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RESUMEN

En el presente trabajo se ha puesto a punto una prueba
inmunoenzimatica (ELISA) de tipo indirecto para el
serodiagnostico de la infeccidn por B. ovis, utilizando
tres extractos antigénicos de B. ovis y tres sustratos
diferentes. Los antigenos utilizados fueron el obtenido
por extraccion salina caliente (HS), el extraldo mediante
éter de petroleo, cloroformo y fenol (RG) y el obtenido
por extraccion salina fria (SP). Los sustratos utilizados
fueron el 5-AS (acido 5-amino-hidroxibenzoico), el ABTS
(2,2'azinobis, 3- ethylbenzthiazoline sulfoniec acid,
diammonium saltz}) y OPD (Ortofenil-diamina). Los sueros
control analizados pertenecian a 83 animales con cultivo
positivo de B. ovis y a 83 animales libres de Brucella.
Los mejores resultados se obtuvieron con el antigeno HS y
los sustratos 5-AS y ABTS (97,59 p. 100 de sensibilidad y
100 p. 100 de especificidad), aunque 1las diferencias
entre los valores de especificidad vy sensibilidad
obtenidos con los antigenos HS y RG y los diferentes
sustratos no fueron estadisticamente significativas. El1
antigeno SP no did buenos resultados en esta prueba. Pese
a no apreciarse diferencias significativas

estadisticamente, el sustrato ABTS presentd la mejor



resolucidn permitiendo incluso la interpretacidn visual

de los resultados.

La comparacion del valor diagndstico del ELISA con el
de las pruebas serologicas de Fijacion de Complemento
(FC) y Doble Difusion en Gel (DDG) utilizando los tres
antigenos y los mismos sueros controles mencionados, no
evidencio diferencias muy significativas
estadisticamente. El antigeno HS proporciond los mejores
indices de sensibilidad y especificidad en las tres
pruebas estudiadas. El antiIgeno RG no did resultados en
DDG y el antigeno SP tampoco se consiguid utilizar en la
FC. La sensibilidad del ELISA con el antigeno HS fue
superior a la obtenida en DDG (96,38 p. 100) y FC (92,77
p. 100) con el mismc antigeno. La asociacidén de las
pruebas de DDG y ELISA resultd en la maxima sensibilidad
(100 p. 100). Sin embargo, la FC no mejord la
sensibilidad individual de las otras pruebas. Las tres
pruebas estudiadas no dieron resultados falsos positivos

con los 83 sueros de los animales libres de Brucella.

En la segunda parte del trabajo, se ha realizado un
ensayo para determinar la respuesta serologica y la

eficacia protectora frente a B. ovis de la vacuna Rev

de B. melitensis cuando se administra en moruecos jovenes

(6 meses) o adultos (13 meses) por las vias de

inoculacion subcutanea o conjuntival.



L.a cepa Rev 1 resultd inocua en todos los animales
(jovenes y adultos) vacunados y no produjo alteraciones
testiculares ni efectos secundarios indeseables. La
respuesta humoral tras la vacunacion de los animales
jovenes fue de menor intensidad y mas corta duracion en
los moruecos vacunados conjuntivalmente gque en los
animales vacunados subcutaneamente. Mientras que todos
los animales vacunados conjuntivalmente eran negativos en
FC a los 4 meses de la vacunacion, un 100 p. 100 de los
vacunados por via subcutanea daban resultados positivos
en FC. Los 11 (100 p. 100) carneros vacunados
subcutaneamente v 7 de los 10 (70 p.1l00) animales
vacunados conjuntivalmente quedaron protegidos frente a
una dosis de B. ovis capaz de infectar a los 6 animales
utilizados como testigos no wvacunados. En conjunto, la
vacuna Rev 1 protegido al 85,7 p.l00 de los animales
vacunados. En los animales qgue resultaron infectados, el
grado infeccidén bacteriologica y de las lesiones
histologicas fue menor en los animales vacunados gque en

los testigos no vacunados.

En el caso de los animales adultos vacunados con Rev
1, se produjo también una respuesta humoral menos intensa
vy de mas corta duracidn en los carneros vacunados
conjuntivalmente gque en los vacunados por via subcutanea,

aunque las diferencias no fueron tan notorias como en el



caso anterior. Los 10 morueces adultcos vacunados
conjuntivalmente y 5 de los 9 (55,56 p. 100) animales
vacunados por vlia subcutanea, guedaron protegidos frente
a 3 inoculaciones sucesivas de B. ovis capaces de
infectar a los 6 animales utilizados como testigos no
vacunados. De nuevo, los animales vacunados de los que se
aisld B, ovis presentaron un grado menor de infeccidn
bacterioldgica y de lesiones anatomopatoldgicas gque los

animales testigos.

En la parte final del trabajo, se ha evaluado la
eficacia curativa de dos tipos de tratamiento antibidtico
frente a la infeccion por B. ovis. Esta experiencia se
realizo con 24 animales infectados experimentalmente por
B. ovis. Doce de estos animales recibieron 8 inyecciones
intramusculares (una inyeccion cada tres dias de
intervalo) de 20 mg/Rg de Terramicina LA. Otros 12
animales fueron sometidos al mismo tratamiento pero
combinado con una inyeccion diaria de Sulfato de
Dihidroestreptomicina (20 mg/Kg) durante 21 dias. El
tratamiento combinade elimind B. ovis de 11 de los 12
(91,6 p. 100) moruecos tratados mientras que solo 4 de
los 12 (33,3 p. 100) animales tratos con Terramicina sola
fueron bacterioldgicamente negativos. Ninguno de los dos
tratamientos curd las epididimitis clinicas presentes en
2 animales antes del tratamiento. Sin embargo, varios de

los animales bacterioldogicamente negativos tras el



tratamiento combinado, presentaron lesicnes
anatomopatologicas graves en las ampollas del conducto
deferente y en el epididimo, limitando la eficacia del

tratamiento.



SUMMARY

An indirect enzime-linked inmmunosorbent assay (ELTSA)
has been carried out with three antigenic extracts of B.
ovis and three different substrates for the serological
diagnosis of B. ovis. The antigens used were obtained by
hot saline extraction (HS), by petroleum-ether,
chlorophorm and phencl (RG} and by cold saline extraction
{sP). The substrates used were 5-AS
(5-amino~hydroxybenzoic acid), ABTS (2,2 azinobis,
3-ethylbenzthi azoline sulfonic acid, diamonium saltz) y
OPD ({phenylenediamine, dihydrochloride). Sera used as
control were obtained from 83 B, ovis-infected rams and

83 Brucella-free animals.

The best results were obtained with HS antigen and
5-AS and ABTS as sustrates (97.59 % of sentivity and 100
% specificity). However the difference between the values
obtained with HS and RG antigens and the different
substrates were not significant. The SP antigen did not
give consistent 1results in this study. Though no
significant differences were found, ABTS substrate gave
the best resolution even permiting a visual

interpretation of results.

When comparing the diagnostic value of ELISA with that

of the other seroclogical tests such as FC and DDG, using



the same antigens and control sera, not significant
differences were obtained. The HS antigen gave the best
degrees of sensitivity and specificity. The RG d4id not
work properly in DDG and the SP antigen did not fix
complement in spite of several conditions tested. The
ELISA test with HS antigen gave superior sensitivity than
DDG (96.38 %) and CF (92.77 %) with the same antigen.
However, FC did not improve the individual sensitivity of
the other tests. Neither of the three test gave false
positive results with the 83 Brucella-free control

animals.

In the second part of this work both, the serological

response and efficacy of B. melitensis Rev 1 vaccine for

the profhylaxis of B, ovis were evaluated when inoculated
to both young (6 months) and adult rams (13 months) by

subcutaneous cr conjuntival routes.

Rev 1 strain was innocuous in all vaccinated animals
and did not produce testicular alterations and
unfavourable sequelae. The humoral immune response after
vaccination in young rams was of low intensity and of
short duration in those vaccinated by conjuntival route
than in those vaccinated subcutaneously. All the rams
vaccinated by conjuntival route were negative by the CF
test 4 months after wvaccination, while 100 % of those

vaccinated subcutaneously were positive in the same test.



Eleven of young rams (100 %)} wvaccinated subcutaneously
and seven (70 %) vaccinated by conjuntival route
developed protection against a challenge of B. ovisg, able
to infect all unvaccinated controls employed. The level
of bacteriological infection and pathological alterations
were lower in the vaccinated group than in the control

ocne.

As in young rams, the humoral immune response was also
lower and shorter in adult rams vaccinated by conjuntival
route than in those vaccinated subcutanecusly, although
the difference was not as significant as in young rams.
Ten adult rams (100 %) vaccinated by conjuntival route
and five (55.56 %) of the rams vaccinated subcutaneously
developed a high degree of protection when challenged
with three consecutive inoculations of B.- ovis that
infected the six animals wused as controls. Again,
vaccinated animals with positive B. ovis isolatidn had
lower level of infection and of pathological alterations

than the controls.

In the last part of this work we have evaluated the
efficacy of two antibiotic treatments against B. ovis
infection. Twenty four animals were experimentally
infected with B. ovis. Twelve animals recieved
intramuscularly eight inoculations vaccines {once every

three days) of 20 mg / Kg of Terramycin / LA. The other



twelve animals recieved the same treatment but associated
ion with a daily dose of 20 ng / Kg of

Dihydrostreptomycin sulfate for 21 days.

B. ovis was not isoclated in eleven rams (91,6%)
treated with the combinated regime, while only four of
the rams treated with Terramycine alone were
bacteriologically cured. Clinical epididymitis, present
in two animals before treatment was started, was not
cured with any of the two treatments. In addition several
bacteriologically cured animals presented severe
histopathological lesions in ampullae ductus deferens and

in epididymis limiting the efficacy of the treatment.



1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Dentro de los proyectos de investigacion aplicada
nomeros 949/82, 2910/83 (CAICYT) y 2085 (CONAI - DGA) se
han llevado a cabo estudios sobre desarrollo y puesta a
punto de técnicas de diagnostico seroldgico y pautas de

profilaxis y control de la infeccion por Brucella ovis,

diagnosticada por primera vez en Espana en 1982 (19).

En un trabajo anterior (22) se llevaron a cabo
experiencias preliminares sobre diagndstico, incidencia
en Aragon y profilaxis vacunal de la citada enfermedad.
En dicho trabajo se realizdé una caracterizacidn parcial
de los antigenos de B. _ovis gque contenian
lipopolisacarido y se compard su valor diagnéstico en
dos pruebas serologicas (Doble Difusidon en - Gel V4
ELISA). Con la prueba mas adecuada (Doble Difusion en
Gel con extracto salino caliente como ‘antligeno) se
realizd un estudio epidemioldgico en las tres provincias
aragonesas para determinar la incidencia de 1la
infeccion. Dada su enorme difusidn (mas del 11 p.1l00 de
los 2.398 moruecos analizados dieron serologia positiva
y casi el 50% de las 157 ganaderias examinadas poselan
uno © varios animales positiveos), la parte final del
trabajo se orientd a poner a punto una pauta de
profilaxis vacunal, 4unica alternativa razonable para

comenzar el control de la enfermedad. La inmunizacion de



moruecos de 3 - 5 meses de edad por via subcutanea con

la vacuna viva Rev 1 de B. melitensis, protegio

adecuadamente a los animales frente a una inoculacion
experimental capaz de infectar a todos los animales no

vacunados que se utilizaron como control (23).

Dado el caracter preliminar de la informacidn
obtenida, los proyectos de investigacion mencionados han
tratado de profundizar en el diagnostico de la infeccidn
y sobre todo en el control de la misma mediante técnicas
de profilaxis medica. El presente manuscrito es una
recopilacion de los resultados obtenidos en los ultimos
tres anos de trabajo, en los gue se han tratado de

abordar los objetivos siguientes:

1. Comparar el valor diagnostico de tres .extractos
antigénicos de B. ovis en la prueba cualitativa de Doble
Difusidon en Gel (DDG) y en las pruebas de Fijacidn del
Complemento (FC) y ELISA (Enzyme - linked immunosorbent
assay), previa puesta a punto de las mismas. Estas dos
Gltimas pruebas podrian permitir wuna interpretacidn
cuantitativa b4 automatizable de los resultados

serologicos.

L.a finalidad de este objetivo consiste en aportar
informacion adicional a la existente sobre qué

antigeno{s) o qué prueba(s) son los que tienen mejor



sensibilidad y especificidad para ser aplicados al
diagnostico de rutina de la enfermedad en nuestro pals.
En el momento presente, no existe ninguna prueba oficial
y tan solo las Comunidades Autdonomas Vasca, Navarra y
Aragonesa realizan algun tipo de diagndstico seroldgico
de la infeccion, basado en la prueba de Doble Difusion
en Gel con antigenos solubles obtenidos de B. ovis

mediante extraccion salina por el calor.

2, Determinar la eficacia protectora de la vacuna Rev

1 de B. melitensis en moruecos jovenes y adultos cuando

se aplica por via subcutanea o cuando se aplica a través

de la via conjuntival.

La finalidad de este objetivo es obtener una pauta
profilactica para ser aplicada en moruecos de cualquier
edad con el minimo de interferencia en el diagndstico

serologico de la infeccidn por B. melitensis, presente

igualmente en el ganado ovino de nuestro pails.

3. Determinar la efectividad del tratamiento

antibiotico prolongado sobre la infeccidn por B. ovis.

La informacion disponible sobre el tratamiento
antibiotico de la infecciodn es practicamente
inexistente. Alguno de los programas de seleccion

genética llevados a cabo en nuestro pals han contribuido



a la consecucion de moruecos de excepcional wvalor
genético que pueden llegar a infectarse. El elevado
precio de mercado de estos animales podria justificar
el, a priori, elevado coste de un tratamiento

antibidtico prolongado.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Estructura antigénica del género Brucella

2.1.1. Antigenos principales de la fase lisa

de Brucella

Estos microorganismos gramnegativos
poseen una envoltura celular que rodea al citoplasma,
constituida por una membrana citoplasmatica, un espacio
periplasmico gue contiene peptidoglicano y una membrana
externa formada por una bicapa lipldica en la que se

insertan diversas proteinas (61).

La parte exterior de la membrana externa
es la unica regidon bacteriana en contacto con el medio y
contiene distribuidos asimétricamente fosfolipidos,
protelnas y un lipopolisacaride (LPS) {119). En las
bacterias en fase lisa, este LPS cubre la mayor parte de
la superficie externa, siendo el antigeno

inmunodominante (49).

El LPS, como en otras bacterias
gramnegativas, es una macromolécula anfotera gque
contiene 3 partes bien diferenciadas: el lipido A, la
cadena polisacaridica terminal y nucleo oligosacarido

central (49, 104, 113). El 1lipido A es un glucolipido



que esta inserto en la doble capa lipidica de la
membrana externa de la bacteria, y por lo tanto no
expuesto al medio externo, constituyendo la parte
hidrofoba del LPS. La cadena terminal es un polimero de
polisacaridos que constituyen los determinantes
antigénicos responsables de la especificidad seroldgica
del LPS y de las especies o serotipos respectivos de las
bacterias. Esta cadena terminal expuesta al medio
externo, posee una fuerte naturaleza hidrofilica que
confiere solubilidad a la molécula de LPS. El nicleo
oligosacaridico une el Lipido A y la cadena terminal de

polisacaridos.

El LPS de Brucella presenta diferencias
importantes con respecto al de las enterobacterias. Asi,
el analisis qulmico del LPS de Brucella ha demostrado la
presencia de acidos grasos de mayor peso.molecular que
los correspondientes de las enterobacterias (113). En la
composicion del polisacarido es destacable la ausencia
de heptosa v la presencia de azucares como la manosa,
glucosa, quinovosamina, glicosamina y KDO (acido 2-ceto,
3-deoxioctulosdonico) (115). Por otro lado, cuando se
aplica el método de extraccion agua-fenol (168), al
contrario de lo gue ocurre con el LPS de las
entercbacterias, el LPS de las brucelas en fase lisa es
extraldo en la fase fendlica (104, 113). El LPS asi

obtenido, presenta una alta proporcion de protelnas



contaminantes (113, 83).

En general, la composicion protéica de la
membrana externa parece ser mas compleja en el género
Brucella gque en otros gramnegativos (20}, existiendo
ademas fuertes interacciones entre las proteinas y el
LPS (118, 157). La membrana externa de Brucella contiene
una variedad reducida de proteinas (117, 157), con tres
grupos principales (168): el grupo 1 (85-%94 K), de
funcién desconocida; el grupo 2 (36-43 K), gque equivale
a las porinas o protelnas matriciales de E. coli (60,
118, 157); y el grupo 3 (24-30 K), semejante a la
proteina OmpA de E. coli (157). Existe también una
lipoproteina sémejante a la descrita en E. coli (79,
80). Aunque estas protelnas son compartidas por todas
las especies de Brucella, parecen existir -diferencias
cuantitativas en los grupos 2 y 3 entre las especies del

género (141).

Las envolturas celulares del género
Brucella poseen como fosfolipidos mayocritarios
fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y cardiolipina
(150). Recientes datos demuestran ademas, que la

membrana externa de B. melitensis esta enriquecida en

fosfatidilcolina (119). Ambas caracteristicas
diferencian las brucelas de las otras bacterias

gramnegativas, en la mayoria de la cuales la



fosfatidiletanolamina es el fosfolipido mayoritario. Aun
cuando los fosfollipidos no son antigénicos por si

mismos, es posible que modulen la respuesta inmune.

La composicion del peptidoglicano o
mureina de género Brucella parece similar a la de otros
gramnegativos (61), aGn cuando pudieran existir
diferencias de tipo cuantitativo. La capa de
peptidoglicano parece mas gruesa y mas intimamente unida
a la membrana externa en el género Brucella gque en E.

coli, cuando son visualizados por microscopia

electronica (61).

Los componentes citoplasmaticos solubles
no ofrecen ninguna particularidad con respectc a los de
otros gramnegativos. Asl, en el citoplasma "de Brucella
las proteinas solubles (fundamentalmente enzimas) y los
ribosomas son los componentes antigénicos principales.
El analisis por inmunocelectroforesis de los mismos,
revela que son comunes a todas las especies del género,
pero inmunolégicamente distintos de los otros
gramnegativos, incluidos aquellos con cuyo LPS existe

reaccion cruzada (50, 52).

Como la sintesis del LPS tiene lugar en
el citoplasma sobre la cara interior de la membrana

interna, no es infrecuente la presencia en el citoplasma



de precursores biosintéticos del LPS. Estos precursores
de naturaleza polisacarida, estan desprovistos de la
parte lipidica del LPS, no son inmunogénicos pero
reaccionan con anticuerpos especificos anti-LPS (56) y
son por ello conocidos come haptenos nativos (51, 113,
114). En los extractos citoplasmaticos los haptenos

nativos siempre son componentes minoritarios (119).
2.1.2., Estructura antigenica de B. ovis.
Debide a su naturaleza permanentemente

rugosa, B. ovis posee una superficie celular distinta de

la de B. abortus, B. melitensis y B. suis (48, 49, 52) Yy

algunas propiedades particulares desde el punto de vista
antigénico (127). Las principales diferencias con las
especies lisas derivan de la estructura de sus
correspondientes lipopolisacaridos. B. ovis carece del
lipopolisacarido 1liso (LPS~S) especifico de brucelas
lisas (58, 115). El LPS de B. ovis, al faltarle parte de
la cadena polisacarida terminal presente en la fase
lisa, tiene una naturaleza mas hidrofobica que el LPS-S,
siendo extraldo en la fase acuosa y también en la fase

fendlica cuando se aplica el método fenol-agua (168).

Al igual que el LPS de 1los mnutantes

rugosos de B. abortus y B, melitensis, el LPS de B. ovis

puede extraerse a partir de células enteras mediante
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disolventes orgénicos (2, 74, 114, 131). E1 metodo de
extraccion con éter de petrdleo, cloroformo y fenol,
desarrollado originalmente para obtener el LPS de 1los
mutantes rugosos de enterobacterias (74), es el de
eleccion para obtener unas preparaciones de LPS
esencialmente libres de proteinas y acidos nucléicos (2,
131, 134). Sin embargo, la elevada hidrofobicidad de
este LPS representa un problema para su uso €n numerosas

pruebas serologicas.

La estructura del LPS de B. ovis no ha
sido todavia aclarada por completo. A pesar de que
contiene azlicares gque también estidn presentes en el
nucleo-lipido A del LPS de otras brucelas (116), el LPS
de B. ovis da sOlo una reaccion de identidad parcial con
el LPS de B. canis o con el de los mutantes rugosos de

B. abortus y B. melitensis (116). Esta misma reaccidn se

observa con el LPS presente en los extractos salinos de

B. canis y de los mutantes rugosos de B. abortus y B.

melitensis (52). Todas estas observaciones sugieren la
presencia de determinantes antigénicos especificos de

especie en el LPS de B. ovis,

Es ampliamente aceptado que las
infecciones por brucelas lisas no suscitan la produccion
de anticuerpos frente a los antigenos de superficie de

las cepas rugosas. Sin embargo, ovejas con infeccion
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natural por B. melitensis o vacunadas con la cepa lisa

Rev 1 de B, melitensis, presentan una doble respuesta

humoral en pruebas de precipitacion en gel frente a los
antligenos de superficie propios de las especies lisas de
Brucella y también frente a los de la fase rugosa {(22).
Esta reaccion cruzada ha sido observada asl mismo en un
ELISA con LPS de B. ovis como antigeno ¥y sueros de

ovejas y cabras con infeccion natural por B. melitensis

y también de vacas infectadas por B. abortus (132). En

el caso inverso, sueros de algunos moruecos infectados
por B. ovis pueden presentar reacciones cruzadas cuando
se analizan en un ELISA con antigeno LPS obtenido de B.
melitensis en fase lisa (132). Los diferentes estados de
agregacion de los lipopolisacaridos en soluciones
acuosas (el LPS liso forma micelas largas y el LPS
rugoso se presenta en forma dispersa), la existencia de
determinantes antigénicos comunes a ambos
lipopolisacaridos (lipido A y nucleo); asi como la
existencia de proteinas comunes en la membrana externa
(141}, pueden explicar parcialmente estas discrepancias
serologicas. En pruebas de precipitacion en gel, por
ejemplo, el LPS liso se encuentra formando micelas y los
determinantes del lipido A - nficleo no estan expuestos y
por lo tanto, los anticuerpos anti LPS rugoso no 1lo
precipitan. Por el contrario, la reaccion cruzada se
pone en evidencia cuando el LPS se adsorbe a una fase

solida, como ocurre en muchas pruebas inmunoenzimaticas
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(131).

La posible existencia de disociacion S-R
(lisa-rugosa) de las especies lisas de Brucella dentro
del organismo del animal que parasitan, podria
contribuir también a la explicacion de la doble
respuesta serologica. El aislamiento directo de colonias

rugosas en cabras infectadas por B. nelitensis (8},

podria dar consistencia a esta hipotesis.

Cuando suspensiones de B. ovis en suero
salino se someten a una extraccion en autoclave, las
preparaciones solubles obtenidas contienen un
determinante antigénico principal que precipita con los
anticuerpos anti - LPS rugosco (52, 124} y gque da una
reaccion de identidad con el LPS obtenido por el método

de Galanos et al.{(74) del mutante rugoso B. abortus

45/20 (52). Por estas razones, al extracto antigénico
asl obtenido se le ha conocido universalmente como
"antigeno especifico rugoso"™ y denominado antigenc HS
(Hot saline antigen). La caracterizacion quimica e
inmunolologica de estos extractos ha mostrado que
contienen LPS, proteinas de membrana externa
(principalmente del grupo 3) y otros componentes de la
membrana externa (3, 22, 131). Por lo tanto, estos
extractos contienen determinantes especificos del LPS de

B. ovis y otros componentes antigénicos, algunos de los
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cuales son compartidos con B. melitensis y otras

brucelas (3, 141). La existencia de tales componentes
podria explicar las reacciones serologicas cruzadas

mencionadas anteriormente (3, 131).

Los extractos HS o preparaciones
antigénicas obtenidas por metodos similares, han sido
ampliamente utilizadas para el diagnostico seroldgico de
la infeccidn por B. ovis. Su solubilidad en agua y su
alto contenido en determinantes antigénicos de
importancia, explican sus buenos resultados en las
pruebas seroldgicas en las que se han utilizadeo. 8in
embargo, en palses donde también existe la infeccidn por

B. melitensis, como por ejemplo ocurre en Espana, la

especificidad del diagndstico con este antigeno tiene
gue ser interpretada en conjunto con los resultados de
las pruebas seroldogicas para brucelas lisas (131).
Ademis del LPS, la membrana externa de B.
ovis contiene tres grupos de proteinas mayores (132),
que como ya se ha mencionado, estdn también presentes en
la membrana externa de otras especies de Brucella (132,
141). Sin embargo, estas proteinas de membrana externa
estan expuestas mas superficialmente en B. ovis que en

“células lisas de B. melitensis (132). Esta observacidn

explicaria el hecho de que algunas proteinas de membrana

externa de B, ovis, a diferencia de 1lo gue ocurre con
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las de B. melitensis, podrilan jugar un papel antigénico

importante en 1la epididimitis infecciosa del morueco

(131).

Existe muy poca informacion en B. ovis
sobre los antigenos no expuestos en la superficie
celular. Como va _ha sido mencionado, los antigenos
citoplasmaticos ‘solubles son comunes para todas las
especies del género Brucella (22, 48) e intervienen en
las reacciones de hipersensibilidad retardada en las

infecciones por B. ovis y B. melitensis (71, 92, 94).

Los antIgenos citoplasmaticos obtenidos del mutante

rugosoc 115M de B. melitensis por el método de extraccion

salina fria (14), son indistinguibles de los obtenidos
de B. ovis por el mismo método en las pruebas de
precipitacion en gel frente a antisueros de B. ovis
(22). Estos antigenos han sido poco estudiados desde el
punto de vista diagndstico. Cuando se usan en pruebas de
precipitacion en gel pueden tener un cierto valor

diagnostico en ganade ovino infectado por B. melitensis

(151) y en pacientes humanos afectados por formas
cronicas de brucelosis {54). No existe informacidn sobre
su valor diagndstico en el caso de la infeccidn por B.

ovis en ganadoe ovino.

Se desconoce el papel desempenado por el

peptidoglicano Yy otros componentes del espacio
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periplasmico y membrana interna en la respuesta inmune
frente a B. ovis. Hasta el momento presente no ha sido
demostrada la existencia de polisacaridos hapténicos en

B. ovis.

2.2. Diagnostico

La palpacion del contenido escrotal es una
técnica utilizada para la identificacion de los moruecos
infertiles (39, 88). Este metodo detecta los cambios
patologicos que disminuyen o anulan la fertilidad, es
barato Yy no requiere preparacion especial para
realizarlo. Aunque ha sido aplicade al control de la
infeccidn por B. ovis (103, 109, 120, 160), es muy
dificil diagnosticar esta enfermedad exclusivamente por
palpacion genital, va que las lesiones de epididimitis
tienen mhltiples etiologias en ganado ovino (11, 21, 20,
24, 26, 36, 37, 43, 47, 62, 65, 8%, 90, 106, 138, 139,
143, 1145, 153, 155, 156, 162, 169, 170, 174, 175}).
Ademas, animales que presentan epididimitis palpables
pueden mostrar palpaciones clinicas normales con el paso
del tiempo, a pesar de que el examen histoldogico de sus
organos genitales demuestre lesiones graves en el
epididimo (22). Por otra parte, los oOrganos afectados
con mayor frecuencia por la bacteria son las glandulas
sexuvales accesorias, gque no son susceptibles de

palpacion. En un amplio estudio llevado a cabo en
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nuestro pais casi la mitad de los animales infectados
por B. ovis no presentaban alteraciones detectables

mediante palpacion de su aparato genital (22).

El aislamiento del agente etioldgico es la inica
prueba irrefutable para confirmar la existencia de la
infeccidn. La muestra mas adecuada para el aislamiento
de B. ovis de animales vivos es el semén, gque puede ser
facilmente obtenido por medio de electroeyaculacion y
ser recogido en bolsas de plastico o por medio 4ge
escobillones tomados directamente del prepucio tras la
eyaculacién. Las muestras de semen pueden examinarse
bacterioscopicamente mediante frotis tefiidos con Gram o
Ziehl-Neelsen (1l6l). Los cocobacilos caracteristicos
pueden evidenciarse en muchos animales infectados (161)
pero los carneros pueden estar infectados -por otras

bacterias de morfologia similar (p.e. Chlamydia sp.(67,

138, 147) y B. melitensis(62, 95, 99)), Hecho gque puede

conducir a diagnosticos erroneos. Las muestras de semen
pueden sembrarse directamente en medios d&e cultivo
adecuados e incubarse con 10 p. 100 de C02. El uso de
mediocs de cultivo no selectivos no tiene sentido
practico por las bacterias contaminantes. El medio
selective de Thayver-Martin modificado (25, 149), es el
de eleccion para el aislamiento de B. ovis. Debido a

dificultades practicas (electroeyaculacidn, transporte

de muestras, etc.,) y a la existencia de animales
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infectados gue no excretan B. ovis por el semen (23, 88,
161, 173), el examen bacterioldgico de muestras de semen
tampoco es un meétodo practico para el diagndstico de la
infeccion en programas de control a gran escala. Sin
embargo, puede tener un gran interées para el diagndstico
de la infeccion en determinadas condiciones
epidemioldgicas, en asociacién con el diagndstico

serologico (13, 173).

Por todo lo anteriormente menciocnado, la
utilizacion de las pruebas seroldégicas deberia ser lo
mas practico y recomendable para el diagndstico de la

enfermedad.

El diagndstico seroldogico de la infeccidn por B.
ovis se basa en la demostracion de anticuerpos frente a
los antigenos especificos de la fase rugosa., Para el
diagnostico de la infeccidon por B. ©vis han sido
aplicadas, con diferente eficacia, una gran variedad de
pruebas serologicas como la Aglutinacidn (31, 48),
Hemaglutinacidn Indirecta (48, 133, 134), Inhibicidn de
la Hemaglutinacidon (157), Inmunofluorescencia Indirecta
(4, 46, 153), Doble Difusidn en Gel (46, 52, 94, 121,
123), Contrainmunoelectroforesis (124), Fijacidn del
Complemento {15, 27, 41, 46,_94, 108, 126, 136, 1l4o0,
l61l, 163, 164, 167, 171) y ELISA (2, 40, 59, 129, 131,

137, 146, 158, 172, 173). Las mas importantes y mas
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ampliamente utilizadas son la Doble Difusidn en Gel, 1la

Fijacion del Complemento y el ELISA.

2.2.1. Fijacion de Complemento. (FC)}

La FC es la técnica mas usada para el
diagnostico serologico de la infeccidon por B. ovis.
Tanto la sensibilidad como la especificidad de esta
prueba dependen de la naturaleza del antigeno empleado,
la temperatura de incubacidn de la mezcla de antigeno,
suero y complemento (caliente o frio) y del tiempo de

incubacion.

Los antigenos de B. ovis presentan con
cierta frecuencia problemas de poder anticomplementario.
Esta actividad anticomplementaria parece estar asociada
a la presencia de células o restos celulares en las
preparaciones antigénicas (42) y de acuerdo con esto,
los antigenos usados en FC son mayoritariamente
extractos obtenidos por calentamientoc (HS) o antigenos
de naturaleza similar y los productos extraldos por
ultrasonidos y libres de residuos celulares (9). ELl
antigeno HS tiene mejor sensibilidad que los extraldos
por ultrasonidos (9) o gue el LPS obtenido por el método
de Galanos et al. (131). Ademas, el antigeno HS es muy
especifico y las reacciones cruzadas se limitarian

practicamente a las especies rugosas de Brucella gue en
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condiciones naturales no afectan a la oveja. Sin
embargo, como ya ha sido citado antericormente, existe la
posibilidad de reaccidn cruzada en las infecciones

naturales por B. melitensis o tras la vacunacion con Rev

1 (131).

Con relacion a la forma de incubacidn de
la mezcla de antigeno, suero y complemento, no se han
obtenido grandes diferencias de sensibilidad entre
técnicas con fijacidn en caliente (37°C, 30-40 min.) o
en frio (4°C, toda la noche). Sin embargo, el método
frio es considerado como mas sensible gue el caliente

para ser aplicado en programas de control (9, 38).

Por otra parte, ha sido citado que
aumentando el tiempo de incubacidn de la mezcla de
antigeno, suero y complemento hasta 60 minutos, la
sensibilidad de la técnica con fijacidn en caliente se

mejora considerablemente (142).

A pesar de que la FC presenta
inconvenientes notables tales como su complejidad
tecnica, la necesidad de inactivar los sueros por
calentamiento, la dificultad de realizacidén con sueros
hemolizados, la existencia de sueros con poder
anticomplementario , de problemas de sensibilidad vy

especificidad (2, 46, 85, 88, 129, 137, 166, 161, 172,
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173) y de fendmenos de prozona, esta técnica serologica
sigue siendo 1la mas utilizada en los programas de

control.

2.2.2. Doble difusion en gel. (DDG)

La prueba de DDG se ha utilizado para la
deteccién de anticuerpos precipitantes con diferentes
preparaciones antigénicas de B, ovis. La tecnica usada
con mayor frecuencia es una adaptacion del método de
Quchterlony (128) de difusion en gel de agar, llevada a
cabo en portas de microscopia y utilizando antigeno HS
(121). En esta técnica, los sueros de animales
infectados por B. ovig desarrollan una linea de
precipitacion carécteristica con el antigeno HS, cuya
presencia o ausencia se correlaciona con los resultados
de la prueba de FC con el mismo antigeno,“presentando
similar sensibilidad (121). Siendo una técnica de
realizacidén mucho mas facil, esta prueba serologica no
ha sido aceptada universalmente al ser considerada menos
sensible gue la FC para los programas de control a gran
escala (46, 172). Sin embargo, la falta de sensibilidad
aducida prodria deberse a que las condiciones de
utilizacion de la DDG no han sido siempre las adecuadas.
En primer lugar, para una realizacion correcta de 1la
prueba, el antigeno HS tiene que ser titulado frente a
varios sueros de animales infectados. En segundo lugar,

la concentracion de ClNa en los geles es esencial para
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la optimizacidon de la sensibilidad de la técnica. Los
geles gque contienen un 5 p. 100 de ClNa mejoran la
eficiencia de los que utilizan concentraciones del 0,85
p. 100 (93). Cuando la concentracion de ClNa se aumenta
hasta un 10 p. 100, la sensibilidad es oOptima para el

diagnéstico con sueros ovinos (21).

Los anticuerpos gue intervienen en DDG,
al igual que los gue intervienen en FC, son
mayoritariamente de la clase Ig G (122). Esto podria
explicar la elevada correlacion que ha sido obtenida

entre los resultados de FC y DDG (22, 94, 121, 123).

La DDG es una técnica facil de realizar,
barata, que puede hacerse en laboratorios poco dotados
de material, inclusoc a nivel de campo vy gque no necesita
personal especialmente entrenado para su interpretacion.
Las principales desventajas de esta pruéba son gue no
esta estandarizada y que sus resultados solo pueden ser

interpretados cualitativamente.

2.2.3. ELISA.

El ELYSA indirecto, realizado en placas
de poliestireno ha sido aplicado por diferentes autores
al diagnostico serologico de la infeccidn por B. ovis.
Las principales diferencias en las distintas técnicas

utilizadas residen en la clase de conjugado, en el tipo
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de antigeno y en el sustrato revelador.

Como conjugados se han utilizado
anti-inmunoglobulinas ovinas marcadas con peroxidasa (2,
129, 131, 137, 146, 150, 172) o con fosfatasa alcalina
(108). Aungue no existen muchos datos comparativos, las
diferencias de sensibilidad debidas al tipo de enzima
conjugada a la inmunoglobulina no  parecen ser
importantes. Los sustratos mas ampliamente utiliiados en
la prueba han sido el acido S5-amino-hydroxibenzoico
(5-A5), el ABTS (2, 2 'azinobis 3~ ethylbenzthiazoline
sulfonic acid, Diamonium saltz) y la Ortofenil-diamina
{opPD) (2, 40, 129, 131, 137, 146, 150, 172). Aunque los
datos publicados sugieren que no deben existir grandes
diferencias de sensibilidad y especificidad achacables
al tipo de sustrato, no se han realizado estudios

comparativos que lo avalen.

Al igual que en el restoc de las pruebas
seroldogicas, la sensibilidad y la especificidad dependen
mayoritariamente del antligeno wusado. Los antigenos
obtenidos por sonicacidén pueden tener problemas de
especificidad (2, 131). Los extractos antigénicos del
tipo HS han sido también utilizados en el ELISA dando
los mejores valores de sensibilidad y especificidad en
ensayos comparativos (137, 146, 172, 173). El1 antigeno

LPS-R obtenido por el metodo de Galanos et al. (74)
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también se ha empleado en un ELISA indirecto, dando
resultados aceptables (2, 131), pero poseyendo menor
sensibilidad que la obtenida en la misma prueba con el

antigeno HS (131).

Aunque no han sido observadas reacciones
cruzadas en el ELISA con estos antigenos y los de otros
microorganismos patogenos para el ganado ovino, una
importante reaccion cruzada se pone en evidencia cuando
el antligeno HS y el LPS-R obtenido por el método de
Galanos se utilizan frente a sueros de ovejas infectadas

por B. melitensig (131).

2.3. Profilaxis medica

En aquellos palses donde la incidehcia de la
infeccion sea elevada y no posean una administracién muy
eficiente, la manera mas econdmica, rapida y practica de
controlar la enfermedad a medio plazo es utilizar un
programa adecuado de vacunacion (28, 154). En estos
paises, la erradicacidon de la infeccidn por medio del
diagnostico-sacrificio (test and slaugther) es
frecuentemente antiecondmica y poce viable. En estas
condiciones, extrapolables a las de nuestro pals, un
programa de vacunacidén se hace indispensable para
reducir la incidencia de la enfermedad antes de pasar a

un programa de erradicacion por diagnostico -
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sacrificio. Las vacunas mas frecuentemente usadas con
este proposito han sido las bacterinas de B. ovis, solas

o asociadas con la cepa vacunal B 19 de B. abortus o la

vacuna viva Rev 1 de B, melitensis.

Las bacterinas a base de celulas de B. ovis
inactivadas mediante la adicion de formalina y asociadas
a diversos adyuvantes han sido muy utilizadas para la
profilaxis médica de la infeccidn. Las principales
diferencias de inmunogenicidad de estas vacunas dependen
principalmente de la clase de adyuvante que contienen.
Las bacterinas adyuvadas con hidroxido de aluminio
parecen éener menos eficacia protectora frente a la
infeccion por B. ovis que las que utilizan suspensiones
salino-oleosas como adyuvante (35). En general, segin la
bibliografia consultada, las bacterinas salino-oleosas
confieren a los animales vacunados una inmunidad
aceptable (16, 30, 32, 33, 34, 35, 44, 87, 110, 149),
pero este tipo de vacunas presenta numerosoes
inconvenientes. De entre ellos, los mas importantes son
la necesidad de revacunaciones anuales para el
mantenimiento de la inmunidad, su elevado coste y la
prolongada respuesta seroldgica que provocan,
interfiriendo en los programas de contreol por serologia
v en el manejo de los animales. La utilizacion de este
tipo de vacunas es muy escasa en la practica y se limita

a aquellos palses en los gque el empleo de la vacuna Rev
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1l esta prohibido. En estos paises, el desarrollec de
vacunas utilizando antigenos subcelulares Yy nuevos
adyuvantes, supone un importante reto para la mejora de
la profilaxis médica frente a B. ovis. Recientemente ha
sido sugerido que el uso de Vitamina E en los adyuvantes
podria aumentar la inmunidad conferida por las

bacterinas convencionales frente a B. ovis (1).

La vacunacion simultanea con bacterina y cepa B
19 por via subcutanea en diferentes sitios del animal,
confiere inmunidad frente a la infeccion por B. ovis
(16, 30, 32, 33, 34, 35, 44, 87, 110, 148). Sin embargo,
este metodo de vacunacion presenta numerosos
inconvenientes que lo hacen impracticable. La cepa viva
B 19 de B. abortus puede colonizar el aparato genital de
los animales vacunados provocando lesiones de
epididimitis y excrecion de la cepa por el semen durante
prolongados periodos de tiempo (16, 15%4). Por otra
parte, la cepa B 19 ha sido considerada responsable de
casos de epifisitis y cojeras en animales vacunados (97,
165). Finalmente, este tipo de vacunacion provoca una
intensa respuesta seroldgica frente a los antigenos
lisos y rugosos que interfieren el diagnostico de las

infecciones por B. melitensis y B. ovis en ganado ovino

e impiden la exportacion de animales a palses que exigen
el certificado de serologia negativa (135). Ademas de

los inconvenientes c¢itados, este procedimiento de
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vacunacion confiere la misma proteccidn gue utilizando
la vacunacidn subcutanea con bacterina salino-oleosa
seguida de una revacunacion subcutinea con la misma
bacterina a las 24 semanas de la primovacunacién (35),

metodo con menos problemas que el anterior.

La cepa B 19 también ha sido usada como vacuna
sin asociarse a bacterinas. Ademas de 1los efectos
secundarios que produce, la vacuna B 19 confiere a los
animales vacunados un grado de inmunidad menor que

cuando se utiliza Jla wvacuna Rev 1 de B. melitensis

(154}.

La vacunacion con la cepa viva Rev 1 de B.
melitensis (63) es preocbablemente, el nmejor método de
profilaxis médica de la infeccidn. En condiciones
experimentales y en moruecos vacunados entre los tres y
cinco meses de edad con dosis de alrededor de 109 UFC,
confiere una excelente proteccidn elevadisimos frente a
inoculaciones de B. ovis virulenta capaces de infectar
la totalidad de los animales testigos no wvacunados que
se utilizan como contrdl (23, 69, 76, 81, 154), La
revacunacion con Rev 1 no parece mejorar
considerablemente la inmunidad conferida por la
primovacunacion (23, 81), presentado ademas el
inconveniente de producir una respuesta serologica

intensa y prolongada que puede interferir en las pruebas
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serologicas que se realicen con posterioridad a la

vacunacion.

La vacuna Rev 1 parece ser avirulenta para los
carneros. La inoculacion repetida varias veces en los
mismos animales de alrededor de un ano de edad no
produce efecto patogeno alguno (66). Aungue no ha sido
muy utilizada en carneros adultos, tambiéen parece
comportarse como avirulenta (23). Sin embargo, la cepa
Rev 1 ha sido considerada responsable de un caso de

epididimitis en un animal wvacunado (102).

La wvacuna Rev 1 protege igualmente a los

animales frente a la infeccion por B. melitensis (6, 64,

70, 72), presente también en nuestro pals y objeto de
campanas de profilaxis basadas en esta vacuna. Por lo
tanto, en palses donde ambas infecciones estan presentes
en el ganado ovino, la vacunacion de mortecos de tres a
cinco meses de edad con dosis completas de Rev 1 por via
subcutanea aparece como el método de eleccion para 1la
profilaxis médica de la infeccion por B. ovis y por B,
melitensis, Sin embargo, este tipo de vacunacidn no esta
exento de inconvenientes. El mas importante es que la
vacuna Rev 1 produce una intensa respuesta humoral que
interfiere con las pruebas de diagnostico serologico de

la infeccidon por B. melitensis, objeto de campanas de

control mediante serologia en los palses afectados.
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Hasta el momento presente no ha sido
desarrollada ninguna prueba de diagnostico que resuelva
el problema de interpretacién de la respuesta seroldgica
postvacunal en ganado ovino vacunadoc con Rev 1 (21). Sin
embargo, otros metodos de utilizacidn de la vacuna Rev 1
han demostrado ser utiles para resolver este problema.
La inoculacidn de la cepa Rev 1 por via conjuntival en
ovejas produce un adecuado grado de inmunidad frente a

la infeccidn por B. melitensis, con una minima respuesta

humoral frente a los antigenos lisos utilizados
cominmente en el diagnostico seroldgico (70, 72). Aungue
no existe ninguna referencia socbre la inoculacion
conjuntival de la cepa Rev 1 en moruecos, este método de
vacunacion podria ser efectivo para la profilaxis de B.
ovis y resolver el problema de la interpretacion de la

serologia postvacunal.

En paises con elevados niveles de incidencia,
los programas de profilaxis vacunal deberlan aplicarse a
la totalidad de los animales 7joOvenes y también a los
adultos. Existe una informacion muy limitada sobre el
uso de la vacuna Rev 1 en moruecos adultos para la
profilaxis de la infeccidén por B. ovis. En las dos
unicas experiencias publicadas al respecto, no se citan
resultados concluyentes scbhre el valor protector de esta

vacuna (81, 154), hecho interpretado por algunos como
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una falta de eficacia de este tipo de vacunacion (64).
No existe tampoco informacion publicada sobre el uso de
la vacuna Rev 1 administrada por via conjuntival en

moruecos adultos.

2.4. Tratamiento.

El tratamiento antibiotico ha sido y es
utilizado con éxito para la curacion de la brucelosis
humana, pero rara vez se ha utilizado en el caso de la
brucelosis animal. La existencia de programas de
erradicacion y el, a priori, alto coste del tratamiento
antibidotico prolongado han sido las principales razones
aducidas para su poca utilizacidn. Sin embargo, el alto
valor de mercado de algunos animales, podrian hacerlo
economicamente interesante. Varios - regimenes
terapeiticos han sido evaluados con diferente éxito en

ganado vacuno infectado por B. abortus. ‘Una combinacion

de Tetraciclina retardada y Estreptomicina elimind 1la
infeccion en alrededor del 70 p. 100 de 1las vacas
infectadas (112, 125}. Otros tratamientos a base de
Tetraciclina sola o antibidticos encapsulados en
liposomas resultaron menos eficaces en el mismo tipo de

animales infectados (112, 125).

En el caso de B. ovis existen tan solo dos

referencias bibliograficas sobre el uso y efectividad
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del tratamiento antibiotico de la infeccion. El1 uso
combinado de Aureomicina ¥ Estreptomicina hizo
desaparecer las lesiones palpables de epididimitis y
detuvo la excrecion seminal de B. ovis en moruecos
infectados, aunque la calidad del semen de los animales
después del tratamiento fue mala (100). Un tratamiento a
base de Estreptomicina sola o) combinada con
Sulfametazina, no tuvo efecto curativo en los animales
infectados (100). Por otra parte, ha sidec citado que 27
de 32 moruecos infectados gue fueron sometidos a un
tratamiento combinado de Estreptomicina y Tetraciclina,
eran seroldgicamente negativos y no mostraban sintomas
palpables de epididimitis a los 8 meses de finalizar el

tratamiento (78).

Aungue en el momento actual el uso de la
antibioterapia no es muy recomendable para ser aplicada
en conjunto con programas de control,’ la informacion
disponible para el caso de B. ovis no es muy consistente
desde el punto de vista cientifico puesto gque en las
experiencias citadas, no se han realizado estudios
bacterioldogicos ni anatomopatologicos tras la necropsia
de los animales tratados. Por otra parte, la existencia
de carneros de gran valor econdmico podria hacer
interesante un tratamiento antibidtico prolongado en

determinadas circunstancias.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1, Cepas bacterianas utilizadas

En el presente trabajo se han utilizado las

cepas bacterianas siguientes:

1.

B. owvis P.,A. CO

B, ovis 198 REQ, procedente de la coleccidn

del Departamento Interfacultativo de
Microbioclogia de la Universidad de Navarra

(Pamplona).

2 dependiente (virulenta),
cedida por el Dr. J.M. Verger (Station de
Pathologie de la Reproduction 37380.

Nouzilly. Francia.)

B, melitensis Rev 1 PR1/81l n° 3, cedida por

el Dr. J.M. Verger (Station de Pathologie de

la Reproduction., 37380 Nouzilly. Francia.)

Las cepas se conservaron liofilizadas a 4°C. en

leche descremada lactosada esteril.

3.2. Antigenos

3.2.1. Obtencion de la masa bacteriana para
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la preparacion de antigenos

Con la cepa REO 198 se inocularon 11
matraces de 2 litros con caldo tripticasa soja (8060
ml/matraz) enriquecido con 0,5 p. 100 de extracto de
levadura y se incubaron a 37°%. y 250 r.p.m. durante
48/72 horas en un agitador orbital termostétado. La
pureza de los cultivos se verificd mediante el examen
microscopico de extensiocnes tefiidas por el método de
Gram. Las celulas se recogieron por centrifugacion
(7.500 % g, 5°C, 20 min), y se lavaron 2 veces con Suero
Fisiologico  Estéril (SFE) . A  continuacion se
resuspendieron en agua destilada estéril, se congelarcn
y se liofilizaron o bien se lavaron 2 veces con acetona
fria, precipitandolas luego con 5 volumenes de acetona

vy, por ultimo, se desecaron en un rotavapor .

El cultivo de la masa bacteriana para la
obtencidn de antigeno homdlogo (HS-V), se realizo
mediante siembras de la c¢epa B. ovis virulenta en
frascos de Roux con Agar Sangre Base con 10 p. 100 de
suero esteril de ternera, gque se incubaron durante 4
dias a 37°C en una atmésfera con un 10 p. 100 de co, .

Las celulas se lavaron con SFE y se trataron igual que

en la forma anterior.

3.2.2. Preparacion de antlgenos

3.2.2.1. Obtencion del extracto salino
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caliente (antigeno HS) de B.

ovis (52)

Doce gramos de bacterias secas
{cepa REO 198 o cepa virulenta) se resuspendieron en
150 ml. de SFE y se sometieron 30 min. a vapor fluyente
en autoclave. A continuacidn, tras enfriar a temperatura
ambiente la suspension, los restos celulares se
eliminarcon por centrifugacién a 15.000 x g , a 4°C,
durante 15 min. El1 sobrenadante obtenido se dializd
contra agua destilada (2 x 100 volimenes) a 4°C., se
ultracentrifugo (100.000 x g, 6 h. ) y el sedimento
resultante se resuspendid en una pequela cantidad de

agua destilada y se liofilizo.

Cuando se obtuvo de la cepa REO
198, este material constituye el antigeno HS. Cuando se
obtiene de la cepa virulenta de B. ovis, constituye el

antIigeno HS-V.

3.2.2.2. Preparacion del antigeno RG de

B, ovis (74)

Para la extraccion de este
antigeno se resuspendieron células desecadas de la cepa
REO 198 en una mezcla de Cloroformo, Eter de petroleo y
Fenol en la proporcion 5/8/2 (10 gramos de células por
cada 40 ml). La mezcla se homogenizo primero con una

varilla de vidrio y luego con la ayuda de una batidora
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Minipimer vy se centrifugo a 5.800 x g durante 15 min. Se
recogid el sobrenadante y el sedimento se resuspendic de
nuevo en igual cantidad de la mezcla Cloroformo-Eter de
petrdleo-Fenol y , se repitid el proceso dos veces mas.
Los 3 sobrenadantes obtenidos se mezclaron Y se
filtraron al vaclo a traves de papel Watman n® 1. Tras
eliminar el Cloroformo y el Eter de petroleo mediante
evaporacidén con un rotavapor, el extracto fendolico se
dejd enfriar a temperatura ambiente. El Lipopolisacarido
(LPS) rugoso se precipité anadiendo agua destilada gota
a gota, cuidadosamente y con agitacion continua, hasta
conseguir la saturacion acuosa del fenol sin llegar a
formar una fase acuosa. El precipitado se recogio
mediante centrifugacion a 9.500 x g durante 15 min. a
temperatura ambiente , obteniendose un sedimento viscoso
que se lavo tres veces con fenol al 80 p.l00 y dos veces
mas con &ter etilico, eliminando este altimo por

evaporacion. El producto desecado obtenido se

resuspendio en agua destilada y se ultracentrifugo 6 h a
100.000 x g. El sedimento final se resuspendio en una
pequenia cantidad de agua destilada y se liofilizo. Este

material constituye el antigeno RG.

3.2.2.3, Preparacion del antigeno
protéico (antigeno SP) (14).
células secas de B. ovis (REO

198), previamente tratadas con acetona, se
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resuspendieron en una solucion hipertonica (2,5 p.100 de
ClNa) en una proporcion peso / volumen del 5 p.100,
manteniéndose 48 horas en agitacidn continua a 4°C. La
suspension se centrifugd a 13.000 x g durante 30 min. a
4°c. La fraccidn soluble presente en el sobrenadante se
precipitd con 3 volimenes de etanol frio a 4°C durante
24 h. El precipitado formado se recogiod por
centrifugacidon (5.000 x g , 4°c, 15 min) se resuspendid
en agua destilada, se dializé contra agua destilada (1 x
100 vollmenes) a 4°C, se ultracentrifugd (100.000 x g,
6 h) y el sobrenadante resultante se liofilizd,

constituyendo el antigeno SP.

3.2.3. Analisis quimico e inmunoldgico de los
antigenos.

La cantidad de proteina total de los
antigenos obtenidos se determiné por el método de LOWRY
et al. (107). El antigeno HS contenia un 44,7 - 67,1
p.100, el antigeno RG un 0,0 - 0,8 p.100 y el antigeno

SP posela mas del 90 p.100.

Para la determinacion del KDO ( acido
2-ceto, 3-deoxioctulosdnico), componente exclusivo del
LPS, se utilizé el meétodo del A&cido tiobarbitdrico,
descrito por WARREN (159), empleando EKDO (Sigma) vy
D-deoxiribosa (Sigma) como estandares. Los porcentajes

de KDO para los antligenos HS, RG y SP fueron 0,3 - 1,5,
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2,7 - 2,9 y menos del 0,0 p.100, respectivamente.

La caracterizacidon inmunologica de las
fracciones se determino mediante inmunoelectroforesis
con sueros de animales infectados cronicamente por B.

ovis, Los patrones inmunoelectroforéeticos de los

antlgenos HS, HS-V y RG se caracterizaron por una unica
banda de precipitacidén de movilidad anddica. El antigeno
SP dio hasta 7 bandas de precipitacién de distinta
movilidad electroforética. Los antigenos HS y HS-V
presentaron idénticas lineas de precipitacidon cuando se
enfrentaron en Doble difusidn en gel (DDG) frente al
suero de un morueco infectado por B. ovis. Los antigenos
RG, HS y HS-V al enfrentarlos en DDG con sueros de
carneros infectados cronicamente presentaron identidad
total entre ellos. En alguna ocasidén, se observo una
segunda banda de precipitacidn en algunos animales con
los antigenos HS y HS-V, también de identidad total
entre ellos. Las bandas de precipitacidon producidas
contra el antigeno SP en DDG no presentaron identidad

con las de los otros antigenos.

3.3. Pruebas serologicas.

3.3.1. Doble difusion en gel (DDG).
Este metodo de precipitacidn en gel se
realizd siguiendo una modificacidn del procedimiento

descrito por Ouchterlony (128). Los portaobjetos,
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limpios y desengrasados, se cubrian con una solucion de
agar noble (Difco) al 1 p. 100 en Buffer Borato (pH §,3)
con 10 p. 100 de ClNa, en suficiente cantidad para
obtener una capa de 2,5 mm de espesor. Despuées de dejar
solidificar, se haclan los pocillos de 3 mm de diametro
con ayuda de un sacabocados formando un hexagono con
distancias de 3 mm entre los extremos de los pocillos y
un pocillo central para el antigeno. Una vez llenos los
pocillos, las placas se incubaron a temperatura ambiente
en camara humeda realizandose las lecturas a las 24 y

48 horas,

Para su uso en esta prueba el antigeno HS
se diluyd en agua destilada a una concentracidn variable
(segin el lote de antigenc) entre 2 y 10 mg por ml,
conservandose a 4°C con fenol al 0,5 p. 100. El antigeno
RG no fue posible utilizarlo en la prueba de DDG debido
a su insolubilidad. Se tratd de aumentar su solubilidad
con trietilamina o mediante sonicacidén, sin buenos
resultados. Para su emplec en solucidn acuosa, el
antigeno RG tuvo que ser disuelto en trietilamina (20 mg
de RG en 10 ml de trietilamina al 50 p. 100) y adsorbido
a serocalbtmina bovina por adicion de la protelna (20
mg/10 ml), evaporando la trietilamina bajo vacio a 4%c
con agitacion constante (75). La solucidn acuosa
resultante con RG adsorbido sobre la seroalbumina bovina

se dializo y se liofilizd. A pesar de ellec este antigeno
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no did resultados satisfactorios en DDG. El antigeno SP
se utilizo diluido en agua destilada a una concentracidn
variable (segun el lote de antlgeno) entre 5 y 10 mg/ml,

conservandose congelado a -20°C.

Los sueros sanguineos se utilizaron en

esta prueba sin diluir,

3.3.2. Fijacion del Complemento (FC).

La prueba se realiz0 mediante una
modificacion de la microtécnica estandard con fijacidon
"en caliente" descrita por Sanchis y Giauffret (140).
Los hematles se obtuvieron mediante puncion yugular en
corderos y se recogieron con solucion Alsever estéril en
una proporcion 1/1, dejandolos estabilizar durante una
semana a 4°C antes de su utilizacidn. Para su uso, los
hematlies se lavaron dos veces con Buffer Veronal Salino
(BVS) (pH 7,3) v se resuspendieron en este mismo tampon
en solucidén al 2 p. 100. La mezcla hemolitica se
preparaba diariamente mediante incubacion a 37°C durante
30 min. en bafio Marla con agitacion de los hematies al 2
p. 100, con igual volumen de suero hemolitico (Instituto

Pasteur) diluido al 1/800 en BVS.

Como fuente de Complemento se utilizd
suero de cobaya congelado, usandose en la prueba 2

Unidades Hemoliticas 100 p. 100 en un volumen de 25 ul,
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previa titulacion en presencia de antigeno.

Los sueros se diluyeron al 1/5 en BVS y

. . . . .- o
se 1inactivaron medlante incubacion a 60°C durante 30
min. en bano Marlia. Tras enfriar a temperatura ambiente,

O
se conservaron congelados a -20 C hasta su uso.

Los antigenos HS, RG y SP se utilizaron a
partir de soluciones stock (2,5 - 10 mg/ml) vy se

diluyeron convenientemente en BVS previa titulacion.

La técnica fue realizada sobre
microplacas de poliestireno de fondo en forma de U con

96 pocillos, en la forma que se describe a continuacion:

1) Incubacidén a 37°C durante 30 min. de
25 ul de suero problema (diluciones al
duplo desde 1/5), con 25 ul de
Complemento y 25 ul de antigeno
titulado. A la dilucion 1/5 de suero
no se le anadid antigeno utilizandose
este pocillo para detectar los sueros
con poder anticomplementario. Cada dia
se realizaban controles de antigeno
(pocillos a los que no se anadia
suero), controles de Comp lemento

(pocillos a los que no se ponia ni
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suero ni antigeno) vy controles de
estabilidad de la Mezcla Hemolitica
(en los que sdlo se ponla Mezcla
Hemolitica y BVS). Diariamente se
utilizaron como control adicional,
sueros positivos de titulo conocido y

sueros negativos.

2) Adicidén de 50 ul de Mezcla Hemolitica
v nueva incubacién a 37°C durante 30
min., agitando cada 10 min.

El titulo del suero correspendio a la
dilucidn mas alta en la que habla un 50 p. 100 o menos
de hemdlisis. Esta lectura se realizd inmediatamente
después de la segunda incubacidn y tras una noche de
sedimentacion de las placas a 4° C. Un determinado suero
era considerado positivo si el pocillo correspondiente a
la dilucidn 1/10 presentaba un 50 p. 100 o menos de

hemolisis.

3.3.3. Rosa Bengala (RB) y Fijacion de
Complemento con antigenos lisos.

La prueba de aglutinacidn rapida de Rosa

Bengala (RB) se realizo sobre una baldosa, mezclando

partes iguales (50 ul) de suero y antigeno estandard

Rosa Bengala (suministrado por el Centrc Nacional de

Referencia para la Brucelosis (Murcia)), y observando la
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presencia de aglutinacidn tras 4 minutos de agitacidn.

La prueba de FC con antligeno liso, para
la determinacién de 1la respuesta humoral tras la
vacunacion, se realizd en el Laboratorio de Sanidad
Animal de Zaragoza mediante una microtécnica <con
fijacion "en caliente", utilizando antigeno estandar en
fase 1lisa. Los titulos de 1/8 o superiores fueron

considerados positivos.

3.3.4. BLISA
Se utilizé una técnica indirecta,
siguiendo una modificacion del procedimiento descrito

por Blasco (22).

Las Optimos de concentracidn de antigeno,
dilucion de conjugado y tiempos de <coloracion del
sustrato fueron determinados previameﬁte, utilizando
distintas diluciones de sueros controles positivos y
negativos. Los antligenos empleados fueron HS, RG y S8P.
Todos ellos se utilizaron a una concentracion de 10
ug/ml en Buffer de adsorcidn preparandose a partir de
soluciones stock en agua destilada de 1 mg/ml, gue se
conservaron bien a 4°c ({HG y RG) o bien a -20% (sP).
Cada sustrato se utilizd a la misma concentracidn para
los tres tipos de antigeno empleados, pero las

condiciones de wutilizacidon de cada sustrato fueron
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distintas (ver mas adelante, apartado 3.3.4.4.).

Como fase so0lida se emplearon placas de

poliestireno (Nunc) de 96 pocillos de fondo plano.

La técnica fue realizada como se describe

a continuacion:

1) Adsorcion del antigeno a la placa.

Los antigenos HS y RG fueron fijados
al poliestireno anadiendo 100 ul de solucidn de antigeno
en Buffer Carbonato (0,06 M, pH 9,6) a cada pocillo e
incubando durante una noche a 37°C, evitando 1la
evaporacion mediante sellado de las placas con papel
adhesivo. El1 antigeno SP se diluyd en Buffer Fosfato
Salino (PBS) (0,01 M; 0,85 p. 100 de ClNa; pH 7,2)
dispensandose 100 ul por pocille. La fijacidon se
consiguié por evaporacidén total del aéua del buffer
mediante incubacidn a 45°C en una estufa de desecacidn.
Una vez fijados los antlgenos, las placas se lavaron
tres veces sucesivas con PBS conteniendoc un 0,05 p. 100
de Tween-20 {PBS-Tween) y se almacenarcon a 4°c para su
uso ulterior. Las placas asl conservadas mantuvieron su

estabilidad durante al menos 4 meses.

2) Adicion de suero problema.

Se realizaron diluciones al duplo de
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los sueros (100 ul por pocillo) en PBS-Tween (partiendo
de una dilucidn inicial de suero 1/25 o 1/50 segun el
sustrato utilizado), y las placas se incubaron selladas
a 37°C durante 40 min. y se lavaron tres veces sucesivas

con PBS-Tween.

3) Adicién de Conjugado.

Las placas se incubaron durante 40‘

min. a 37°C con el conjugado (100 ul por pocillo),
previamente titulado. Se utilizé un antisuero comercial
policlonal anti~IgG ovina obtenido en conejo y conjugado
con peroxidasa (RASh/IgG, especificidad H+L, Nordic

Labs.}.

El conjugado no reaccionante fue

eliminadc mediante tres lavados con PBS—-Tween

4) Adicidn de Sustrato.

Se ensayaron tres sustratos:

1. 5-AS (5-amino-hydroxybenzoic acid;
Merck).

2. ABTS (2,2'Azinchkis
3-Ethylbenzthiazoline sulfonic Acid, Diamonium saltz;
Sigma).

3. OPD {Phenylenediamine,

dihydrochloride; Dakopatts).
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El 5-AS se utilizd en solucion al 0,08
pP. 100 en agua destilada (ajustando a 6 su pH con NaOH 1
N}, con 0,05 p. 100 de H,0,. A cada pocillo se afadieron
100 ul vy tras 20 min. a temperatura ambiente en 1la
oscuridad, la reaccion se detuvo por adicion de NaOH 0,1
N (25 ul por pocillo). La lectura de la Densidad Optica
(DO) se realizo a 450 nm en un espectrofotometro

automatico (Titertek Multiskan).

El ABTS se utilizg en solucion al 0,1
p. 100 en Buffer Citrato (0,05 M, pH 4) conteniendoc un
0,004 p. 100 de H,0,. A cada pocillo se anadieron 100 ul
¥y tras incubar 15 min. a temperatura ambiente en
agitacion continua, la reaccion se detuveo por adicion de
Acido Fluorhidrico 0,1 M (100 ul por pocillo). La
lectura de la DO se 1realizo a 412 nm en el

espectrofotometro anteriormente mencionado.

La OPD se utilizd en solucion al 0,008
p. 100 en Buffer Citrato Fosfato (0,15 M, pH 5} con
0,018 p. 100 de H,0, . A cada pocillo se anadieron 100
ul, realizandose la incubacidon durante 15 nin. a
temperatura ambiente en 1la oscuridad. La reaccion se
detuvo por adicidn de ClH 1 N (50 ul por pocillo). La
lectura de la DO se realizd a 490 nm en el mismo

aparato.
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5) Controles.
En cada placa se dejaba la columna 1
como blanco (sin anadir suero) para realizar la lectura
de la DO del suero problema en relacion a la DO de este

blanco.

En la columna 12 de cada placa se
colocaban diluciones adecuadas de 4 sueros controles
positivos y 4 sueros controles negativos para detectar

las posibles diferencias entre placas.

6) Estandarizacidn de los resultados.

Una vez establecidas las condiciones
precisas para cada antlgeno y sustrato, se testaron
diferentes diluciones de los sueros de 83 animales
infectados y de 83 libres de infeccion (ver mas adelante
3.5,1.), para determinar la dilucion oOptima de suero en
cada tipo de prueba. Para cada unc de los tres antigenos
y los tres sustratos se calcularon la media y error
estandard de la DO de cada una de las diluciones de
suerc de las dos poblaciocnes control y se representaron
graficamente (FIGURAS 1, 2, 3 vy 4). La dilucion Optima
de suero fue aquella en la que las diferencias del valor
medio de DO entre la poblacion control positiva y

control negativa fueron mayores.

Para el calculo del valor diagnostico
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{sensibilidad y especificidad) de cada tipo de ELISA, se
representaron graficamente mediante histogramas de
frecuencias, los valores individuales de DO para la
dilucidon oOptima de suero de las dos poblaciones control
positiva y negativa. En este tipo de representacion, el
solapamiento de los histogramas de frecuencias, expresa
la sensibilidad y la especificidad para una determinada

DO.

Para cada prueba seroldgica los
indices de sensibilidad y especificidad se calcularon de

la forma siguiente:

a

% Sensibilidad =  -=—=—- x 100
b
c

% Esgpecificidad = ~=--- x 100
4

. o) S ' N
Siendo: a = n- de sueros positivos obtenidos entre

el total de sueros de animales infectados
analizados.
b = n®° total de sueros de animales
infectados analizados (n = 83).
c = n° de sueros negativos obtenidos entre
el total de sueros de animales libres de
infeccion analizados.

o]

d = n- total de sueros de animales libres

de infeccidn analizados (n = 83}.
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3.4. Bacteriologia

Para el repicado, propagacion y recuento de la
cepa Rev 1, se utilizaron los medios de Agar Tripticasa
Soja o Agar Sangre Base. Estos medios se enriguecieron
respectivamente con 0,5 p. 100 de Extracto de Levadura
para el cultivo de la cepa REC 198 de B. ovis y con 10
p. 100 de suero -de ternera estéril, para el cultivo de
B. ovis virulenta. La concentracion de microorganismos
viables (UFC) se determind mediante diluciones en Agua
de Peptona al 4 p. 100 y siembras en placas en la forma

descrita por Alton et al.{(7).

Para el cultivoe de muestras de semen o de
muestras de Oorganos animales obtenidos por necropsia, se
utilizaron el Agar Sangre (medio base de Oxoid, con un 7
p. 100 de sangre ovina, tomada asépticamente mediante
tubos de vacio Venoject de 10 ml, conteniendo 0,1 ml de
EDTA como anticoagulante) y el medio selectivo de
Thayer-Martin modificado (25). Para su preparacion, el
procedimiento que se describe a continuacion fue mas
practico que el método esténdar (25). Para preparar un
litro de medio se disuelven 36 gr. de medio base GC
(Gibco) en 930 ml. de agua destilada, mediante
ebullicion. Tras esterilizar en autoclave, y enfriar a

80°C en banho Maria, se anaden 70 ml de sangre ovina
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(recogida asepticamente como en el caso anterior)
manteniendo el medio a 80°C en agitacion hasta la rotura
de los globulos rojos, evitando la formacion de espuma.
A continuacion, la mezcla se enfria hasta 45-50°C y se
anaden 10 mg de Nitrofurantoina (Sigma) disueltos en 1
ml de NaOH 1M, v 10 ml de inhibidor VCN (Gibco o
Biolife). Este inhibidor puede prepararse con 3 mg de
Vancomycin (Sigma), 7,5 mg de Colistimethate (Sigma) ¥y

12.500 U.I. de Nystatin (Gibco o Sigma).

Para intentar el aislamientc de la cepa Rev 1 de
semen o de muestras tras la necropsia de los animales
vacunados se utilizs el medio de Farrell (68). Para
preparar un litro de medio, se pesan 30 gr. de Caldo
Tripticasa Soja (TSB de Oxoid), se anaden 15 gr. de Agar
Nutritivo vy 15 gr. de Dextrosa. Tras disolver por
ebullicion y esterilizar en autoclave, el medio se
enfria hasta 45°C y se ahade un 5-7 p. 100 de suero de
ternera esteril y la mezcla antibiotica {(Oxoid). Esta
mezela inhibitoria puede ser sustituida (para un litro
de medio) por 5.000 UI de Polymixin B Sulfate (Sigma),
26.000 UT de Bacitracin (Sigma), 50 mg de Cicloheximide
(sigma), 5 mg de Nalidixic Acid (Sigma), 20 mg de
Vancomycin Clorhydrate (Sigma) y 100.000 UI de Nystatin

(Gibco o Sigma).

para el aislamiento de B. ovis todas las placas
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se incubaron a 37°C en una atmdsfera con un 10 p. 100 de

CO, (Incubador CO, ASSAB) durante 4 a 10 dias. Para el

2
aislamiento de la cepa Rev 1 las placas se incubaron en

atmosfera normal.

Las bacterias aisladas se identificaron
presuntivamente como Brucella por su observacion
colonial directa en lupa con luz incidente, tincion de
colonias c¢on cristal violeta, pruebas de catalasa,
oxidasa, aglutinacion con acriflavina (7) y mediante
coaglutinacion de estafilococos sensibilizados con

suero de conejo anti-B. ovis y anti-B. melitensis (57).

Para su identificacidon definitiva las cepas aisladas
fueron enviadas a la Station de Pathologie de 1la

Reproduction del I.N.R.A. (Dr. J.M. Verger).

3.5. Material animal utilizado.

3.5.1, Experiencia n®l. Puesta a punto de un
ELISA con diferentes antigenos vy
sustratos y comparacion de su valor
diagnostico con el de las pruebas DDG

v FC.

Para esta experiencia se utilizaron 1los

suercs de los animales siguientes:



50

A: 40 moruecos adultos, pertenecientes a
ganaderias con infeccion natural y de cuyo semen se
aislo B. ovis. En este caso el semen se obtuvo por
electroeyaculacion (Ruakura Ram Probe), siendo recogido
en bolsas de plastico o directamente del prepucio
mediante escobillones secos y congelado o transportado
al labeoratorio en un refrigerador portatil para su

siembra inmediata.

B: 43 moruecos adultos inoculados
experimentalmente por via conjuntival y prepucial con

107

UFC de B. ovis, de los cuales se aisldé B. ovis del
semen o de sus oOrganos tras la necropsia realizada

después de la infeccidon experimental.

C: 83 moruecos de diferentes edades,
libres de Brucella, nacidos en el rebano experimental

*

del SIA-DGA y no vacunados.

Los 83 sueros de los animales A y B
componen la poblacion de sueros controles positivos,
mientras que los 83 sueros de los animales C,

constituyen la poblacidn de controles negativos.

3.5.2. Experiencia n®2. Estudio del valor
inmunizante de la vacuna Rev 1 de B.

melitensis frente a la infeccion por
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B. ovis.

3.5.2.1. Experiencia 2A. Comparacion
de las vias de inoculacién
subcutanea y coanjuntival para
la profilaxis de moruecos

jovenes.

Para esta experiencia se
utilizaron 27 moruecos de la misma edad y raza
(Fl(Romanov X Aragonesa) X Fleischschaff),
pertenecientes al rebano libre de brucelosis del
SIA-DGA, distribuidos en 3 lotes y tratados de la manera

siguiente:

- 11 animales fueron vacunados subcutaneamente a los 6
9
meses con 10° Rev 1.
- 10 animales fueron vacunados conjuntivalmente a los 6
9
meses con 10° Rev l.
- 8 animales se mantuvieron como controles no

vacunados.

Para determinar la seguridad de
1a vacuna Rev 1, los animales vacunados se sometieron
reqularmente a examen clinico mediante palpacion del
contenido escrotal y a partir de los 9 meses de edad se

les extrajc semen por electroeyaculacioén, con siembra
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inmediata del mismo en el medio de Farrell.

Pasados 12 meses desde la
vacunacion, todos los animales fueron infectados
experimentalmente por via conjuntival y prepucial con un
total de 109 UFC de B. ovis virulenta. Las alteraciones
clinicas detectables por palpacion genital se
registraron periodicamente. Todos los animales fueron

sacrificados a los 3 meses de la infeccion experimental.

Para estudios bacteriologicos,

de cada animal se recogieron los siguientes organos:

higado, bazo, rifones, testiculos y epididimos
{separados quirtrgicamente), vesiculas seminales,
glandulas bulbouretrales, ampollas del conducto

deferente, ganglios iliacos, c¢rurales, prescapulares,
submaxilares, parotideos y retrofaringeos. Todos estos
organos fueron suspendidos individualmente en Buffer
Fosfato Potasico Salino estéril (0,019 M; 0,85 p. 100 de
ClNa; pH 6,8). Los testiculos y epididimos se
homogeneizaron en un triturador con vasos
intercambiables y los demas organos en un Estomacher. La
siembra se realizd inmediatamente después de la
trituracion inoculando cantidades aproximadamente
iguales de cada muestra en 2 placas del medio

Thayer-Martin modificadeo y una de Agar- Sangre.
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De cada animal se recogieron
muestras de las ampollas del conducto deferente,
vesiculas seminales, gléndulas bulbouretrales y del
testiculo y epididimo para su estudio histopatoldgico.
Dichas muestras se fijaron en Formol Salino tamponado al
10 p. 100 durante 24-48 horas y posteriormente se
incluyeron en parafina. Los cortes de 5-6 micras de
espesor fueron tenidos con hematoxilina-eosina y con el
metodo tricromico de Gallego por procedimientos

estandar.

Para evaluar 1la respuesta
humoral producida tras la vacunacion e infeccidn
experimental, a cada animal se le tomO una muestra de
sangre a los 7 y 15 dlas después de cada operacion y
posteriormente cada 15 dilas hasta la finalizacidon de la
experiencia. La respuesta humoral tras la vacunacion fue
determinada por las pruebas serologicas de RB v FC con
antigenos lisos. Despues de la infeccidn experimental se
utilizaron la pruebas de RB y FC con antigenos lisos ¥y

las pruebas de DDG y ELISA con antigenos de B. ovis.

3.5.2.2., Experiencia 2B. Inmunizacion

de moruecos adultos.

Para esta experiencia se

utilizaron 25 moruecos adultos de la misma edad y raza
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(Fl(Romanov X Aragonesa) b4 Fleischschaff),
pertenecientes al rebario libre de brucelosis del SIA-DGA

y distribuldos en 3 lotes de la manera siguiente:

- 9 animales fueron vacunados subcutineamente a los 13
meses de edad con 109 Rev 1.

- 10 animales fueron vacunados conjuntivalmente a los 13
meses de edad con 109 Rev 1.

- 6 animales se mantuvieron como controles no vacunados.

Para determinar la seguridad de
la vacuna Rev 1, los animales vacunados se sometieron
reqgqularmente a palpaciones genitales y a controles

bacteriologicos de semen.

Pasados 11 meses - desde la

. - . ‘o s 9
vacunacion, todos los animales recibieron 10

UFC de B.
ovis virulenta por via conjuntival. Esta misma
inoculacion experimental se repitio 2 veces mas con
intervalos de 1 mes. Las alteraciones c¢linicas
detectables por palpacidon fueron registrandose cada 7

dilas. Todos los animales fueron sacrificados a los 2

meses de la ultima infeccidn experimental.

Los estudios bacterioldgicos,
histoldgicos y serologicos se llevaron a cabo de igual

modo que en la Experiencia 2A anteriormente descrita.
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3.5.3. Experiencia n°® 3. Determinacion de la
eficacia del tratamiento antibiotico

de la infeccion por B. ovis.

Para esta experiencia se utilizaron 24
moruecos de la misma edad (18 meses) y raza (Fl (Romanov
x Aragonesa) x Fleischschaff), pertenecientes al rebano
libre de brucelosis del SIA-DGA. Estos animales fueron
infectados experimentalmente por via conjuntival vy

prepucial con 109 B. ovis virulentas,

Cada 15 dilas se realizaron palpaciones
genitales, examen bacterioldgico del semen y pruebas

seroldgicas para determinar la respuesta humoral.

A los 4 meses de la infeccidn
experimental, cuando todos los animales estaban
eliminando B. ovis por su semen, estos se distribuyeron

al azar en 2 grupos de la siguiente manera:

- 12 animales fueron sometidos a un tratamiento con
oxitetraciclina anfotera de accion prolongada
(Terramicina LA, Pfizer) a razdn de 20 mg/Kg de Peso
Vivo, administrada cada 3 dias (8 inoculaciones) por

via intramuscular.
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- 12 animales fueron sometidos, al mismo tratamiento
pero combinado con Sulfato de Dihidroestreptomicina
(Estreptomicina, Antibidticos S.A.) a razon de 20
mg/Kg de Peso Vivo administrada todos los dias (21

inoculaciones), por via intramuscular.

Durante la aplicacion de los tratamientos
y finalizados estos, se realizaron cultivos de semen y
tomas de sangre a intervalos semanales. A los 15 dias de
la finalizacidén de los tratamientos todos los animales

fueron sacrificados.

Los estudios bacteriologicos,
histoldgicos y seroldgicos se llevaron a cabo de la

misma manera gque para las experiencias 2A y 2B.
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4, RESULTADOS

4.1. Resultados de la experiencia nei

4.1.1. Resultados de la estandarizacidn del
ELISA con tres preparaciones
antigénicas de B. ovis y tres

sustratos diferentes.
Como ha sido descrito anteriormente (ver
3.3.4. Material y Metodos), la dilucion Optima de suero
a utilizar en cada ELISA fue aquella en la gque las
diferencias del wvalor medio de DO entre las dos
poblaciones control positiva y negativa (representadas
graficamente en las FIGURAS 1, 2, 3 y 4), fueron
mayores. Los resultados de la estandarizacion del ELISA
se resumen en el CUADRO 1. Como puede apreciarse en
dicho cuadro, las diluciones optimas de suero variaban
para cada antigeno y para cada sustrato. Las diluciones
optimas de conjugado también variaron segun el sustrato

utilizado.

4.1.2. Comparacion del valor diagnostico de
las pruebas de Doble Difusidon en Gel
(DDG), Fijacion del Complemento (FC)
y ELISA.
4,1.2.1, Doble Difusion en Gel.

Los resultados diagnosticos
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FIGURA 4. Determinacién de la dilucidén éptima
de suero en el test ELISA con antigeno HS-V y

5-A5 como sustrato.
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CUADRO 1. Diluciones Optimas de suero y conjugado para
la realizacion de la prueba ELISA con los
antigenos HS, RG y SP y los sustratos 5-AS,
ABTS y OPD.

Dilucién de suero en Dilucion
funcion del antigeno usado del

Sustrato HS RG sp Conjugado

5-AS 1/100 1,200 1/400 1/3.500

ABTS 1/800 174006 1/800 1/5.000

OPD 1/1.600 1/400 1/400 1/5.000
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obtenidos con esta prueba serologica se presentan en el

CUADRO 2.

Con el antigeno HS solo
resultaron negativos 3 de los 83 animales con cultivo
positivo {(sensibilidad 96,38 p.100}, mientras que todos
los sueros de animales libres de infeccidn dieron
resultado negativo {(especificidad 100 p.100). Cuando se
atilizé el antigeno obtenido de B. ovis virulenta
(antigeno HS-V), se obtuvo una sensibilidad 84,34 p.100

con una especificidad del 100 p.l1l00.

A pesar del tratamiento con
trietilamina o por ultrasonidos, el antigeno RG no dio
resultados satisfactorios. Cuando se solubilizo con
sercalbimina bovina (BSA), se observaron reacciones de
precipitacidén con sueros de algunos animales pero su

nivel de sensibilidad fue muy bajo {menos del 20 p.100).

Con el antigeno SP tan solo
fueron detectados 45 de los 83 sueros positivos
(sensibilidad 54,23 p.100) con wun 100 p.l00 de

especificidad.

4.1.2.2. Fijacion del Complemento.
Los resultados diagnosticos

obtenidos con esta prueba serologica se expresan en el
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CUADRO 2. Resultados seroldgicos en la prueba de DDG con
los antigenos HS-V, HS, RG y SP, utilizando 83

sueros controles positivos y 83 negativos.

Antigeno Sensibilidaal Especificidad2
HS-V 70/83 (84,34) 83/83 (100)
HS 80/83 {96,38) 83/83 (100)
RG ND ND
SP 45/83 (54,23) 83/83 (100)

Relacion N® animales positivos/N® infectados.

[
n

.- (] . . . . .-
Relacion N~ animales negatlvos/No libres infeccion.

o
I

ND = No determinado.

( ) = Porcentajes.
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CUADRO 3.

Con el antigeno HS se detectaron
77 de los 83 animales positives (sensibilidad 92,77
p.100), no encontrandose diferencias significativas de
sensibilidad entre los antigenos HS y HS-V., ILa

especificidad de ambos antigenos fue del 100 p.100.

El antigeno RG detectd 59 de los
83 sueros control positivo (sensibilidad 71,1 p.100) con

una especificidad del 100 p.100.

El antigeno SP se utilizo en
concentraciones variables desde 1 ug/ml hasta 10 mg/ml,
no lograndose reaccion positiva alguna con los sueros

control positivo utilizados.

4,1.2,3. ELISA.

Como ha sido citado
anteriormente (ver 3.3.4., Material y Meétodos), la
sensibilidad y especificidad de este test se calculo en
funcion del grado de solapamiento de los histogramas de
frecuencias de los valores individuales de DO para la
dilucidn oOptima de suero (ver 4.1.1.) en las dos
poblaciones control. Los resultados se representan en
las FIGURAS 5, 6, 7 v 8 y se esquematizan en el CUADROC

4, Como puede observarse en dicho cuadro, con el
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CUADRO 3. Resultados seroldogicos en la prueba de FC con

los antigenos HS-V, HS, RG y SP, utilizando 83

sueros controles positivos y 83 negativos.

aAntigeno Sensibilidadl Especificidad2
HS-V 76/83 {(91,57) 83/83 (100)
HS 77/83 (92,77) 83/83 (100)
RG 58/83 {(71,10) 83/83 (100)
SP ND ND

1 = Relacidn N° animales positivos/N° infectados.
2 = Relacidén N° animales negativos/N° libres infeccidn.
ND = No determinado.

{ ) = Porcentajes.
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FIGURA 8. Distribucibdn de las densidades 6pticas de
la dilucién 1/100 de los sueros negativos y positivos

en el test ELISA con antigeno HS-V vy el sustrato 5-AS.
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CUADRO 4. Resultados serologicos en la prueba de ELISA
con los diferentes sustratos vy antigenos
utilizando 83 sueros controles positivos y 83

negativos.

Sustrato Antigeno Sensibilidadl Especificidadg
5-AS HS-V 82/83 (98,79) 83/83 (100)
HS 81/83 (97,59) 83/83 (100)
RG 63/83 {75,90) 83/83 (95,18)
sp 43/83 (51,81} 83/83 (100)
ABTS HS-V ND ND
HS 81/83 (97,59) 83/83 (100)
RG 73/83 (87,95} 83/83 (100)
sp 49/83 (59,04) 83/83 (100)
OFD HS-V ND ND
HS 80/83 (96,39) 83/83 (100)
RG 68/83 {81,93) 83/83 (100)
SP 43/83 (51,81) 83/83 (100)

Relacion N° animales positivos/N° infectados.

b
]

. - Q . . B . .-
Relacion N~ animales negatlvos/NO libres infeccion.

18]
il

ND = No determinado.

( )} = Porcentajes.
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sustrato 5-AS, el antigeno HS-V (FIGURA 8) es el que
mayor numero de animales cultivo positivo detectd. La
sensibilidad con este antigeno no fue significativamente
distinta de la obtenida con el antlgeno HS (FIGURA 5)
extraido de la cepa REO 198 de B. ovis (98,79 vs 97,59
p.100, respectivamente). Por esta razon, el antigeno
HS-V no se testo con los demas sustratos. Los mejores
resultados diagnosticos individuales se obtuvieron con
el antigeno HS y los sustratos 5~AS y ABTS (97,59 p. 100

de sensibilidad con un 100 p. 100 de especificidad).

El antigeno RG (FIGURA 6) siempre
presentd una sensibilidad menor que la del HS. Los
mejores resultados diagnosticos obtenidos con este
antigeno lo fueron con el sustrato ABTS (87,95 p. 100 de

sensibilidad con un 100 p. 100 de especificidad).

La sensibilidad qué se obtuvo con
el antigeno SP (FIGURA 7) varid con los distintos
sustratos entre un 51,81 p.100 v un 59,04 p.100, con una

especificidad del 100 p.l00

Aungque las diferencias entre los
valores de especificidad y sensibilidad obtenidos con
los diferentes sustratos no fueron estadisticamente
significativas, las poblaciones positivas y negativas

aparecieron mas claramente diferenciadas con el sustrato
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ABTS (FIGURAS 5, 6 y 7). Debido a esta mejor resolucion,
el sustrato ABTS fue el empleado para medir la respuesta

inmune humoral en las experiencias posteriores,

4.1.3. Resultados comparativos de las
técnicas DDG, FC y ELISA con los
antigenos de B. ovis.

En el CUADRO 5 se expresan los resultados
seroldgicos de las tres pruebas con el antigeno HS
obtenido de la cepa 198 REO. Ninguno de los 83 sueros
control negativo fue detectado como positivo en ELISA,
DDG o FC (especificidad del 100 p.100). Desde el punto
de vista individual, el ELISA dio los mejores resunltados
diagnosticos (97,59 p. 100 de sensibilidad), mientras
gue la FC presentd los peores (92,77 p. 100 de
sensibilidad), aunque estas diferencias no son muy
significativas desde el punto de vista estadistico. La
prueba de FC no mejord la sensibilidad individual de la
DDG ni la del ELISA cuando se utilizo para el
diagndéstico conjunto de la infeccién por B. ovis. Sin
embargo, la asociacion de la prueba de DDG y del

ELISA proporciond la maxima sensibilidad (100 p. 100}.

4.2. Resultados de la experiencia nS2A: Comparacidn

de las vias de inoculacidén _subcutanea _y

conjuntival de la wvacuna Rev 1 para la

profilaxis de moruecos jovenes.
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CUADRO 5. Resultados seroldgicos comparativos de las

técnicas ELISA (ABTS), DDG y FC con el antigeno
HS y los 83 sueros controles positivos vy

negativos.

N° de Suercs positivos en

Total ELISA DDG FC ELISA ELISA DDG
de + + +
Sueros DDG FC FC
Control
Positivo 83 8l 80 77 83 81 80
Control
Negativo 83 - - - - - -
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4.2.1., Seguridad de la vacuna.

La vacuna no produjo alteraciones
testiculares detectables por palpacién.en ninguno de los
animales vacunados. Ademas, los cultives de semen
realizados para el aislamiento de 1la cepa vacunal,
dieron resultado negativo., La cepa Rev 1 tampoco fue
aislada de ningin animal tras la necropsia de los

mismos.

4.2.2. Bvolucion de la respuesta humoral
tras la vacunacion frente a antigenos
de la fase lisa de Brucella.

La evolucidn de la respuesta humoral en
los animales wvacunados, medida por RB y FC, esta
representada en la FIGURA 9. Como puede apreciarse, la
respuesta humoéral en los animales - vacunados
conjuntivalmente fue mas tardia, de menor intensidad y
de menor duraciodn que la de ‘los vacunados
subcutaneamente. A la semana de la vacunacion todos los
moruecos vacunados subcutaneamente reaccionaron en FC
con un titulo medio maximo (diluciones de suerc hasta
1/256), mientras que los moruecos vacunados por via
conjuntival eran todavia negativos. La maxima respuesta
humoral (mayor porcentaje de reaccionantes y mayor
titulo medio) tras la vacunacion conjuntival se produjo
a las 4 semanas de la misma. A los 4 meses de la

vacunacion, todos los animales vacunados
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conjuntivalmente eran serologicamente negativos,
mientras que la totalidad de los animales vacunados
subcutianeamente daban resultadc serologico positivo.
Ocho meses después de la vacunacion, un 55 p.l100 de los
animales vacunados por via subcutanea daba todavia
serologia positiva frente a los antigenocs de la fase

lisa de Brucella.

4.2.3. Evolucion de 1la respuesta humoral
frente a antigenos de la fase rugosa,
tras la infeccidn experimental con B.

ovis.

La evolucion del porcentaje de animales
de los tres lotes que reaccionaron positivamente en DDG
y ELISA con antigeno HS tras la infeccidn experimental
esta representada en la FIGURA 10. Comc puede
observarse, en los moruecos vacunados conjuntivalmente
hubo una respuesta humoral menos intensa que en el
resto. En conjunto, el porcentaje de animales que
reacciono frente al antigeno HS en DDG fue menor en los
animales wvacunados ¢ue en los animales testigos no
vacunados. La evolucion de los titulos medios en el
ELISA fue muy similar en los animales testigo y en los
vacunados por via subcutanea. Los animales vacunados por
via conjuntival presentaron unos titulos medios

inferiores a los de los otros lotes.
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nados con Rev 1 (V.S. = Vacunados subcutaneamente; V.C.=

Vacunados conjuntivalmente; T = Testigos no vacunados).
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4.2.4. Resultados clinicos, bacteriologicos

y anatomopatologicos tras la

infeccion experimental.

Tan s6lo un animal de los utilizados como
controles no vacunados presentd epididimitis en el
momento del sacrificio., Las primeras alteraciones
clinicas, demostrables mediante palpacion, se observaron
a las 8 semanas de la infeccion experimental en este
animal. El mayor numero de alteraciones testiculares se
detecto en el examen clinico realizado la semana ll tras
la inoculacion experimental, apreciandose lesiones de
epididimitis en 3 animales del lote testigo no vacunado.
En las semanas siguientes, estas lesiones dediaron de
apreciarse por palpacidon en 2 animales, no volviendo a
aparecer posteriormente. En la necropsia solo era
apreciable 1la epididimitis en el animal afectado

clinicamente.

Ninguno de los animales vacunados mostro
alteraciones clinicas por palpacion genital. Sin
embargo, tras la necropsia se apreciaron lesiones de

epididimitis en 2 moruecos vacunados conjuntivalmente.

Los resultados del examen clinico y del
estudio bacteriolégico tras la necropsia, estan
expresados en el CUADRO 6. La infeccion se puso en

evidencia en el 100 p. 100 de los animales testigos no
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vacunados, mientras que B. ovis se aisld tan solo de
tres moruecos, pertenecientes al lote vacunado
conjuntivalmente. Estos resultados indican que los 11
moruecos vacunados subcutaneamente (100 p. 100) y 7 de
los morueces vacunados conjuntivalmente (70 p.100)
guedaron protegidos frente a una dosis de B. ovis capaz
de infectar al 100 p. 100 de los animales testigos no
vacunados. En conjunto, el 85,71 p. 100 de los animales
vacunados quedd protegido frente a la infeccion. Ademas,
el porcentaje de muestras sembradas gque resultaron
positivas fue significativamente mayor (p < 0,001) en el
lote de animales testigos no wvacunados (51,28 p. 100)
que en los vacunados conjuntivalmente que llegaron a

infectarse (2,31 p. 100).

En el CUADRO 7 se presenta la
distribucion de la infeccidén en agquellos animales de los
que se aislo B. ovis tras la infeccidn experimental. En
los animales testigos no vacunados, los 6rganos de
localizacion preferente de la bacteria fueron las
vesiculas seminales, las ampollas de conducto deferente
vy los epididimes. En estos animales B. ovis se aislo
siempre de algun organo que interviene en la elaboracion
de los componentes del semen. Sin embargo, en un animal
vacunado conjuntivalmente solo se aislo de los ganglios
de la cabeza. Ademas de gue la infeccion estaba menos

diseminada en los animales vacunados de los gue se aislo
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CUADRO 7. Distribucién de B. ovis en los Organos de los
moruecos gue resultaron infectados tras la
inoculacidon experimental en los animales
jovenes vacunados con Rev 1. (Experiencia 2A.

Ver 3.5.2.1. de Material y Métodos)

N° aislamientos

Grupos v.s.  V.C. T

N° de moruecos infectados - 3 6

Organos
Higado - - 1
Bazo - - 3
Testiculo derecho - - 4
Epididimo derecho - - 4
Testiculo izquierdo - - 2
Epididimo izquierdo - .2 4
Vesiculas seminales - - 6
Glandulas bulbouretrales - - 3
Ampollas del conducto deferente - - 5
Ganglios iliacos - - 2
Ganglios crurales - - 2
Ganglios escapulares - - 1
Ganglios de la cabeza(*) - 1 2

V.S.= Vacunados subcutaneamente.
V.C.= Vacunados conjuntivalmente.
T= Testigos no vacunados.

*
*) submaxilares + parotideos + retrofaringeos



83

B. ovis, el numero de colonias que crecio en las
muestras positivas de estos animales, fue siempre mucho

menor que en el caso de los animales testigos.

Las lesiones microscopicas se expresan de
forma esquemética en el CUADRO 8. Cuando existieron, las
las lesiones se clasificaron en graves o leves. Las
lesiones clasificadas como graves fueron edema,
fibrosis, hiperplasia epitelial e infiltracion difusa de
celulas plasmaticas y linfocitos. Las lesiones leves
incluyeron vacuolizacion de las porciones basales del
epitelio y discretas hiperplasia epitelial y fibrosis.
Todos los animales del lote testigo presentaron lesiones
en el testiculo, dos de ellos de caracter grave (FIGURA
11). Los animales vacunados también mostraron lesiones
testiculares pero de menor intensidad que -las de los

moruecos testigos no vacunades.

Las lesiones mas graves en las glandulas
bulbouretrales fueron observadas en dos animales
vacunados (FIGURA 12), Los moruecos no vacunados no
presentaron lesiones graves en este organo., En las
vesiculas seminales, las lesiones mas importantes
(FIGURA 13) se apreciaron en los moruecos testigos no
vacunados., Dos de los moruecos testigos y dos de los
vacunados conjuntivalmente presentaron lesiones graves

en el epididimo (FIGURA 14). En este oOrgano, los
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CUADRO 8. Grado de las lesiones microscopicas observadas
tras la infeccion experimental en los animales
jovenes vacunados subcutanea o conjuntivalmente
con Rev 1. (Experiencia 2A. Ver 3.5.2.1. de

Material y Metodos).

No Moruecos
Intensidad V.S. V.C. T
. Grave 1 1 2
Testiculos leve 7 8 4
Inexistente 3 1 -
_ Grave 1l 1l -
Glandulas Bulbouretrales ILeve 3 5 3
Inexistente 7 4 3
_ Grave - - 1l
Vesliculas Seminales Leve 6 4 3
Inexistente 5 6 2
_ : Grave - 2 2
Epididimos Leve 4 4 -
Inexistente 7 4 4
Grave - - 4
Ampollas Leve 6 2 1
Inexistente 5 8 1

V.S.= Vacunados subcutaneamente.
V.C.= Vacunados conjuntivalmente,

T= Testigos no vacunados,




FIGURA 11. Lesiones microscépicas en testiculo.
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A: Necro

sis y calcificacidén de tUbulos seminiferos e intensa escle

rosis. Método de Gallego. 100 x.

epitelio germinal y esclerosis.

Método de Gallego.

B: Desprendimiento del

250 XK.
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FIGURA 12. Lesiones microscépicas en glandula bulbouretral.
A: Hiperplasia epitelial, intensa esclerosis y presencia

de algunos linfocitos en tejido intersticial. Metodo de
Gallego. 100 x. B: Crecimientos papilares en algunos ade
némeros y presencia de células plasmaticas en tejido inters
ficial. H.E. 250 x.
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FIGURA 13. Lesiones microscbépicas en vesicula seminal. A:
Hiperplasia epitelial con formacidn de quistes intraepite
liales y presencia de acumulos de neutr6filos en la luz de
los adendémeros. Esclerosis y extensos infiltrados de celu
las redondas en tejido intersticial. Método de Gallego.
100 x. B: Presencia de quistes intraepiteliales en adend
meros y amplios infiltrados de celulas plasmaticas en la

lamina propia. Método de Gallego. 250 x.
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FIGURA 14. Lesiones microscépicas en epididimo. A: Hiper
plasia epitelial con formacién de quistes intraepiteliales
vacios o llenos de células. Edema, proliferacidn de tejido
conectivo e infiltrados de celulas redondas intraepitelia
les y perivasculares. Mé&todo de Gallego. 28 x. B: Deta

lle de las lesiones descritas en A. H.E. 100 x.
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animales vacunados por via conjuntival presentaron
lesiones de mayor intensidad que los moruecos vacunados
por via subcutanea. Mientras gue cuatro animales
testigos no vacunados presentaban lesiones de caracter
grave en las ampollas del conducto deferente (FIGURA
15), 1los animales vacunades no presentaron lesiones

graves en este organo.

4.3. Resultados de la experiencia 2B: Comparacion de

las vias de inoculacidn subcutanea y conjuntival

de la vacuna Rev 1 para la inmunizacion de

moruecos adultos.

4,.3.1. Seguridad de la vacuna.

Al igual que en la experiencia anterior
no se apreciaron alteraciones testiculares debidas a la
vacuna. Ademas, los cultivos de semen realizados para el
aislamiento de la cepa vacunal dieron resultado negativo
y, tras la necropsia, la cepa Rev 1 tampoco fue aislada

de ningin animal.

4.3.2. Evolucion de 1la respuesta humoral
tras la vacunacion frente a los
antigenos de la fase lisa.

La evolucidon de la respuesta humoral en
los animales vacunados, medida por RB y FC, esta
expresada en la FIGURA 16. Al igual que en la

experiencia anterior, la respuesta humoral en los



FIGURA 15. Lesiones microscdpicas en ampolla del conducto

deferente. A: Intensa esclerosis y amplios infiltrados de

células redondas en tejido intersticial. Método de Gallego.

100 x. B: Hiperplasia epitelial con formacidn de quistes
intraepiteliales vacios o llenos de neutréfilos y extensos
infiltrados de celulas plasmaticas y linfocitos en tejido
intersticial. Método de Gallego. 250 x.
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animales vacunados conjuntivalmente fue mas tardia y de
menor intensidad gue la de los vacunados
subcutaneamente. Una semana tras la vacunacion
subcutanea todos los animales reaccionaban en FC,
mientras que los vacunados conjuntivalmente lo hicieron
tres semanas mas tarde. Independientemente de la via de
administracion de la vacuna, la maxima respuesta humoral
(medida por el titulo medio en FC y por el porcentaje de
animales reaccionantes) se produjo en el primer mes tras
la vacunacidn. La disminucion de esta respuesta se
produjo mas rapidamente en los moruecos vacunados
conjuntivalmente que en los vacunados por via
subcutanea. A pesar de elle, en el momento de la
inoculacidén experimental (11 meses después de la
vacunacidn), habia 2 moruecos (22,22 p.100) wvacunados
subcutaneamente y 1 morueco {10 p.l00} wvacunado

conjuntivalmente con un titulo en FC de 1/8.

4.3.3. Evolucion de la repuesta humoral en

DDG frente a antigenos de la fase

rugosa tras la infeccion experimental

con B. ovis.

La evolucion del porcentaje de animales
de los 3 lotes que reaccionaron positivamente en DDG con
el antigeno HS tras las 3 inoculaciones experimentales
consecutivas, esta expresada en la FIGURA 17. A partir

de la tercera semana tras la primera inoculacidn
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FIGURA 17, Evolucidén de la respuesta humoral en DDG
con antigenc HS tras la infeccién experimental con

B. ovis de moruecos adultos vacunados con Rev 1 (V.S.=
Vacunados subcuténeamente; V.C. = Vacunados conjuntival

mente; T = Testigos no vacunados).
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experimental, el porcentaje de reaccionantes del lote
testigo no wvacunado fue mayor que el de los animales
vacunados, permaneciendo asl hasta el momento del
sacrificio. Los moruecos vacunados conjuntivalmente
tuviéron, en general, una respuesta humoral ligeramente
mas intensa y temprana gque los moruecos vacunados

subcutaneamente.

4.3.4. Resultados clinicos, bacteriologicos

Yy anatomopatologicos tras la

infeccion experimental.

Mientras gque dos animales del lote
testigo no vacunado presentaron alteraciones
testiculares, tan solo un animal del lote vacunado por
via subcutanea desarrocllé un abcesc subescrotal gque
desaparecio con el paso del tiempo. Los resultados del
examén clinico y del estudic bacterioldgico estan
expresados en el CUADRO 9. B. ovis se aisld en 4 (44,44
p. 100} de los animales vacunados subcutaneamente y en
los 6 (100 p. 100) animales testigos no vacunados. La
bacteria no se aislo de 1los moruecos vacunados
conjuntivalmente. Estos resultados indican que 10 (100
p. 100) de los moruecos vacunados conjuntivalmente y 5
(55,56 p.100) de los moruecos vacunados subcutaneamente
quedaron protegidos frente a las 3 sucesivas
inoculaciones de B. ovis capaces de infectar al 100

p.100 de los animales testigos no vacunados. En
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conjunto, la vacunacion con Rev 1 protegio al 78,95 p.
100 de los animales utilizados. El numero de muestras de
drganos de los que se aislé B. _ovis fue
significativamente mayor (p <0,05) en el los animales
del lote testigo no wvacunado (37,18 p. 100) que en los
vacunados subcutaneamente que llegaron a infectarse

(8,54 p. 100).

EFn el CUADRO 10 se presenta la
distribucidén de la infeccidén en los distintos organos de
los animales que llegaron a infectarse tras la
inoculacion experimental. En general, la infeccidn se
encontro mas ampliamente distribuida en los animales
testigos no vacunados que en los cuatro vacunados por
via subcutanea que resultaron infectados. Sin embargo,
en el grupo de animales testigos no vacunados hubo
grandes variaciones en la distribucidon de la infeccidn
entre animales. B. ovis se aisld de un animal en 10
organos, de 2 animales en 6, de 1 animal en 4, de 1
animal en 2 v de otro animal en un tnico organo. Lo
mismo ocurrio con los animales vacunados en los que se
puso en evidencia B. ovis. Uno de estos animales estaba
muy infectado (de un epididimo se aislaron mas de 625
colonias por placa, distribuyéndose la infecciodn en 5
organos), mientras gque de los otros tres moruecos
vacunados gue llegaron a infectarse, se aislaron

colonias muy aisladas en 3 organos de un animal, en dos
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CUADRO 10, Distribucion de B. ovis en los organos de los
moruecos adultos wvacunados subcutanea o
conjuntivalmente con Rev 1 gque resultaron
infectados tras la inoculacidon experimental.

(Experiencia 2B. Ver 3.5.2.2. de Material v

Metodos).
N° aislamientos
Grupos V.S. v.C. T
N°® de moruecos infectados 4 - 6
Organos
Higado - - 1
Bazo - - 4
Testiculo derecho 1 - -
Epididimo derec'ho 1 - 2
Testiculo izquierdo - - 1
Epididimo izquierdo 1 - 3
Vesiculas seminales 2 - 4
Glandulas bulbouretrales 1 . - 3
Ampollas del conducto deferente 2 - 4
Ganglios iliacos 1 - 2
Ganglios crurales 1 - 1
Ganglios escapulares - - 2
Ganglios de la cabeza(*) 1 - 1

V.S.= Vacunados subcutaneamente,

V.C.= Vacunados conjuntivalmente.

T= Testigos no vacunados,

{(*)

submaxilares + parotideos + retrofaringeos.
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de otro y en uno de otro.

En el CUADRO 11 se expresa de forma
esquematica el grado de lesiones microscdOpicas de los
distintos lotes de animales en los organos estudiados.
La clasificacidn del grado de las lesiones se realizo de
igual forma que en la experiencia anterior (ver 4.2.4.,
Resultados). Todos los animales testigos presentaron
lesiones en los testiculos, dos de caracter grave y dos
leve, mientras gue Gnicamente uno de los animales
vacunados por via subcutanea tenla lesiones graves en
este Organo. Ninguno de los animales vacunados presento
lesiones graves en epididimo, y tan s0lo dos de 1los
vacunados conjuntivalmente y 4 de los vacunados
subcutaneamente mostraron lesiones de caracter leve,
localizadas principalmente en la cola del epididimo.
Cuatro de los testigos no vacunados presentaron lesiones
en la cola del epididimo, siendo una de ellas de
caridcter grave. La intensidad y distribucidén de las
lesiones en las veslculas seminales de los tres lotes
fue semedjante a la observada en los epididimos. Las
lesiones ©observadas en las ampollas de conducto
deferente tuvieron sgimilar intensidad y distribucion en
los animales testigos no vacunados y en los animales
vacunados subcutaneamente, siendo mas leves en los
vacunados conjuntivalmente, En las glandulas

bulbouretrales de los tres lotes, tan solo se observaron
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CUADRO 11, Grado de las lesiones microscopicas
observadas tras la infeccion experimental en
los moruecos adultos wvacunados subcuténea o
conjuntivalmente con Rev 1. {(Experiencia 2B.

Ver 3.5.2.2. de Material y Métodos).

NKD Moruecos
Organo Intensidad V.5. V.C. T
. Grave 1l - 2
Testiculo Leve 6 5 4
Inexistente 2 5 -
. : Grave - - -
Gandulas bulbouretrales Leve 4 3 2
Inexistente 5 7 4
Grave - - 1
Vesiculas seminales leve 4 2 2
Inexistente 5 8 3
_ Grave - - 1
Epididimo Leve 4 2 3
Inexistente 5 8 2
Grave 1 - 2
Ampollas Leve 5 3 3
Inexistente 3 7 1

V.S.= Vacunados Subcutaneamente.
V.C.= Vacunados Conjuntivalmente.

T= Testigos no vacunados.
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lesiones de caracter leve.

4.4. Resultados de la experiencia n23: Eficacia del

tratamiento antibidtico de la infeccidn por B.

ovis

4.4.1. Evolucion de la respuesta humoral
tras la infeccion experimental y tras
el tratamiento.

La evolucion de la respuesta humoral en
el ELISA y DDG con antigeno HS tras la inoculacion
experimental y el tratamiento, se representa en la
FIGURA 18. Cuatro semanas después de la infeccidn
experimental todos los animales reaccionaban
positivamente en DDG, alcanzando el titulo medio maximo
en ELISA en la octava semana post-infeccidn. Después del
inicio del tratamiento (semana 17), se aprecié una
ligera disminucidn del titulo medio de anticuerpos en el
ELISA y del porcentaje de reaccionantes en DDG en los
animales tratados con Terramicina, mientras gque los
animales sometidos al tratamiento combinado de
Terramicina y Estreptomicina mantuvieron invariable su

respuesta serologica.

4.4.2. Resultados clinicos, bacterioldgicos
y anatomopatologicos.
El primer sintoma palpable de

epididimitis se aprecio en un animal a la sexta semana
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FIGURA 18. Evolucién de la respuesta humoral en DDG
(Fig. A) y ELISA (Fig. B) con antigeno HS tras la infec
cién experimental con B. ovis de moruecos sometidos a
tratamiento antibiético posterior (T+E = Tratados con
Terramicina y Estreptomicina; T = Tratados con Terrami

cina; ' = Comienzo del tratamiento antibiético).
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tras la inoculacion experimental. Dos semanas mas tarde,

esta misma lesion fue detectada en otro animal.

Once semanas despues de la inoculacidon
experimental, los 24 animales eliminaban B. ovis por su
semen. La excrecidon seminal de B. ovis durante el
tratamiento antibidtico se presenta en el CUADRO 12.
Como puede apreciarse en dicho cuadro, la excrecidn ceso
en todos los animales sometidos al tratamiento combinado
de Terramicina y Estreptomicina en la segunda semana
tras el inicio del tratamiento, mientras gque hubo tres
animales tratados sdlo con Terramicina gque excretaban B.
ovis al final del mismo. La excrecion seminal de B. ovis
durante el tratamiento fue intermitente en el grupo
tratado sd6lo con Terramicina. En conjunto, solo dos
animales del tratamiento combinado excretaron la
bacteria durante el tratamiento mientras gue hubo seis
animales que lo hicieron en el grupo de los tratados

s0lo con Terramicina.

Los resultados del examen clinico vy
bacteriologico de los animales tras el sacrificio de los
mismos, se presentan en el CUADRO 13. Ninguno de los
tratamientos resolvio las lesiones de epididimitis en
los dos animales afectados antes de gque el tratamiento
comenzase. El porcentaje de animales infectados y el

nivel de infeccidon (porcentaje de muestras positivas
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bacteriologicamente) fueron significativamente menores
en el grupo sometido a tratamiento combinado que en los
animales +tratados so0lo <con Terramicina. Un hecho
destacable fue que del animal afectado de epididimitis
del grupo tratado con Terramicina y Estreptomicina no se

aisld B. ovis, ni ningtn otro patogeno .

La distribucion de B. ovis en los
diferentes organos de los animales sometidos a
tratamiento antibiotico gue aparecieron infectados tras
la necropsia, esta esguematizada en el CUADRO 14. Los
principales organos de localizacion de 1la bacteria
fueron las glandulas bulbouretrales y las ampollas del
conducto deferente, en las gue B, ovis se aisld de los 8
animales tratados con Terramicina que resultaron
infectados. 8in embargo, la bacteria tan solo fue
aislada del epididimo del unico animal tratado con
Terramicina y Estreptomicina gque aparecid® infectado tras

la necropsia.

En el CUADRO 15 se expresa de forma
esquematica el grado de lesiones microscopicas en los
distintos lotes de animales. Las lesiones microscopicas
fueron clasificadas subjetivamente como en las
experiencias anteriores, Como puede apreciarse en dicho
cuadro, ambos grupos de animales no presentaron lesiones

graves en los testiculos ni en las glandulas
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CUADRO 14. Distribucidén de B. ovis en los organos de los
moruecos infectados tras el tratamiento con
antibidticos. (Experiencia 3. Ver 3.5.3. de

Material y Métodos).

N° Aislamientos

Grupos T T+E

N° de Moruecos infectados 8 1

Organos
Higado 3 -
Bazo 2 -
Testiculo derecho 2 -
Epididimo derecho 6 1
Testiculo izquierdo 2 -
Epididimo izquierdo 5 -
Vesiculas seminales 5 -
Gandulas bulbouretrales 8 -
Ampollas del conducto deferente 8 - -
Ganglios iliacos 5 -~
Ganglios crurales 4 -
Ganglios escapulares 4 -
Ganglios de la cabeza(*) 2 -

T= Tratamiento con Terramicina

T+E= Tratamiento con Terramicina y Estreptomicina.

*%*
(*) submaxilares + parotideos + retrofaringeos.
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CUADRO 15. Grado de las lesiones microscopicas observadas
en los moruecos infectados por B. ovis y
tratados con antibidoticos. (Experiencia 3. Ver

3.5.3. de Material y Métodos).

NO Moruecos

Organo Intensidad T T+E
. Grave - -
Testiculo Leve 3 3
Inexistente 9 9
_ Grave - -
Gandulas bulbouretrales Leve 6 5
: Inexistente 6 7
_ Grave 2 -
Vesiculas seminales Leve 5 4
Inexistente 5 8
_ Grave 1 5
Epididimos Leve . 5 4
Inexistente 6 3
Grave 7 7
ampollas Leve 3 5
Inexistente 2 -

T= Tratados con Terramicina.

T+E= Tratados con Terramicina y Estreptomicina.
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bulbouretrales. Ademas, las vesiculas seminales de los
animales sometidos a tratamiento combinado no
presentaron lesiones graves. Sin embargo, 7 animales de
cada grupo mostraron lesiones graves en las ampollas de
conducto deferente vy 5 animales del tratamiento
combinado y uno tratadoc solo con Terramicina,
presentaron lesiones graves en el epididimo. Es
destacable que sdlo se aislé B. ovis de uno de los 5
moruecos sometidos al tratamiento combinado gue
presentaban lesiones microscopicas graves en el

epididimo.
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5. DISCUSION

Las tres técnicas serologicas comparadas poseen una
adecuada sensibilidad Y especificidad para el
diagndstico serologico de 1la infeccidn por B. ovis,
presentando variaciones de sensibilidad segun el

antigeno utilizado.

La sensibilidad y especificidad de estas reacciones
seroldogicas dependen principalmente de la naturaleza de
los antigenos utilizados (9, 173). Los antigenos
solubles de la superficie de B. ovis presentan mejor
valor diagndstico que los antigenos constituidos por
suspensiones de células completas (42). Dentro de los
antigenos obtenidos por fraccionamiento de suspensiones
celulares de B. ovis, los preparados mediante extraccion
salina caliente (antigenos HS o similares) tienen mejor
sensibilidad en FC que los extraldos ‘por ultrasonidos
(9)., Los antigenos obtenidos por sonicacion podrian ser
la causa de falsos positivos en ELISA (129) y DDG (123}
al ser antigenos comunes a todo el género Brucella (48).
Este problema es especialmente importante en palses
donde coexisten las infecciones por B. ovis y B.

melitensis, o cuando los animales se vacunan con la cepa

Rev 1 (131). Los antlgenos obtenidos mediante
disolventes organicos también han sido utilizados para

el diagndstico de la infeccidn por B. ovis. Un antlgeno
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de naturaleza exclusivamente lipopolisacaridica obtenido
por el método de Galanos et al. (74), ha sido empleado
en un test ELISA dando mejor sensibilidad gue los
antigenos obtenidos mediante sonicacidn o mediante
extraccion salina caliente (2}. Sin embargo, otros
autores que utilizaron el antigeno HS en el ELISA, han
obtenido una sensibilidad ligeramente superior a la
obtenida con el antigenc LPS-R extraldo por el método de

Galancs (131, 22).

En el presente trabajo, el antigeno obtenido mediante
extraccion salina caliente (HS) (52) ha proporcionado
siempre mejor nivel de sensibilidad gque el antigeno RG,
obtenido por el método de Galanos et al. (74). La
explicacidn de este resultado podria estar en la
disposicion estructural de los distintos componentes de
la superficie de B. ovis. Por tratarse de una bacteria
rugosa, la longitud de la cadena terminal de
polisacarido estd reducida y otros componentes de 1la
membrana externa tales como las protelnas de membrana
externa (PME) estarian mis expuestas al medic externo
(131), produciendo el animal infectado tanto anticuerpos
frente al LPS-R como a otros componentes membranales.
Puesto que el antigeno HS  estd  constituido
mayoritariamente por una asociacién de LPS~R y PME
(131), con este antigeno se detecta tanto una respuesta

humoral frente al LPS~-R como a otros determinantes
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antigénicos que no estén presentes en el LPS-R obtenido
por disclventes organicos (131). Por otra parte, dada la
naturaleza exclusivamente lipopolisacaridica del
antigeno RG, seria esperable gue las reacciones cruzadas
con especies lisas del género Brucella no existiesen
cuando se usara este antigeno, haciéndolo interesante
para el diagndstico. Sin embargo, ha sido demostrado que

animales infectados por B, melitensis o vacunados con

Rev 1, son seropositivos en un test ELISA con antlgeno
RG (131, 22). Ademas de estos inconvenientes, este
extracto antigénico posee una elevada hidrofobicidad lo
gque dificulta su empleoc en las pruebas serologicas (131,

22}).

No existe informacion sobre la existencia de
diferencias en antigenicidad de las preparaciones
obtenidas de la cepa estandar REO 198 con las de las
cepas virulentas. Con la finalidad de aportar
informacién en este aspecto, realizamos una comparacion
del valor diagnostico del extracto salino obtenido de la
cepa 198 (HS) con la misma preparacion obtenida de una
cepa virulenta de B. ovis (HS-V), utilizada para
realizar las infecciones experimentales de los carneros.
Las dos preparaciones antigénicas (HS y HS-V) se
comportaron dJde forma parecida en FC y ELISA. Sin
embargo, cuando se compararon en DDG presentaron

diferencias de sensibilidad, aungue no fueron muy
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significativas desde el punto de vista estadistico.

Aunque el valor diagnostico de los antigenos
citoplasmaticos de Brucella ha sido bien estudiado en la
especie humana (53) y en ganado ovino infectado por B.
melitensis (151), no existla informacion sobre su valor
diagndstico en ganado ovino infectado por B. ovis. En
nuestro estudio, el extracto antigénico citoplasmatico’
(SP) no demostrdo ser de gran utilidad diagnostica.
Ademas de tener una baja sensibilidad en DDG (54,23 p.
100) y en el ELISA (59,04 p. 100), no mejordo la
sensibilidad obtenida en estas mismas pruebas cuando se
utilizaban antligenos de superficie. En infecciones
humanas por Brucella se han demostrado anticuerpos
fijadores del complemento en el ligquido cefalorraguideo
frente al antigeno SP (55). Por otra parte, en cobayos

infectados experimentalmente por B. abortus también han

sido evidenciados anticuerpos fijadores del complemento
frente al antigeno SP (91). En las diversas condiciones
estudiadas por nosotros, el antigeno SP no funciond en
la prueba de FC. Esto pudo ser debido bien a un defecto
en la puesta a puntc de la técnica o bien a que el

antigeno SP no fija el complemento con sueros ovinos.

De lo anteriormente expuesto y de los resultados
obtenidos en nuestro estudic puede deducirse que el

antigeno HS es el mas idoneo para el diagndstico
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seroldgice de la infeccidn por B. ovis. Cuando este
antigeno (obtenido de la cepa REO 198) se utilizd en el
ELISA se obtuvo una sensibilidad (97,59 p. 100) superior
a la obtenida en FC (92,77 p. 100) y en DDG (96,38 p.
100) con el mismo antigeno. S8in embargo, estas
diferencias no son significativas desde el punto de
vista estadistico. Este hecho parece logico si se
condidera que el antlgeno usado es el mismo y que las
inmunoglobulinas que intervienen en las tres pruebas son

mayoritariamente de la clase IgG (132).

La FC es la prueba mas universalmente utilizada para
el diagnostico seroldgico de la infeccidn por B. ovis.
En nuestro trabajo present6 buenos indices de
sensibilidad y especificidad aunque siempre inferiores a
los obtenidos en DDG o ELISA, resultados guée concuerdan
con los de otros autores (94, 121, 123, 129, 137, 146).
La FC es una técnica automatizable que‘permite analizar
gran numero de muestras pero gue, a nuestro juicio,
presenta grandes inconvenientes de orden técnico (ver

Revisidn Bibliografica 2.2.1.).

En las condiciones estudiadas por nosotros, la prueba
de DDG ha demostrado ser muy sensible (96,38 p. 100)
para el diagnéstico de la infeccidn por B. ovis.
Resultados similares han sido obtenidos por otros

autores (88, 121, 123). Cuando es untilizada
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correctamente (molaridad de ClNa en el gel idonea y
antigeno convenientemente titulado), por su sencillez,
rapidez y economia es la prueba mas adecuada para
"screening"” en programas de control de la infeccidn por
B. ovis. Los principales inconvenientes de esta teécnica,
son gque solo proporciona resultados cualitativos, que no

es automatizable y gue no esta estandarizada.

La prueba ELISA es muy sensible, siendc capaz de
detectar niveles muy bajos de anticuerpos (88, 101,
149). En nuestro estudio resultd ser la técnica mas
sensible para el diagndostico de la infeccidon por B. ovis
(hasta un 98,7% p. 100 de sensibilidad con un 100 p. 100
de especificidad con el antigeno HS-V). Estos resultados
coinciden con los obtenidos por otros autores en ensayos
comparativos similares (2, 137, 46, 172, 173). Esta
técnica permite el procesado de gran numero de sueros en
poco tiempo y, al igual gue la DDG, permite trabajar con
sueros hemolizados o que presentan poder
anticomplementario (172). El principal inconveniente de
esta prueba es que no existe un estandar internacional.
Entre los factores de variacidn en la realizacidn de la
prueba gque se encuentran descritos en la literatura, el
sustrato utilizado es quiz§ el mas frecuente. En el
presente trabajo se compararon los sustratos 5-AS, ABTS
v OPD va gue son los gue aparecen citados

mayoritariamente para la realizacidn del ELISA. Aungue
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no se encontraron diferencias significativas en cuanto a
sensibilidad y especificidad, con el sustrato ABTS las
diferencias de coleor y por tanto 4&e Densidad Optica
entre los sueros positivos y negativos fueron mayores.
Esta mejor resolucidon permitia incluse una lectura

visual de las placas, ventaja de gran interés practico.

Teniendo presente gue existen multitud de factores de
variacion de los resultados, un problema importante para
la estandarizacion del ELISA es determinar el umbral a
partir del cual un suero se puede considerar positivo o
negativo. Para intentar resolver este problema, con los
sueros controles positivoes y negativos se determino
primero la dilucion optima de suero a utilizar en la
prueba y en segunde lugar, a partir de gqué Densidad
Optica un determinado suero podria ser considerado
positivo. Asi por ejemplo, con el antigeno HS, el
sustrato ABTS, con una dilucion de -suero 1/800 vy
realizando la lectura a 412 nm en nuestro
espectrofotometro, un suero podia ser considerado
positivo cuando tenia una absorbancia mayor © igual a
0,7 v negativo cuando esta era menor a 0,7. Con estas
condiciones se lograba detectar 81 sueros de los 83
positivos, mientras gque los 83 sueros de 1la poblacion
libre de Brucella eran negativos (97,59 p. 100 de
sensibilidad y 100 p. 100 de especificidad). 8Sin

... embargo, estas condiciones pueden variar para cada lote
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diferente de antligeno, de conjugado, de sustrato y de
placas de ELISA. Este problema ha intentado resolverse
mediante la utilizacién de indices o formulas

matematicas (77, 152).

Nosotros hemos utilizado el criterio antes mencionado
(Ver 3.3.4. de Material y Métodos) basado en la
representacion mediante histogramas de frecuencias de
los valores de DO de las dos poblaciones control. Este
mismo criterio ha sido empleado por otros autores (5,

131).

Para la adecuada utilizacion del ELISA en un programa
de erradicacion, esta prueba deberia ser estandarizada
correctamente para las condiciones de cada laboratorio,
utilizando comc control unas poblaciones suficientemente
numerosas de sueros positivos y negativos,

bacteriologicamente contrastadas. .

Fn nuestro estudio comparativo de las técnicas
serologicas, ninguna de las tres pruebas condideradas
individualmente detecto el 100 p. 100 de los animales
infectados, aungue las tres resultaron 100 p. 100
especificas. El ELISA did los mejores resultados
diagndsticos seguido por la DDG, mientras que la FC
presenté los peores, aungue las diferencias no fueron

estadisticamente muy significativas. En general, estos
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resultados son similares a los obtenidos por otros

antores (2, 129, 137, 146, 158, 172, 173)).

En la prueba ELISA, 2 de los 83 sueros controles
positivos resultaron negativos, mientras gque hubo 3 en
DDG v 6 en FC. Sin embargo, los 2 sueros de los animales
infectados gque dieron resultados negativos en el ELISA,
fueron detectados en DDG ¥y los 3 sueros de animales
infectados que fueron negativos en DDG fueron positivos
en el ELISA. La FC no mejoro la sensibilidad del ELISA
ni la de la DDG. En consecuencia, con la combinacion de
los resultados del ELISA y la DDG todos los animales
infectados fueron diagnosticados como tal. La necesidad
de utilizar 2 o mas pruebas diagnosticas para optimizar
los resultados serologicos ha sido ya sugerida por

algunos autores (73).

A nuestro juicio, la teécnica de DDG: seria la prueba
diagnostica mas adecuada para usarse como "screening" en
un programa de erradicacion a gran escala, por las
ventajas apuntadas anteriormente, su elevada
sensibilidad y especificidad y porque no regquiere ni
personal ni equipamiento especial en el laboratorio. Los
sueros negativos en DDG deberian ser analizados en el
ELISA con la finalidad de obtener la maxima
sensibilidad. Es precisoc considerar que la especificidad

de las técnicas serologicas para B. ovis puede fallar en
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el caso de animales infectados por B. melitensis o

vacunados con Rev 1 (131, 22), Por lo tanto, para un

diagnéstico adecuado en nuestro pais, donde coexisten

las infecciones por B. melitensis y por B. ovis y se
practica la vacunacion con Rev 1, seria recomendable que
los sueros ovinos se analizasen conjuntamente en pruebas
serologicas con antigenos lisos (Rosa Bengala y FC) Yy en

las pruebas mencicnadas anteriormente para B. ovis.

La cepa Rev 1 de B. melitensis es ampliamente

utilizada en nuestro pais para la profilaxis de 1la

infeccion por B. melitensis en el ganado ovino y caprino

de reposicién. Esta vacuna se elabora con una cepa lisa,
y sin embargo, ha sido demostrado gque protege frente a
la infeccion por B. ovis (23, 69, 76, 81, 154})}. El

mecanismo de dicha proteccidn es desconocido.

En nuestros experimentos, la wvacuna Rev 1 no ha
producido alteraciones testiculares, ni cuando se uso en
carneros jovenes de 6 meses de edad, ni vacunando
moruecos adultos de mas de un ano. De igual forma,
tampoco pudo ser aislada del semen ni de los organos de
los animales vacunados cuando se analizaron post-mortem.
Todos estos resultados estan de acuerdo con los
descritos por otros autores (23, 69, 76, 81, 154). Sin
embargo, la cepa Rev 1 ha sido aislada de un morueco

vacunado que desarrolld epididimitis (102). Aungue este
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efecto secundaric de 1la wvacuna parece ser muy poco
frecuente, la inocuidad de la wvacuna para log carneros
deberia ser confirmada en una campana de vacunacidon a

gran escala.

El problema de la vacunacidén subcutanea con dosis
estandar de Rev 1 (1 x 109 UFC) es que se produce una
intensa respuesta humoral que dura bastante tiempo y gque
puede interferir en el diagndostico de las infecciones

por B. melitensis. La respuesta  humocral puede

prolongarse hasta mas de un afo en las pruebas de RB y
FC tras la vacunacidon (23). Ademas, se ha demostrado que
algunos animales vacunados con Rev 1 dan reacciones
cruzadas con el antigeno HS durante los primeros meses
después de la vacunacion (23), interfiriendo con el
diagndéstico seroldgico de B. ovis. Por lo tanto, la
intensa respuesta humoral producida tras la vacunacion
subcutinea interfiere el diagndstico seroldgico de las
infecciones por Brucella en ganado ovino, por lo gque la
puesta a punto de métodos alternativos de vacunacion gque
disminuyan la respuesta humoral sin perder eficacia

inmunizante, es de gran importancia practica.

La utilizacidén de la vacuna Rev 1 por via conjuntival
en hembras ovinas proporciona una proteccion equivalente
a la vacunacion subcutanea frente a la infeccion por B.

melitensis, produciende una respuesta humoral mucho
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menos intensa (70, 72). Sin embargo, este meétodo de

vacunacion no habia sido aplicado en carneros.

Cuando en nuestros experimentos se compararon las
vias de administracion subcutanea y conjuntival de 1la
vacuna Rev 1 en moruecos j6venes, noe se encontraron
diferencias significativas en cuanto al grado de
proteccion conferido frente a la infecciodon por B. ovis,
Sin embargo, mientras que la totalidad de animales
vacunados por via subcutanea eran positivos en la prueba
de FC con antigeno liso a los cuatro meses de la
vacunacion, todos los animales vacunados
conjuntivalmente eran negativos en la misma prueba. Un
ano después de la vacunacion un 10 p. 100 de 1los
animales vacunados subcutaneamente eran todavia

positives en FC,

Los resultados del examen bacterioldogico de la
experiencia de vacunacion de carneros jovenes confirman
que los oOrganos de localizacidon preferente de la
infeccidn son las vesiculas seminales y las ampollas del
conducto deferente. Estos mismos resultados han sido
obtenidos por otros autores (23, 69). Esto puede
explicar el hecho de gue muchos animales infectados no
presenten alteraciones testiculares y la importancia de
la via sexual en la diseminacion de la enfermedad (29,

86, 96, 105, 111, 144).
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Las lesiones macro y microscopicas observadas en los
drganos reproductivos coinciden en términos generales
con las descritas por otros autores (17, 23, 98). En las
vesiculas seminales observamos lesiones en el tejido
intersticial identicas a las descritas por otros (10),
pero ademas observamos intensa hiperplasia epitelial,
formacidn de quistes intraepiteliales e infiltrados de
células redondas en el tejido muscular. Las lesiones
observadas en los animales vacunados (bien por via
subcutanea o conjuntival) han sido siempre de menor
intensidad e importancia gque las observadas en los
animales testigos, lo que viene a apoyar la eficacia de

la vacunacion.

La evaluacion de la respuesta humoral producida tras
la inoculacidn experimental fué de poca utilidad para
confirmar la eficacia de la vacunacion, debido al corto
periodo de observacion. En general, la respuesta humoral
de los animales vacunados que quedan protegidos
adecuadamente suele ser menos intensa que la de los
animales testigos infectados (23). En nuestra
experiencia de vacunacién de carneros Jjovenes, la
evolucién de la serologla tras la inoculacidn

experimental siguid un patron semejante al mencionado.

Cuando se compararon las vias subcutanea y
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conjuntival para la administracion de la vacuna Rev 1 en
moruecos adultos, se encontraron diferencias en cuanto
al grado de proteccion conferido frente a EQ Svis. La
vacuna conjuntival protegid mejor a los morﬁéécs que la
vacunacién subcutanea (100 p. 100 wvs 55:56:.§; '100,
respectivamente). La respuesta humoral produclda tras la
vacunacion fué de nuevo menos intensa y duradera en los
animales vacunados conjuntlvalmente,- _,per§5;. 1as
diferencias no fueron tan espectaculares cch §ﬂ é1icaso
anterior. Los resultados bacteriolégi¢6§f H§§ -}la
experiencia de vacunacion de carneros adultos .senalan

como Organos de localizacion preferente de la 1nfeccxon

el bazo, las vesiculas seminales y las - ampol as. del

conducto deferente. Por lo tanto no parecen exxstlr

diferencias en este aspecto entre anlmales ]ovenes o

adultos sometidos a infeccidn experlmental con B :ovxs.
Fn general, el grado de las 1e51ones _ macrb1f_y
microsopicas observadas en los moruecos testlgOS'fue mas

grave que en los vacunados. Estos resultadqs.,s@n;qnuy

similares a los de la experiencia anterlor “los

obtenidos por otros (10, 23). Al igual que en el'caso

anterior, la respuesta serologica tras 1a 1Hocu ac;on

fué dificil de interpretar. En general

animales wvacunados presentaron una respuesta serologlca
frente al antigeno HS mas precoz y M

los animales testigo.
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Los resultados bactericlogicos obtenidos en 1la
experiencia n° 3, sugieren que la infeccidn de B. ovis
de los carneros puede ser tratada eficazmente con
antibioticos. El tratamiento combinado de Terramicina y
Estreptomicina curo desde el punto de vista
bacterioldogico 11 de los 12 moruecos infectados. EIL
tratamiento con Terramicina sola, unicamente elimind B.
ovis del 33.33 p. 100 de los carneros infectados. Para
determinar si las c¢epas aisladas tras el tratamiento
presentaban una resistencia a los antibioticos distinta
a la de la cepa utilizada para la inoculacibdn, se
determind in vitro antes y después del tratamiento la
sensibilidad de B. ovis a los antibioticos. Las cepas
aisladas después del tratamiento mostraron el mismo
patrén de sensibilidad que 1la cepa utilizada para
infectar a los animales. Este mismo resultado ha sido

descrito en vacas infectadas por B. abortus y tratadas

con antibioticos (82), sugiriendo que la falta de
aficacia del tratamiente in vivo no era debida a 1la

creacién de resistencia por la cepa a los antibiodticos.

La persistencia in vivo de las especies de Brucella
se produce principalmente dentro de las células
fagociticas del sistema reticuloendotelial (45). La
antibioterapia convencional puede fallar en estas
condiciones debido a la incapacidad de los antibioticos

para cruzar las membranas celulares. Por esta razon,



124

para destruir bacterias intracelulares es necesario
mantener altos niveles de antibiotico durante largos

periodos de tiempo (84).

En nuestra experiencia, la Estreptomicina actudo como
sinérgica de la Terramicina para destruir B. ovis.

Resultados similares han sido obtenidos para B. abortus

en macrofagos bovinos cultivades in vitro (130) ¥y
también en experiencias llevadas a cabo en vacas (112,
125). A pesar de que B. ovis fue aislada en tcdos los
animales infectados de oOrganos que intervienen en la
elaboracion del semen, so6lo 3 de los tratados con
Terramicina excretaron B. ovis en el semen al final del
tratamiento. Este hecho y la posibilidad demostrada de
una lbcalizacién extragenital de B. ovis en los moruecos
infectados (23), sugiere que el cultive de. semen y el
examen bacterioldgico de los testiculos y epididimos no
es una forma valida para determinar la'eficacia de los
tratamientos. Esta erronea metodologia fue la gque se
aplico en las dos utnicas experiencias publicadas sobre

tratamiento antibidtico de B. ovis (78, 100).

El alto coste de los tratamientos es uno de los
factores aducidos como limitantes para su aplicacion. El
precio actual de un morueco en Espana varla desde 15.000
a 50.000 pesetas dependiendo de la raza y del valor

genetico del animal. El coste del tratamiento combinado
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de Terramicina y Estreptomicina fue de 2.600 pts. por

animal.

En la brucelosis humana, después de un tratamiento
antibidtico con éxito, los titulos seroldgicos decrecen
lentamente =y transcurre mucho tiempo hasta que
desaparecen completamente, casco de que lo hagan. Esta
seroconversion se utiliza para valorar la eficacia del
tratamiento. Segin esto, la evaluacion de los resultados
seroldgicos  obtenidos  poco  tiempo  después  del
tratamiento tiene una eficacia muy limitada (112). E1
corto  periodo de tiempo transcurrido entre el
tratamiento y el_sacrificio de los animales en nuestro
estudio, no permitid evaluar los resultados serologicos

para interpretar la eficacia de los tratamientos.

Desde el punto de vista anatomopatologico, la
aparente buena eficacia del tratamiento no resultd
clara en nuestro experimento. El tratamiento combinado
cur® bacterioldgicamente el 91,6 p. 100 de los animales
infectados, pero no fue capaz de hacer desaparecer la
epididimitis clinica presente en un animal al principio
del tratamiento. Ademas, los epididimos de 5 moruecos
sometidos a este tratamiento y las ampollas del
conducto deferente de 7 animales del mismo tratamiento,
presentaron lesiones microscopicas graves. A pesar de

que las lesiones anatomopatologicas de estos animales
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fueron menos intensas que las observadas en los testigos
de nuestras otras experiencias y las descritas en
animales similarmente infectados (23), no es posible
llegar a la conclusion de gue la curacion bacterioldgica
equivale a la curacion de las lesiones y a asumir que
los animales recuperaran completamente su funcionalidad
reproductiva. Esto podria explicar la defectuosa calidad
del semen observada en algunos moruecos gue dejaron de
excretar B. ovis en el semen tras un tratamiento
antibiotico considerado eficaz desde el punto de vista

bacterioldgico (100).

Por lo tanto, para sacar conclusiones mas solidas
sobre la eficacia de la antibioterapia para el
tratamiento de la infeccion por B. _ovis, deben
realizarse experimentos adicionales en los dgue sean
llevados a cabo examenes histoldgicos a largo plazo y
comprobar los niveles de fertilidad +de los animales

tratados por medio de cubriciones controladas.
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CONCLUSTIONES

1. El antigeno obtenido por extraccidn salina caliente
(HS) ha proporcionado mejores resultados diagnosticos

que las otras dos preparaciones antigénicas utilizadas.

El obtenido mediante Cloroformo-Eter de
petrdleo-Fenol (RG) no did resultados en la prueba de
Doble Difusion en Gel (DDG) debido a su elevada
hidrofobicidad. Por otra parte, el antigeno obtenido por
extraccidn salina fria (SP) no se logro utilizar en
Fijacion del Complemento (FC), a pesar de los numerosos

ensayos realizados.

2. Las diferencias en los niveles de sensibilidad y
especificidad obtenidos en la prueba ELISA, parecen
depender fundamentalmente del antigenc y no del tipo de
sustrato empleado. Las diferencias -de sensibilidad
obtenidas con los sustratos 5-AS, ABTS y OPD con el
antigeno HS no fueron estadisticamente significativas.
Los mejores resultados individuales se obtuvieron con
los sustratos 5-AS y ABTS., Sin embargo, la resolucion
(separacion mas neta de poblaciones positiva y negativa)
obtenida con el sustrato ABTS fue la mejor, permitiendo
incluso la interpretacion visual de los resultados,

aspecto de indudable interés practico.
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3, Las tres técnicas seroldogicas comparadas (ELISA, DDG
y FC) cuando se utilizan con el antigeno HS poseen una
sensibilidad y especificidad idoneas para el diagndstico
serologico de la infeccidon por B. ovis. Aunque las
diferencias obtenidas no fueron significativas desde el
punto de vista estadistico, los mejores resultados
diagnosticos se obtuvieron con la prueba ELISA. La
prueba de DDG dio mejor sensibilidad que la FC y la
asociacion de las pruebas de DDG y ELISA proporciono la
maxima sensibilidad. Sin embargo la prueba de FC no
mejord la sensibilidad individual de las anteriores.
Ninguna de las tres pruebas comparadas dio resultados
falsos positivos con los 83 sueros de los animales

control negativo analizados.

Por su sencillez, rapidez y economia la DDG deberia
ser la prueba mas recomendable para el diagnostico de la
infeccidn en nuestro pals en programas de control a gran
escala. Los sueros negativos en DDG deberian analizarse
en el ELISA con la finalidad de obtener la maxima

sensibilidad.

4. (a) La vacuna Rev 1 administrada por via subcutanea a
dosis estandard en moruecos de alrededor de 3 a 6 meses
de edad, los protege adecuadamente frente a wuna
infeccidon experimental de B. ovis capaz de infectar la

totalidad de los animales controles no vacunados
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utilizados. Esta via de administracion de la vacuna
produce una respuesta seroldgica intensa y prolongada
que interfiere con el diagndostico seroldgico de B.
melitensis. Ello se resuelve mediante la utilizacidn de
la via conjuntival para la administracidon de la vacuna.
Sin embargo, el nivel de proteccidon obtenido frente a B.
ovis ha sido inferior al conferido por la vacunacion
subcutanea, aungque las diferencias obtenidas no fueron

significativas.

(b) La vacuna Rev 1 administrada por via conjuntival
en moruecos adultos ha protegido mejor a los animales
que cuando se utiliza por via subcutanea. Sin embargo,
la diferencia en la respuesta seroldgica entre ambos
grupos de animales vacunados no fue tan evidente como en

el caso anterior.

{c}) Por lo tanto, la vacuna Rev 1’ administrada en
animales j0venes o adultos parece la medida profilactica
mas adecuada y sencilla para el control de la infeccion
en nuestro pals. En aguellas ganaderias en las que las

interferencias diagnosticas con B. melitensis sean un

problema, la utilizacidn de la vacunacion conjuntival

estaria recomendada.

5. El1 tratamiento combinado a base de Terramicina y

Estreptomicina resultd eficaz desde el punto de vista
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bactericlogico en 11 de los 12 animales tratados. El

tratamiento a base de Terramicina sola no fue eficaz.

Sin embargo, la efectividad del tratamiento desde el
puntc de vista microbiologico no quedd confirmada cuando
se utilizaron criterios anatomopatologicos para

valorarla.
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Fe de erratas

Pagina ABREVIATURAS, linea 2: donde pone saltz deberia poner
salt.
Pagina ABREVIATURAS, deberia incluirse: 5-AS: Acido
_ 5-amino-hidroxibenzoico. .
Pagina 2 del RESUMEN, linea 22: donde pone Rev ' deberia poner
Rev 1.
Pagina 1 del SUMMARY, linea 9: donde pone saltz deberla poner
salt, :
Pagina 1 del SUMMARY, linea 14: donde pone sustrates deberia
. poner substrates,
Pagina 2 del SUMMARY, linea 13: donde pone profylaxis deberia
‘ poner prophylaxis.
Pagina 3 del SUMMARY, linea 17: donde pone isolation deberia
poner isolation.
Pagina 3 del SUMMARY, linea 24: donde pone inoculations
. vaccine deberia poner inoculations.
Pagina 4 del SUMMARY, linea 2: donde pone iom with deberia
poner with. .
Pigina 4 del SUMMARY, linea 6: donde pone Terramycine deberia
poner Terramycin.
Paglna 1, linea 6: donde pone 19 deberla poner 18, 19.
Paglna 7, lénea 8: donde pone 168 deberla poner 157.
Paglna 9, linea 4: donde pone 56 deberia poner 56, 58.
Pagina 9, linea 17: donde pone 58, 115 deberia poner 115,
116.
Paglna 10, linea 7: donde pone 134 deberla poner 114.
Pag:na 12, 11nea 13: donde pone 124 deberia poner 121.
Pagina 13, linea 4: donde pone anteriormente (3, 131) deberia
poner anteriormente. .
Pagina 14, linea 10: donde pone 71, 92, 94 deberia poner 71,
92, 93, 94.
Pag;na 15, llnea 15: donde pone 21 deberia poner 12,
Pagina 15, linea 16: donde pone 65, 89 deberia poner 65, 73,

89.
Pagina 15, linea 17: donde pone 145, 153, 155 deberia poner
145, 155

Paglna 17, linea 20: donde pone 157 deberla poner 134.

Paglna 17, 11nea 22: donde pone 123 deberia poner 122, 123.

Pagina 19, linea 24: donde pone 166, 161 deberia poner 161,
166.

Paglna 21, llnea 4: donde pone 94 deberia poner 93.

Paglna 22, llneas 4 y 12: donde pone 150 deberia poner 158.

Paglna 22, llnea 5: donde pone 108 deberia poner 40,

Paglna 22, llnea 11: donde pone saltz deberla poner salt.

Paglna 24, Ilnea 17: donde pone 149 deberia poner 148.

Pagina 26, llnea 17: donde _pone protecc10n elevadisimos
deberla poner protecc1on.

Pagsna 43, lJnea 20: donde pone saltz deberia poner salt

Pagina 110, linea 9: donde pone 131, 22 deberia poner 22,

131,
‘ Pagina 111, lineas 10 y 12: donde pone 131, 22 deberia poner
' 22, 131.
Pagina 114, lineas 9 y 10: donde pone 88, 101, 149 deberia
poner 101.

pagina 117, linea 15: donde pone 73 deberia poner 173.

Pigina 118, linea 2: donde pone 131, 22 deberia poner 22,
131.

Pégina 132, linea 38: donde pone sananidad deberia poner
sanidad.






