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EVALUACION DE LA PROTECCION CONFERIDA A CARNERILLOS INMUNIZADOS CON
CEPA RB51, FRENTE A UNA INFECCION EXPERIMENTAL CON Brucella ovis

1. RESUMEN

Se realizaron dos experimentos para evaluar la proteccion de B. abortus cepa RB51 en carnerillos
infectados experimentalmente con B. ovis. Para ello se utilizaron 9 carnerillos en cada experimento, en el
primero se dividieron en grupo control y grupos 1 y 2 con 3 carnerillos cada grupo; en el segundo
experimento se dividieron en un grupo control con 3 carnerillos y un grupo experimental con 6 carnerillos.

En el primer experimento se vacunaron via subcutanea, en la tabla del cuello, el grupo control con 1 ml de
PBS (Buffer Fosfato Salino), los grupos 1 y 2 fueron vacunados con 1 ml de RB51 en concentraciéon de
10x10%; 20 dias después el grupo 2 fue revacunado con 1 ml de RB51 en concentracion 4,5x10°. En el
segundo experimento se vacunaron via subcutanea detrds de la escépula izquierda. el grupo control con 1
ml de PBS, el grupo experimental en dos ocasiones con 1 ml de RB51 en concentracion de 1x10° y 10x10°
con un intervalo de 14 dias, a excepcion del carnerillo 7 que s6lo se vacuno con la primera dosis.

Los carnerillos del primer experimento fueron desafiados el dia 94, 97 y 103 del experimento via prepucial,
con una suspensién de 13 ml de B. ovis (Winter) en concentracion de 5x10°. En el segundo experimento se
desafiaron el dia 61 del experimento por inyeccion en epididimo izquierdo con una suspension de 0,5 ml de
B. ovis en concentraciéon de 1x10°; los epididimos derechos de los carnerillos y ambos epididimos del
carnerillo 1 fueron inyectados con 0.5 ml de PBS.

Se realizaron pruebas serologicas (Inmuno Difusion en Gel, Rosa de Bengala y Rivanol). prueba
cutimétrica (s6lo en primer experimento), signologia clinica (medicién de didmetro testicular y palpacion de
testiculos y epididimos), tincion de Boddie y cultivos para detectar y asilar B. ovis desde semen y lesiones
de epididimos.

Los resultados muestran que se desarrollaron lesiones en testiculos y epididimos en ambos experimentos
tanto en grupos controles como experimentales, asi como disminuciéon de didmetro testicular. Hubo
sensibilizacion linfocitica en el carnerillo 9 (vacunado dos veces) del experimento 1. Las pruebas
serologicas muestran presencia de anticuerpos a cepas lisas en el carnerillo 8 del primer experimento, asi
como anticuerpos a cepas rugosas en ambos carnerillos. Las pruebas bacteriologicas mostraron la presencia
de B. ovis como también B. abortus.

La cepa RB51 no tuvo accién protectiva en estos experimentos, en contraposicion a los resultados
obtenidos en otras especies animales.

Palabras claves: RB51, B. ovis, vacunacion, carnerillos.



EVALUATION OF THE PROTECTION INDUCED BY RB51 VACCINE IN RAMS
EXPERIMENTALLY INFECTED WITH Brucella ovis

2. SUMMARY

In order to evaluate the protection induced by strain RB51 of B. abortus in rams experimentally infected
with B. ovis, two experiments were carried out. Nine rams were used in each experiment In the first one. the
rams were divided into a control group and experimental groups 1 and 2 with 3 rams each group; in the
second experiment they were divided into a control group that consisted in 3 rams and an experimental
group with 6 rams.

In the first experiment a subcutaneus vaccination in the neck was carried out. The control group received 1

ml PBS (Buffer Fosfate Saline), and the experimental groups 1 and 2 received 1 ml of RB51 at a

concentration of 1x10%; 21 days later, group 2 was revaccinated with 1 ml of RB51 at a concentration of
4.5x10°. In the second experiment they were vaccinated subcutaneously behind the left scapula The control

group received 1 ml of PBS, and the experimental group received 1 ml of RB51 in two occasions at

concentrations of 1x10° and 10x10°, with an interval between them of 14 days. The exception was ram
number 7 witch only received one vaccine dose.

The rams in the first experiment were challenged on days 94, 97 and 103, with a solution of 13 ml B. ovis
(Winter) at a concentration of 5x10°, through the prepuce, hi the second experiment they were challenged on
day 61 by injection in the left epididimi with 0.5 ml of a solution of B. ovis at a concentration of 1x10° the
right epididimi and both epididimi of ram number 1 were injected with 0.5 ml of PBS.

Serological tests (Gel Immunodiffussion, Rose Bengal and Rivanol), skin test (only in the first experiment),
clinical signs (measured of the testis diameter and palpation of testis and epididimi). Boddie staining and
culture in order to detected and isolate B. ovis from semen epididimal lesions were carried out.

The results showed that lesions were developed in the testis and epididimus in the control and experimental
groups of both experiments, toghether with a decrease in size of testis. There was a lymphocite senzitation
in rams number 9 (vaccinat twice) in experiemt 1. The serological test show the presence of antibodies
against tough strain in ram number 8 of the first experiment toghether with antibodies against rough strain
in all rams The bacteriological tests showed the presence of B. ovis and B. abortus.

The RB51 vaccine did not have protective action in these experiments, wich is different from happens in
other animal species.

Key words: RB51, B. ovis, vaccination, rams.



3. INTRODUCCION

La explotacion de la especie ovina cumple un rol importante en la ganaderia, representando, en muchos
casos. la unica actividad pecuaria capaz de sostenerse en forma permanente en los ambientes que ocupa De
esta forma, constituye una fuente interesante para la produccion de carne, lana cueros y leche (Hervé, 1991)

En Chile, la explotacion ovina es un subsector de la ganaderia Hervé en 1991, informa que representa el
5% del "stock" de capital; el 3% del empleo y el 1% del valor de la produccion agropecuaria. En la IX y X
region esta orientada y desarrollada principalmente como rebafios familiares, siendo fuente de
autoconsumo de carne y lana En la XII region, en cambio, se concentra la mayor cantidad de ovinos,
correspondiendo al 40% de la masa total a nivel nacional, estimada en 4.694.140 cabezas, segun el INE
(1994).

Toda explotacion pecuaria esta sometida a riesgos, entre las que se encuentran las enfermedades infecciosas
y dentro de ellas se encuentra la brucelosis Aun cuando el ovino es susceptible a especies lisas de Brucella.
la infeccidon por B. ovis, especie rugosa responsable del cuadro conocido como epididimitis del carnero y
especifica del ganado ovino, es la que genera mayores problemas reproductivos (Blasco. 1990).

De acuerdo con Pinochet (1985), las infecciones por R. ovis en el pais fluctuarian entre un 5% y un 17%
Rojas y col (1990), observaron una prevalencia de 2,8 a 8,3% en ovinos adultos de rebaflos de pequefios
productores de la Décima Region.

El cuadro que B. ovis genera en esta especie constituye una enfermedad venérea en la cual el macho es el
mas afectado, en tanto la hembra es, mas bien reservorio y diseminadora de la infeccion (Burgess y col.
1982). Se considera que B. ovis posee baja patogenicidad para las hembras o estas son relativamente mas
resistentes que los carneros (Hughes. 1972; Blasco, 1990).

En el macho las lesiones y signos se centran en el epididimo y testiculos, produciendo destruccion del
epitelio, degeneracion y fibrosis como consecuencia de la reacciéon inflamatoria Ademas. se producen
cambios en las caracteristicas seminales y, por lo tanto, baja su calidad (Hughes y Claxton, 1976; Bagley y
col. 1984; Thoen y Enright, 1986; Jensen y Swift, 1988).

El diagnostico de la enfermedad se puede realizar a través del examen clinico del genital del macho;
examen bacteriologico por cultivo de semen (Hughes y Claxton. 1976; Webb y col. 1980; Blasco y col.,
1987), y el diagnostico serolégico por métodos como Enzimo Inmuno Ensayo (ELISA), Fijacion de
Complemento (FC) e Inmuno Difusion en Gel (IDG) (Alton y col, 1988), siendo éste ultimo la técnica
oficial en Chile (Rojas, 1991).

El control de la enfermedad en Chile, se basa en el diagnostico precoz y eliminacion de los animales
positivos (Rojas y col., 1990). En relacion al tratamiento, se han utilizado antibioticos y dado por los costos
que implica sélo podria recomendarse en animales de valor genético (Blasco, 1990).

En el animal, el mecanismo de defensa ante la infeccion por cepas de Brucella, esta dada por macréfagos y
leucocitos polimorfonucleares. La activacion de los macrofagos se produce cuando los linfocitos T son
estimulados para liberar linfoquinas. La liberacion de estos factores activadores depende del reconocimiento



del antigeno apropiado por el linfocito T La estimulacion de los leucocitos puede producirse naturalmente
por infeccion o mediante vacunas, las cuales se elaboran con diferentes cepas vivas o muertas (FAO/OMS,
1986).

Estas vacunas son utilizadas para prevenir la enfermedad y representan una buena practica y rentable en el
control de B. ovis (Blasco, 1990). Se han utilizado mezclas de B. ovis y B. abortus cepa 19 (Buddle y col.,
1963; Pinochet y col, 1981), esta tiene desventajas ya que, la cepa 19 puede colonizar los genitales y ser
excretada por el semen, persistiendo por periodos largos, con riesgo de provocar epididimitis después de la
vacunacion. También se ha descrito laminitis y epifisitis causadas por esta cepa. Ademas, la respuesta
inmune que genera, produciria interferencia en las pruebas serologicas para detectar B. ovis y B. melitensis
(Mc Gowen y Harrold, 1979; Blasco, 1990).

También se ha utilizado B. melitensis Rev. 1, la cual, protegeria contra B. ovis y B. melitensis. Sin embargo,
se ha aislado de corderos vacunados que han desarrollado epididimitis y tiene el inconveniente de producir
interferencia en las pruebas seroldgicas de diagndstico (Blasco y col, 1987; Jensen y Swift. 1988). En Chile,
la vacuna Rev. 1 no esta permitida (SAG. 1970)

En la busqueda de nuevas vacunas se desarrolld una mutante de B. abortus cepa 2308, conocida como
RB51. Es una cepa rugosa, estable tanto in vitro como in vivo; carece de la cadena O en el lipopolisacarido
de superficie de la pared celular (Schurig y col., 1995). Se ha demostrado que produce cierto grado de
inmunidad contra infecciones con B. abortus, B. melitensis y B. ovis en ratones, como también, contra B.
abortus en vacas, basando su accion en inmunidad mediada por células (Schurig y col.. 1991; Enright y
col., 1994; Jiménez de Bagues y col., 1994; Folch y col., 1995; Zambrano y col., 1995).

El objetivo de este estudio es el de evaluar la proteccion conferida por la vacunacion de carnerillos con la
cepa RB51, desafiados experimentalmente con B. ovis.

La hipotesis nula (H,) es que, no existirian diferencias en cuanto a la proteccion, frente a un desafio con B.
ovis, entre aquellos carnerillos vacunados con la cepa RB51 y aquellos no vacunados.

La hipotesis alternativa (H,) es que, la cepa RB51 utilizada como vacuna confiere proteccion a aquellos
carnerillos vacunados y desafiados experimentalmente con B. ovis.



4. MATERIALES Y METODO

Se plantearon dos experimentos:
EXPERIMENTO 1
4.1. MATERIALES:

4.1.1. Animales:

Se utilizaron 9 machos enteros, Suffolk y Romney Marsh, menores de un afio, los que se mantuvieron en
pastoreo en una primera etapa y posterior al desafio se estabularon en forma conjunta En esta segunda etapa
la alimentacion consistid en pasto seco, concentrado y agua ad libitum.

Los animales fueron divididos al azar, en 3 grupos, de tres carnerillos cada uno El grupo 1 constituyo el
grupo control, en tanto que el 2 y 3 fueron grupos experimentales Todos los carnerillos fueron marcados
con autocrotales con una numeracion correlativa desde el numero 1 al 9.

4.1.2. Cepas bacterianas:
Las cepas bacterianas utilizadas fueron B. abortus cepa RB51 como vacuna y B. ovis (cepa Winter) como
infectante, ambas facilitadas por el Dr. Gerhard Schurig. Virginia Tech, U.S.A.

La preparacion de la vacunas fue realizada reconstituyendo la cepa RB51 (Ba(S):6/C2), en 1 ml de agua
bidestilada estéril. De ésta dilucion se sembro en placas de agar tripticasa, incubadas en aerobiosis a 37° C
por 48 hrs. Luego se cosecho en PBS (Buffer Fosfato Salino), pH 7, estéril y se ajusto a una concentracion
de 10 x 10°. Para la segunda vacunacion, se ajusto a una concentracion de 4,5 x 10°. Ambas concentraciones
ajustadas por método nefelométrico. En el momento de la preparacion se comprobo la rugosidad de la cepa
mediante la técnica de Cristal Violeta (Alton y col, 1988).

La preparacion del inoculo infectante se realizo previa siembra de B. ovis (cepa Winter) en agar sangre,
incubada a 37°C en atmosfera de 10% de CO,. Una vez obtenido el crecimiento se cosecho en PBS (Buffer
Fosfato Salino), estéril. pH 7, ajustandose a una concentracién de 5 x 10%, por método nefelométrico.



4.2 METODO:

4.2.1. Vacunacién:
Grupo control: constituido por los carnerillos 1. 2 y 3. Se inocularon con 1 ml de PBS (Buffer Fosfato
Salino) en la tabla del cuello, por via subcutanea.

Grupo experimental 1: constituido por los carnerillos nlimeros 4, 5 y 6 Se inocularon con 1 ml de la cepa
RB51 en una concentracion de 10 x 109, en la tabla del cuello via subcutanea.

Grupo experimental 2: constituido por los carnerillos nimeros 7, 8 y 9. Se inocularon subcutdneamente en
dos ocasiones, con un intervalo de 20 dias, con la cepa RB51. La primera, con un indéculo de 1 ml y una
concentracion de 10 x 10° y la segunda, con igual cantidad y una concentracion de 4,5 x 10%.

4.2.2. Prueba cutimétrica:
Esta prueba se realiz6 el dia 47 del experimento, 27 dias después de la segunda vacunacion, a un carnerillo
de cada grupo (numeros 1,4 y 9), con el objeto de determinar el grado de sensibilizacion.

Se midi6 el pliegue cutineo en la tabla del cuello, previa depilacion, con un pie de metro marca Manostat®,
posteriormente se inoculd, intradérmicamente, 100 ug de un extracto de proteinas de la cepa RBS5I,
obtenido por ruptura celular, en un volumen de 0,1 ml'. Setenta y dos horas después se midi6 el pliegue
cutaneo del sino de la inoculacion. Las mediciones realizadas fueron expresadas en milimetros (mm).

4.2..3. Desafio:

Todos los carnerillos fueron sometidos a desafio, en tres ocasiones, con una suspension de B. ovis (cepa
Winter), aplicada en una concentracion de 5 x 10%. El primer desafio se realizé noventa y cuatro dias
después de la primera vacunacion, repitiéndose a los tres y nueve dias posterior al primer desafio.

El método de infeccion experimental utilizado, consistio en:

- Exposicion del pene y sensibilizacion de la mucosa con una esponja frotandola suavemente.

- Introduccion de una canula en el pliegue prepucial, presionando el orificio prepucial mientras se inyectd
13 ml de suspension de B. ovis (cepa Winter).

- Se dejo la suspension por 20 segundos, masajeando el prepucio. Luego de este tiempo el animal se dejo
libre, eliminandose por gravedad el exceso de la suspension.

El esquema de vacunaciones y desafios se muestra en el Cuadro 1.

! Producido por el Instituto de Inmunologia de la Universidad Austral de Chile.



CUADRO 1

Esquema de vacunaciones y desafios realizados en el experimento 1.

Vacunaciones
Carnerillo 1* Vacunacién 2 * Vacunacién Desafios
Dia 0 Dia 20 *)
1
2 Control 1 ml PBS 5x10°
3
4
5 Grupo 1 1 ml RB51 10x10’ 5x10°
6
7
8 Grupo 2 1 ml RB51 10x10° 1 ml RB51 4.5x10° 5x10°
9

(*): Dias 94, 97 y 103 después de la primera vacunacion.

4.2.4. Evaluacion clinica:
Se realizd un examen clinico de los genitales de los carnerillos, que consistié en la palpacion de los
testiculos y epididimos y medicion de diametro testicular. Su objetivo fue determinar posibles lesiones,
diferencias de tamafio y consistencia de testiculos y epididimos. Estos examenes se realizaron previo a las
vacunaciones y desafios y a los 9, 21 y 67 dias después del primer desafio. Todas las mediciones fueron
expresadas en centimetros.

4.2.5. Obtencion de muestras para pruebas serologicas:

En cuatro oportunidades, a cada animal se le extrajo, aproximadamente, 10 ml de sangre de la vena yugular
con tubos al vacio, sin anticoagulante. La primera previo a la primera vacunacion; la segunda posterior a la
primera vacunacién y previo a la segunda vacunacion; la tercera posterior a las vacunaciones y previo al
primer desafio y, la cuarta después del ultimo desafio (Anexo 1). El suero obtenido, una vez coagulada la
sangre, se centrifugo a 1500 rpm por 10 minutos y fue traspasado a tubos Epenndorf. siendo congelado a
-23°C hasta el momento de ser utilizadas



4.2.6. Analisis serologico:

Los sueros fueron sometidos a pruebas de Rosa dc Bengala (RB) y Rivanol (Riv)’, esta solo si era
positivo a RB Ambas pruebas utilizadas para detectar posibles anticuerpos contra cepas lisas. El
resultado dc estas pruebas, se interpreta como positiva si se presentan floculos de aglutinacion

Para la deteccion de anticuerpos producidos por cepas rugosas, se aplico la prueba de Inmuno Difusion
en Gel en placa (IDO) . En esta prueba se indica como reaccion positiva bandas de precipitacion entre el
suero problema y el antigeno.

4.2.7. Analisis bacteriolégico:

Tres dias después del primer desafio se tomaron muestras de la mucosa peneana y prepucial a todos los
carneros, los que se cultivaron en caldo tripticasa adicionado con suero e incubados a 37°C en
microaerobiosis por 3 dias Posteriormente se realizaron frotis y tincién de Boddie.

Nueve semanas después del primer desafio se realizd electroeyaculacion. El semen obtenido fue
sembrado en agar sangre ¢ incubado a 37°C en microaerobiosis y sometido a tincion de Boddie. A las
colonias desarrolladas se les determino caracteristicas de crecimiento y se les realizo tincion de Boddie

4.2.8. Castracion:

Se efectu6 85 dias después del primer desafio. Se realizo frotis y tincion de Boddie de estromas
testiculares y lesiones de epididimos. Paralelamente se sembraron en agar sangre e incubaron a 37°C en
microaerobiosis por 4 dias.

?, Para las pruebas de RB y Riv, se utilizé el antigeno oficial, preparado en el Instituto de Microbiologia
de la Universidad Austral de Chile conforme a las normas de la Organizacion Panamericana de la Salud
(OPYS).

3. Para la prueba de Inmuno Difusion en Gel se sigui6 el procedimiento indicado por la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS).



EXPERIMENTO 2

4.3. MATERIALES:

4.3.1. Animales:

Se utilizaron 9 machos enteros Romney Marsh, menores de un afio, los cuales se mantuvieron en
estabulacion en corrales individuales e independientes. La alimentacion se base en pasto seco, concentrado
y agua ad libitum.

Los animales fueron asignados al azar en dos grupos, un grupo experimental y uno control El grupo
experimental contd con 6 animales y el grupo control con 3. Los animales fueron marcados previamente
con autocrotales y numerados del 1 al 9.

4.3.2. Cepas bacterianas:

Al igual que en el experimento 1. las cepas utilizadas fueron B. abortus cepa RB51 como vacuna y B. ovis
(cepa Winter) como infectante La preparacion y obtencién de las suspensiones y diluciones para las
vacunas e inoculo infectante tuvieron idéntico procedimiento que en el experimento 1.

4.3.3. Vacunacion:
Grupo control: constituido por carnerillos nimeros 1, 4 y 5. Se inocularon con 1 ml de PBS (Buffer
Fosfato Salino), via subcutanea detras de la escapula izquierda.

Grupo experimental: conformado por los carnerillos numeros 2. 3, 6. 7, 8 y 9. Con excepcion del
carnerillo 7, todos fueron vacunados en dos ocasiones, con un intervalo de 14 dias, con una suspension de
RB51 en una concentracion de 1 x 10° en la primera y, en la segunda con una concentracion de 10 x 10°. El
carnerillo 7 sélo recibio6 la primera vacuna La cantidad via y lugar de inoculacion para todos los animales
fue igual a la del grupo control.

43.4. Desafio:

Los carnerillos fueron desafiados 61 dias después de la primera vacunacion. Para ello, se inyecto al
epididimo izquierdo 0.5 ml de una suspension de B. ovis (cepa Winter), en una concentracion de 1 x 10°. En
el epididimo derecho se aplico 0.5 ml de PBS estéril. El carnerillo 1. se le aplico 0.5 ml de PBS en ambos
epididimos. De este modo, tanto el epididimo derecho de todos los carnerillos como ambos epididimos del
carnerillo 1 sirvieron como control.

El método de desafio experimental utilizado consisti6 en:

- Depilacion de la cola de epididimos de ambos testiculos, un dia antes del desafio.

- Desinfeccion con alcohol, previo inoculacion.

- Inyeccion intraepididimo de PBS estéril pH 7, en la cola de los epididimos derechos, en un volumen de
0,5 ml cambiando de aguja entre cada carnerillo.

- Inyeccién de una suspension de B. ovis (cepa Winter), en concentracion 1 x 10°, en la cola de los
epididimos izquierdos, en un volumen de 0,5 ml, cambiando de aguja entre cada carnerillo.
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Un esquema de vacunaciones y desafios se presenta en el Cuadro 2.

CUADRO 2

Esquema de vacunaciones y desafio realizados en los carnerillos del
experimento 2.

Vacunaciones

Carnerillo 1? Vacunacion 2 # Vacunacion Desafio

Dia 0 Dia 14 Dia 61
1 PBS
4 Control 1 ml PBS 1x10°
5 1x10°
2
3 Gr. exp. 1 ml RBS1 1x10° 1 ml RB51 10x10° 1x10°
6
7(%) 1 ml RB51 1x10° 1x10°
8
9 1 ml RBSI11x10° 1 ml RB51 10x10° 1x10°

(*): No se le aplico la segunda vacuna.

4.3.5 Evaluacion clinica:

Se realizd igual procedimiento que en el experimento 1. El primer examen se realizd previo a las
vacunaciones, desafio y posterior a estos, obteniéndose un total de 10 evaluaciones. Todas las mediciones
fueron expresadas en centimetros.

4.3.6. Obtencion de muestras para serologia:

Para la realizacion de examenes seroldgicos, de cada animal se extrajo, aproximadamente, 10 ml de sangre
de la vena yugular con tubos al vacio. La primera muestra previo a la primera vacunacion; la segunda
posterior a la primera vacunacion y previo a la segunda vacunacion: la tercera posterior a las vacunaciones
y previo al desafio; la cuarta y quinta muestra. fueron tomadas después del desafio (Anexo 2). Una vez
coaguladas las muestras se sigui6 el mismo procedimiento descrito en el punto 4.2.6.

43.1. Castracion:
Cuarenta y nueve dias después del desafio se realizo la castracion de los carneros. Se obtuvieron muestras
de tejido testicular y de epididimo. Estos se sembraron en caldo tripticasa con suero a 37° C por 2 dias.

Posteriormente. las muestras fueron maceradas y cultivadas en agar sangre e incubados a 37° C en medio
microaerobio por 4 dias, ademas, se les realizo frotis y tincion de Boddie.
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5. RESULTADOS

EXPERIMENTO 1

5.1. Evaluacion clinica:
En la primera, segunda y tercera evaluaciones clinicas no se constataron alteraciones en testiculos y
epididimos de ningtin carnerillo.

Solo en la cuarta evaluacion (21 dias después del primer desafio), se observe distribucion de los diametros
testiculares A la palpacion de los epididimos, se determino epididimitis izquierda del carnerillo 4 y derecha
de los carnerillos 8 y 9.

En la quinta evaluacion (67 dias después del primer desafio), se determino en forma clara que todos los
carnerillos, a excepcion del carnerillo 1. presentaban lesiones palpables en epididimo. Se observe, al igual
que en la cuarta evaluacidn, disminucion del didmetro testicular, siendo mayor en los carnerillos 3. 5 y 8.
(Anexo 3).

Los testiculos mantuvieron su simetria, a excepcion del carnerillo 5, el cual presentd disminucion de tamafio
testicular derecho, y los carnerillos 7 y 9 que presentaron disminucion de tamafio testicular izquierdo.

Excepto por el carnerillo 1, los otros carnerillos presentaron asimetrias en los epididimos, caracterizadas por
aumentos de volumen de consistencia firme, de ubicacion preferencial en la cola de estos (Cuadro 3; Anexo
4).

En el grafico 1 se presentan los promedios por grupo de las mediciones de diametro testicular de los
carnerillos.
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GRAFICO 1

Promedios de mediciones (cm) de didmetro testicular por grupos, obtenidas los dias 0,94,103,115 y
161 del experimento 1.

El grafico 1 muestra que los carnerillos del grupo control tanto como los experimentales vacunados una y
dos veces tuvieron disminucion de su diametro testicular, observandose desde la cuarta medicion (21 dias
después del primer experimento).
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CUADRO 3

Lesiones encontradas a la palpacién-presion de testiculos y epididimos.
(73 dias después del primer desafio).

Observacion
Carnerillo Testiculos Epididimos
simétricos
2 Control | T epididimitis derecha
R epididimitis izquierda
4 | e epididimitis derecha
5 Grupo 1 atrofia derecha epididimitis izquierda
6 | epididimitis izquierda
7 atrofia izquierda epididimitis derecha
8 Grupo2 | - epididimitis derecha
9 atrofia izquierda epididimitis izquierda

5.2. Resultados de mediciéon cutimétrica:
En el Cuadro 4 se muestran los resultados de las mediciones cutimétricas (mm), realizadas a los carnerillos,
previo a la inoculacion de extracto proteico de RB51 y 72 horas mas tarde

CUADRO 4

Resultados de la medicion cutimétrica (mm), de los carnerillos 1,4y 9.

Carnerillo Pre inoculacion Post inoculacion
Dia 47 Dia 49

1 Control 1 35 36

4 Grupo 1 31 31

9 Grupo 2 26 85

Los resultados obtenidos post-inoculacion (49 dias después de la primera vacunacién), muestran un
aumento de grosor cutaneo en el carnerillo 9.
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5.3. Analisis serolégico:

Las pruebas de Inmuno Difusion en Gel (IDG). Rosa de Bengala (RB) y Rivanol (Riv), para las muestras
obtenidas el dia O (previo a la primera vacunacion), dia 20 (posterior a la primera vacunacion y previo a la
segunda vacunacién), dia 94 (posterior a vacunaciones y previo a los desafios) y dia 176 (posterior a
vacunaciones y desafios). mostraron los siguientes resultados:

CUADRO 5

Resultados de pruebas de IDG, RB y Rh, realizadas a los
sueros sanguineos obtenidos los dias 0,20,94 y 176.

SUEROS

Dia 0 Dia 20 Dia 94 Dia 176

Carnerillo IDG RB IDG RB IDG RB IDG RB Riv

1 - - - - - -
2 Control - - - - - -
3 - - - - - -

+ + +
1
1

4 - - - - - - - - -
5 Grupo 1 - - + - - - - - -
6 - - - - - - - - -

7 - - - - - - - -
8 Grupo 2 - - - - - - - + +
9 - - - - - - - -

(-): Negativo.
(+): Positivo.

Dia 0 : previo primera vacunacion.

Dia 20 : posterior a la primera vacunacion y previo a la segunda vacunacion.
Dia 94 : posterior a la primera y segunda vacunacion, previo al primer desafio.
Dia 176 : posterior a la primera y segunda vacunacion y desafios.



5.4. Analisis bacteriolégico:

Los frotis de las muestras de mucosa peneana, obtenidas el dia 97 posterior a la primera vacunacion (3 dias
después del primer desafio). fueron negativas a la tincion de Boddie

Esta misma tincion al semen de los carnerillos. en muestras obtenidas el dia 157 del experimento (63 dias
después del primer desafio) y, los frotis con tincién de Boddie realizado al las colonias sospechosas de los
cultivos de semen, se expresa en el Cuadro 6

CUADRO 6

Resultados de la tincion de Boddie en semen fresco y

frotis de cultivo de semen.

Carnerillo Boddie Cultivo Boddie
semen cultivo
1 + desarrollo +
2 Control + sin desarrollo
3 - desarrollo -
4 - desarrollo -
5 Grupo 1 - sin desarrollo
6 + desarrollo -
7 - sin desarrollo
8 Grupo 2 - desarrollo -
9 - sin desarrollo
(-) : Negativo.
D) : Positivo.

Desarrollo: Crecimiento de colonias.
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Los resultados de los frotis (tincion de Boddie) de lesiones de epididimos y de estromas testiculares,
realizados inmediatamente después de la castracion se muestran en el Cuadro 7.

CUADRO 7

Resultados de la tincion de Boddie

de lesiones de epididimos y estroma testiculares.

Testiculo Epididimo
Carnerillo Izq. Der. Izq. Der.
1 - + - +
2 Control - - - -
3 - - + +
4 - - - +
5 Grupo 1 - - - -
6 - - - -
7 - - + -
8 Grupo 2 - - + +
9 - - . -

(-): Negativo.
(+): Positivo.



Los resultados de los cultivos de lesiones de epididimos y tincion de Boddie, de sus respectivos frotis, se
muestran en el Cuadro 8

CUADRO 8

Resultados de los cultivos de lesiones y tincién de Boddie
de frotis de epididimos.

Boddie epididimos
Carnerillo Cultivo Izq. Der.

1 sin desarrollo - -
2 Control sin desarrollo - -
3 desarrollo + +
4 desarrollo - +
5 Grupo 1 desarrollo + +
6 sin desarrollo - -
7 desarrollo + +
8 Grupo2 sin desarrollo - -
9 desarrollo - -

) : Negativo.

+) : Positivo.

Desarrollo: Crecimiento de colonias.
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Las cepas con caracteristicas coloniales de Brucella, dieron la siguiente respuesta a las pruebas
identificatorias (Cuadro 9).
CUADRO 9

Resultados de las pruebas identificatorias de las
cepas de los carnerillos 3,5y 7.

Carnerillo Boddie Urea Crecimiento Oxidasa Catalasa
0, CO,

3 + + + + + +

5 + - - + + +

7 + - - + + +

Con estos resultados la cepa del carnerillo 3 corresponderia a Brucella abortus y los carnerillos 5y 7 a
Brucella ovis (Anexo 5). De los restantes carnerillos no fue posible aislar Brucella.

5.6. Anélisis anatomopatoldgico:

La diseccion de testiculos y epididimos revelo la presencia de abscesos de diferentes tamafios en todos los
epididimos, incluidos los controles. La ubicacién fue variada encontrandose en cola cuerpo y cabeza de
epididimo, observandose principalmente en la cola de los epididimos. El pus tenia consistencia liquida o
caseosa, siendo la primera forma la mas observada.

El examen anatomopatologico®, realizado al testiculo izquierdo del carnerillo 9. por presentar las mayores
lesiones, diagnosticd orquitis purulenta crénica de cardcter moderado y severa epididimitis purulenta
cronica (Anexo 6).

*_ Examen realizado por el Instituto de Anatomia Patolégica de la Universidad Austral de Chile.
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Figuras 1,2y 3.

Fotografias de lesiones de testiculos y epididimos de
carnerillos 1,2 y 3. (D: derecho; I: izquierdo).

E: Epididimitis.
A: Atrofia.
D: Adherencias.
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Figura 4,5y 6.

Fotografias de lesiones de testiculos y epididimos de
carnerillos 4, 5y 6. (D: derecho; I: izquierdo).
E: Epididimitis.
A: Atrofia.
D: Adherencias.
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Figura 7,8y 9.

Fotografia de lesiones de testiculos y epididimos de
carnerillo 7, 8 y 9. (D: derecho; I: izquierdo).

E: Epididimitis.

A: Atrofia.
D: Adherencias.
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EXPERIMENTO 2

5.7. Evaluation clinica:
Los carnerillos no presentaron variaciones, en las primeras cinco evaluaciones, de sus didmetros testiculares
como tampoco cambios o alteraciones palpables de epididimos.

Las lesiones de epididimos se hicieron evidentes a partir de la séptima medicion (6 dias después del
desafio), e inicialmente se aprecio solo consistencia firme de las colas de los epididimos izquierdos Los
carnerillos afectados fueron el 5. 6,7. 8 y 9.

Desde la octava evaluacion (10 dias posterior al desafio) hasta la décima (25 dias posterior al desafio), las
lesiones se hicieron evidentes en todos los carnerillos, a excepcion del carnerillo 1. Se aprecio consistencia
firme mas aumento de tamafio de la cola de los epididimos izquierdo, asociado a disminucion de diametro
testicular.

No tuvieron variaciones de diametro testicular los carnerillos 1 y 7. referido a la diferencia entre la primera
y ultima medicién. Ademads, en el carnerillo 6 se aprecio un leve aumento de su diametro testicular (Anexo
7).

En el grafico 2 se presentan los promedios por grupo de las mediciones de didmetro testicular de los
carnerillos.
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GRAFICO 2

Promedios de mediciones (cm) de diametro testicular por grupos, obtenidas los dias 0, 7, 14, 30, 44,
59, 67,71, 79, 92 del experimento 2.

El grafico 2 muestra que los carnerillos del grupo control tanto como los carnerillos vacunados en dos
ocasiones tuvieron disminucién de su diametro testicular, observandose desde la octava medicion (10 dias
después del desafio).



El Cuadro 10, muestra las lesiones encontradas a nivel de epididimos 31 dias después del desafio (dia 92):

CUADRO 10

Lesiones en epididimos encontradas a la palpacion presién,

31 dias después del desafio.

Carnerillo

Observacion

Control

leve aumento de volumen de epididimo izquierdo.
aumento de volumen de cola de epididimo izquierdo.

aumento de volumen de cola y cabeza de epid. izquierdo.

G. exp.

aumento de volumen de cabeza y cola epid. izquierdo

G. exp.

O 00 N W N[ &~ —

aumento de volumen de cola de epididimo izquierdo
aumento de volumen de cola de epididimo izquierdo
aumento de volumen de cola de ambos epididimos

aumento de volumen de cabeza y cola de epid. izquierdo.

aumento de volumen de cola de epididimo izquierdo

24
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5.8. Analisis serolégico:

Las pruebas de Inmuno Difusion en Gel (IDG) y Rosa de Bengala (RB), de las muestras obtenidas el dia 0
(previo a la primera vacunacion), dia 14 (posterior a la primera vacunacion y previo a la segunda
vacunacion), dia 61 (posterior a las vacunaciones y previo al desafio), dia 88 (posterior a vacunaciones >
desafio). y dia 110 (posterior a vacunaciones y desafio), mostraron los siguientes resultados

CUADRO 11

Resultados de pruebas de IDG, RB, realizadas a los sueros
sanguineos obtenidos los dias 0, 14, 61, 88 y 110.

SUEROS
Camerillo Dia 0 Dia 14 Dia 61 Dia 88 Dia 110
IDG RB IDG RB IDG RB IDG RB IDG RB

1 - - - - - - - - - -
4 Control - - - - - - - - + -
5 - - - - - - + - + -
7 G. exp. - - - - - - + - - -
2 - - - - - - + - - -
3 - - - - - - + - - -
6 G. exp. - - - - - - + - - -
8 - - + - - - + - - -
9 - - - - - - + - - -

(-): Negativo
(+): Positivo

Dia 0: previo a la primera vacunacion.

Dia 14 : posterior a la primera vacunacidn y previo a la segunda vacunacion.
Dia 61 : posterior a la primera y segunda vacunacion, previo al desafio.

Dia 88 : posterior a la primera y segunda vacunacion y posterior al desafio.
Dia 110: posterior a la primera y segunda vacunacion y posterior al desafio.



26

5.9. Analisis microbiologico:
Solo se obtuvieron dalos de los frotis de las lesiones de testiculos y epididimos.

No hubo crecimiento de los cultivos de lesiones de epididimos y estroma testicular.

CUADRO 12

Resultados de la tincion de Boddie,
de lesiones de epididimos y estroma testicular.

Testiculo Epididimo
Carnerillo Der. Izq. Der. Izq.
1 - - - -
4 Control - - + +
5 : - + :
7 G. exp. - - - -
2 - - + +
3 - - - -
6 G.exp. B B + B
3 - - - -
9 ) ) * )

5.10. Analisis anatomopatologico:

La castracion se realiz6 49 dias posterior al desafio. La diseccion de testiculos y epididimos reveld la
presencia de abscesos de diferentes tamafios, ubicados principalmente en la cola de los epididimos, con pus
de caracteristicas caseosas y calcificaciones. Los carnerillos 1 y 3, no presentaron abscesos ni lesiones
microscopicas evidentes en epididimos y testiculos.

El Cuadro 13 resume las observaciones de testiculos y epididimos después de la diseccion (corte
longitudinal).



CUADRO 13

Observacion de testiculos y epididimos (corte longitudinal).

Observacion

Carnerillo Testiculo Der. Izq.
e —— sin alteracion (*)

4 Control | absceso cola epididimo izquierdo.
I e absceso cola epididimo izquierdo.

————————————— adherencias de tunica.

7 G.exp. | mmmememeeee- absceso cola epididimo izquierdo.
2 I absceso cola epididimo izquierdo.
3| - sin alteracion (*)

6 G.exp. | T absceso cola epididimo izquierdo.
s | absceso cola epididimo izquierdo.
o | absceso cola epididimo izquierdo.

(*): Sin alteraciones microscopicas evidentes.



E: Epididimitis
A: Atrofia
D: Adherencias.

Figura 10.

Fotografias de lesiones de testiculos y epididimos de
carnerillos 1, 4 y 5. (DER.: derecho; 1ZQ.: izquierdo).
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E: Epididimitis
A: Atrofia
D: Adherencias.

Figura 11.

Fotografias de lesiones de testiculos y epididimos de
carnerillos 2, 6 y 3. (DER.: derecho; 1ZQ.: izquierdo).
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E: Epididimitis
A: Atrofia
D: Adherencias.

Figura 12.

Fotografias de lesiones de testiculos y epididimos de

carnerillos 7, 9 y 8. (DER.: derecho; I1ZQ.: izquierdo).
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6. DISCUSION

Si bien es cierto la cepa RB51 ha sido probada en bovinos y en animales de experimentacion con bastante
éxito, una mirada general de los resultados obtenidos en los dos experimentos realizados, se desprenderia
que no hubo diferencias entre los carneros no vacunados y vacunados con la cepa RB51.

Como se aprecia en los examenes clinicos y anatomopatologicos, con la excepcion del carnerillo 6 del
segundo experimento, hubo disminucion de didmetros testiculares y presencia de abscesos en los
epididimos, ubicados principalmente en la cola de estos. Las lesiones de epididimos comenzaron a
presentarse a los 21 dias, posterior al primer desafio, en el primer experimento y en el segundo experimento
a los 6 dias posterior al desafio. Al respecto. Plant y col, (1986), observaron que las lesiones palpables de
los epididimos se encontraban a partir de la 4" a 5" semana después de una infeccién con B ovis via
intraprepucial. La situacion observada, excepto para el carnerillo 6 del segundo experimento que tuvo un
leve aumento de didmetro testicular, coincide con lo sefialado por Burgess y col (1982) y Thoen y Enright
(1986), quienes indican que la presencia de epididimitis y atrofia testicular, son manifestaciones del cuadro
de epididimitis causada por B. ovis.

La colonizacion de B. ovis, luego de la inoculacién con concentraciones infectantes de 5 x 10% y 1 x 10°,
(primer y segundo experimento respectivamente) tanto como las vias de inoculacion (intraprepucial e
inyeccion directa en epididimo izquierdo), tendrian relacion directa con la génesis del cuadro. En este
sentido Blasco (1990), describe que la dosis de 5 x 10° UFC de B. ovis, es suficiente para obtener
porcentajes de infeccion cercanos a 100% en carneros. Weeb (1980) al inocular carneros con dosis de 1,65
x 10® intraprepucial produjo epididimitis. Entre las vias de inoculacién experimental, la conjuntival e
intraprepucial dan los mejores resultados en la colonizacion de este microorganismo (Plant y col, 1986).

Las lesiones anatomopatoldgicas observadas en el primer experimento, fueron mas difusas y de mayor
agresividad que en los carnerillos del segundo experimento, en los cuales se localizaron s6lo en la cola de
los epididimos izquierdos (Cuadro 10, Anexo 4). Este hallazgo también se relacionaria con las dosis
infectantes como a las vias de inoculacion utilizadas. En el segundo experimento la presentacion de
lesiones pudo estar favorecida por el dafio fisico producido por la inyeccioén directa al epididimo, y es
posible suponer que la reaccion inflamatoria producida por la inyeccion tanto como la reaccion ante el
antigeno (B. ovis), favorecieron la presentacion de las lesiones antes y mas localizadas, en relacion a los
carnerillos del primer experimento (Cuadro 13).

En relacion a la prueba cutimétrica, realizada a los carnerillos del primer experimento, la mayor reaccion
fue presentada por el carnerillo 9, el cual fue vacunado en dos ocasiones en concentraciones de 10 x 10° y
4,5 x 10* de la cepa RB51 (Cuadro 4). Esta reaccion corresponderia a una respuesta celular mononuclear
ante un antigeno, en este caso a fracciones de proteinas de la cepa RB51, consecuencia de la interaccion del
antigeno inyectado y los linfocitos T sensibilizados. Este tipo de respuestas (hipersensibilidad tardia)
produce vasodilatacion y aumento de permeabilidad vascular y como consecuencia se observa eritema y
tumefaccion, donde ocurre infiltracion de células mononucleares (macrofagos y linfocitos) a diferencia de
la respuesta inflamatoria aguda clésica (Tizard, 1989).
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Respecto a las pruebas seroldgicas realizadas para detectar anticuerpos a cepas lisas, Rosa de Bengala y
Rivanol, ellos se basan en la deteccion de anticuerpos especificos producidos por la cadena O que es parte
de la molécula de lipopolisacarido de la pared celular, presente s6lo en la cepas lisas de Brucella el cual
corresponde al antigeno inmunodominante (Cherwonogrodsky y col, 1990). En cambio. el diagnostico
serologico de B. ovis, se basa en la deteccidn de anticuerpos especificos, reaccionantes a los antigenos
presentes en la pared bacteriana correspondiente a lipopolisacaridos de superficie (LPS rugoso de B. ovis)
(Blasco. 1990) Como tanto la cepa infectante como la vaccinal eran rugosas, el resultado esperado era de
negatividad para las pruebas de Rosa de Bengala y Rivanol.

Sin embargo, los resultados de las pruebas serologicas (Cuadros 5 y 11), muestran presencia de anticuerpos
a cepas lisas en el suero del carnerillo 8 del primer experimento.

Al respecto cabria la hipotesis de una reversion de la cepa RB51, ya que siendo una mutante rugosa de B.
abortus 2308, podria ser la responsable de desarrollar anticuerpos a cepas lisas, siempre y cuando se
hubiese inducido en ella la génesis del antigeno inmunodominante, cadena O. Sin embargo, esto se
contrapone a las caracteristicas de estabilidad descritas por Schurig y col (1995) para la cepa RB51 La
posibilidad de infeccidon natural con la cepas lisas de Brucella queda absolutamente descartada por el estado
de confinamiento y aislamiento de los carnerillos. La otra cepa utilizada (B. ovis) es rugosa en origen y
tampoco se le han descrito reversiones a la fase lisa (Blasco, 1990).

Por su parte, serolégicamente los animales respondieron ante la infeccion desarrollando anticuerpos anti
B.ovis, como lo demuestra la IDG (Cuadros 5 y 11). Los reaccionantes positivos antes de ser infectados
podria corresponder a reacciones individuales ante la cepa RB51.

Se describe que la infeccion masiva de RB51 produce energia. A ello podrian atribuirse tanto los IDG
negativos como la baja proteccion de la cepa La cepa RB51 al ser capaz de inducir una respuesta inmune
celular, lleva implicito que el inmunogeno una vez procesado inhibe las células ayudadoras de la respuesta
inmune humoral (Schweitzer, 1994).

Estudios experimentales realizados por Burgess y col., (1982), observaron que también carneros infectados
con B. ovis revirtieron a un estado seroldgico negativo después de 130 dias de la infeccion. Searson (1986 a
y b), observe que carneros infectados experimentalmente no desarrollaron titulos altos de anticuerpos. Este
estado anérgico, debido a sobreestimulacion con el antigeno, es bastante conocido y como tal lo describe
Tizard(1989).

En relacion a la deteccion directa de Brucella, 1a tincion de Boddie positiva desde eyaculado, el cultivo de
semen y lesiones de epididimo, es suficiente para confirmar su presencia (Hughes y Claxton. 1976; Zamora
y col., 1977). Los resultados microbiologicos, referidos a esta tincion en el primer experimento, muestran
que de todos los carnerillos se obtuvo resultados positivos al menos una vez, a excepcion del carnerillo 9
(Cuadros 6, 7 y 8, Anexo 8). En el segundo experimento sélo se obtuvieron resultados parciales (Cuadro
12).

Se sabe que la liberacién de B. ovis por el semen es intermitente, disminuyendo a medida que el cuadro se
hace cronico (Hughes y Claxton, 1976; Rahaley y Dennis, 1984). También se describe que la excrecion de
B. ovis desde el semen no ocurre en todos los animales infectados (Burgess y col, 1982). Esto explicaria la
presencia del microorganismo sélo en algunos frotis de semen, ademds de que toda observacion
microscopica es subjetiva, ya que se limita a la revision de campos microscopicos (Alton y col, 1988).
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Sin embargo, los resultados bacterioldgicos y de tincidon son indicativos de que ocurrié colonizaciéon con
Brucella en los genitales de los cameras vacunados y no vacunados. El aislamiento de B. ovis de los
carnerillos 5 y 7 del primer experimento indicaria que la proteccion vaccinal no se produjo o que fue
insuficiente y en el carnerillo 3 indicaria colonizacién de la cepa vaccinal (Cuadro 9, Anexo 5).

La escasa efectividad de la cepa RB51, ante una infeccion experimental con B. ovis, supondria que no es
una buena productora de inmunidad en ovinos, contrariamente a investigaciones que avalan su caracter
protectivo basado en inmunidad celular en la especie bovina, frente a infeccion por cepa lisas (Folch y col,
1995; Schurig y col, 1995; Villamil y col, 1995), como se menciono anteriormente.

También existen estudios en ratones, donde se han utilizado fracciones proteicas de la cepa RB51, los
cuales también inducen la respuesta inmune celular (Schweitzer, 1994; Gomez y col., 1995; Stevens y col.,
19%). Igualmente se ha demostrado proteccion por la cepa RB51 aplicada como suspension celular en
ratones, generando efecto protectivo que aunque menor que el de la cepa 19, es efectiva contra infeccion
con B. abortus (Jorquera, 19%).

El conjunto de los resultados clinicos, anatomopatolégico, serdlogicos y bacteriologicos, son claros en
determinar que ocurrié colonizaciéon por parte de la cepa infectante y por tanto epididimitis y atrofia
testicular. Por lo tanto, se acepta la hipdtesis nula planteada para estos experimentos.

Sin embargo, para afirmar en forma mas concluyente la utilidad de esta cepa como vacuna para B. ovis, en
futuros trabajos podria determinarse que concentraciones de la cepa RB51 estimulan una mayor respuesta
inmune celular en ovinos, ante pruebas de desafio con concentraciones crecientes de la cepa infectante. Asi
mismo, habria que cautelar el riesgo de reversion, siendo una alternativa la inoculacién experimental genital
en macho y hembras de la especie ovina.
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7. CONCLUSIONES

Se acepta la hipdtesis nula, ya que las concentraciones utilizadas como vacuna de la cepa RB51, no
tuvieron accion protectiva frente al desafio experimental

La cepa RB51 utilizada en dos concentraciones (10x 10° y 4,5x 108), estimulo la respuesta del sistema
inmune celular, determinada a través de la prueba cutimétrica.
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1. Esquema cronologico de actividades realizadas en el experimento 1.

Dias

Actividad

Dia 0
Dia 20

Obtencion de suero; primera medicidn; primera vacunacion
Obtencion de suero; segunda vacunacion.

Dia 47
Dia 94
Dia 97
Dia 103

Medicidn cutimétrica

Obtencién de suero; primer desafio; segunda medicion.
Segundo desafio; muestra de mucosa.

Tercer desafio; tercera medicion.

Dia 115
Dia 157

Cuarta medicion.
Electroeyaculacion

Dia 161
Dia 176
Dia 179

Quinta medicion.
Obtencion de suero.
Castracion

2. Esquema cronolégico de actividades realizadas en el experimento 2.

Dias

Actividad

Dia 0
Dia 7
Dia 14

Obtencidn de suero; primera medicion; primera vacunacion.
Segunda medicion.

Obtencidn de suero; tercera medicion extraccion de sangre;
Segunda vacunacion.

Dia 30
Dia 44
Dia 59

Cuarta medicion.
Quinta medicion.
Sexta medicion.

Dia 61

Obtencion de suero; desafio.

Dia 67
Dia 71
Dia 79
Dia 88
Dia 92
Dia 110

Séptima medicion.

Octava medicion.

Novena medicion.

Obtencion de suero.

Décima medicion.

Obtencion de suero; castracion
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3. Diametros testiculares (en centimetros) de los carnerillos, obtenidos los dias 0, 94, 103, 115 y
161 del experimento 1.

Carnerillo a b c d e Promedio DS
1 40 39 40 36 32 374 3,45
2 Control 34 34 34 31 29 324 2,30
3 39 38 39 35 29 36 4,24
4 35 34 36 32 30 334 2,40
5 Grupo 1 39 38 38 34 28 354 4,56
6 35 36 36 33 30 34 2,54
7 38 38 37 34 31 35,6 3,04
8 Grupo 2 40 41 42 36 28 374 5,72
9 40 39 40 36 34 37,8 2,68

a(Dia 0): 1" Medicion antes de vacunaciones.

b (Dia 94) : 2 * Medicion 94 dias después de la primera vacunacion.
¢ (Dia 103) : 3 * Medicion 9 dias después del primer desafio.

d (Dia 115) : 4 * Medicion 21 dias después del primer desafio.

e (Dia 161) : 5 * Medicion 67 dias después del primer desafio.



4. Observacion macroscopica de testiculos y epididimos (corte longitudinal), de los carnerillos

del experimento 1.

Carnerillo

Observacion

1

2 Control

Pequefios acamulos de pus en cola de ambos epididimos.
Absceso en cola y cuerpo de epididimo derecho.

Absceso en cola de epididimo izquierdo.
Pequefios acimulos de pus en epididimo derecho.

5 Grupo 1

Pequefios acaimulos de pus en cola de ambos epididimos.
Absceso en cabeza de epididimo izquierdo.
Adherencias de tinica albuginea de epididimo derecho,

asociado a disminucion de tamafo testicular.

Absceso en cola de epididimo izquierdo.

8 Grupo 2

Adherencias de tinica albuginea. Absceso de gran tamafio
en cola y presencia de pus en cabeza y cuerpo de epididimo
derecho.

Actmulos de pus en cuerpo de epididimo izquierdo,
disminucion de tamafio testiculo izquierdo.

Abscesos en cabeza de ambos epididimos.

Pequefios abscesos en cola de epididimo derecho.
Absceso de gran tamafio en epididimo izquierdo,
disminucion de tamaiio testiculo izquierdo.
Miiltiples adherencias en tunica albuginea.
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5. Caracteristicas fisiol6gicas y bioquimicas de B .ovis y B. abortus.

B. ovis B. abortus
Motilidad - -
Esporulacion - -
Boddie + +()
Requerimiento CO, + +
Requerimiento O, - -
H,S - +0)
Catalasa +
Ureasa - +b
Oxidasa - +0O)

(*): algunos biotipos (-)

(®): algunas cepas (-)

(-): no requiere de, o es negativo a la prueba.
(+): requiere de, o es positivo a la prueba.
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6. Informe anatomopatoldégico de testiculo y epididimo de carnerillo 9 del primer experimento,
realizado por el Instituto de Anatomia Patologica, Facultad de Ciencias Veterinarias
Universidad Austral de Chile. Valdivia.

CASO: 406-407-95-E.
ESPECIE: Ovino.
FECHA: 12.07.95

PATOLOGO (S): DRS CUBILLOS Y PAREDES
HALLAZGOS HISTOPATOLOGICOS:
CASO: 406-95-E (Testiculo N°9).

TESTICULO: Marcado engrosamiento difuso de la tinica albuginea. El tejido intersticial presenta
moderado engrosamiento con marcada fibrosis y areas focales de infiltrado inflamatorio no purulento. La
gran mayoria de los tibulos seminiferos no presentan actividad espermatica. observandose en algunos de
ellos detritus celulares, células descamadas e inflamatorias (neutréfilos) con fibrina

DIAGNOSTICO: - Orquitis Purulenta Créonica de Caracter
Moderado.
- Espermatogénesis Disminuida.

CASO 407-95-E (Epididimo N°9).

EPIDIDIMO: Severo engrosamiento intersticial con proliferacion de tejido conectivo, neoformacion
vascular, edema y abundantes células inflamatorias principalmente del tipo linfoplasmocitario. Los
conductos espermarticos presentan fibrosis periférica y marcada hiperplasia epitelial con formacion de
microabscesos. En el lumen se observan abundantes neutréfilos y detritus celulares, ademas de algunos
espermatozoises.

DIAGNOSTI1CO: - Severa Epididimitis Purulenta Crénica.
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7. Diametros testiculares (en centimetros) de los carnerillos, obtenidos los dias 0, 7, 14, 30, 44, 59, 67,
71,79,y 92, del experimento 2.

Carnerillo a b c d e f K h i A Promedio DS
1 22 (23 [ 22 | 25 | 22 | 21 (23 (23 | 22| 22 22,5 1.08
4 Control 22 | 21 | 20 | 22 | 20 | 21 | 21 | 22 | 20 | 20 20.9 0,87
5 28 | 27 | 25 | 26 | 26 | 24 | 25 | 25 | 23 | 23 25,2 1.61
7 24 [ 26 | 25 | 24 | 26 | 26 | 26 | 25 | 24 | 24 25 0.94
2 25 | 21 | 22 | 23 | 21 19 | 23 18 18 | 18 20,8 2.48
3 G. exp. 23 | 24 | 23 | 24 | 23 | 23 | 21 18 18 | 18 21,5 2,54
6 22 1 26 | 24 | 25 | 23 | 23 | 25 | 24 | 23 | 23 23,8 1,22
8 25 | 23 | 23 | 23 | 25 | 24 | 23 | 22 18 | 19 22,5 2.32
9 26 | 21 | 21 | 22 | 22 | 22 | 22 | 22 | 20 | 20 21,8 1,68

a(dia 0): 1 *Medicién antes de vacunaciones

b(dia7): 2 ° Medicion 7 dias después de primera vacunacion.

c (dia 14): 3* Medicion 14 dias después de primera vacunacion.

d (dia 30): 47 Medicion 30 dias después de la primera vacunacion.

e (dia 44): 5 * Medicion 44 dias después de la primera vacunacion.

f (dia 59): 67 Medicion 59 dias después de la primera vacunacion.

g (dia 67): 7% Medicion 6 dias después del desafio.

h (dia 71): 8 *Medicion 10 dias después del desafio.

i(dia79): 9" Medicion 18 dias después del desafio.

j (dia 92): 10* Medicién 31 dias después del desafio.



8. Resumen muestras positivas a tinciéon de Boddie, de carnerillos del experimento 1.

Carnerillo

Muestra (s) positiva (s)

Control

Frotis y cultivo de semen: frotis de lesiones.
Frotis de semen.
Frotis y cultivo de lesiones.

Grupo 1

Frotis de lesiones.
Frotis y cultivo de lesiones.
Frotis de semen.

Grupo?2

O 0 Q[N LN KW DN —

Frotis y cultivo de lesiones.
Frotis de cultivo de semen y lesiones.
Ningun frotis positivo.
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