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RESUMEN

La epididimitis es considerada una enfermedad importante por
sus efectos negativos sobre la fertilidad del rebafo, se asocia
frecuentemente a infecciones por Brucella ovis, Actinobacillus
seminis e Histophilus somni. El objetivo del trabajo fue diag-
nosticar esta enfermedad mediante serologia, histopatologia y
PCR en carneros clinicamente sanos del estado de Zacatecas,
México. Mediante un muestreo de oportunidad se colectaron
552 muestras de suero y 114 muestras de semen. Se determind
la presencia de anticuerpos contra las tres bacterias utilizando
inmunodifusiéon doble en gel (IDGA), también se caracteriza-
ron las lesiones histopatolégicas y la presencia de células de
respuesta inmune en tejidos del tracto reproductor de carneros
seropositivos. Mediante reacciéon en cadena de la polimerasa
multiple (PCR maultiple) se confirmé la presencia de las bac-
terias en semen de carneros positivos a la IDGA. Se observé
una frecuencia de seropositividad a B. ovis de 16,3% (90/552),
3% (17/652) a A. seminis 'y 6,5% (36/552) a H. somni. Las lesio-
nes propias de la enfermedad se encontraron principalmente
en testiculos y epididimos, caracterizandose por infiltrado leu-
cocitario, células plasmaticas y presencia de granulomas. 14 de
114 muestras de semen provinieron de animales seropositivos
a B. ovis, la PCR multiple demostr6 la presencia de la bacte-
ria en nueve de ellas, una de estas también resultd positiva a
A. seminis. El uso adecuado de las diferentes pruebas para el
diagnostico de epididimitis y sus combinaciones, permite la de-
teccién oportuna de animales infectados que ain no presentan
signos clinicos, permitiendo implementar mejores estrategias
de prevenciéon y control.
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INTRODUCCION

La epididimitis contagiosa del carnero ha sido
definida como una enfermedad transmisible
producida por Brucella ovis, caracterizada
principalmente por la inflamacién del epididi-
mo (Burgess, 1982). Sin embargo, también se
han descrito cuadros de epididimitis ovina con
aislamiento de bacterias diferentes a B. ovis
que no parecen tener comportamiento epide-
miolégico, de estas bacterias presentes en la
microbiota permanente o transitoria del tracto
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ABSTRACT

Epididymitis is an important disease by its adverse effects on
the flock fertility; Brucella ovis, Actinobacillus seminis and
Histophilus somni have been frequently associated to this
illness. The aim was to diagnose the epididymitis in healthy
rams from Zacatecas, Mexico, using serologic, histopathologic
and PCR assays. Through convenience sampling were collected
552 samples of serum and 114 samples of semen from rams.
Antibodies against the three bacteria were looked for using gel
immunodiffusion (IDGA), histopathologic test was used for to
characterize the injuries and the immune response cells in the
tissues of the male reproductive tract. The multiplex polymera-
se chain reaction (PCR multiplex) was used to confirm the DNA
presence of any of the three bacteria in semen from seropositive
rams. The seropositive frequency for B. ovis was 16,5% (90/552),
to A. seminis 3% (17/552) and for H. somni 6,5% (36/552). The
lesions of the disease were mainly found in testis and epididy-
mis, leukocyte, plasmatic cells and granulomas were seen. 14
of 114 semen samples were from seropositive B. ovis rams, the
multiplex PCR test showed the presence of this bacteria in nine
them, one of these was positive to A. seminis also. Appropria-
te use of different tests and their combinations for diagnosis
of epididymitis allow an early detection of apparently healthy
infected rams, allowing to implement best strategies by preven-
tion and control.

Keywords: Ovine epididymitis, Brucella ovis, Actinobacillus
seminis, Histophilus somni.

reproductor de los carneros, Actinobacillus se-
minis e Histophilus somni han sido de las mas
estudiadas y se sugiere que causan infecciones
ascendentes a las glandulas sexuales acceso-
rias, al epididimo y en ocasiones al testiculo.
(Acosta, Diaz, Arellano & Tértora, 2006; Acos-
ta, Diaz, Tenorio, Suarez & Tértora, 2007)

En los carneros afectados se observa dis-
minucién de la fertilidad hasta que ocurre
esterilidad a causa de la epididimitis y la de-
generacion testicular. En ovejas infectadas
de manera natural con B. ovis pueden ocurrir
abortos en forma esporadica y un ligero au-
mento de la mortalidad perinatal. (Manazza,
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Spath & Paolicchi, 2006; Kovacova, Zubricky,
Babincakova & Travnicek, 2007)

Los primeros datos sobre la epididimitis ovi-
na en México causada por B. ovis datan de es-
tudios serologicos realizados en 1974; en 1979
se logro el aislamiento de la bacteria a partir de
casos clinicos en carneros procedentes de Esta-
dos Unidos (Pérez, Flores, De la Higuera & Tri-
go, 1979). La prevalencia de la epididimitis por
B. ovis varia entre el 5 y 100% de los carneros
del rebano, pero habitualmente se encuentra
entre el 10 y 40%. (Acosta & Tortora, 2005)

Pese a que la enfermedad se ha incluido
en la Campafia Nacional contra la Brucelosis
(NOM-041-Z00-1995), las medidas de control
no se han implementado y la bacteria se sigue
diseminando en el pais, el diagnéstico indivi-
dual de rebanos y animales sospechosos debe
considerar diversas estrategias para apoyar
alternativas de control eficaces. El objetivo
del presente estudio fue diagnosticar la epidi-
dimitis ovina causada por B. ovis, A. seminis o
H. somni en carneros del estado de Zacatecas,
México, mediante el uso de pruebas serologi-
ca, molecular e histopatolédgica.

MATERIAL Y METODOS

De diciembre de 2009 a enero de 2012 se rea-
liz6é un muestreo de oportunidad en los muni-
cipios con mayor inventario ovino del estado
de Zacatecas, dichos municipios se localizan
en las coordenadas 25°00’51” N y 104°20°03”
0, 21°04’43” N y 104°19°08” O, 20°48'19” N y
101°29'58” O, y 24°51'29” N y 100°40’55” O.
Se lograron colectar 552 sueros de sementa-
les ovinos de entre uno y cuatro anos de edad,
provenientes de 156 explotaciones, las razas
con mayor frecuencia en las explotaciones fue-
ron Dorper, Rambouillet y Katahdin.

Los sueros se evaluaron en su respuesta
contra los antigenos de B. ovis, A. seminis e H.
somni en pruebas de IDGA para cada bacteria.
Cuando un animal mostraba seropositividad
contra B. ovis se sugeria al propietario la castra-
cién o sacrificio del semental para evitar la dise-
minacién de la enfermedad en el rebano. Pocos
productores adoptaron esta medida de control
y Unicamente se realizé el sacrificio humanita-
rio de 10 carneros, de los cuales se colectaron
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muestras de testiculo, epididimo y glandulas
anexas del tracto reproductor (vesiculas semi-
nales, glandulas bulbouretrales, ampulas del
conducto deferente y prostata diseminada) que
se conservaron en formol amortiguado al 10%
para su estudio histopatolégico.

Paralelo al muestreo seroldgico y cuando
el propietario de la explotacion lo permitia, se
colectaron muestras de semen mediante elec-
troeyaculado, previa asepsia de la zona pre-
pucial de los carneros. Se logrd la obtencion
de 114 muestras, las cuales se conservaron en
congelacién y se emplearon para la confirma-
cién del diagnéstico de infeccion mediante la
amplificaciéon del ADN de cualquiera de las
tres bacterias por medio de la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa multiple (PCR mul-
tiple), este ensayo se realiz6 en aquellos carne-
ros que resultaron seropositivos a cualquiera
de las tres bacterias estudiadas.

Para determinar la presencia de anticuer-
pos contra B. ovis en los carneros muestreados
se empled la prueba de IDGA (Alton, Jones,
Angus & Verger, 1988) senialada en la Campa-
na Nacional contra la Brucelosis (NOM-041-
700-1995), la cual cuenta con una sensibilidad
del 92% y una especificidad del 100% (Ridler
& West, 2011). Esta prueba también fue uti-
lizada para la deteccion de anticuerpos contra
A. seminis e H. somni, para ello se prepar6
agarosa al 1,1% (UltraPureTM Agarose. In-
vitrogen, EUA) en una solucién amortiguado-
ra de boratos (PBS) pH 8,3 con 10% de NaCl
(J.T. Baker, EUA) (Alton et al., 1988; Méndez,
Diaz, Morales, Aguilar & Suarez, 1999), que
fue vertida en cajas de Petri de plastico, hasta
alcanzar un espesor de 3 mm y se dejé soli-
dificar a temperatura ambiente, las cajas se
conservaron a 4 °C hasta su uso.

Para la realizacién de la prueba se perfora-
ron siete rosetas periféricas y una central en
cada caja, cada roseta con seis pozos periféri-
cos y uno central con una distancia de 4 mm
entre pozos. Se colocd 15 pl de antigeno de B.
ovis, A. seminis o H. somni en los pozos cen-
trales y 15 pl de los sueros de cada carnero a
evaluar en los pozos periféricos, en uno de es-
tos pozos también se colocaron 15 ul de suero
control positivo que correspondia al antigeno
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utilizado para el diagndstico; posteriormente
se incubaron las cajas en camara huimeda du-
rante 48 a 72 h. Los sueros que presentaron
una banda de precipitacion frente al pozo que
contenia el antigeno utilizado fueron conside-
rados como positivos.

Para determinar la presencia de anticuer-
pos contra B. ovis se utiliz6 como antigeno el
extracto salino caliente de la cepa REO 198
de B. ovis (Myers & Siniuk, 1970), sembrada
en agar sangre (BD Bioxon, México) e incubada
durante 48 h con 10% de CO,. Las colonias se
cosecharon en PBS a un volumen final de 20
ml, aproximadamente; la suspensién se centri-
fugd a 15 000 xg durante 15 min (Microcentri-
fuga Prism™ Air-Cooled, Labnet) y se descarté
el sobrenadante; el paquete celular obtenido
fue resuspendido en 20 ml de PBS y se centri-
fugd nuevamente a 15 000 xg durante 15 min.
Posteriormente se colocd en autoclave a vapor
fluente (100 °C) durante 15 min y se dejé en-
friar para ser centrifugado a 15 000 xg durante
15 min; el sobrenadante se dializé durante 48
h y posteriormente se volvié a centrifugar a 15
000 xg. El sobrenadante resultante constituyo
el antigeno y se conservé a 4 °C hasta su uso.

Para la deteccién de anticuerpos contra A. se-
minis se prepar6 un antigeno utilizando la cepa
de referencia 15768 de la de la American Type
Culture Collection (ATCC), la cual se sembré en
agar sangre a 37 °C durante 48 h con 10% de
CO2, fue cosechada en solucién salina fisiolégica
y congelada a -40 °C durante 24 h; posteriormen-
te se descongel6 la suspensién de bacterias, se
sonicd durante 15 min a alta intensidad (Sonica-
dor VC-505, Sonics) y se centrifugd durante 10
min a 10 000 xg. El sobrenadante obtenido cons-
tituy6 el antigeno y fue conservado a 4 °C hasta
su uso. (Williams, Smith & Muldock, 1978)

El antigeno utilizado para la deteccién de
anticuerpos contra H. somni fue preparado con
la cepa de referencia 2336 ATCC bajo las mis-
mas condiciones utilizadas para la obtencién
del antigeno de A. seminis. Se utilizaron como
controles positivos el suero de un ovino inocu-
lado via subcutanea con la cepa REO 198 de
B. ovis, y los sueros de dos conejos inoculados
con las cepas de A. seminis 15768 ATCC e H.
Somni 2336 ATCC, respectivamente.

La frecuencia de los anticuerpos detectados
contra cada bacteria se calculé dividiendo el
numero de casos positivos a la prueba de IDGA
entre el nimero total de sueros analizados, el
resultado obtenido fue multiplicado por 100
para expresar el valor obtenido en porcentaje.

Las muestras de tejido colectadas fueron
fijadas en formol al 10% durante 48 h, poste-
riormente se lavaron con agua para eliminar
el exceso de fijador y se deshidrataron en so-
luciones de alcohol con gradientes de concen-
tracién progresivos. Una vez deshidratados,
los tejidos fueron incluidos en parafina para
después ser cortados a 4 um de espesor en el
microtomo (Leica RM2125 RTS). Los cortes
obtenidos fueron montados en portaobjetos,
desparafinados y rehidratados para después
ser tenidos mediante la técnica de rutina con
Hematoxilina-Eosina (HE). Los cortes tefi-
dos fueron observados al microscopio (Leica
DM1000). (Aguilar, 2008)

Se utilizo la PCR multiple para la deteccion
del ADN de B. ovis, A. seminis y/lo H. somni
en las muestras de semen que provinieran de
carneros IDGA positivos a cualquiera de las
tres bacterias. Para la extraccion del ADN a
partir de las muestras obtenidas se empled
una prueba comercial (QIJAamp® DNA Mini
Kit. QIAGEN, Alemania). El ensayo se realiz6
bajo las indicaciones del fabricante, utilizando
100 pl de semen para la extraccién, el DNA
obtenido fue resuspendido en 50 pl de amor-
tiguador AE provisto por el fabricante de la
prueba. Esta prueba también fue empleada
para la extraccién del ADN de las cepas de re-
ferencia de B. ovis, A. seminis e H. somni, los
cuales fueron utilizados como control positivo
para la PCR mdultiple.

Para realizar la PCR multiple se uti-
liz6 la prueba Multiplex PCR Kit® (QIA-
GEN, Alemania), los iniciadores para la
amplificaciéon de los fragmentos de DNA de
cada bacteria fueron disenados de acuerdo
con las caracteristicas descritas por Saun-
ders, Reddacliff, Berg & Hornitzky, 2007),
para la amplificacién del ADN de B. ovis se
emplearon los iniciadores ISP1 (GGTTG-
TTAAAGGAGAACAGC) e ISP2 (GACGATA-
GCGTTTCAACTTG) obteniendo un producto
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de amplificacién de 690 pares de bases (pb),
para A. seminis se emplearon los iniciadores
SRJAS1 (CTTATCTTTCTTAAGCCCTGAC) y
SRJAS2 (AAGAAAAAGACGAAGAGACATT)
con un producto de amplificacion de 436 pb, y
para H. somni se emplearon los iniciadores HS-
453-F (GAAGGCGATTAGTTTAAGAG) y HS-
765-R (ACTCGAGCGTCAGTATCTTC) con un
producto de amplificacién de 113 pb.

El volumen final para la reacciéon fue de 50
ul, constituido por 25 ul de 2x QIAGEN Multi-
plex PCR Master Mix (concentracién final 1X,
3mM de Mg?), 0,5 pl de cada iniciador (con-
centracion final 0,1 pM/iniciador), 10 pl de 5x
Q-Solution (concentraciéon final 1X) 1 pl de
muestra de ADN (concentracion final < 1 pg de
ADN/reaccién) y 8 nl de H,O libre de DNasas.
Las condiciones para la reaccion fueron progra-
madas en un termociclador T100™ (Bio-Rad)
bajo las siguientes especificaciones: desnatura-
lizacion inicial a 96 °C durante 10 min, 35 ciclos
con etapas de desnaturalizacién a 94 °C por 30
s, alineacion a 57 °C durante 60 s y extension
a 72 °C durante 60 s; por tltimo, se realizé una
extensién final a 72 °C durante 6 min.

Los productos finales de la PCR multiple
fueron separados mediante electroforesis en
gel (Aguilar, 2008) en una camara horizontal
durante 45 min a 85 Volts (Wide Mini-Sub
CellTM GT Cell & PowerPac™ Basic Power
Supply, Bio-Rad), para ello se prepard un gel
de agarosa (UltraPure™ Agarose. Invitrogen,
EUA) al 1%, el cual fue disuelto en una so-
lucién amortiguadora de Tris base 40 mM,
acido acético 20 mM y EDTA 1 mM (TAE 1X.
AMRESCO, EUA), antes de la solidificacién
del gel se agregd bromuro de etidio (Sigma-
Aldrich, Australia) a una concentraciéon final
de 0,5 pg/ml. Se utilizé como amortiguador de
corrida la misma solucién usada para la pre-
paraciéon del gel. Para lograr la visualizacién
de bandas de DNA mediante luz UV su utilizé
un fotodocumentador (ChemiDoc™ MP Sys-
tem, Bio-Rad).

RESULTADOS Y DISCUSION

De los 552 sueros de carneros del estado de
Zacatecas evaluados, 90 (16,5%) resultaron
seropositivos a B. ovis, 17 (3%) a A. seminis
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y 36 (6,5%) a H. somni. En 14 de los 552 car-
neros se demostraron resultados serolégicos
positivos a mas de una de las bacterias eva-
luadas, uno de ellos resulté seropositivo a los
antigenos de las tres bacterias, cinco resulta-
ron positivos a B. ovis e H. somni, cuatro a B.
ovis y A. seminis, y cuatro mas a A. seminis e
H. somni. (Cuadro 1)

Ninguno de los 10 animales IDGA positi-
vos a B. ovis que fueron sacrificados mostraron
cambios en el tamano, consistencia u otro tipo
de alteraciones en testiculos y epididimos al mo-
mento de la inspeccién clinica. Sin embargo, al
evaluarlos histolégicamente, todos los érganos
colectados presentaron infiltrados de células lin-
fociticas, plasmaticas y macréfagos, con excep-
cion de la glandula bulbouretral. Las lesiones
en testiculos y epididimos fueron mas severas
en comparacion con las observadas en los demas
organos del tracto reproductor evaluados.

En testiculos y epididimos se observé la
presencia de focos necréticos, formacion de
granulomas y en algunos casos, la presencia
de células gigantes de Langhans; también se
observé la presencia de células de respuesta
inmune en contacto con espermatozoides ma-
duros contenidos en los conductos de los testi-
culos y en la cola de los epididimos.

Solo 14 de las 114 muestras de semen colec-
tadas provinieron de animales seropositivos a
B. ovis, estas se emplearon para confirmar el
diagnostico de infeccion de esta bacteria me-
diante PCR multiple y se buscé detectar la
asociacion de otras bacterias como A. seminis
e H. somni. En 9 de las 14 muestras se logré
amplificar el ADN de B. ovis (Figura 1), en

Cuadro 1. Resultados seroldgicos positivos a B. ovis, A. seminis e H. somni
obtenidos mediante IDGA

Numero B. ovis A. seminis H. somni
de muestras

80 +

8 - +

26 - - +

1 + + +

4 + +

5 + - +

4 - + +
Total de positivos 90 17 36
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Figura 1. Productos obtenidos en PCR multiple a partir de DNA bacteriano en semen. Carril 1. marcador molecular. Carriles 2 y 18. control positivo
a B. ovis (690 pb), A. seminis (436 pb) e H. somni (313 pb). Carriles 3 y 16. control negativo. Carriles 4 al 17. ADN amplificado a partir de

muestras de semen.

una de estas 9 también se demostré la presen-
cia de ADN de A. seminis a pesar de que en el
analisis serolégico no se detectaron anticuer-
pos contra esta bacteria. Ninguna muestra de
semen result6 positiva a H. somni.

Un estudio realizado en carneros del alti-
plano mexicano, en el cual se diagnostico la
presencia de anticuerpos contra B. ovis y A.
seminis en 111 sueros, se reporté que 9% de
ellos resultaron positivos a B. ovis y 9% mas
a A. seminis, demostrando la presencia de
anticuerpos contra ambas bacterias en cinco
animales mediante IDGA (10). En ese mismo
estudio, los resultados obtenidos en un ELI-
SA para detectar anticuerpos contra B. ovis
mostro una seroprevalencia de 22,5%. En otro
estudio se utilizé también la prueba de IDGA
para detectar la presencia de anticuerpos con-
tra A. seminis en carneros experimentalmente
infectados con la bacteria por diferentes vias
de inoculacién, obteniendo resultados varia-
bles (Acosta et al., 2006). Carrera, Echavarria,
Aréchiga, Bafiuelos y Tértora (2013) reportan
una prevalencia de 18,6% para B. ovis en 153
rebafos de Zacatecas utilizando la prueba de
IDGA, el 10,5% de esos rebanos presentaron
al menos un semental seropositivo, siendo las
explotaciones ovinas que utilizan el sistema de
produccién semi-intensivo las que tienen una
prevalencia mas elevada (86,1%), en este mis-
mo estudio se observé que la prevalencia de B.
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ovis fue mas alta en los rebafios mas grandes
y con mayor numero de vientres y sementales,
relacionandola principalmente con el sistema
de explotacién empleado, mas que a la rela-
ci6n hembra-macho o con el sistema de empa-
dre utilizado. Otros autores mencionan que
la prevalencia de la enfermedad por B. ovis
oscila entre el 5 y 100%, dependiendo de las
caracteristicas del rebano estudiado y la intro-
duccién de nuevos sementales (Acosta & Tor-
tora, 2005). En el presente trabajo se encontré
una frecuencia para B. ovis, H. somni y A. se-
minis de 16,3, 6,52 vy 3,07%, respectivamente,
sugiriendo que la frecuencia de epididimitis
en los carneros del estado de Zacatecas puede
estar asociada a la presencia de otras bacte-
rias diferentes a B. ovis. La presencia de estas
bacterias y su participacién en la aparicién de
la enfermedad podria también estar asociada
a las condiciones sanitarias de las instalacio-
nes, y no al manejo de los animales o sistema
de explotacion empleado, como puede ocurrir
en infecciones por B. ovis.

El uso de la prueba de IDGA para el diag-
néstico de B. ovis ha demostrado tener una
alta especificidad pero baja sensibilidad, en
combinacién con ELISA la sensibilidad en
la evaluacién de un rebano aumenta hasta
el 100% (Scalman, 1992); por lo anterior, la
IDGA ha sido recomendada como prueba ofi-
cial para el diagnostico de la enfermedad en
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México (Nuiiez, Diaz, Velazquez, Trigo & Sua-
rez, 1997). Para la realizaciéon de la prueba, el
antigeno preparado a partir del extracto salino
caliente de B. ovis ha mostrado mejores resul-
tados en cuanto a sensibilidad y especificidad
(Blasco, 1990). La variabilidad de las pruebas
serologicas en las respuestas a las bacterias
estudiadas en animales con aislamientos posi-
tivos en semen y aun en animales experimen-
talmente infectados, indica que los resultados
deben emplearse con reserva; cuando se des-
conoce la condiciéon de una poblacion de car-
neros y cuando se logran resultados positivos,
la evidencia sugiere que las respuestas falso
negativas son abundantes en esta patologia, a
lo que debe agregarse la baja sensibilidad de
la prueba de IDGA.

No se encontro literatura que describa a la
IDGA como prueba diagndstica para la epi-
didimitis causada por H. somni en poblacio-
nes de ovinos naturalmente infectadas. Esta
bacteria se asocia a la flora normal del apa-
rato reproductor del carnero y en ocasiones
esta relacionada con la epididimitis; también
se ha descrito como un patégeno relacionado
con infecciones del aparato respiratorio de
rumiantes, como causante de inflamacién de
la glandula mamaria, conjuntivitis y septice-
mia (Frederick & Eugene, 1989); por lo que el
valor diagnéstico de la IDGA o de cualquier
otra prueba seroldgica dirigida a esta bacteria
seria poco confiable. Considerando que A. se-
minis es una bacteria de la microbiota perma-
nente o transitoria del tracto reproductor de
los carneros (Scalman, 1992), al igual que con
H. somni, y aunque se ha demostrado que la
sensibilidad de la IDGA para la deteccién de
anticuerpos contra ambas bacterias esta por
encima del 92% y la especificidad por encima
del 99%, es probable que los animales presen-
ten anticuerpos contra estos microorganismos
sin que padezcan la enfermedad, por lo que es
necesario considerar en forma destacada el
cuadro clinico y en todo caso aunado a este,
demostrar la presencia de la bacteria median-
te cultivo o PCR a partir de semen o muestras
de tejidos lesionados obtenidas de los casos
clinicos de la enfermedad. Por este motivo, es
muy importante que los animales clinicamente
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afectados sean castrados y el contenido escro-
tal remitido al laboratorio para incrementar
las posibilidades de aislamiento o identifica-
ci6n del o los microorganismos involucrados;
el comportamiento epidémico de B. ovis y las
estrategias para su control, son sustancial-
mente diferentes a las de las demas bacterias
involucradas en epididimitis.

B. ovis y A. seminis se han recuperado de
ampula deferente y vesicula seminal (Acosta et
al., 2006) y ocasionalmente se han observado
alteraciones en testiculos y glandulas anexas
(Frederick & Eugene, 1989; Al-Katib & Dennis,
2008). Se ha reportado también la presencia de
lesiones granulomatosas e infiltrados de linfo-
citos y células plasmaticas idénticos a los cau-
sados por B. ovis en el epididimo de animales
experimentalmente infectados con A. seminis
(Acosta et al., 2007). En el presente trabajo, las
muestras de tejido colectadas para diagndstico
histopatolégico presentaron lesiones coinciden-
tes con las descritas por otros autores (Pao-
licchi, 2001; Carvalho, 1998), siendo la mas
frecuente la presencia de infiltrados celulares
de linfocitos y células plasmaticas. Aunque en
este trabajo las muestras de testiculos y epidi-
dimos que presentaron lesiones provinieron de
animales seropositivos a B. ovis, en un estudio
epidemioldgico con 110 carneros de diferentes
rebafios de Catalufia (Espana) se observd que
no existid correlacion entre los resultados sero-
l6gicos, bacteriolégicos y las lesiones de la en-
fermedad. (Carvalho et al., 2011)

Se ha demostrado que el examen clinico
de los testiculos y epididimos tiene poco va-
lor diagnéstico en el caso de la infeccion por
B. ovis, debido a que existen animales que
sufren la enfermedad, pero no presentan sig-
nos clinicos de ella y pueden infectar a otros
carneros (Ficapal, Alonso, Velasco, Moriyon &
Blasco, 1995). También se han descrito otras
bacterias como A. seminis, H. somni, Cory-
nebacterium pseudotuberculosis, Pasteurella
sp., Staphylococcus sp. y Streptococcus sp.
como causantes de epididimitis en carneros
(Ficapal et al., 1995; Blasco, Marin, Barderan,
Moriyén & Diaz, 1987; Cox, Gorrie, Nairin &
Ward, 1997). El estudio bacteriolégico a partir
de tejido lesionado o semen es necesario para
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completar el diagnédstico de la enfermedad y
tomar medidas de control y profilaxis adecua-
das y efectivas (Acosta et al., 2007; Paolicchi,
2001; Rodolakis & Bernard, 1977).

Se ha utilizado la PCR para demostrar la
presencia de B. ovis en el semen de carneros,
sugiriéndola como una prueba complemen-
taria al cultivo bacteriolégico (Saunders et
al., 2007; Garcia, Blasco & Barberan, 2009);
aunque dicha prueba cuenta con una sensi-
bilidad y especificidad muy cercana al 100%,
la sensibilidad puede ser disminuida debido
a las caracteristicas de la muestra a estudiar
(Garcia et al.). Por otra parte, se ha demos-
trado que en muestras de semen de animales
serolégicamente positivos no siempre se logra
el aislamiento bacteriolégico (Worthington,
Stevenson & de-Liste, 1985; Manterola et al.,
2003). En este trabajo las muestras de semen
provinieron Unicamente de animales IDGA
positivos a B. ovis, de las cuales 9 de 14 resul-
taron positivas a la PCR, la discrepancia en
los resultados puede deberse a que el curso de
la enfermedad y el tiempo de incubacién de la
bacteria en los carneros estudiados, no alcan-
z6 en todos los casos la excrecion de esta en
el fluido seminal y a que la eliminacién de la
bacteria por semen no es continua.

En un trabajo realizado con 295 muestras
de semen colectadas mediante vagina artifi-
cial y electroeyaculado (Saunders et al., 2007),
se reporté una mayor presencia de H. somni,
seguido de A. seminis y B. ovis mediante PCR
multiple. En el presente estudio la colecta de
material seminal se realizé mediante electroe-
yaculado previa asepsia de la zona prepucial
de los sementales, en los resultados obtenidos
se observd una mayor presencia de B. ovis, se
demostr6 la presencia de A. seminis en una
muestra y no fue posible demostrar la presen-
cia de H. somni. La variacién en los resulta-
dos de ambos trabajos puede deberse a que las
muestras estudiadas en este caso fueron obte-
nidas de animales previamente demostrados
como IDGA positivos a B. ovis, al manejo reali-
zado previo a la colecta de las muestras o bien,
a que la eliminacién de las bacterias a través
del semen no es constante en los animales con
epididimitis, siendo también un factor impor-

tante el tiempo de infeccidn y el manejo que se
da a las muestras luego de su colecta para su
conservacién. (Manterola et al., 2003)

CONCLUSIONES

Eluso adecuado de las diferentes pruebas para
el diagnostico de epididimitis ovina, asi como
la combinacién de algunas de ellas, permite
la deteccion oportuna de animales infectados
que aun no presentan signos clinicos, mejo-
rando las estrategias de prevencién y control
contra B. ovis u otras bacterias causantes de
la enfermedad, evitando asi la implementa-
ci6n de estrategias equivocadas contra estas
bacterias, que de todas formas comprometen
la eficiencia productiva y reproductiva de los
rebafnos ovinos.

La adquisiciéon de animales libres de la
enfermedad, el manejo reproductivo de los
ovinos en condiciones salubres, el constante
monitoreo mediante el uso de las tecnologias
diagnoésticas disponibles actualmente y la eli-
minacién de animales que puedan participar
como portadores de agentes causales de epidi-
dimitis, deben ser las medidas de prevencién
y control m4as importantes a implementar en
los rebafos ovinos
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