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1. RESUMEN

La brucelosis ovina es una enfermedad infectocontagiosa de origen bacteriano,
causada por Brucella ovis (B. ovis) que afecta principalmente al carnero, en el
cual las manifestaciones mas importantes son epididimitis y disminucién de la
calidad espermatica, produciendo en la oveja una sintomatologia mas leve. La
importancia de esta enfermedad radica en la disminucién de los indices
reproductivos, el refugo de carneros, asi como restricciones comerciales.

A nivel nacional el método diagnostico utilizado con mayor frecuencia es
inmuno difusion en gel de agar (IDGA), pero existen alternativas con mayor
sensibilidad como analisis de inmunoadsorcion ligada a enzimas (ELISA) y
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Hasta el momento no se ha
descrito un tratamiento efectivo y no existe una vacuna con eficacia reconocida,
por lo cual es fundamental el control eliminando los positivos y la prevencion
evitando el ingreso de animales portadores.

En el presente estudio de caso se realizé la exploracion clinica de 5 carneros
de un establecimiento comercial, identificAandose dos animales con asimetria
epididimaria. En base a estos hallazgos se decidio realizar a la totalidad de los
carneros, evaluacion seminal y serologia para confirmar la presencia de B.
ovis. Algunos de ellos presentaron alteraciones espermaticas y 3 individuos
fueron positivos a serologia, de los cuales uno no presentaba sintomatologia
clinica. Se realizé la orquiectomia bilateral a 4 carneros, en algunos se
observaron alteraciones macroscoépicas caracteristicas de la enfermedad, las
cuales se confirmaron por anatomia patologia e histopatologia. Mediante
cultivo bacteriolégico, se aisldé B. ovis de los 3 positivos a IDGA y también de
uno de los negativos. Se concluyd que realizar el diagndstico clinico no es
suficiente, siendo necesario identificar mediante analisis de laboratorio a los
individuos portadores. La técnica que se utiliza a nivel oficial es IDGA, pero
para garantizar la comercializacion de reproductores realmente libres es
recomendable la utilizacion de técnicas con mayor sensibilidad como PCR. Por
ultimo, cabe sefalar que es necesario realizar nuevos relevamientos
epidemioldgicos, ya que los mas recientes a nivel nacional datan de 1960.



2. SUMMARY

Ovine brucellosis is an infectious disease of bacterial origin, caused by Brucella
Ovis, which affects mostly the ram. The most important manifestations are
epididymitis and a decrease of the spermatic quality, thus causing a slight
symptomatology on the sheep. The importance of this disease lies on the
reduction of the reproductive rate, the deletion of the rams, as well as on the
commercial restrictions. The agent has been identified in all the countries that
perform sheep breeding. The first isolation from the same agent was in the
1953 in Australia and New Zealand. In Uruguay, the first diagnosed case was in
1956. In the 1960s it was estimated that in Uruguay the 50% of the
establishments and the 10% of the rams had the agent that caused it. The entry
of the bacterium to the organism is caused through the mucous membranes,
principally on the penis, then it colonizes regional nodes and through the blood
it is distributed to the rest of the organism. After two months, the infection is
localized only on reproductive organs. Clinically, the 70% of the males affected
do not present appreciable signs, acquiring on this way many importance the
laboratory diagnosis, which includes seminal and serologic analysis. At national
level, the diagnosis method used more frequently is the AGID, but there are
other options with more sensitivity like ELISA and PCR. Until now, there is not a
specific description of an effective treatment and a vaccine with a recognized
efficiency does not exist. As a result, control is crucial to remove the infected
animals as well as prevention to avoid the entry of carrier animals.

In the current report of the case, a clinic exploration of five rams was performed
on a commercial establishment. Two animals with an asymmetry of the
epididymis were discovered. Based on this discovery, it was decided to perform
a seminal and serologic evaluation to all the rams to confirm the presence of the
B.ovis. Some of them presented spermatic alterations and 3 of them were
positive in the serologic test. One of them did not present clinical symptoms. A
bilateral orchiectomy was performed to 4 rams. In some of them, macroscopic
characteristics were noticed from the illness, which were confirmed for
pathology and anatomic histopathology. Through a bacteriological culture,
B.ovis was isolated from the 3 positive cases to AGID and also one of the
negatives. It was concluded that diagnosing is not enough; it is necessary to
identify the infection by an analysis on the individual carriers at the laboratory.
The techniques used at national level is AGID, but to guarantee the
commercialization from the reproducer that are agent-free, the employment of
techniques with more sensibility like PCR is recommended. Finally, it should be
noticed that it is necessary to perform new epidemiological surveys, because
the most recent of them at National level was from the 1960.



3. INTRODUCCION

La brucelosis ovina es una enfermedad infectocontagiosa de origen bacteriano,
causada por Brucella ovis (B. ovis), que afecta al tracto reproductivo de ovinos
machos y hembras ocasionando como principales alteraciones orquitis,
epididimitis, placentitis y aborto (Rizzo y col., 2014), pudiendo manifestarse de
forma clinica o subclinica (Oliveira, 2011). Se ha identificado al agente en todos
los paises que realizan la ovinicultura (Radostits y col., 1999), el primer
aislamiento del mismo fue en el afio 1953 en Australia y Nueva Zelanda
(Mederos, 1995). En nuestro pais el primer diagnéstico se realizdé en el afio
1956. En la década del 60 se estimé que en Uruguay el 50% de los
establecimientos y el 10% de los carneros presentaban el agente causal
(Bermudez, 2004). El ingreso de la bacteria al organismo ocurre a través de
membranas mucosas (Leal, 2009), principalmente la peneana (Nozaki, 2003),
luego coloniza ganglios regionales y a través de la sangre se distribuye al resto
del organismo. Dos meses pos infeccion se encuentra solamente en érganos
reproductores (Escalera, 2010). Clinicamente el 70% de los machos afectados
no presentan manifestaciones apreciables (Robles, 2004), adquiriendo de esta
forma gran importancia el diagnostico de laboratorio (Piquet, 2004), este
incluye analisis seminal y serologia. El impacto de la misma es esencialmente
econdmico, ya que no tiene caracter zoondtico. Su presencia en la majada se
refleja en la menor tasa de procreo y nacimientos (Mederos, 1995), asi como
en el aumento de la mortalidad perinatal, descarte anticipado de carneros
(Escalera, 2010), aumento de los abortos, restricciones en el comercio,
disminucidén en los ingresos por venta de reproductores, desprestigio de la
cabafa, aumento de los costos derivados de honorarios profesionales y
pruebas diagnosticas (Robles, 2008).

3.1. Etiologia

La Brucella spp, afecta a varias especies animales (Nozaki, 2003), cada una de
sus especies mantiene siempre un hospedador principal, siendo la adaptacién
a los mismos superiores a la que se da en hospedadores secundarios o
accidentales. En este sentido vemos que los bovinos son hospedadores
naturales para Brucella abortus (B. abortus), los ovinos y caprinos para Brucella
melitensis (B. melitensis), los suinos para Brucella suis, los caninos para
Brucella canis (B. canis), los ovinos para B. ovis, para roedores Brucella
neotomae (Crespo, 1994), pinnipedos para Brucella pinipedalis y cetaceos para
Brucella ceti, topillo de campo y zorro rojo para Brucella microti (Leal, 2009),
mientras que Brucella inopinata ha sido aislada en el humano (Tiller y col.,
2010). Cabe destacar que B. melitensis y B. abortus son las que mas se han
aislado en casos de brucelosis humana a nivel mundial (Méndez y col., 2015) y
que B. ovis y B.canis son altamente especificas para sus huéspedes habituales
(Crespo, 1994), siendo la infeccion natural por B. ovis exclusiva de ovinos
(Hernandez, 2009).

En la actualidad solo se ha identificado un tipo de B. ovis (Nozaki, 2003). El
primer aislamiento registrado en Australia y Nueva Zelanda ocurrié en el afio
1953 (Mederos, 1995), siendo el primero en Uruguay en 1956 (Bermudez,
2004). En Argentina se aisla en 1961 (Troncoso y col., 2014), mientras que en
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Rio Grande do Sul en el aino 1972 (Machado y col., 2015). Esta bacteria esta
presente en la mayoria de las zonas donde se desarrolla la ovinicultura
(Mederos, 1995).

La B. ovis esta formada por una membrana interna, un espacio periplasmico y
una membrana externa integrada por lipopolisacaridos y otras proteinas. Se ha
reportado que la B. ovis al igual que la B. canis son las unicas especies del
género Brucella patéogenas en fase rugosa, esto es debido a que los
lipopolisacaridos de la membrana externa compuestos ya sea por los lipidos A
o M y un oligosacarido, no contienen la cadena polisacarida O. Esta
caracteristica de presentarse en fase rugosa es la que les brinda la propiedad
de auto aglutinar en solucién salina (Crespo, 1994).

3.2. Epidemiologia

La brucelosis ovina se ha descripto en la mayoria de los paises productores de
ovinos, pudiendo alcanzar su prevalencia hasta un 75% de los carneros
(Radostits y col., 1999). En Uruguay se estimé en la década del 60 que el 50%
de los establecimientos y el 10% de los carneros presentaban el agente causal
(Bermudez, 2004).

Si bien se ha reproducido de forma experimental la enfermedad en ciervos de
cola blanca (Radostits y col., 1999) y caprinos, se desconoce si la misma se
puede presentar de forma natural en éstos (Fachini y col., 2016), por tanto, se
acepta que la B. ovis es exclusiva de los ovinos (Oliveira, 2011).

La B. ovis afecta principalmente a ovinos machos sexualmente activos y
retarjos. EI macho entero es su mayor difusor y perpetuador, tanto dentro de la
majada como entre distintas majadas, ya que en condiciones de campo con
monta natural una hembra suele ser servida por mas de un macho (Leal, 2009).
La transmisidn entre machos también es comun debido a las practicas
homosexuales entre éstos sobre todo cuando son mantenidos apartados de las
hembras, ya sea de forma directa por via rectal o de forma indirecta a través de
la mucosa palpebral, ocular o prepucial. El contagio mediante la ingestién de
pastos contaminados con fomites, descargas genitales, restos de secundinas y
fetos abortados parece poco probable (Nozaki, 2003).

Si bien existen reportes de que esta bacteria afecta raramente a hembras en
las cuales se manifiesta con abortos (Oliveira, 2011), siendo éstos de caracter
tardio (Piquet, 2004); Paolicchi y col. (2007) sostienen que es muy posible la
existencia de hembras persistentemente infectadas, las que cumplirian un rol
importante en la perpetuacion del agente causal dentro de la majada, aunque
no se ha demostrado que las mismas puedan trasmitir B. ovis al carnero.

Algunos autores coinciden que afecta a todas las razas por igual (Oliveira,

2011); mientras que Nozaki (2003) cita una mayor resistencia de la raza merino
respecto a razas britanicas y sus cruzas.
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3.3. Patogenia

La infeccidn, al igual que en el resto de las brucellas, es producida a través de
las membranas mucosas (Leal, 2009). En el caso de B. ovis la via venérea se
ha identificado como la principal forma de contagio especialmente peneana,
rectal o vaginal pudiendo ocurrir también por via nasal o conjuntival (Nozaki,
2003). Ingresa a través de las mucosas, coloniza los ganglios regionales y por
via hematica se distribuye al resto del organismo llegando a higado, rifiones,
bazo, pulmones, demas nédulos linfaticos y aparato reproductivo. Al segundo
mes post infeccibn se encuentra solamente en epididimos, vesiculas
seminales, glandulas bulbo uretrales, ampolla de los conductos deferentes y a
veces en rifion (Escalera, 2010).

En los machos al alcanzar los epididimos, produce destruccion de los tubulos
seminiferos con la consecuente extravasacion y acumulo de espermatozoides
en el tejido intersticial. La reaccion inflamatoria resulta en un granuloma y
posterior atrofia testicular (Oliveira, 2011). La primera anormalidad observable
entre las 2 a 8 semanas post infeccion es la presencia de células inflamatorias
en el semen, en dicha muestra a las 3 semanas se visualiza B. ovis de forma
intermitente. Las alteraciones testiculo epididimarias se palpan a partir de las 9
semanas. Las lesiones varian segun el estado inmunitario del animal (Radostits
y col., 1999).

En las hembras vacias B. ovis produce vaginitis, cervicitis y endometritis con la
consecuente infertilidad temporaria. En las gestantes la bacteria reaparece en
el tracto genital hacia la segunda mitad de la gestacion, provocando placentitis
con muerte fetal y aborto, o nacimiento de crias débiles (Nozaki, 2003).

3.4. Sintomatologia

En el carnero la enfermedad se caracteriza inicialmente por una baja calidad
seminal, aparicion de granulomas espermaticos, seminovesiculitis y fibrosis
progresiva del epididimo, la cual pude ser palpable generalmente de forma
unilateral y ocasionalmente bilateral, pudiendo sobrevenir la atrofia testicular
(Nozaki, 2003). Se debe tener en cuenta que las alteraciones morfolégicas de
testiculos y epididimos suelen pasar desapercibidas hasta los estadios mas
avanzados de la enfermedad, cuando se logran apreciar son indicadores de
cronicidad. Se ha visto que hasta un 70% de los machos afectados no
desarrollan ninguna lesién palpable resultando ser portadores asintomaticos
durante largos periodos de tiempo (Robles, 2004), pero eliminando brucellas en
el semen. Esta situacion hace que cobre gran importancia el diagndstico de
laboratorio (Piquet, 2004). Las alteraciones morfolégicas conllevan a la
disminucién de la calidad seminal y por ende de la fecundidad, lo cual se
traduce en una menor produccion de corderos (Mederos, 1995). Como
sintomatologia general se describe fiebre, inapetencia y disnea (Meglia y col.,
2008).

Las ovejas infectadas, con frecuencia suelen ser seronegativas y la presencia
de B. ovis en una majada puede evidenciarse por la disminucion de
nacimientos, aumento del intervalo interpartos y disminucién de la viabilidad
posnatal. Solo un porcentaje menor de hembras desarrolla la infeccidén activa
la cual provoca abortos en el ultimo tercio de la gestacién. Las alteraciones en
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la placenta se caracterizan por placentitis intercotiledoneana cronica y en el
feto se puede observar bronconeumonia catarral o fibrino purulenta (Leal,
2009).

Como se ha puesto de manifiesto, la importancia de la presencia de B. ovis en
la majada, radica en el descenso de productividad de la misma dada por el
menor numero de corderos obtenidos y por el descarte anticipado de
reproductores (Carrera y col., 2010).

3.5. Diagnéstico

3.5.1. Diagnéstico Clinico

El diagndstico presuntivo de brucelosis ovina en machos enteros se realiza
mediante la inspeccion y palpacion tanto de testiculos como de epididimos,
teniendo en cuenta que no siempre los mismos desarrollan lesiones palpables.

El examen androlégico es una evaluacion de tipo clinica-reproductiva que se
realiza con el objetivo de seleccionar e identificar reproductores potencialmente
fértiles. Este se realiza con un minimo de 60 dias de antelacién al inicio de la
encarnerada, ya que este es el lapso estimado para la espermatogénesis. Con
el fin de detectar animales afectados y tener tiempo suficiente para tratar
dichas afecciones, poder descartar a todos los que presenten problemas
irreversibles y prever, si fuera necesario, la compra de reproductores de
reemplazo (Manazza, 2004).

La performance reproductiva de las majadas esta influenciada por la época de
encarnerada, el peso vivo y la condicion corporal de las hembras al servicio, el
nivel nutricional en los momentos claves del ciclo reproductivo y la fertilidad de
los carneros. Los altos porcentajes de machos utilizados en nuestro medio, que
varia normalmente entre un 3 a 4%, enmascara la presencia de individuos
reproductivamente no aptos (Bonino, 2000).

En un primer momento se deben recabar todos los antecedentes disponibles
sobre la majada, haciendo hincapié en los aspectos vinculados a la
reproduccién, como numero de corderos nacidos y porcentaje de sefialada.
También el manejo sanitario, el manejo nutricional y el origen de los carneros.
Luego se realiza una observacién y evaluacién general de los mismos, para lo
cual se recomienda previamente apartarlos en la manga, separandolos por
edad. En este momento, ademas de evaluar caracteres productivos de valor
economico, se observara presencia de lana en la cara, arrugas en el cuerpo,
tamafo de los testiculos, estado corporal, aparato locomotor, aplomos vy
cualquier anomalia apreciable a distancia, para lo cual se observa a los
animales en movimiento (Bonino, 2000).

Se recomienda elegir un lugar comodo para trabajar, tanto para el personal
auxiliar, como para el veterinario. Se revisa cabeza, boca, ojos, lomo, pecho,
pezufias, escroto, testiculos, epididimos, prepucio y pene. Se establece una
metodologia de trabajo para evitar omisiones y para que resulte mas eficiente y
organizada la tarea (Manazza, 2004). Se procede a sentar al carnero, para
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poder revisar de forma detallada las pezuhas y en el mismo momento se
observara el pecho (Bonino, 2000). Se continuara con los genitales externos
comenzando con prepucio y pene, observandose en el mismo la presencia del
apéndice vermiforme. El pene se exterioriza con el carnero sentado, ejerciendo
una leve presion en la flexura sigmoidea y deslizando el prepucio hacia caudal
(Ramos y Ferrer, 2007). A la inspeccion del escroto debemos considerar que
su piel es fina, presenta glandulas tanto sudoriparas como sebaceas y se
encuentra cubierta por pelos o lana. Presenta una depresion entre ambos
testiculos llamada rafe escrotal que en algunos animales aparece muy
marcado. A la palpacién se evalua la elasticidad, el volumen, la temperatura, la
sensibilidad y el desplazamiento de los testiculos dentro del escroto. Los
testiculos pesan de 200g a 300g cada uno, tienen forma ovoide y su polo
caudal esta orientado ventralmente (Ramos y Ferrer, 2007). Se debe verificar la
presencia de ambos testiculos, ya que la ausencia de éstos en el escroto, es
sinbnimo de esterilidad; la presencia de uno solo, no siempre afecta la
fertilidad, pero al ser una caracteristica heredable, se recomienda eliminar al
animal. En cada testiculo palpamos comparando con su homdlogo la
conformacién, la simetria y el tamano, este es importante, pues cada gramo de
tejido testicular produce 20 millones de espermatozoides por dia. Esta
caracteristica es heredable y se refleja en el mayor numero de crias obtenidas.
La relacion entre tamafio y circunferencia escrotal es un parametro de medicion
objetivo. Debemos tener en cuenta que esa medida esta influenciada por la
edad, el peso corporal, la época del ano y la raza (Capandeguy y Mattos,
2014).

La palpacién del contenido escrotal se realiza con ambas manos en sentido
dorso ventral, palpando simultaneamente el cordén espermatico, el epididimo y
los testiculos. La consistencia de los testiculos normales es duro-elastica,
pudiendo ser blando-elastica cuando desaparece el epitelio germinal, duro-
inelastica cuando hay inflamaciones cronicas, si existen abscesos puede ser
flacida o fluctuante (Ramos y Ferrer 2007). El tono testicular estéd conformado
por la firmeza y la elasticidad. La firmeza es la resistencia que ofrece el 6érgano
a la presion y la elasticidad es la capacidad de volver a su estado previo luego
de la presion ejercida. Existen diferentes escalas subjetivas para expresar el
tono testicular, las mas destacables son la de Galloway y la de Rutter y Russo
(Cuadro 1).

Cuadro 1: Escala subjetiva de tono testicular (Capandeguy y Mattos, 2014)

Fibrosis - elasticidad nula. Muy firme y muy elastico

Tono normal - elasticidad Firme y elastico

buena.

Moderada firmeza y
elasticidad

Blando y esponjoso

Muy blando y muy esponjoso

Flacidez y esponjosidad
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Conjuntamente con los testiculos se procede a evaluar los epididimos, éstos
son los érganos encargados de recoger, transportar, madurar y almacenar los
espermatozoides producidos en los testiculos. El epididimo se encuentra
adherido al testiculo y es de consistencia mas firme que éste, a la palpacién se
diferencian tres partes: cabeza, cuerpo y cola (Bonino, 2000). El epididimo se
localiza en el borde caudomedial del testiculo, estando orientados cada uno
hacia el homologo. Ademas, estan firmemente unidos a los polos del testiculo
correspondiente. La cabeza del epididimo se continua hasta cierta distancia
sobre el borde libre del testiculo antes de continuar a lo largo de él. La cola se
proyecta ventralmente formando wuna marcada elevaciéon, tiene wuna
consistencia generalmente firme y se vuelve mas blanda luego de cada
eyaculado (Dyce y col., 1998). Tanto la cabeza como la cola del epididimo se
palpan con facilidad. Ademas de los testiculos y epididimos, se debe palpar el
cordén espermatico formado por el paquete vascular, el conducto deferente y el
musculo cremaster (Ramos y Ferrer, 2007). Finalizada la revisacion, los
carneros se pueden clasificar en aptos para la reproduccion, temporalmente no
aptos o definitivamente no aptos (Bonino, 2000).

3.5.2. Diagnostico de Laboratorio

Como se menciond anteriormente no todos los carneros portadores de B. ovis
desarrollan lesiones palpables, por esto es que la eliminacion de los mismos no
es suficiente para erradicar la enfermedad, sino que es necesario eliminar los
excretores subclinicos identificandolos mediante analisis de laboratorio (Piquet,
2004). Los mismos incluyen analisis seminal, cultivo y aislamiento del agente,
asi como serologia.

Con respecto a la evaluacion seminal, ninguna prueba por si sola puede
predecir con exactitud la fertilidad de una muestra de semen. El examen de
diversas caracteristicas fisicas del mismo, puede determinar el mayor potencial
de fertilidad (Ax y col., 2007). El semen se encuentra constituido por los
espermatozoides por un lado y por el plasma seminal resultante de la secrecién
de las glandulas anexas y epididimos por otro. Comunmente la relaciéon plasma
— espermatozoides que constituyen el semen del carnero es de 75% a 25%
respectivamente, alcanzando el primero, valores de hasta el 95% al obtenerse
por electroeyaculacién. Si se somete la muestra al centrifugado a 800 r.p.m.
luego de 15 minutos se logra separar completamente ambos componentes del
semen (Ramos y Ferrer, 2007). El color normal del semen es blanco cremoso
dependiendo de la concentracion de espermatozoides, aclarandose vy
volviéndose mas traslucido a medida que la concentracion espermatica
disminuye (Fernandez, 2006). El color acuoso es indicio de baja o nula
fertilidad, el color rosado indica presencia de sangre, el gris turbio evidencia
procesos inflamatorios en el tracto reproductor. El olor estd dado por
contaminacién con orina o infeccion bacteriana, por lo tanto, es indicio de una
muestra de mala calidad (Ramos y Ferrer, 2007). El volumen varia de 0,5 a 2
mililitros en animales adultos, mientras que en jovenes varia de 0,5 a 0,7
mililitros (Ax y col., 2007). El mismo puede variar en funcion de la excitacion
previa a la que fue sometido el macho, el estado sanitario y nutricional, asi
como la época del afio, la edad, el numero de eyaculados extraidos
previamente en el dia y variaciones individuales (Fernandez, 2006). El pH
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normal varia entre 6,2 y 7,3 (Ramos y Ferrer, 2007). La concentracion varia
normalmente entre los 3 y 7 mil millones de espermatozoides por mililitro de
eyaculado (Ramos y Ferrer, 2007). La misma se determina usando un
hematocitometro, un colorimetro o un espectrofotometro. EI hematocitometro,
es un portaobjetos de microscopio que cuenta con camaras numeradas con
precision. La cantidad de espermatozoides por camara se cuentan
manualmente, lo cual pese a tomar mucho tiempo, es muy exacta (Ax y col.,
2007). La concentracion de espermatozoides también se puede estimar
subjetivamente mediante una escala de puntuacién de la consistencia del
semen (Cuadro 2).

Cuadro 2: Concentracion del semen del carnero valorada mediante la consistencia
(Ax y col., 2007)

NUMERO DE

ESPERMATOZOIDES

PUNTUACION CONSISTENCIA x10 ©

5 Cremosa espesa 45-6.0
| 4 Cremosa 35-45
3 Cremosa diluida 25-35
2 Lechosa 1.0- 25
1 Brumosa 0.3-1.0
0 | Transparente/acuosa Insignificante

La motilidad espermatica implica la estimacion subjetiva de la viabilidad de los
espermatozoides (Ax y col., 2007). La motilidad de masa, se observa a simple
vista y a plena luz en un recipiente transparente, se aprecian ondas que son el
resultado del movimiento de los espermatozoides vivos y su concentracion.
Aguero (2012) cita la siguiente escala para clasificar el grado del movimiento
en masa:

++++: Actividad cinética muy buena, remolinos intensos con ondas
espermaticas apreciables.

+++: Actividad cinética buena, remolinos apreciables, aunque menos intensos.
++: Actividad cinética regular, pocos remolinos y con menor frecuencia que la
anterior.

+: Actividad cinética deficiente, el semen forma remolinos solo eventualmente y
sin ninguna intensidad.

-: Actividad cinética ausente.

Segun Fernandez (2006) la motilidad individual hace referencia al
desplazamiento del espermatozoide que pueden clasificarse en:

1) Progresivo y rectilineo, cuando el espermatozoide se proyecta hacia
adelante. Siendo importante la existencia del mayor numero posible de células
con dicho movimiento, ya que este es fundamental para que exista un correcto
avance con una velocidad de 3 a 8 milimetros por hora.

2) De retroceso y zigzagueante, el avance sigue un recorrido vacilante y con
frecuentes curvas, pudiendo en algunas ocasiones desplazarse hacia atras
debido a alteraciones en la cola.
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3) Oscilatorio. Este tipo de movimiento, por lo general anteceden a la
inmovilizacion completa, en el mismo se visualizan los espermatozoides
realizando movimientos de lado a lado, pero con un avance muy reducido.

4) Vibratorio, el espermatozoide se desplaza en circulos con minimos
movimientos.

Para esto se utiliza el microscopio Optico con contraste de fase y platina
caliente con aumentos de 200 a 400x. Las muestras de semen pueden ser
puras o diluidas, si bien la muestra de semen puro nos sirve para observar a
los espermatozoides en su ambiente natural, la concentracidn espermatica
elevada, puede dificultar la tarea, lo cual se soluciona con la dilucion de una
pequefa parte de la muestra (Fernandez, 2006). Mediante la visualizacién de la
motilidad espermatica se puede determinar una puntuacion para el vigor de la
misma (Cuadro 3).

Cuadro 3: Determinacion de la puntuacién del movimiento ondulado de los
espermatozoides (Ax y col., 2007).

PUNTUACION ASPECTOS DEL MOVIMIENTO

Inmovilidad total
Movimiento individual
Movimiento muy lento
Movimiento ondulado general; amplitud lenta
Movimiento rapido, sin remolinos
Movimiento rapido, con remolinos

En cuanto a la morfologia espermatica, existe una correlaciéon positiva entre los
espermatozoides con morfologia normal y motilidad espermatica, aunque todos
los eyaculados contiene espermatozoides anormales se debe cuestionar la
fertiidad cuando estos ascienden al 20% de las células. El estrés por calor
dafa grandes cantidades de espermatozoides, las altas temperaturas, junto
con altos indices de humedad, pueden volver al macho estéril hasta por 6
semanas, por lo tanto debe proporcionarse al macho una sombra adecuada,
agua fresca y limpia. Al igual que el volumen, el numero de espermatozoides
anormales, varia con las estaciones del aio, siendo en primavera mas elevada
que en la estacion reproductiva. La morfologia espermatica se estudia
analizando al menos 150 espermatozoides tefidos mediante las técnicas de
eosina-nigrosina, Williams o Wright, debiendo observarse con aumentos de
400x (Ax. y col., 2007). Segun Fernandez (2006) se pueden utilizar las
tinciones de eosina-nigrosina o tinta china, para lo cual se diluye el semen con
suero fisioldgico a razén de 4 gotas de suero por cada gota de semen y se
agrega una quinta gota de colorante. Se debe mezclar la muestra durante 5 a
10 segundos y luego se espera de 40 a 50 segundos, para que el colorante
reaccione. Para esto se trabaja en una estufa o sobre placa caliente a 30°C.
Luego de realizado el frotis se deja secar y se observa al microscopio sin cubre
objeto. Ax. y col., (2007) clasifican las anormalidades en sin cola, cabezas
anormales, formacion anormal de la cola con inclusion citoplasmatica proximal
y formacion anormal de la cola con inclusion citoplasmatica distal. En cuanto a
las cabezas se pueden clasificar en cabezas normales, ahusadas, microcefalia,
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macrocefalia, amorfa, cabezas dobles, sin cabeza, decapitado. Con respecto a
la cola, se pueden identificar entre otras colas dobles, colas anudadas,
munones caudales, y colas enrolladas. En la pieza intermedia podemos
encontrar, pseudoinclusiones y defectos en sacacorchos.

En cuanto a la calidad seminal del carnero, se entiende que aquellas muestras
con anormalidades espermaticas menores al 10% se consideran de alta
calidad. Pero debe tenerse en cuenta que el numero total de espermatozoides
vivos es mas importante que el numero de espermatozoides anormales (Ax. y
col., 2007).

Como pruebas confirmatorias se utilizan métodos directos como indirectos. Los
primeros son cultivo, aislamiento, coloracion y PCR a partir de semen. Los
segundos, los cuales se utilizan como diagndstico de rutina, son estudios
serologicos de muestras de suero (Piquet, 2004).

Métodos directos:

Puede aislarse B. ovis de placenta, pulmones y contenido estomacal del
cordero abortado. En los carneros luego de la castracion, se puede aislar de
organos genitales, especialmente epididimo (Radostits, 1999). Las brucellas
crecen en agar sangre al 5-10%. Es esperable que las muestras obtenidas
contengan bacterias y hongos contaminantes, por lo que se requiere la
utilizacién de medios selectivos. Estos medios contienen una base nutritiva de
agar sangre, suero equino o bovino seronegativo estéril y antibidticos. EI medio
selectivo mas utilizado es el medio Farrells, que se prepara con la adicion de 6
antibidticos a un medio base. El suplemento de antibidtico utilizado en medios
selectivos para B. ovis generalmente difiere del de B. abortus. Las placas
inoculadas se incuban a 37°C bajo 5-10% de CO2 hasta por 15 dias. Las cepas
de B. abortus, B. suis, B. melitensis y B. neotomae suelen estar en forma lisa
cuando se aislan por primera vez. Con los sucesivos pasajes de estas cepas,
comienzan a presentarse colonias de morfologia rugosa. B. ovis y B. canis
siempre se presentan en forma rugosa, las mismas son opacas, amarillentas y
friables. El género Brucelae no es hemolitico en agar sangre. Los frotis tefnidos
con la técnica de Ziehl Neelsen modificado de colonias sospechosas seran
positivos si se aprecian cocobacilos pequenos teiidos de rojo. Para la
identificacion de rutina de Brucella, junto con la morfologia de la colonia y
propiedades de tincion, se realizan pruebas bioquimicas. Las brucellas no son
moviles, son catalasa y oxidasa positivas, con excepcion de B. ovis y B
neotomae, dan actividad rapida de ureasa, excepto B. ovis y alguna cepa de B.
melitensis, reducen el nitrato y son indol negativo (Markey y col., 2013).

El método directo PCR ha sido utilizado para la deteccion de especies de
Brucella en ensayos que se han publicado desde finales de 1980. Se aplicd en
sangre, leche, tejidos y semen, con ensayos especificos para loci genéticos
unicos altamente conservados para el genero Brucella. Aunque pueden surgir
problemas tales como la co-purificacion de los inhibidores de la PCR con ADN
del organismo, la sensibilidad puede ser mejor que la lograda mediante cultivo
una vez que se resuelven esos problemas. Las pruebas moleculares para
distinguir entre las especies de Brucella y/o biovares deben apuntar a loci que
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son variables entre especies, estos son poco comunes en brucellas, ya que el
género es extremadamente homogéneo, pero se han desarrollado varios
ensayos capaces de discriminar entre especies (Markey y col., 2013).

Métodos indirectos:

Las pruebas seroldgicas son los métodos mas utilizados y segun Tizard (2009)
se juzgan por el numero de resultados falsos positivos que originan
(especificidad) y por el numero de falsos negativos (sensibilidad). Las pruebas
mas empleadas son IDGA, LISA y FC. La prueba que tiene mas posibilidades
de ser utilizada para el diagndstico en laboratorios no especializados, es la
IDGA debido a su simplicidad y facilidad de interpretacién. La FC tiene la
desventaja de ser compleja y dificil de implementar con muestras hemolizadas.
ELISA sola o combinada con IDGA es una prueba de muy buena sensibilidad y
puede ser utilizada por laboratorios de mediana complejidad (Baigun y col.,
2000). ELISA presenta una sensibilidad del 93% y una especificidad del 97,5%,
mientras que IDGA presenta una sensibilidad del 90% y una especificidad del
95% (Mederos, 1995). Las pruebas serolégicas mas sensibles y especificas
detectan directamente el antigeno o el anticuerpo de interés, éstas se
denominan pruebas de unién primaria. Las pruebas de unién secundarias son
mas sencillas de realizar, pero son menos sensibles (Tizard, 2009).

Las pruebas de union primaria se realizan permitiendo la unién del antigeno
con el anticuerpo, para luego medir los inmunocomplejos formados. Es
necesario tener uno de los reactivos marcado quimicamente. ELISA es una de
las pruebas de unién primaria mas importante de inmunoanalisis en veterinaria,
se puede utilizar tanto para detectar anticuerpos como antigenos. Esta técnica
se lleva a cabo llenando los pocillos de las microplacas con el antigeno para
que se una al poliestireno de la pared, luego se realiza un lavado para eliminar
los antigenos no unidos, quedando asi los pocillos recubiertos con una capa de
antigeno. Luego se agrega el suero que se desea analizar. En caso de
presentar anticuerpos especificos para el antigeno, al incubar y lavar se
mantendran unidos. Para confirmar la unién, lo que se realiza es la adicion de
una solucidon que contiene una antiglobulina, que al ser incubada, se unira al
anticuerpo del suero. Esta antiglobulina se encuentra ligada quimicamente a
una enzima. Luego del lavado se coloca el sustrato para la enzima, al entrar en
contacto la enzima con el sustrato se obtiene un producto coloreado. Por lo
tanto, cuanto mas color se produce en el pocillo, mas anticuerpos habra en el
suero analizado. Otra opcion es utilizar la técnica de antigeno marcado en la
cual este antigeno cumple la misma funcién que la antiglobulina (Tizard, 2009).

Las pruebas de union secundaria identifican la reaccién que normalmente se
continua a la union del antigeno con el anticuerpo, como por ejemplo la
precipitacion de los inmunocomplejos que se producen en algunos casos, al
unirse antigenos solubles con anticuerpos. En otros casos, la union puede
llevar a la formacion de grumos. Si un anticuerpo unido a un antigeno puede
activar la via clasica del complemento y el antigeno esta sobre una superficie
celular, puede llevar a la lisis de esa célula. Estas reacciones pueden utilizarse
para muchos analisis serologicos. Dentro de las pruebas de unién secundaria
encontramos: IDGA y FC. La primera se realiza sobre una capa de agar, donde
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se perforan pocillos de unos 5 milimetros de diametro a un centimetro de
distancia entre ellos. En uno de los pocillos se coloca el antigeno soluble, en el
otro se coloca un antisuero. Ambos reactivos van a difundir de forma radial y en
el lugar donde se encuentren en concentraciones 6ptimas se formara una linea
blanca opaca de precipitado. En caso de que en las soluciones utilizadas
existan distintos antigenos y distintos anticuerpos, es improbable que los
componentes alcancen proporciones oOptimas en la misma posicidén
exactamente, por lo tanto, para cada grupo de antigenos y anticuerpos que se
unan, se formara una linea de precipitado. En caso de colocar antigeno en dos
pocillos y anticuerpo en uno, encontrandose los tres pocillos a la misma
distancia, se formaran lineas entre cada pocillo de antigeno y el que contiene
los anticuerpos, si las lineas se encuentran unidas, significa que los dos
antigenos son idénticos. Si las lineas se cruzan, los antigenos son
completamente distintos, si las lineas se unen formando un ramal, significa que
existe identidad parcial, uno de los antigenos presenta epitopos que el otro no.
Para la FC se parte de la premisa que el complemento se encuentra en todos
los sueros frescos. La activacion de la via clasica del mismo por un anticuerpo
unido a un antigeno provoca que se generen complejos de ataque a
membranas celulares, en el caso de ser un eritrocito ocurrira hemolisis. Esta
prueba mide los niveles séricos de anticuerpos. Para esto lo primero que se
realiza es la inactivacion del complemento del suero a analizar, para lo cual se
lo calienta a 56 °C. Luego ese suero se mezcla con antigenos especificos
contra los anticuerpos que se estan buscando y se coloca una fuente de
complemento para lo cual se puede utilizar suero normal de cobaya. Luego de
incubar esa mezcla de antigeno-anticuerpo-complemento hay que ver si aun
existe complemento libre, para lo cual se agregan eritrocitos de oveja
recubierto de anticuerpos. Si se produce hemdlisis vamos a observar un color
rojo transparente, lo cual nos va a indicar que aun hay complemento en la
mezcla original, por lo tanto es una muestra negativa. Si no se produce
hemolisis, se observa como una suspension turbia de eritrocitos y nos va a
estar indicando que la mezcla ya no tiene complemento, o sea que se activd y
se consumio al incubar, por lo tanto el suero presenta anticuerpos y es una
muestra positiva. Normalmente se titula el suero que se esta analizando y en
caso de ser positivo, al estar diluido se observara en cada tubo si se produjo
hemolisis. El titulo es la dilucion mas alta de suero en el cual se lisan mas del
50% de los eritrocitos (Tizard, 2009).

3.5.3. Diagnéstico Anatomopatolégico e Histopatolégico

Durante la etapa aguda de la enfermedad se observa en la fascia escrotal
edema inflamatorio, exudado de la tunica vaginal y formacion de tejido
granuloso. Se aprecian, ademas, induraciones circunscriptas en el epididimo y
pueden encontrarse granulaciones en el testiculo, las cuales en etapas
avanzadas sufren necrosis caseosa (Radostits, 1999). Segun Ladds (1991) a
nivel macroscopico es destacable la irregularidad de tamafo y forma del
epididimo afectado, especialmente en los casos unilaterales. Para esta
desproporcion contribuye la atrofia testicular concurrente. Pueden existir
adherencias fibrosas o fibrinosas entre el érgano afectado y las tunicas
adyacentes. La consistencia de dicho epididimo varia en funcion de la duracién
del proceso inflamatorio, asi como del desarrollo del granuloma espermatico.
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En los cuadros cronicos, el marcado incremento del tejido fibroso en el
epididimo y entre éste y las tunicas, resulta en atrofia de los elementos
epiteliales y de este modo el epididimo se torna duro y nodular.

Histolégicamente en los conductos epididimarios afectados se observan
epitelios lesionados. Estos conductos contienen fibrina, neutrofilos,
macrofagos, células gigantes multinucleadas, muchas de las cuales contienen
espermatozoides. También se pueden observar espermatozoides en diversos
estadios de degeneracion, asi como acumulo intersticial de células
mononucleares. Se ha observado hiperplasia epitelial, con desarrollo de
espacios intraepiteliales. En epididimitis crénicas también puede desarrollarse
en los conductos afectados metaplasia escamosa de los epitelios, asociada con
fibrosis progresiva y puede haber hipertrofia del musculo liso de los conductos.
Se estima que aproximadamente el 90% de los epididimos afectados por B.
ovis presentan lesiones a nivel de la cola del mismo. Inicialmente la bacteria
produce edema e infiltracion macrofagica y linfocitica. Mas tarde se suman
neutréfilos, cuando los espermatozoides penetran en el intersticio. Las lesiones
epiteliales iniciales incluyen hiperplasia y degeneracién hidropica, con
formacion de espacios intra epiteliales, al tiempo que hay fibrosis creciente de
las areas intersticiales. La fibrosis e hiperplasia derivan en obstruccion de la luz
originando éstasis espermatico. En los animales afectados las lesiones
evolucionan durante varios meses y éstos excretan numerosos
microorganismos en el eyaculado. Los eventos subsiguientes dependeran de la
extravasacion de espermatozoides y la consecuente formacion del granuloma
espermatico. En estos casos la cola del epididimo puede estar agrandada 4 a 5
veces su tamafo. Si el esperma extravasado penetra en la cavidad de la tunica
vaginal, se forman adherencias y aumenta la degeneracion testicular. A
diferencia de la brucelosis bovina, no hay orquitis primaria. Similares a las
lesiones del epididimo son las del conducto deferente, pero en este caso no se
asocian con éstasis espermatica ni fugas, existiendo también hiperplasia
epitelial pronunciada, con espesamiento y plegamiento de la pared, la [amina
propia del epitelio esta densamente infiltrada por linfocitos, células plasmaticas
e histiocitos (Radostits, 1999).

El aborto se caracteriza por engrosamiento y edema, restringiéndose a veces a
una parte de la placenta, placas firmes elevadas de color amarillento en los
espacios intercotiledoneanos con anormalidades variables de los cotiledones,
que en la etapa aguda son mucho mas grandes y firmes de color blanco
amarillento, asi como vasculitis ocasional (Radostits, 1999).

3.5.4. Diagnéstico Diferencial

En el macho se hace imprescindible la realizacién de diagndstico diferencial de
orquitis/epididimitis causadas por Actinobacillus seminis, Histophillus ovis
(Rizzo y col., 2014).

Otras patologias de origen no infeccioso que merecen atencioén en el caso de
aumento del volumen escrotal, que pueden ser diagnosticadas por la palpacién
del tracto reproductivo son: hidrocele, hematocele, varicocele, espermatocele,
neoplasias, hernias inguinales y criptorquidismo (Rizzo y col., 2014).
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e Actinobacillus seminis

Causa epididimitis en los carneros, pero también ha sido aislado de las
articulaciones de corderos con poliartritis purulenta, septicemia y sinovitis. La
infeccion suele darse en animales virgenes, detectandose entre los 4 y 18
meses de edad, pero también se presenta en los adultos. Si bien la fertilidad
disminuye, el principal impacto econoémico deriva de las pérdidas de ventas de
animales de alto valor genético y de la necesidad de diferenciar esta
enfermedad de la Brucelosis (Radostits, 1999). Puede haber peri orquitis
severa y difusa, generando en algunos casos un absceso en uno o ambos
epididimos, que fistuliza a través de la pared escrotal. Histolégicamente, la
lesién inicial en el epididimo es similar a la producida por B. ovis, que se
caracteriza por espacios intra epiteliales. En la forma crénica de la enfermedad,
en carneros mas viejos, el o los epididimos afectados se encuentran
agrandados y fibroticos y los testiculos atrofiados. Las vesiculas seminales o la
prostata pueden estar afectadas. La inoculacion experimental de carneros con
la bacteria por diversas vias, ha demostrado que el tracto genital puede
infectarse total o parcialmente, pero que el epididimo es el 6rgano mas
afectado (Ladds, 1991).

e Histophilus ovis

La clasificacion de esta bacteria aun es motivo de discusion, podria tratarse de
el mismo género y la misma especie que Histophilus agni y Histophilus
somnus. Se han aislado los agentes antes mencionados de ovejas que
padecian una gran variedad de procesos piogenos, incluyendo septicemia,
poliartritis en animales jovenes, meningitis, meningoencefalitis trombotica,
piemia generalizada, metritis, abortos, mortalidad neonatal y epididimitis en
carneros. Las lesiones epididimarias ocasionadas por Histophilus ovis son
similares y probablemente este microorganismo es una variante bioquimica de
Actinobacillus seminis. La enfermedad se presenta esporadicamente y la lesion
mas frecuente consiste en un gran absceso multilobulado que afecta un
epididimo. El absceso contiene mucho fluido y pus amarillo-verdoso con
acumulo de material necrético. También se producen adherencias fibréticas en
las tunicas. En casos agudos, con abscedacion epididimaria, el conducto
deferente suele contener pus y fluido espermatico, en los casos crénicos, sin
abscesos focales, la porcién del epididimo adyacente al conducto deferente
suele estar vacia y la fibrosis de sus paredes suele ser apreciable
macroscopicamente. Microscopicamente la respuesta inicial es muy supurativa,
involucrando a las paredes de los tubulos epididimarios, luego la infeccion
puede extenderse al estroma, llevando en los casos crénicos a epididimitis
intersticial extensa con fibrosis abundante. Al igual que en la brucelosis, el
testiculo es afectado en forma secundaria. En estos casos de epididimitis
también se han aislado Actinobacillus seminis y Staphylococcus aureus de las
lesiones (Radostits, 1999).

e Corynebacterium Pseudotuberculosis Ovis
Dentro de los datos clinicos que presenta la linfadenitis caseosa se describen,

en carneros lesiones intra escrotales, pero sin verse afectados los testiculos ni
la calidad seminal. También se observa un aumento de tamafio de los ganglios
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linfaticos superficiales debido a la abscedacién, mayormente los
submandibulares, pre escapulares, pre crurales, supra mamario y popliteo, asi
como también la piel. Estos abscesos se suelen romper drenando pus caseoso
o cremoso. En los animales con enfermedad sistémica puede presentarse
neumonia cronica, pielonefritis, ataxia y paraplejia, describiéndose mas a
menudo un cuadro debilitante asociado a la formacién de abscesos internos.
Las fuentes de infeccidn son los abscesos rotos de los ganglios linfaticos
superficiales, asi como las secreciones nasales y bucales de los animales con
abscesos pulmonares. El microorganismo puede sobrevivir en el suelo hasta 8
meses, en lugares protegidos de la luz hasta 4 meses, en heno hasta 2 meses
y en bafios de inmersion por 24 horas como minimo. Las temperaturas bajas y
la humedad pueden prolongar la supervivencia del agente en los lugares antes
mencionados. La transmision de la enfermedad se da por contacto con
secreciones de animales infectados, estando la misma facilitada por las
abrasiones de la piel siendo la esquila un momento especialmente importante
(Radostits, 1999).

e Hidrocele

Es la acumulacién de fluido seroso en el escroto, en la cavidad vaginal o en el
cordon espermatico. Si bien sus causas no se han determinado, algunos
autores lo asocian a la monta excesiva, traumas, procesos inflamatorios
previos, estasis venoso o linfatico (Ramos y Ferrer, 2007).

e Hematocele

Es un acumulo de sangre que puede darse tanto en la cavidad vaginal como
en el resto de las envolturas testiculares. Como consecuencia de la presiéon que
genera el liquido acumulado, tanto el hidrocele como el hematocele suelen
derivar en atrofia testicular (Ramos y Ferrer, 2007).

e Varicocele

Es la alteracion producida por la presencia de venas espermaticas tortuosas y
dilatadas en exceso. Esta patologia parece tener un componente hereditario
importante, por tanto se recomienda el descarte del reproductor (Ramos y
Ferrer, 2007).

e Hernias

Esta patologia si bien no es una alteracion testicular propiamente dicha, la
presencia de peritoneo y/o asas intestinales en el escroto tiene graves
consecuencias sobre la vascularizacion y termorregulacién testicular, afectando
asi la espermatogénesis (Ramos y Ferrer, 2007).

e Espermatocele

Se produce cuando los espermatozoides toman contacto con el tejido
conectivo, produciéndose asi una reaccién inflamatoria tipica. En el origen del
granuloma espermatico se distinguen dos etiologias, la congénita relacionada a
la presencia de conductos deferentes ciegos, que afecta mayoritariamente la
cabeza del epididimo y por otro lado la infecciosa, en este caso la localizacidn
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mayoritaria se da a nivel de la cola del epididimo y tienen como caracteristica
generar adherencias importantes con la tunica vaginal parietal. EI granuloma
congeénito tiene como caracteristica clinica la asimetria a nivel de las cabezas,
pudiendo generar edema y proliferacion conectiva del cuerpo y la cola. En sus
comienzos la cola se palpa vacia por la espermiostasis existente en la cabeza,
a medida que el cuadro evoluciona y se cronifica el epididimo se palpara como

un duro corddén de 3 centimetros de diametro. El bloqueo del epididimo y
laconsecuente espermiostasis conducen a la atrofia testicular. El contenido del
granuloma puede ser de consistencia caseosa, fluido y de color amarillento,
indistinguible macroscoépicamente del pus (Castrillejo, 1987).

En las hembras se deben considerar aquellas patologias que provoquen aborto
o metritis (Cuadro 4).

Cuadro 4: Principales agentes infecciosos causantes de aborto ovino (modificado
de Radostits, 1999).

ALTERACIONES

ANATOMICAS Y

UBICACION DEL
AGENTE
CAUSAL

MOMENTO
DEL
ABORTO

AGENTE
CAUSAL

DATOS
CLINICOS

TRANSMICION

Tardios,

Epididimitis .
muertos al Bacterias en
Brucella . . en carneros,
- Venérea pasiva nacer, estomago fetal y
ovis abortos en
corderos : placenta.
e ovejas.
débiles.
Campylob AT S22 Agente causal en
semanas de
acter Inaestion estacion Aborto y estomago fetal,
fetus / 9 9 ’ metritis. higado con focos
A corderos B
Jejuni ‘o necroticos.
débiles.
Ultimas dos  Mortalidad  Agente causal en
. semanas de perinatal, cotiledones
Chlamydia . . e . .
siio o ingestion gestacion, ovejas sin fetales,
psittaci . .
corderos sintomatolo degeneracion
débiles. gia. placentaria.
Abortos, Agentes causales
. mortalidad en tejido
Tardios, . .
Toxoplasm . perinatal, trofoblastico,
. Ingestion corderos . : "
a gondii _ ovejas sin  focos necroticos
débiles. : .
sintomatolo en cotiledones
gia. fetales.
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4. TRATAMIENTO Y CONTROL

Hasta el dia de hoy no se ha descripto un tratamiento eficaz para la brucelosis
ovina, por lo que toma un papel fundamental el control y prevencién de la
misma, mediante la revisacion clinica y muestreo seroldgico de los machos de
forma periddica y sistematica con la consiguiente eliminacion de los individuos
identificados como positivos. Asi mismo se recomienda mantener los machos
jévenes en un lugar separado de los adultos (Oliveira, 2011).

A diferencia de otras brucellas, en el caso de la B. ovis no existe una vacuna
especifica de eficacia reconocida a nivel internacional. Sin embargo la vacuna
REV-1 desarrollada para el control de B. melitensis es también efectiva para el
control de B. ovis en carneros y retarjos (Robles, 2004).
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general:

Realizar el diagnostico de B. ovis en un establecimiento comercial con
diagndstico presuntivo de dicha enfermedad en un carnero.

5.2. Objetivos especificos:

1. Realizar el diagnéstico presuntivo de la enfermedad mediante el
examen clinico de los carneros.

2. Realizar el diagndstico definitivo de la enfermedad mediante serologia.

3. Relacionar el diagnéstico de la enfermedad con la evaluacion seminal
de los animales afectados.
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6. MATERIALES Y METODOS

En el mes de julio de 2017 se concurrid a un establecimiento, ubicado en el
departamento de Florida, Uruguay, para la evaluacion reproductiva post-
encarnerada de cinco carneros (Cuadro 5).

Cuadro 5: |dentificacion de los animales y edad.

NUMERO DE CARAVANA EDAD (DENTICION)

Boca llena
Cuatro dientes
Cuatro dientes
Cuatro dientes
Diente de leche

En dicho establecimiento se realiza ciclo completo tanto de bovinos, de raza
Hereford, como de ovinos, donde se realiza el cruzamiento de la raza
Corriedale con Texel. La encarnerada se realiza esmms :
durante 45 dias, desde el 1 de marzo al 14 de abril,
mediante monta natural a campo. La estructura de la
majada de cria y el porcentaje de sefalada de los
ultimos tres afos, se presenta en el cuadro 6. La
majada se mantiene todo el afio sobre campo natural.
El manejo sanitario consiste en un esquema de
dosificaciones antiparasitarias estratégicas y tacticas,
basadas en extraccion de materia fecal para realizar
examen coprologico en laboratorio. También se
realiza vacunacion anual de todos los corderos contra
ectima contagioso, asi como vacunaciones contra
clostridios pre-parto y a los corderos a partir de los
dos meses de vida. Figura 1: Carneros
evaluados.

Cuadro 6: Estructura de las categorias reproductivas y porcentaje de sefalada en
los afos 2016, 2017 y 2018.

PORCENTAJE DE
SENALADA (%)

150 76
4 220 67
4 120 85

CARNEROS OVEJAS

El productor manifest6 que uno de sus carneros, con la caravana de
identificacion interna N° 2022, se encontraba deprimido. Al realizar el examen
clinico, se observé una deformacion importante a nivel escrotal. A la inspeccién
se evidencio eritema de la region afectada, una clara asimetria testiculo-
epididimaria, con aumento del lado izquierdo. A la palpacion se encontr6 calor,
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dolor y tumefaccion, no pudiéndose diferenciar el testiculo de la cola del
epididimo. Frente a las manifestaciones clinicas observadas en la revisacion se
plantean dos posibles diferenciales, uno de origen traumatico y otro infeccioso,
que podria deberse a B. ovis.

Debido a la presencia de alteraciones a nivel epididimario en dos carneros, se
descart6 el origen traumatico y se sospecho de una epididimitis causada por B.
ovis. Para el diagnostico se decidio proceder a la extraccion de sangre de la
vena yugular de todos los animales, con el fin de realizar serologia para B. ovis.

Previo a la extraccion, se realizd la antisepsia de la zona con alcohol etilico al
70%. Para la misma, se utilizaron jeringas descartables de 5 mililitros con
agujas calibre 18G. Las muestras fueron remitidas al Laboratorio Oficial Miguel
C. Rubino, en tubos secos correctamente identificados, para realizar la técnica
de Inmunodifusion en gel de agar.

Posteriormente se procedié a la extraccion seminal, junto al Departamento de
Reproduccion de Facultad de Veterinaria (UdelaR). Se utilizdé la técnica de
electroeyaculaciéon en todos los carneros, a excepcion del animal N° 2424, al
cual se le realizé la orquiectomia a pedido del productor ya que no Io querla
como reproductor. El equipo utilizado fue un N (PR TR
electroeyaculador Electrojack, USA. Para la
extraccion se colocé al animal en decubito
lateral, se introdujo el vastago de 30
centimetros de largo por 1,5 centimetros de
diametro con 3 electrodos lineales de 1
centimetro de ancho, previa lubricacion del
mismo con carboximetilcelulosa. Una vez
exteriorizado el pene, se lo mantuvo fuera del
prepucio mediante una gasa estéril y el
proceso uretral fue colocado dentro de la copa
de coleccion. La estimulacion eléctrica

consistié en 10 pulsos de 3 a 5 segundos de

duracion para cada voltaje, comenzando en 1 Figura 2: Extraccion de la
voltio y aumentando en forma creciente hasta muestra seminal.

un maximo de 4 voltios.

Las muestras fueron recogidas en copa, inmediatamente se realizé la
evaluacion macroscoépica del volumen, color, densidad y motilidad en masa.
Posteriormente se mezclaron 2 gotas de semen con 2 mililitros de formol salino
bufferado en un tubo limpio, los cuales fueron mantenidos a temperatura
ambiente para la posterior evaluacion morfolégica de los espermatozoides.

Se decidié realizar la orquiectomia bilateral de todos los carneros positivos a
IDGA y del animal N° 2424, para lo cual se optd por la técnica a vaginal abierta.
Previo a la cirugia se realizé la sedacion intravenosa con una combinaciéon de
acepromacina al 1% (a la dosis de 0,05 mg/kg) y ketamina al 5% (a la dosis de
0,2 mg/kg). La terapia antibidtica se realizé por la via intramuscular profunda
con bencilpenicilina procainica y sulfato de dihidroestreptomicina 200.000 U.l.
y 250 mg/ml respectivamente (a razén de 20.000 Ul/kg) cada 24 horas durante
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3 dias y como analgésico se utilizé flunixin de meglumine a la dosis de 1,5
mg/kg. Una vez sedado, el paciente fue posicionado en decubito lateral, para
lavar y depilar la region del escroto. Se procedio a la anestesia local utilizando
lidocaina al 2% (teniendo en cuenta que la dosis toxica en rumiantes es de 10
mg/kg). Se efectud el bloqueo anestésico de la linea de incision del escroto y
del paquete vasculo-nervioso a nivel del cuello escrotal. Se realizé la antisepsia
de la zona con yodopovidona al 1% y se colocaron campos quirurgicos
alrededor del escroto. Se abordd el mismo a nivel de la zona ventral, a través
de la incisién de la piel y de la tunica vaginal, se exteriorizé el testiculo. Se
procedié a separar el musculo cremaster desde el corddn testicular. Se coloco
una ligadura de transfixion en el corddn testicular formado por la arteria
testicular, venas testiculares, vasos linfaticos que corren junto con las venas,
nervios del plexo testicular, deferente con arteria y vena deferente, musculo
liso, capa visceral de la tunica vaginal, para lo cual se utilizd hilo reabsorbible
confeccionado en base a acido poliglicélico numero cero. Luego se procedid a
la colocacion del emasculador hacia distal de la ligadura, logrando la incisién y
la hemostasia, la cual se obtiene luego de un minuto de compresion en la zona.
Las incisiones de piel se dejaron cicatrizar por segunda intension.

Mientras se le realizaba la cirugia al carnero N° 2022, al intentar exteriorizar el
testiculo izquierdo, se encontraron importantes adherencias entre la tunica
vaginal y la albuginea del testiculo, lo cual imposibilitaba continuar con el
procedimiento mediante la técnica de vaginal abierta. Se decidié continuar el
procedimiento mediante la técnica a vaginal cerrada (Figura 3).

Figura 3: Carnero N° 2022. Testiculos sin (A) y con (B) presencia
de la tunica vaginal (izquierda). Adherencias entre la tunica vaginal
y la albuginea del testiculo (derecha).

Se procedié a realizar un punto de transfixion con hilo reabsorbible en el
paquete, con el fin de asegurar la hemostasia. Se colocé una pinza
hemostatica comprimiendo todo el corddn testicular y otra pinza a 3
centimetros hacia distal. Se comenz6 a ejercer un movimiento rotacional
longitudinal con la segunda pinza, manteniendo la primera inmovil (técnica de
forcipresion-torsion). Se continué con este movimiento hasta lograr la completa
seccion de las estructuras involucradas. Al igual que en la técnica anterior las
incisiones se dejaron cicatrizar por segunda intencion. En todos los casos,
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luego de finalizada la intervencidon se procedié a higienizar la zona con agua y
se coloco solucion de yodopovidona. Por ultimo, se aplicé a nivel tépico, en la
periferia de la herida, un aerosol repelente de moscas y bactericida
(composicion cada 100 gramos: Sulfadiazina de Plata 0,1 gramos; Aluminio 5,0
gramos; DDVP 1,6 gramos; Cipermetrina 0,4 gramos y excipientes c.s.).
Posteriormente los animales fueron llevados a un potrero cercano, para poder
mantenerlos bajo vigilancia y poder repetir la medicacion post-operatoria
indicada.

Los testiculos extraidos fueron remitidos al Laboratorio Miguel C. Rubino
(Di.La.Ve.), uno de los testiculos de cada carnero, se remitié refrigerado para
realizar cultivo bacteriolégico, mientras que el otro se remitiéo en formol al 10%,
para realizar estudios anatomo e histopatologicos.
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7. RESULTADOS

Los resultados obtenidos al examen clinico de los carneros se describen en el
cuadro 7.

Cuadro 7: Resultados del Examen Clinico

NUMERO DE CARAVANA MANIFESTACIONES CLINICAS
Orquitis y epididimitis izquierda
No presenta
Leve epididimitis derecha

No presenta

No presenta

Se  encontraron manifestaciones  clinicas
compatibles con brucelosis en los reproductores
N° 2022 (Figura 4) y N° 2364. Mientras que los
carneros N° 2363, N° 2365 y N° 2424 resultaron
clinicamente normales (Cuadro 7).

Figura 4: Carnero N° 2022

Para el diagndstico serolégico se remitié al Laboratorio Miguel C. Rubino
(Di.La.Ve.) sueros de todos los animales debidamente identificados, para la
realizacion de la técnica de IDGA.

Cuadro 8: Resultados Serolégicos

NUMERO DE
CARAVANA

SEROLOGIA

Positivo
Negativo
Positivo
Positivo

Negativo
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Obteniéndose resultados positivos para los individuos que presentaron
manifestaciones clinicas y también para el carnero N° 2365, quien no las
presentaba (Cuadro 8).

Cuadro 9: Resultados de la Evaluacion Seminal

NUMERODE VOLUMEN COLORY
CARAVANA (ml) ASPECTO

MOTILIDAD ANORMALIDADES

DENSIDAD EN MASA (%)

m No se pudo extraer semen
cremoso
Muestra
insuficiente
(Figura 5) =
Blanco Semi + 21
lechoso denso (Figura 5)
m No se realizé la extraccion

Al carnero N° 2022 no se le pudo extraer semen y al carnero N° 2364 se le
extrajo una muestra de volumen insuficiente. De los dos animales que se
obtuvieron muestras suficientes de semen para evaluar color, aspecto,
densidad y motilidad en masa, se observd que el animal positivo a IDGA,
presentaba una muestra de menor densidad, con color blanco lechoso y con
menor motilidad en masa (Cuadro 9).

A

Figura 5: Colecta de semen insuficiente del carnero N° 2364
(izquierda). Anormalidades en semen del carnero N° 2365, se
observa cola enrollada y alteraciones de la pieza intermedia
(derecha).
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Los testiculos fueron remitidos al Laboratorio Miguel C. Rubino (Di.La.Ve.), en
formol al 10%, para realizar estudios anatomo e histopatolégicos (Cuadro 10) y
refrigerados para realizar cultivo bacteriolégio (Cuadro 11).

Cuadro 10: Alteraciones Patoldgicas

NUMERO

DE ANATOMIA PATOLOGICA
CARAVANA

HISTOPATOLOGIA

Espermiostasis y extravasacion

Epididimitis y disminucion de de espermatozoides en
la consistencia del testiculo epididimo. Infiltrado de células
izquierdo inflamatorias. En suma:
Granuloma espermatico
Granuloma en cola de Espermiostasis y extravasacion
epididimo y disminucién de la de espermatozoides en
consistencia del testiculo epididimo. Infiltrado de células
derecho inflamatorias. En suma:

Granuloma espermatico

Epididimitis a nivel de cola 'y

disminucién de la Infiltracién intersticial de células
consistencia testicular inflamatorias en epididimo
derecha

Sin alteraciones

Como se observa en el cuadro 10, los resultados macroscopicos del carnero
N° 2022 muestran disminucion de la consistencia en el testiculo izquierdo y
epididimitis de cola y cuerpo. A la histopatologia, las lesiones demuestran la
presencia de granuloma espermatico (Figura 6).

Figura 6: Anatomia Patoldgica e Histopatologia del carnero N° 2022.

32



Los resultados macroscoépicos en el carnero N° 2364 muestran un granuloma
en cola de epididimo (Figura 7) y en el N° 2365 epididimitis a nivel de cola
(Figura 8). Ambos animales presentaron disminucion de la consistencia

testicular.

Figura 7: Testiculo derecho del Figura 8: Testiculo derecho
carnero N° 2364. del carnero N° 2365.

Cuadro 11: Cultivo Bacterioldgico.

NUMERO DE
CARAVANA SHETIVO

Positivo
No se realizé la orquiectomia bilateral
Positivo
Positivo

Positivo

Como se observa en el cuadro 11, de todos los testiculos remitidos para cultivo
se aislé B. ovis.
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8. DISCUSION

La brucelosis ovina se ha descripto en la mayoria de los paises productores de
ovinos, pudiendo alcanzar su prevalencia hasta un 75% de los carneros
(Radostits y col., 1999). En nuestro estudio de caso se detectaron 4 enfermos
de un total de 5, lo que representa un 80%.

Segun Bermudez (2004) en la década del 60, en Uruguay en el 50% de los
establecimientos y en el 10% de los machos reproductores, era posible aislar
B. ovis. Casi seis décadas después no se han realizado nuevos relevamientos
epidemioldgicos nacionales, lo cual conduce a un desconocimiento de la
situacion actual de la enfermedad y a la necesidad de realizar nuevos trabajos
de prevalencia.

Robles (2004) describe que el 70% de los machos afectados no desarrollan
lesiones palpables durante largos periodos de tiempo. En nuestro caso
solamente se identificaron anormalidades caracteristicas de epididimitis
contagiosa en dos animales, representando el 50% de los enfermos. Estos
portadores si no son debidamente eliminados como reproductores, actuan
como agentes perpetuadores y difusores de la enfermedad, tanto dentro como
entre majadas. Por tal motivo como indicé Piquet (2004) realizar pruebas
diagnosticas de laboratorio para identificar dichos animales es fundamental.
Intentando de ésta manera, mantener la sanidad de la majada y procurando la
comercializacion de reproductores libres de B. ovis, lo cual no es comun, ni es
exigido en nuestro pais.

En nuestro caso se identificaron 3 animales positivos mediante la prueba de
IDGA. Cabe destacar que en el carnero N° 2424, el cual fue negativo a esta
técnica, se aislé B. ovis a partir del testiculo, lo cual sugiere que es necesaria la
utilizacién de otra u otras técnicas con mayor sensibilidad, como ELISA o PCR.
A pesar de esto, en Uruguay la técnica utilizada en la actualidad por el
Laboratorio Oficial (Di.La.Ve.) es IDGA, debido a que es muy simple, facil de
interpretar y econdémica.

En el carnero la enfermedad se caracteriza inicialmente por una baja calidad
seminal (Nozaki, 2003). En nuestro caso al carnero N°2022 no se le pudo
realizar la extraccion seminal, mientras que al N° 2364 se le extrajo una
muestra de volumen insuficiente, probablemente debido a las alteraciones
anatémicas encontradas. Al evaluar las caracteristicas seminales, se observé
que los animales positivos a las pruebas serologicas presentaban baja calidad
seminal. En base al porcentaje de anormalidades espermaticas, Ax. y col.
(2007) mencionan que, si bien todos los eyaculados contiene espermatozoides
anormales, se debe cuestionar la fertilidad cuando estos ascienden al 20%.
Cabe destacar que el individuo N° 2363 que presentd un porcentaje de
anormalidades mayor al aceptable (32%), resulté serolégicamente negativo a
tres pruebas consecutivas, las cuales fueron realizadas cada 30 dias como
sugiere Oliveira (2011). Dicho porcentaje de anormalidades podria deberse a
que éste animal fue sometido a una situacion de estrés por un tiempo
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prolongado fuera del establecimiento, que incluy6é tratamientos meédicos y
transporte, lo que probablemente afect6 la espermatogénesis. La misma tiene
una duracion de aproximadamente 60 dias (Manazza, 2004) y la muestra
seminal se extrajo antes de éste periodo.

Durante la cirugia del carnero N° 2022, al intentar exteriorizar el testiculo
izquierdo, se encontraron importantes adherencias entre la tunica vaginal y la
albuginea del testiculo. Estos hallazgos coinciden con los descriptos por Ladds
(1991) donde indica que pueden existir adherencias fibrosas o fibrinosas entre
el érgano afectado y las tunicas adyacentes.

9. CONCLUSIONES

De este estudio de caso, podemos concluir que realizar el diagndstico
presuntivo de la epididimitis contagiosa basandonos exclusivamente en el
examen clinico de los carneros no es suficiente, ya que existe un alto
porcentaje de individuos portadores de B. ovis asintomaticos.
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