos, intercalados con tres sueros problema. Cada pocillo se carg6 con
30ul de reactante.

La incubacion se realiz6 en cdmara hiumeda a temperatura ambiente y la lectura de
bandas de precipitacion se efectud a las 24, 48 y 72 horas de incubacion, con interpretacion
final a las 72hrs. La especificidad de las bandas se determind luego de someter los

portaobjetos a un bafio de inmersion en citrato de sodio al 5% durante 30 minutos.

La lectura de los resultados se efectud sélo si los controles positivos presentaron
banda de precipitacion. Se interpreté como suero positivo la existencia de una banda de
precipitacion entre el suero problema y el antigeno, con identidad parcial o total con los
sueros controles positivos contiguos. Se interpretdé como suero negativo la ausencia de

banda de precipitacion en los sueros problemas.

Los resultados sospechosos correspondieron a la ausencia de banda nitida de
precipitacion y a la presentacién en los extremos de las lineas contiguas de los sueros

control positivo, de una inflexion o pequefia curva hacia el interior de la roseta.
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Figura 1. Sistema de roseta utilizado en la inmunodifusion.
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Figura 2. Reacciones de identidad, identidad parcial y no identidad.

®

-1
amll-g

6.2.4 Analisis Estadistico:
Se utilizé “el indice de concordancia de kappa” que expresa la proporcion de concordancia

(o de acuerdo) mas alla del azar entre tratamientos distintos, es decir entre el Antigeno
63/290 y el TilTil.

El célculo del valor de kappa se obtuvo a partir de la construccién de tablas de
contingencia de 3 x 3 para las 24, 48 y 72 hrs. de resultados. Y posterior aplicacion de la
formula: Z = K/ error estandar (K) para determinar el valor de Z. Cuando el valor de Z es
mayor a 1,96 se consider6 una diferencia estadistica significativa (Fleiss, 1973).

Ademas se graficaron los resultados en forma porcentual para las 24, 48 y 72 hrs. de
lectura de la prueba.
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7. RESULTADQOS

En la cosecha de B. ovis cepa 63/290 se obtuvo 4.11 gramos de células hiumedas de
un total de 16 botellas “Roux”, mientras que de la cepa Til Til se obtuvo sélo 2.5 gramos de
células de un total de 17 botellas. Estos datos concuerdan con el menor y mas lento

desarrollo observado en las placas y botellas sembradas con la cepa Til Til.

Los antigenos obtenidos, al aplicar el método de Lowry, dieron como resultado las
siguientes concentraciones proteicas: 1.1 mg/ml de proteina para el antigeno 63/290, y 1.4

mg/ml para el antigeno Til Til.

Al realizar la prueba de inmunodifusion doble a los sueros de ambos carneros,
obtenidos entre las semanas 0 a 19, se observo negatividad en todos los casos.

Posterior a la segunda inoculacion (semana 19), el carnero inoculado con B. ovis
cepa Til Til frente al Ag. 63/290 dio resultados sospechosos durante 3 semanas (semanas 22
a 24), seguido de positividad durante 23 semanas (semanas 25 a 48) y nuevamente
sospechosos durante 5 semanas (semana 49 a 55); un control posterior, en la semana 60,
resultd negativo (Tabla 1).

Al enfrentar los mismos sueros del carnero inoculado con B. ovis cepa Til Til, esta
vez con el Ag. Til Til, se observé positividad, durante 9 semanas (semana 27 a 35);
continuando como sospechosos 15 semanas (semana 36 a 50). Entre las semanas 51 a la 60

los resultados fueron negativos (Tabla 2).

En el caso del carnero inoculado con B. ovis cepa 63/290 se determind que,
posterior a la segunda inoculacion, los sueros continuaron negativos tanto frente al Ag. Til
Til como al Ag. 63/290 durante todo el periodo de observacion hasta la semana 60 p.i.
(Tablas 3 y 4).Es decir los 53 sueros enfrentados a ambos antigenos no presentaron
reactividad alguna.

A continuacion, se muestran los resultados luego de realizar la prueba de
inmunodifusién a los sueros animales obtenidos post segunda inoculacion, es decir, a partir

de la semana 19 hasta la semana 60.
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Tabla 1: Resultados ID a las 24, 48 y 72 hrs. de sueros de carnero inoculado con B. ovis

cepa TilTil, frente al Ag. de B. ovis cepa 63/290, a partir de la segunda inoculacion

(semana 19).

Semana

Tiempos de lectura ID

24 Hrs.

48 Hrs.

72 Hrs.

19

20

21

22

sospechoso

23

sospechoso

24

sospechoso

25

+

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

R o B o o o R o R R S R R R S A

|||+ ]|+

48

+

+

49

sospechoso

sospechoso

sospechoso

50

sospechoso

sospechoso

sospechoso

51

sospechoso

sospechoso

sospechoso

52

sospechoso

sospechoso

sospechoso

55

sospechoso

sospechoso

sospechoso

60
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Tabla 2: Resultados ID a las 24, 48 y 72 hrs. de sueros de carnero inoculado con B. ovis

cepa Til Til, frente al Ag. de B. ovis cepa Til Til, a partir de la segunda inoculacién

(semana 19).

Semana Tiempos de lectura ID
24 Hrs. 48 Hrs. 72 Hrs.
19 - - -
20 - - -
21 - - -
22 - - -
23 - - -
24 - - -
25 - - -
26 - - -
27 - sospechoso +
28 - sospechoso +
29 - sospechoso +
30 sospechoso | sospechoso +
31 sospechoso | sospechoso +
32 sospechoso | sospechoso +
33 sospechoso | sospechoso +
34 sospechoso | sospechoso +
35 sospechoso | sospechoso +
36 - sospechoso | sospechoso
37 - sospechoso | sospechoso
38 - sospechoso | sospechoso
39 - sospechoso | sospechoso
40 - sospechoso | sospechoso
41 - sospechoso | sospechoso
42 - sospechoso | sospechoso
43 - sospechoso | sospechoso
44 - sospechoso | sospechoso
45 - sospechoso | sospechoso
46 - sospechoso | sospechoso
no - sospechoso | sospechoso
48 - sospechoso | sospechoso
49 - sospechoso | sospechoso
50 - sospechoso | sospechoso
51 - - -
52 - - -
55 - - -
60 - - -
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Resultados analisis estadistico:

El estudio para determinar si existia concordancia significativas entre los antigenos
de B. ovis 63/90 vy Til Til, solo se realizo para los resultados de los sueros del carnero
inoculado con B. ovis cepa Til Til, ya que el carnero inoculado con la cepa 63/290 presento
solo resultados negativos. Se encontré que no existen concordancias entre el uso de ambos
antigenos a las 24 o 72 hrs. de lectura de la prueba (Cuadros 1 y 3); solo se determind
concordancia a las 48 hrs. de lectura (Cuadro 2).

Cabe destacar, sin embargo, que esta concordancia encontrada corresponde a un Z

marginalmente significativo o moderado.

A continuacidn se presentan, los analisis de concordancia de kappa a traves de las tablas de

contingencia.

Cuadro 1. Resultados a las 24 hrs. de lectura para el carnero inoculado con B. ovis cepa
TilTil:

Antigeno estandar

63/290
+ - +/-
Antigeno
T.T + 0 0 0
- 9 15 5
+/- 6 0 0
Total: 35
Kappa: 0.079
E.s: 0.072
z=1,097

Cuadro 2. Resultados a las 48 hrs. de lectura para el carnero inoculado con B. ovis cepa
TilTil:

Antigeno estandar

63/290
+ - +/-
Antigeno
T.T + 0 0 0
- 2 7 3
+/- 21 0 2
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Total: 35

Kappa: 0.113

E.s: 0.056

z=2,01

Se considera a z marginalmente significativo al aplicar la prueba de Kappa,

Cuadro 3. Resultados a las 72 hrs. de lectura para el carnero inoculado con B. ovis cepa
TilTil:

Antigeno estandar

63/290
+ - +/-
Antigeno
TT + 9 0 0
- 2 4 6
+/- 12 0 2
Total: 35
Kappa: 0.184
E.s: 0.096
z=1,92
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Grafico 1.

Resultados porcentuales prueba ID a través del tiempo de observacion para el
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Grafico 2.

Resultados porcentuales prueba ID, a través del tiempo de observacién
para el carnero Inoculado con B. ovis Cepa Til Til, Usando Ag Til Til
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Tabla 3.
Prueba ID carnero inoculado con B. ovis, Cepa Til Til
Antigeno 63/290 Antigeno Til-Til
Positivos 65,71% 25,71%
Sospechosos 22,86% 40,00%
Negativos 11,43% 34,29%
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8. DISCUSION

El diagndstico de laboratorio de la epididimitis del carnero se basa principalmente en
el uso de técnicas indirectas seroldgicas, ya que los cultivos bacterianos, ademas de ser de
lento desarrollo y exigir requerimientos especificos de medios y condiciones de cultivo,
pueden resultar falso negativos en el caso de animales infectados, como ocurre con la

muestra de semen, en que B. ovis puede ser eliminada en forma intermitente en éste.

Los métodos seroldgicos permiten utilizar variadas técnicas y antigenos, lo que
determina tener diferencias en la sensibilidad y la especificidad entre las distintas pruebas
diagnosticas que se utilizan. En el diagndstico de brucelosis en otras especies animales,
como es la bovina, existen pruebas seroldgicas ya estandarizadas, situacion que no ocurre

para la epididimitis causada por B. ovis en ovinos.

La prueba oficial recomendada por la Oficina Internacional de Epizootias (OIE) para
el diagnostico de la Epididimitis del carnero es la fijacion del complemento (FC); sin
embargo, ésta presenta ciertas desventajas con respecto a otras pruebas seroldgicas, tales
como la anticomplementariedad que caracteriza a muchos sueros ovinos, el tener que contar
con reactantes labiles que requieren de constante titulacion y, de personal idoneo. Debido a
esto, se utilizan otras técnicas alternativas a la FC como son la inmunodifusion doble en gel

de agar (ID, AGID) y el enzimo-inmuno-ensayo (ELISA).

La ID es una técnica de bajo costo, sencilla y facil de realizar a diferencia de la
prueba de ELISA; en esta Gltima el resultado depende mucho del antigeno empleado y
requiere de mayor infraestructura para su implementacion. Sin embargo, la sensibilidad y
especificidad de ambas técnicas son relativamente similares (OIE, 2004). Recientemente la
mayoria de los estudios sugieren a ELISA como una prueba de mayor sensibilidad y
especificidad que la ID (Lépez et al., 2005).

La ID requiere de antigenos solubles que pueden variar en su constitucion segun la

cepa bacteriana utilizada y la metodologia de extraccion; junto a ello influye, en los
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resultados, la ejecucion e interpretacion de la técnica.

Se ha descrito que las diferencias que existen entre cepas de campo y cepas
estandares de B. ovis radican, principalmente, en las proteinas de membrana externa (Ridler
et al., 2005). Se han usado diversas técnicas moleculares para diferenciar los genes que
codifican dichas proteinas; sin embargo, resulta interesante probar si, a través de técnicas
diagndsticas como la ID es factible diferenciar antigenos solubles de diferentes cepas, a
través de sus capacidades de reconocer anticuerpos contra infecciones producidas por

diferentes cepas de B. ovis.

Esto es lo que se intenta demostrar al emplear en este trabajo dos cepas de B. ovis,

una cepa estandar como es la 63/290 y la cepa TilTil como cepa de campo nativa.

Los antigenos de B. ovis obtenidos a través del método de extraccion en salina
caliente (HS), se caracterizan por ser ricos en lipopolisacarido rugoso (LPS-R) y en
proteinas externas de membrana, principales componentes antigénicos de la bacteria. Este
complejo HS se considera como el mas adecuado para utilizar como antigeno en la ID para
el diagnostico de la Epididimitis del carnero (OIE, 2004; Mufioz et al., 2005).

La obtencion salina en caliente de los antigenos solubles de las cepas de B. ovis
63/290 y Til Til, utilizados en el presente trabajo, se realiz6 de manera similar, siguiendo la
misma metodologia de extraccién para ambos; por lo tanto, esto aseguraria con cierta
confiabilidad, que ambos antigenos serian comparables entre si. A pesar de ser de una
misma especie, entre ambas cepas pueden existir ciertas diferencias en las estructuras
antigénicas de las proteinas externas de la membrana bacteriana, tanto del grupo 3 como del
grupo 2; asi Ridler et al. (2005) atribuyen especialmente a las de este ultimo grupo la
divergencia entre cepas estandares y de campo (Cloeckaert et al.,1996; Ridler et al., 2005).

Al realizar la determinacion de la proporcion de proteinas presente en los antigenos,
el resultado para este componente estructural resulto ser casi similar para ambos, levemente

superior para el antigeno Til Til; sin embargo, esto no significa que sean necesariamente
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proteinas antigenicas, pero si revela una diferencia estructural entre ambas cepas. El
contenido de polisacérido presente en cada uno de los antigenos no se determind, pudiendo
existir diferencias en las proporciones o caracteristicas de éste entre ambas cepas, que
explicarian de algun modo las diferencias de comportamiento entre ambos antigenos frente a
los mismos sueros.

La lectura y evaluacion de cualquier antigeno en una prueba diagnoéstica debe, en
forma indispensable, dar positivo al enfrentarse a un antisuero reconocidamente positivo,
para darle algun valor a la prueba. Los comportamientos tanto del Ag. 63/290 como del Ag.
Til Til frente al pool de sueros usado como control positivo fueron similares, detectando
ambos positividad y valorando asi la prueba. Sin embargo, es importante destacar que la
linea de precipitacion dada por el Ag. Til Til fue levemente mas tenue que la otorgada por el
Ag. 63/290.

El determinar tiempos de lectura de 24, 48 y 72 hrs. de incubacién para la prueba de
ID, orienta acerca de las diferentes concentraciones de reactantes Ag-Ac; asi una reaccion de
lectura positiva a las 24 hrs. revelaria una mayor concentracién de anticuerpos que una
positiva a las 48 o 72 hrs. El equilibrio entre concentraciones de reactantes es fundamental
para la visualizacion de lineas de precipitacion; lo esperado es una banda positiva nitida y
centrada entre los pocillos de ambos reactantes (Ag y suero). Como las placas que
presentaron alguna banda de precipitacion fueron sometidas a un tratamiento de inmersion
con citrato de sodio, cuyo objetivo es borrar las lineas inespecificas dadas por complejos
Ag-Ac de poca afinidad, esto nos permite asegurar que las lineas de precipitacion que
persistieron a este tratamiento, son especificas del complejo Ag-Ac de B. ovis.

A la luz de los resultados negativos obtenidos en el caso del carnero inoculado con
la cepa de B. ovis. 63/290, se podria pensar que no hubo infeccion, sin embargo ésta se
comprobd al realizar una prueba de ELISA a estos mismos sueros, los cuales si presentaron
tasas de anticuerpos detectables(*), confirmandose de esta manera la menor sensibilidad
que posee la ID en relacion a ELISA (Lépez et al., 2005). El resultado negativo podria

también explicarse porque la cepa 63/290 puede haber perdido en parte su virulencia y

! (*)Cristian Nufiez, trabajo de memoria no publicada.
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capacidad infectante, debido a su adaptacion a las condiciones de cultivo in vitro de
laboratorio, induciendo una muy debil produccién de anticuerpos no detectables por ID; al
respecto, cabe sefialar que las dos concentraciones bacterianas y vias de inoculacion
utilizadas en éste y el otro animal son las recomendadas por la literatura para lograr la

infeccion experimental en ovinos (Blasco, 1990; Radostits et al., 1999).

En cuanto al carnero inoculado con B. ovis cepa Til Til, sus sueros fueron capaces de
reaccionar por 1D frente a ambos antigenos, 63/290 y Til Til; pero solo después de recibir la
segunda inoculacion de la cepa. Estos mismos sueros al ser sometidos a la prueba de Elisa
presentaron anticuerpos detectables a partir de la primera inoculacién?(*). Este resultado
permite sefialar que, a diferencia de lo ocurrido con el carnero inoculado con la cepa 63/290,
en este caso si hubo infeccion detectable por esta prueba diagnostica luego de un “booster”
(Tablas 1y 2).

Es importante destacar que se observaron diferencias en el comportamiento de
ambos antigenos frente a los mismos sueros del carnero Til Til. Si consideramos que las
lecturas finales de la inmunodifusién se realizan a las 72 horas de incubacién, el Ag. 63/290
detectd la infeccion dos semanas antes que el Ag. Til Til, es decir a partir de la semana 25
(Tabla 2) versus semana 27 (Tabla 1). Se suma a esto que este Ag 63/290 detect6
positividad de los sueros durante un periodo continuo de 23 semanas, mientras que el Ag
Til Til lo hizo por un periodo mas breve, de s6lo 9 semanas seguidas. Junto a la diferencia
de positividad en el tiempo, dada por ambos antigenos a las 72 horas de lectura, también se
observaron diferencias en los tiempos de observacion a las 24 y 48 horas lectura de la
prueba, siendo el Ag 63/290 capaz de detectar positividad, con reacciones claras, a partir de
las 24 hrs., mientras que el Ag Til Til otorg6 lecturas positivas claras s6lo a las 72hrs. de
realizada la prueba de ID.; por lo mismo, el antigeno Til Til clasifico mas sueros
sospechosos que el Ag 63/290. Esto se aprecia en los graficos 1 y 2 donde el primero,
correspondiente al Ag 63/290, muestra un aumento de la proporcién de positivos entre las
24 a 48 hrs, que se mantiene en 65% de positividad para las 72 hrs. de lectura. El gréafico 2,

correspondiente al Ag. Til Til, muestra positividad sélo a las 72 hrs. y en un porcentaje bajo

2 (*)Cristian Nufiez, trabajo de memoria no publicada.
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de 25%, siendo la proporcion de sospechosos la mas alta para las 48 y 72 hrs de lectura.

Los resultados indican que el Ag. 63/290 detecta tasas mas bajas de Ac. que el Ag.
Til Til, siendo maés sensible para el diagndstico de la infeccion producida por B. ovis cepa
Til Til que el antigeno homdlogo de dicha cepa, es decir el Ag. Til Til.
Esto Ilama bastante la atencion ya que al ser mas sensible el Ag. 63/290 para diagnosticar la
infeccion producida por B. ovis cepa Til Til, la hipotesis planteada inicialmente seria
rechazada, siendo en este trabajo el Ag. heterélogo el que entregd mejores resultados.
La cepa 63/290, a pesar de no producir una infeccién como la lograda con la cepa de campo
Til Til, al ser utilizada como antigeno para el diagnostico funcionaria mejor segin los

resultados obtenidos en el presente trabajo.

El analisis estadistico solo revela que a las 48 hrs. de lectura de la prueba de ID

existiria una leve concordancia entre los resultados de ambos antigenos.

Resulta importante recalcar que los carneros, a pesar de haber recibido dos estimulos
antigénicos, al final del tiempo de experimentacion de 420 dias sus sueros fueron negativos
a la ID; esto en términos préacticos significaria que si existe positividad serolégica, esta no es
capaz de mantenerse en el tiempo, como ocurre en vacas positivas a B. abortus. Se concluye
asi que un solo examen seroldgico negativo no constituiria diagnostico definitivo de
epididimitis del carnero. Esto Gltimo también se debe tener presente al momento de aplicar
planes de control de la enfermedad, en cuanto a repetir el diagnostico en el tiempo. Se sabe
que los carneros en condiciones naturales se montan entre si, existiendo por lo tanto en los
rebafios positivos una reinfeccion constante entre ellos; al respecto, la situacion de los
carneros aqui inoculados experimentalmente fue diferente por cuanto siempre
permanecieron aislados entre ellos y no recibieron otro estimulo antigénico que los in6culos

conocidos.

El comportamiento variable de las dos cepas de B. ovis utilizadas, tanto en términos
de inmundgenos como de antigenos, induce a pensar que pueden existir, ademas de la cepa

Til Til aislada de la V region, otras cepas nativas con caracteristicas diferentes en otras
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regiones del pais. De acuerdo a esto seria interesante realizar aislamientos y estudios de
otras cepas, especialmente en la XII Region que concentra la mayor parte de la masa ovina
nacional, y asi tener un mejor conocimiento de las posibles variantes de cepas de B. ovis
nacionales y seleccionar junto a otras estandares, las de mejor comportamiento como
antigenos para contribuir efectivamente a un mejor diagndéstico de la enfermedad y con ello
a su control.

Es dificil establecer actualmente qué es mas conveniente para el pais, si usar una
cepa estandar para antigeno o una cepa nacional. Segun los resultados aqui obtenidos,
trabajando con solo dos cepas, la estandar 63/290 fue méas adecuada en este caso para
detectar la infeccion producida por la cepa de campo nacional Til Til. Una de las
caracteristicas del desarrollo de B. ovis en laboratorio es su dependencia de CO,, situacion
que hace engorrosa la obtencion de antigenos. La existencia de la cepa estandar REO 198,
que se diferencia de la 63/290 por no necesitar CO2 para su desarrollo, facilita su manejo a
nivel de laboratorio y aunque es recomendada por la OIE como antigeno, debiera también

ser evaluada y comparada con aislamientos nacionales.

Frente a un escenario nacional poco definido para el control de la epididimitis del
carnero, y que mas aun revela importantes diferencias en resultados seroldgicos al enviar las
mismas muestras a distintos laboratorios, resulta fundamental el estudio y determinacion de
las mejores técnicas y antigenos para el control de la infeccion, para asi lograr una
produccién ovina mas competitiva no solo en términos de productividad, sino que también

en términos de calidad sanitaria.
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9. CONCLUSIONES

Entre las cepas B. ovis 63/290 y B. ovis Til Til se observa diferencia inmunogeénica y

antigénica.
El antigeno B. ovis 63/290 detecta mejor que el antigeno B.ovis Til Til la infeccion
experimental de ovino con la cepa heteréloga B. ovis Til Til, rechazandose asi la

hipétesis planteada.

La positividad seroldgica post inoculacion experimental no es permanente en el

tiempo.
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