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RESUMEN.

La Epididimitis infecciosa de los carneros es una enfermedad producida por
bacterias del género Brucella ovis (B. ovis), es caracterizada por causar infertilidad, se
han desarrollado estudios para conocer mas respecto a su diagndéstico, por lo que es
importante conocer mas de las lesiones que produce en el aparato reproductor de los
carneros. El trabajo se desarroll6 en el &rea de Histopatologia de la Unidad de Servicios
Auxiliares para el Diagnostico (USAD) dela Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, ubicada en la carretera 9,5 de
la carretera Morelia—Zinapécuaro, Michoacan, México. Los cortes histopatoldgicos se
evaluaron a partir de tres grupos de carneros: Grupo n=1 Inoculacibn en mucosa,
instilacién de inoculo de B. ovis (01Zac-INIFAP) en mucosa conjuntival (izquierda) y
prepucial con 0.5 mL a una concentracion de 3,9X10° Unidades Formadora de Colonias
(UFC) en ambas mucosas. Grupo n=2 inoculacién de B. ovis (01Zac-INIFAP) via
intravenosa administrando 1 mL de inéculo en vena yugular a la misma concentracién
3,9X10° UFC. Grupo n=3 control al que se le administré instilacion conjuntival (izquierda)
y prepucial de solucién salina de fosfato (SSF), a razén de 0,5 mL tanto en conjuntiva
como en prepucio. El objetivo de este trabajo fue evaluar y describir las lesiones
histopatolégicas en cortes histolégicos del aparato reproductor (ganglio inguinal,
vesicula seminal, testiculo derecho e izquierdo rete testicular, capsula testicular, glandula
bulbo uretral, epididimo derecho e izquierdo (cabeza, cuerpo y cola), uretra pélvica y
ampulas) y membrana nictitante de carneros infectados experimentalmente con la cepa
01Zac-INIFAP de B. ovis., utilizando tinciones de Hematoxilina y Eosina, Gram y BAAR.
Los resultados muestran lesiones principalmente unilaterales y los dérganos mas
afectados fueron los epididimos principalmente en la cola, por otro lado, se encontré que
las afecciones en testiculos son secundarias a la afeccion principal en los epididimos,
otros Organos afectados fueron uretras pélvicas y en menor grado tanto la vesicula
seminal como el &mpula. Se concluye que la cepa de B. ovis 01Zac-INIFAP es capaz de

desarrollar lesiones en el aparato reproductor de los carneros infectados por ambas vias.

EVALUACION DE LESIONES HISTOPATOLOGICAS DEL APARATO REPRODUCTOR DE LOS CARNEROS INFECTADOS

EXPERIMENTALMENTE CON Brucella ovis.
1



Asi mismo las lesiones histopatologicas en epididimo pueden ser de varios grados de
afeccioén, incluyendo induracion, en cuanto al testiculo, las lesiones, aunque son leves,
causan dafio significativo, puesto que incluye adherencias, y este proceso de afectacion
es secundario al proceso producido en epididimos. En el caso de las lesiones en el resto
de los dérganos es generalizado; puesto que las lesiones se encuentran en el 100% de
los carneros infectados experimentalmente por ambas vias, aunque si bien, en la
infeccion via mucosas se presentan el mismo tipo de lesiones, pero con menor severidad,
se destaca la presencia de fibrosis en infeccion experimental con ambas vias de
inoculaciéon (mucosa y endovenosa). Finalmente, con la utilizacion de las técnicas de
tincion de bacilos acido alcohol resistente (BAAR) y la tincion de GRAM se pueden
observar artefactos positivos en los epididimos de carneros infectados
experimentalmente con B. ovis en ambas vias. Aspecto que, puede complementarse
con mas investigaciones en torno a esta enfermedad y profundizar en el proceso y en las

lesiones causadas por esta enfermedad usando esas técnicas.

Palabras clave: Reproductor, carneros, histopatologia, brucelosis.
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SUMMARY

Infectious epididymitis of rams is a disease caused by bacteria of the genus
Brucella ovis (B. ovis), it is characterized by infertility, investigations have been developed
to know more about its diagnosis, so it is important to know more about lesions caused
by B. ovis in the reproductive system of rams. This investigation was done in the
Histopahology area of the Unit of Auxiliary Services for Diagnosis (UASD) in the Faculty
of Veterinary Medicine and Zootechnics at the Universidad Michoacan de San Nicolas de
Hidalgo, it is located on highway 9,5 Morelia-Zinapécuaro, Michoacan. México.
Histopathological studies were evaluated from three groups of rams: Group n=1
Inoculation route mucosal, instillation of B. ovis inoculum (01 Zac-INIFAP) in conjunctival
(left) and preputial mucosa of 0,5 mL with concentration of 3,9X10° Colony Forming Units
(CFU) in both mucosal membranes. Group n=2 Inoculation of B. ovis (01 Zac-INIFAP)
intravenous route of 1 mL of inoculum un jugular vein at the same concentration 3,9X10°
CFU. Control group n=3, received conjunctival (left) and preputial installation of
phosphate saline solution (SS), of 0,5 mL in the conjunctival and foreskin routes. The aim
of this investigation was to evaluate and describe the histopathological lesions of the
reproductive system (inguinal ganglion, seminal vesicle. Right and left epididymis -head,
body and tail-, pelvic urethra and ampullae) and nictitating membrane of rams
experimentally infected with 01-Zac-INIFAP strain of B. ovis. Histological staining was
made using Hematoxylin and Eosin, Gram and BAAR stains. The results showed
unilateral lesions in the epididymis, this organ was the most damaged, mainly at the tail
of the epididymis. On the other hand, it was found that the damages in the testicles were
secondary to the damage in the epididymis, other injured organs were the pelvic urethra,
and with minor injury for seminal vesicle and ampulla. It is concluded that the strain of B
ovis 01 Zac-INIFAP could be able to developing lesions in the reproductive system of
rams infected by both routes mucosal and intravenous. Likewise, the histopathological
lesions in the epididymis could be various degrees of damage, including induration, as
for the testicle, the lesions, although they were slight, were cause of significant damage,
since they include fibrosis, and this process is secondary to the process in the epididymis.

In the case of lesions in the rest of the organs, it is generalized, since the lesions were
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found in one hundred of the rams experimentally infected by both routs, both for one or
the other intravenous or mucosal. In this organs, the severity of lesions was less,
nevertheless the presence of fibrosis were constant. Finally, with the use of acid alcohol
resistant bacteria staining (ARB) and the GRAM stain, positive artefacts can be observed
in the epididymis of rams experimentally infected with B. ovis, this aspect can be

complemented with more research of this disease using these techniques.

Keywords: Reproductive, rams, histopathology, brucellosis.
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INTRODUCCION.

Esta investigacion forma parte de un proyecto de investigacion de Sanchez,
2018, por ello, solo se aborda la evaluacion de lesiones histopatoldgicas del aparato
reproductor de los carneros infectados experimentalmente con Brucella ovis. En este
sentido, tanto la descripcidbn como los hallazgos en las lesiones histopatologicas y su
clasificacion son relevantes para la explicacion de los procesos reproductivos alterados
de los carneros y de los rebafios de ovinos que por diferente circunstancia han o estan

en contacto con este agente patoldgico.

Es necesario revisar aspectos esenciales en torno a la Brucelosis para
comprender y describir de mejor manera las lesiones histopatolégicas de carneros
infectados experimentalmente con Brucella ovis. Al respecto, la Brucelosis es una
enfermedad infecciosa causada por bacterias del género Brucella, que se caracteriza por
ser cocobacilos Gram negativo, sin capsula, sin flagelo, intracelular facultativa que puede
vivir dentro de macréfagos y células epiteliales (Garcia, 1987). En los carneros la
brucelosis es causada por B. ovis afectandolos principalmente a nivel reproductivo. Esta
bacteria (Brucella ovis), fue aislada por primera vez en Nueva Zelandia en 1952 a partir
de ovejas con falla en la gestacién (aborto) y, en 1956, es reportada por primera vez en
América (Robles, 1998).

Una vez que la bacteria penetra la mucosa, ésta se disemina por los ganglios
linfaticos y el torrente circulatorio, los cambios patol6gicos son evidentes en los testiculos
epididimo y glandulas del aparato reproductor, las primeras lesiones aparecen en la
cabeza, cuerpo y cola del epididimo observando un aumento del tamafio de hasta cuatro
veces su volumen normal, de consistencia firme y de forma irregular. Las lesiones
microscopicas se observan con edema intersticial, e infiltracion perivascular de linfocitos
y células plasmaticas, con metaplasia e hiperplasia del epitelio epididimal, y formacion

de vesiculas intraepiteliales (Robles, 1998).
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Por la capacidad que tiene Brucella para sobrevivir y replicarse dentro de las
células del huésped, la califica como bacteria de alta patogenicidad (Galindo et al., 2009;
Cloeckaert et al., 2002). A nivel mundial la infeccion causada por este género bacteriano
produce pérdidas econdémicas importantes en la produccion animal, y en el caso de los
ovinos especificamente, se ven afectados los productores por conceptos de manejo
extra, vacunaciones, y disminucion de la fertilidad y capacidad reproductiva tanto de

hembras como de machos (Godfroid et al., 2011; Paolicchi et al., 2011).

En la actualidad, la epididimitis en carneros es un padecimiento de amplia
diseminacién y, se estima que la fertilidad de los carneros infectados por B. ovis de
manera natural puede disminuir en un 20.0%. Sin embargo, en raras ocasiones puede
causar aborto en hembras gestantes en el Ultimo tercio de la gestacion. Por ello, se le
considera como una enfermedad que transita de los subclinico a lo crénico (Robles,
1998; Praud et al., 2012). Esta informacién es de vital importancia, puesto que México,
es el trigésimo cuarto productor mundial de carne de ovino. Sin embargo, en el 2018 y
2019, para satisfacer la demanda nacional, el pais requirié importar 6,734 ton de este
tipo de carne, en dicho periodo; siendo los principales proveedores Australia y Nueva
Zelanda (SIAP, 2020).

Este déficit productivo de la ovinocultura nacional muestra una ventana de
oportunidad para los productores de ovinos en el pais; puesto que, el comportamiento
historico de la produccion nacional de carne de ovina muestra una activad ascendente
durante el periodo del 2010 al 2019 (Grafica 1) y, cuyo crecimiento anual se estima (B1;
.909 mil ton; p<0.05) en casi mil ton/afio (SIAP, 2020). De aqui, que el objetivo de la
presente investigacion fue: evaluar de lesiones histopatologicas del aparato reproductor

de los carneros infectados experimentalmente con Brucella ovis.

Para el logro del objetivo de esta investigacion se requirié de 18 carneros, con
los cuales se formaron tres grupos; cada grupo compuesto por seis animales en etapa
reproductiva. Dos de los grupos (Grupo 1 y Grupo 2) fueron sometidos
experimentalmente a la infeccion de B. ovis, cepa 01Zac-INIFAP; el primer grupo fue

inoculado (0.5 ml de inéculo/mucosa a una concentracion de 3.9 x10° UFC) via mucosas
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(conjuntival y prepucial) con dicha cepa; mientras que, en el segundo grupo, la via de
inoculacion (1.0 ml de in6culo a una concentracion de 3.9 x10° UFC) fue endovenosa. El
tercer grupo (G3) fungié como grupo control, en donde a cada carnero se le administro
via conjuntival y prepucial 0.5 ml de solucion salina de fosfato al 0.9% (S:S).

Verificada la infeccidon por el método de serologia, todos los carneros de los tres
grupos fueron sacrificados a los 189 dias post-inoculacion y de cada cordero se
extrajeron los testiculos, cola, cabeza y cuerpo del epididimo, vesicula seminal, ampulas,
conducto deferente, glandulas bulbo uretrales y la uretra pélvica incluida la préstata
diseminada, se obtuvieron muestras de estos tejidos y se enviaron en cubos de parafina
histolégica para su analisis y clasificacion (Sanchez, 2018) de acuerdo con el disefio
experimental. Las muestras fueron fijadas y deshidratadas con la técnica de parafina;
finalmente se cortaron a cinco micras de grosor y posteriormente se tifieron con
Hematoxilina y Eosina, Tincion de Gram y Tincién de Acido Alcohol Resistente (BAAR),

métodos Utiles en la descripcion de la lesion e identificacion del patégeno.

Los resultados histopatologicos de las muestras pertenecientes a los corderos de
los grupos infectados experimentalmente con B. ovis mostraron lesiones en dichos
organos; pero, el 6rgano mas afectado fue el epididimo, las lesiones con mayor
abundancia fueron unilaterales, otros 6rganos comprendidos son las uretras pélvicas y
en menor grado fue afectada tanto la vesicula seminal como &mpula. Las lesiones
incluyen cumulos de células inflamatorias, incluso se encontré la formacion de
granulomas dentro del epididimo formados a partir de la extravasacion los

espermatozoides y células inflamatorias.

Cuantitativamente, se encontrd que, en los corderos inoculados via mucosas, la
cabeza del epididimo (derecho) fue la mas afectada (83.33% de los carneros analizados);
las colas de los epididimos tanto izquierdo como en el derecho, las lesiones fueron de
leve a moderado en un 66.66 %. Pero, las lesiones histopatolégicas permitieron
establecer que estas fueron predominantemente del tipo hiperplasia (epitelial), atrofia de

los estereocilios y formacion de vesiculas intraepiteliales e infiltraciones de linfocitos.
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Ello, en comparacion con la degeneracion testicular de forma leve a grave encontrada

en el grupo de animales inoculados via endovenosa.

Por lo general, en la literatura se establece que la epididimitis producto de la
infeccion por B. ovis, debido a las lesiones causadas en el aparato reproductores del
carnero causa epididimitis, subfertilidad e infertilidad en los machos de esta especie
(Carvalho et al., 2012; Antunes et al., 2013). Estas lesiones subclinicas o cronicas se
restringen por lo general al epididimo. Pero eventualmente las lesiones se encuentran

en testiculos y glandulas asociadas al aparato reproductor (Costa et al., 2012).

En concordancia con los establecido con la literatura, sobre las lesiones de B.
ovis, en carneros infectados naturalmente, en esta investigacién se encontré que la cola
del epididimo (derecho) la lesiones fueron clasificadas de leves a moderadas en un 50%.
Pero en la cola del epididimo (izquierdo), las lesiones fueron de leves y moderadas a
severas. En el extremo de las lesiones observadas en carneros infectados
experimentalmente con esta bacteria se encontré lesiones mas severas: formacion de
granulomas intraepiteliales espermaticos a nivel del tejido intersticial, con infiltracién de
linfocitos, células plasmaticas, macréfagos y fibras coldgena en un proceso de

inflamacion granulomatosa.

Los hallazgos histopatologicos encontrados en esta investigacion, en torno a los
efectos de B. ovis, concuerdan con otras investigaciones, en las cuales se sugiere que
mas del 50% de los carneros infectados naturalmente muestran lesiones en el epididimo.
Aspecto que explicaria la reduccién en la calidad espermatica, motilidad, concentracion
y morfologia del esperma y los efectos detrimentales en la fertilidad de los rebafios

afectados por esta enfermedad (Cox et al., 1977; Carvalho et al., 2012).
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1. ANTECEDENTES.

1.1. Descubrimiento e historia del género Brucella.

En 1887 en la isla de Malta David Bruce descubrié y cultivo el primer miembro
del género Brucella, a partir del caso presente de fiebre de malta dentro de la isla ya que
su propésito en este lugar era investigar la causa de un padecimiento febril que producia
la muerte de los soldados. Mas tarde se le dio el nombre de Micrococcus melitensis. En
1896 Bernhard Lauritz F. Bang en Dinamarca, descubrié B. abortus en vacas abortadas
y demostré que era la causa de la enfermedad de Bang, brucelosis bovina o aborto
epizodtico del ganado bovino (Tans y Davis, 2011).

En 1905 Themistokles Zammit documenté la importancia de las cabras
aparentemente sanas ya que estas podrian ser portadoras de Brucella que para ese
entonces se conocia como fiebre de malta o mediterranea por lo que se dedujo que el
consumo de sus productos era la causa de contagio y forma de adquirir la enfermedad
por el consumo de leche infectada. En 1914 Jacob Traum aislé de los fetos abortados

de cerdos el microorganismo B. suis.

Evans en 1920 comprobé la semejanza de los microorganismos aislados por
Bruce, Bang y Traum, llegando a la conclusion de que los microorganismos eran
parecidos y que debian provocar enfermedades similares y sugirié utilizar el nombre de
Brucella, en honor a David Bruce; por su parte Laval en el 2006, afirma que fue Meyer y
Shaw quienes propusieron englobar ambos microorganismos (Micrococcus melitensis de
Bruce y abortus bacillus de Bang), con el término comun de Brucella. En este sentido,
las investigaciones han evidenciado las estrechas relaciones morfologicas y serolégicas
existentes entre ambos microorganismos. No obstante, se ha demostrado que la relacion

de absorcion de aglutininas permite, hasta cierto punto, la diferenciacion.
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En el afio de 1952 se aisl6 una nueva especie por McFarlan y Colaboradores en
Nueva Zelandia, que se denomind Brucella ovis, en 1953 a partir de un proceso
patolégico denominado epididimitis contagiosa del carnero reportada simultdneamente
por Simmons y Hall en Australia y por Buddle y Boyes en Nueva Zelandia. En 1956 es
reportada por primera vez en América (Robles, 1998). En 1957 Stoenner y Lackman
aislaron una quinta especie de este género en ratas del desierto, Neotomae lepidae, en
el oeste de los Estados Unidos, que se denomind Brucella neotomea. Esta ultima fue
aceptada como especie, pero Brucella ovis debié de esperar 18 afios para ser reconocida
(Lépez, 2007). Por lo que, actualmente se reconoce que, la Brucelosis es un
padecimiento infeccioso causado por bacterias del género Brucella, de las cuales se han
descrito: B. melitensis, B. abortus, B. suis, B. canis, B. ovis, B. ceti, B. microti y B.
neotomae (Acha, 2001).

En México las primeras descripciones sobre brucelosis se realizaron en 1905y
1906 por Valenzuela y Carbajal. En 1921, Vergara describié casos de brucelosis en la
ciudad de Puebla (Vega-Lopez et al., 2008). Pero no fue hasta 1923, cuando se aisl6 e
identificé B. melitensis por primera vez en humanos (cinco casos) en el pais. Estos casos
en humanos, constato la existencia de brucelosis en México (Hernandez, 2002). En 1924
y 1935 se reportaron los primeros caos en el Distrito Federal y en el Estado de Jalisco,

respectivamente (Padrén et al., 2014).
1.2. Produccion de ovinos y su relacién con Brucella ovis en México.

México es el trigésimo cuarto productor mundial de carne de ovino. Sin embargo,
en el 2018 y 2019, para satisfacer la demanda nacional requirié importar 6,734 ton de
este tipo de carne, en dicho periodo; siendo los principales proveedores Australia y
Nueva Zelanda (SIAP, 2020). Este déficit productivo muestra una ventana de oportunidad
para los productores de ovinos en el pais; puesto que, el comportamiento histérico de la
produccion nacional de carne de ovino muestra una activad ascendente durante el
periodo del 2010 al 2019 (Grafica 1), cuyo crecimiento anual se estima (B1; .909 mil ton;

p<0.05) en casi mil toneladas al afio (SIAP, 2020).

EVALUACION DE LESIONES HISTOPATOLOGICAS DEL APARATO REPRODUCTOR DE LOS CARNEROS INFECTADOS

EXPERIMENTALMENTE CON Brucella ovis.
10



La mayor parte de la carne de ovino, en México, se obtiene de rebafios cuyo
genotipo es en esencia hibrida; puesto que, solo una pequefia proporcion de los rebafios
nacionales estan constituidos genéticamente por razas de las denominada de pelo
(Katadyn, Dorpery Pelibuey) sin descartar razas productoras de lana (Debouillet, Merino
australiano y Lincoln) (SADER, 2017). A pesar de estas limitaciones de la ovinocultura
del pais (potencial genético pobre de los rebafios), en los ultimos 10 afios la produccion
promedio ha sido de 59 mil toneladas (ton) en canal (Grafica 1); siendo en barbacoa la

principal forma de consumo de carne de ovino en México.

De acuerdo con los censos ganaderos del pais, las diez principales entidades
productoras de carne (por toneladas) de ovino son: México (centro) con 9,289; Hidalgo
(centro), 6,770; Veracruz, 5,425; Jalisco 4,536; Puebla, 4,401; Zacatecas, 4,279;
Tlaxcala, 2,870; San Luis Potosi, 2,827; Oaxaca, 2,426; Guanajuato, 2,256 y el resto del
pais, 18,951; cifras que suman 64,031 toneladas (ton) (SIAP, 2020). Al respecto, en
2019, el estado de México e Hidalgo destacaron en productividad ovina (en canal) con

la cuarta parte de la produccién nacional (64 mil ton) (SIAP, 2020).
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Grafica 1. Comportamiento de la produccion de carne de ovino a nivel

nacional de acuerdo con el periodo 2010 -2019.

Fuente: SIAP, 2020
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Para el caso del estado de Michoacan, se estableci6 en el 2018 que este posee
5,777 unidades de produccion (UP); en el 2019, se incrementaron a 6,476 UP (699 UP
mas respecto a 2018). Cifra que indica un crecimiento anual del 12.1% en UP dentro del
estado en un periodo relativamente corto y el cual, se continia a moviéndose (Padrén
Ganadero Nacional, 2018). De acuerdo con estas cifras del Michoacan y a nivel nacional,
en lo que corresponde a produccién y consumo de carne de ovino, se explicaria la
importancia de tomar con seriedad la afectaciébn por B. ovis, puesto que esta es una
bacteria que lesiona directamente el aparato reproductor de los carneros machos y
probable gque sea un factor que limite la produccién de carne de ovino en el pais y
provoqgue las importaciones de este tipo de producto. Ademas, no se cuentan con cifras

exactas sobre la incidencia o prevalencia de B. ovis en el pais.
1.3. Caracteristicas del género Brucella ovis.

De acuerdo con la clasificacidon de las diferentes especies de Brucella, esta se
clasifica como lisas (S) o rugosas (R). El aspecto que adquieren estas bacterias (S 0 R)
se debe a la expresion del lipopolisacarido (LPS) en la superficie bacteriana; asi, las lisas
expresan LPS-S, mientras que las rugosas expresan LPS-R. Sin embargo, durante su
crecimiento, en medios de cultivo, pueden experimentar mutaciones que modifican la
expresion de LPS. Para el caso de B. ovis esta se clasifica como rugosa (Castro et al.,
2005). Pero, se debe aclarar que las cepas de Brucella lisas son mas virulentas y su
ultraestructura se asemeja a la de algunas Enterobacterias (Yersinia enterocolitica,
Salmonella landau, Pseudomona maltophilia y Escherichia coli), aunque presenta
diferencias en las caracteristicas de su membrana externa (Figura 1) (Castro et al.,
2005).

En 2005, se consideraron diez especies de Brucella, ello de acuerdo con sus
caracteristicas antigénicas y su hospedador: B. abortus, B. canis, B. ceti, B. melitensis,
B. microti, B. neotomae, B. ovis, B. apinnipedialis, B. suis y B. inopinata (B. inopinata).
Las especies de B. melitensis, B. abortus, B. suis y B. canis son importantes para la salud

publica, ya que pueden infectar al ser humano (Figura 1) (Alvarez y Hernandez, 2015).
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Brucella ovis, es un cocobacilo Gram negativo de 0’3 p de anchuray 0’7-1'5 u
de longitud y pueden observarse en el microscopio de forma aislada, en pares y/o en
racimos; es inmovil sin capsula y no forma esporas; crese en agar sangre con el 10 %
de COg2; se incuban a una temperatura 37 © C hasta por 7 dias; producen colinas
pequefias circulares, convexas, enteras, relucientes, lisas, translucidas y grises de 0°2-
0’4 mm de didametro, no producen hemdlisis (Merchant y Parker, 1975; Pérez et al.,
1987).
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Figura 1. Especies que integran el género Brucella, hospedadores conocidos y caracteristicas
bioguimicas y antigénicas que permiten clasificarlas en biovariedades. A y M: configuraciones
alternativas del PSO, R: LPS de las cepas rugosas.

Fuente: Castro et al., 2005.
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1.4. Estructura y composicién quimica.

1.4.1. Estructura externa.

La membrana externa de la Brucella es rica en fosfatidilcolina a diferencia de la
perteneciente a las enterobacterias relacionadas con ella, en las cuales su membrana es
rica en fosfatidiletanolamina. EI componente mas abundante y mejor estudiado en las
cepas de Brucella es el LPS (Figura 2), al cual se le denomina también como endotoxina
(Castro et al., 2005).

En el LPS se distinguen tres regiones: el lipido A, inserto en la hoja externa de la
membrana, un oligosacérido interno, llamado nucleo, y el polisacarido O (PSO), también
conocido como cadena O, ausente o0 presente con pocos residuos en el LPS-R. La forma
lisa esta constituida por el lipido A, el nacleo y el polisacarido O (PSO). ElI LPS-R de las

formas rugosas carece de cadena (Figura 2) (Castro et al., 2005).

El lipido A es un glicolipido que contiene glucosamina y diaminoglucosa. En sus
grupos amino e hidroxilos presenta sustituciones por acidos grasos de variada longitud
de cadena. El nlcleo contiene glucosa, manosa y acido 3, deoxi-D-mano 2 octulosénico
(KDO) y no contiene heptosas ni fosfatos. La quinovosamina esta presente en el nlcleo
del LPS, pero no en el de LPS- R. El PSO es la porcion mas distal del LPS. Es un
homopolimero lineal compuesto por n-residuos, puede ser de dos tipos de N-formil
perosamina (4,6 dideoxi-4-formamido-a-D-manopiranosilo). La union entre estos
residuos puede ser de dos tipos: a 1-2 o al1-3, lo que permite diferenciar dos
configuraciones alternativas, la A y la M, de mucha importancia en la determinacién de
la biovariedades, que se establecen a partir de alternancia de las uniones entre residuos
en el PSO (Figura 2) (Castro et al., 2005).

Las Brucellas contienen otro polisacarido denominado hapteno nativo (HN). Que
es gquimicamente idéntico, a la cadena O, pero no esta unido al nacleo. Se ha descrito
un tercer polisacarido conocido como poli B, que se obtiene a partir de sepa mutante en
fase rugosa B. melitensis 115, por tratamiento con acido tricloroacético 0,2 M y que para

algunos autores seria quimicamente equivalente al HN. Las proteinas de la membrana
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externa (PME u OMPs) se asocian estrechamente con los LPS. Dentro de éstas se
encuentran las denominadas proteinas mayores, que se clasifican en tres grupos de
acuerdo con sus pesos moleculares: grupo 1 (89-94-kDa), grupo 2 (36-38 kDa) y grupo
3 (25-27 y 31-34 kDa) y se encuentran expuestas en la membrana externa, pero son
menos accesibles en las cepas lisas que en las rugosas, debido al impedimento estérico

ocasionado por las cadenas O de LPS de las primeras. Mediante el empleo de los
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Figura 2. Membrana externa (LPS-S) de la pared celular de Brucella.

Fuente: Castro et al., 2005.
anticuerpos monoclonales se han identificado otras proteinas de membrana menos

abundantes que se denominan proteinas menores, siendo algunas lipoproteinas (Castro
et al., 2005).

1.4.2. Estructura interna.

Las proteinas citoplasmaticas de las bacterias, del género Brucella son
especificas de este género y la mayoria son compartidas por todas las especies. Algunas
de estas proteinas son de interés diagnostico, como por ejemplo la glicoproteina (A2)
termorresistente, una proteina de (17 kDa), involucrada en la sintesis de riboflavina, que
aparece en la fase activa de la infeccion y la proteina periplasmica BP26. Todas estas
proteinas forman parte del antigeno denominado CP, empleado en pruebas del ensayo
inmunoldgico eritrol alcohol de 4 atomos de carbono, factor de crecimiento para Brucella
(pruebas de ELISA) (Castro et al., 2005).
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1.5. Propiedades bioquimicas.

Es incapaz de fermentar los azucares. No utiliza la glucosa ni licua la gelatina,
pero oxida la citrulina, arginina y prolina. Utiliza la serina y el 4cido D-aspartico, es ureasa
negativa, no forma acido sulfhidrico (H2S), no reduce los nitratos, no altera la leche
tornasolada, Son negativas al indol, rojo de metilo, Voges- Proskauer y amoniaco, son

catalasa positiva (Merchant y Parker, 1975).
1.6. Etiologia de la epididimitis infecciosa de los carneros.

Si bien la transmision venérea es la principal via de contagio en machos
sexualmente maduros (Bulgin y Anderson, 1983; Bulgin y Anderson, 1990; OIE, 2009;
Carvalho et al., 2012), el contagio de carneros virgenes se produce frecuentemente
durante los periodos de estabulacién prolongada en los cuales dichos carneros entran
en contacto con orina de animales infectados (Estein, 1999). En estas condiciones la
bacteria ingresa al organismo a través de las mucosas nasales (olfateo), oral (lamido),
conjuntival o por la via percutanea a través de heridas o escoriaciones (Buddle, 1983;
Bulgin y Anderson, 1983). Asimismo, la conducta homosexual de los machos fuera de la
época de empadre favorece la entrada del microorganismo a través de la mucosa rectal

(sodomia) (Bulgin y Anderson, 1983).

El carnero infectado con B. ovis constituye el principal reservorio en el rebafio, y
el semen es la fuente de diseminacion de la enfermedad, por otro lado, se ha reportado
que la eliminacion de B. ovis en semen es intermitente y por periodos prolongados,
habiéndose hallado cultivos positivos hasta 80 semanas post-infeccion experimental
(Paolicci, 1991; Praud et al., 2012). Mientras que, B. ovis no afecta la concepcién en
ovejas, sin embargo puede provocar mortalidad embrionaria con infertilidad transitoria en
la oveja, y en menor proporcion, abortos hacia el final de la gestacion (Paolicci et al.,
2013), al parecer, el aborto es causado por la placentitis que afecta la nutricion fetal y
bien, ocasiona abortos o el nacimiento de corderos prematuros o débiles, en este ultimo

caso, al sobrevivir los corderos infectados, éstos pueden ser un potencial portador de la
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bacteria, ademas que puede desarrollar la enfermedad al alcanzar la madurez sexual
(Buddle, 1983; Praud et al., 2012).

En el caso de las hembras, éstas, se recuperan de la infeccion luego del parto o
del aborto, sin embargo, se ha reportado que continan excretando B. ovis a través de
las secreciones vaginales y uterinas, placenta y loquios. Por otro lado, si bien la leche es
una potencial fuente de infeccion, no existe informacion de la transmision por esta via al

cordero lactante (Huges, 1972; Paolicci et al., 2013).
1.7. Identificacion del agente etiolégico.

En los ovinos, la bacteria causante del proceso infeccioso es la Brucella ovis, de
la cual se han documentado algunas de sus caracteristicas y la patogenicidad tanto en
carneros como en ovejas (Biberstein et al., 1964; Hughes, 1972; Brown et al., 1973). En
general, la brucelosis produce problemas que afectan el proceso reproductivo, a través
de afectar la fertilidad en machos y en el caso de las hembras por causar abortos. La
brucelosis es una enfermedad infecciosa cuya prevalencia es considerada del 2 al 40 %
(Radostitis et al., 1994). No se han comprobado casos en humanos por B. ovis (Achay
Szyfres, 2001).

Para la obtencién de muestras y aislamiento del agente etiolégico causante de
la brucelosis en ovinos se realizan varias técnicas, una de las mas valiosa para el
aislamiento de la B. ovis es en animales vivos a partir del semen, los hisopos vaginales
y la leche. El esperma (liquidos genitales) se pueden obtener facilmente con hisopos
tomados de la cavidad prepucial después de la electroeyaculacion. Dichos hisopos
también se pueden tomar directamente de la vagina de ovejas libres de brucelosis
inmediatamente después de la monta natural por un carnero que se sospecha de la
infeccion. Los carneros infectados presenten o no signos clinicos, pueden excretar la B.
ovis de forma intermitente con el esperma durante afios. Los hisopos vaginales que se
toman después de un aborto o parto prematuro y las muestras de leche son muestras
muy recomendables para aislar B. ovis de ovejas infectadas (LOpez et al., 2017; Sanchez
et al., 2018).
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Para el aislamiento de B. ovis después de la necropsia, los 6érganos preferidos
en cuanto a la probabilidad de aislamiento son el epididimo, vesicula seminal, las
ampulas de los conductos deferentes y los ganglios linfaticos inguinales de los carneros
y los ganglios linfaticos iliacos y supra mamarios en las ovejas. Sin embargo, para
obtener la sensibilidad maxima, se debe de realizar una busqueda completa que incluya
otros 6rganos y ganglios linfaticos (esplénicos, craneales, escapulares pre femorales, y
testiculares. También se pueden examinar los corderos muertos y las placentas. Los
sitios preferidos para el aislamiento a partir de los corderos abortados o nacidos muertos

son el contenido del abomaso y el pulmén (Lopez et al., 2017; Sanchez et al., 2018).

El microorganismo permanece viable durante 48 a 72 horas a temperatura
ambiente, pero si el cultivo va a retrasarse la supervivencia mejora refrigerdndolo o
preferiblemente congelando muestras tisulares. La B. ovis puede ser aislada de medios
no selectivos como el agar sangre base enriquecido con suero de ovino o bovino estéril,

al 10% o en medio de agar sangre con un 5-10% de sangre ovina estéril (OIE, 2018).
1.8. Epidemiologia.

Si bien como ya se menciond, la transmisién venérea es la principal via de
contagio en machos con experiencia sexual (Bulgin y Anderson, 1990; Radostits et al.,
1994), el contagio de carneros virgenes se produce frecuentemente durante los periodos
de estabulacién prolongada y durante el cual entran en contacto con orina de animales
infectados (Estein, 1999). En estas condiciones la bacteria ingresa al organismo a través
de las mucosas nasal (olfateo), oral (lamido), conjuntival o por la via percutanea a través
de heridas o escoriaciones (Buddle, 1983) (Bulgin y Anderson, 1990). Asimismo, la
conducta homosexual de los machos fuera de la época de servicio favoreceria la entrada

del microorganismo a través de la mucosa rectal (sodomia) (Bulgin y Anderson, 1990).
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El carnero infectado con B. ovis constituye el principal reservorio en el rebafo,
siendo el semen fundamental en la difusion de la enfermedad. La liberacion de B. ovis
en semen es intermitente y por periodos prolongados, habiéndose hallado cultivos
positivos hasta 80 semanas post-infeccion experimental (Paolicchi et al., 1991; Praud et
al., 2012).

Si bien B. ovis no afecta la concepcién, puede provocar mortalidad embrionaria
con infertilidad transitoria y en menor proporcion en hembras, abortos hacia el final la
gestacion (Gonzélez et al., 1994), asi como placentitis, con lo que se impide la nutricion
fetal y ocasiona abortos o el nacimiento de corderos prematuros o débiles. Sino se presta
adecuada asistencia en el momento del parto, el cordero infectado muere; si sobrevive
éste puede ser un potencial portador pudiendo desarrollar la enfermedad al llegar a la
pubertad y madurez sexual (Buddle, 1983).

Aungue la oveja se recupera de la infeccién luego del parto, se ha comprobado
gue ésta, excreta Brucella ovis a través de las secreciones vaginales y uterinas, placenta
y loquios. Asi mismo, si bien la leche puede ser una potencial fuente de infeccion, no
existe informacion de la transmision por esta via al cordero lactante (Hughes, 1972). Sin
embargo, podria ser un elemento importante para la persistencia de la enfermedad
dentro del rebafio, dado que los desechos vaginales infecciosos podrian entrar en

contacto con carneros susceptible (Hughes, 1972).
1.9. Transmisién y patogenia.

La causa de la enfermedad se encuentra presente en el semen de los animales
enfermos, y se transmite a los animales susceptibles una vez que la Brucella entra en
contacto con las membranas mucosas, ocurre durante el contacto homosexual, y coito

heterosexual (Kimberling, 1987, citado por Sanchez, 2018).

Durante la estacion no reproductiva a menudo los carneros conviven con
animales de diferentes edades, asi es comun que durante los contactos sea depositado

el semen en la mucosa rectal y en la zona perineal incluyendo la piel y lana de la misma
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zona de los animales montados, otros animales pueden montar al mismo animal y ello
permite el contagio; asi mismo es comun que durante el periodo reproductivo uno o
varios carneros monten a una misma hembra y en ella sea depositado semen de cada
uno de ellos, y al mismo tiempo entren en contacto con el semen de otros animales
(Kimberling, 1987; citado por Sanchez, 2018).

Una vez que la bacteria entra en contacto con la mucosa, el germen penetra en
el tejido del huésped y llega a los nodulos linfoides regionales a traves de la via linfatica
aferente. Posteriormente causa una hiperplasia de células reticulo endoteliales, algunos
organismos pasan atraves de los nédulos, entran a sangre y se difunden a otros érganos,
hasta localizarse en epididimos, vesiculas seminales, glandulas bulbos uretrales, y

ampulas (Kimberling, 1987; citado por Sanchez, 2018).

De 21 a 45 dias después de la exposicion original, el epididimo puede desarrollar
lesiones macroscopicas, y aproximadamente a los 60 dias, la infeccion se ha diseminado
a nodulos linfaticos, bazo e higado. Al localizarse en el epididimo, se inician cambios
alrededor del sitio afectado, los fluidos se comienzan a acumular en el tejido intersticial
y las células linfoides y células plasméaticas se congregan en los vasos sanguineos,
especialmente los neutrofilos migran al interior del conducto epididimal, posteriormente
las células experimentan hiperplasia creando pliegues que obstruyen el lumen y

desarrollan quistes murales (Kimberling, 1987; citado por Sanchez, 2018).

Posteriormente las masas de espermatozoides se acumulan proximales a la
oclusion y se extravasan dentro del tejido intersticial. Los segmentos de los conductos
repletos de espermatozoides provocan reacciones inflamatorias que se transforman en
granulomas. Seguido a la obstruccién completa de los conductos epididimarios, los
tubulos seminiferos degeneran y los testiculos se atrofian. Desafortunadamente las
lesiones macro se presentan mas comunmente en las glandulas vesiculares que en el
epididimo; por otro lado, se han reportado porcentajes de hasta el 14% de animales que

desarrollan las lesiones macroscopicas (Kimberling, 1987; citado por Sanchez, 2018).
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La calidad del semen puede variar en cuanto al nimero de espermatozoides,
leucocitos y bacterias, motilidad y deformidades independientemente de las lesiones
macroscopicas mencionadas con anterioridad. Posterior a la infeccion se desarrolla una
respuesta seroldgica; al disminuir la bacteriemia (aproximadamente a los dos meses), y
los anticuerpos séricos pueden aparecer dos semanas despueés y persistir por meses o

afos (Kimberling, 1987; citado por Sanchez, 2018).
1.10. Lesiones macroscopicas.

En estados avanzados el epididimo infectado puede estar considerablemente
aumentado de tamafio y con induracion. Al cortar la superficie pueden encontrarse
granulomas de células espermaticas con contenido de cremoso a rojo, pueden aparecer
también fibrosis y abscesos con focos mineralizados. Los testiculos pueden aparecer

suaves y atroficos (Kimberling, 1987; Radostits et al, 1994).

A la necropsia pueden encontrarse lesiones limitadas al aparato reproductor
(Carvalho et al., 2011), La tdnica vaginal puede adherirse en uno o varios puntos al
epididimo; en los estadios tempranos de la infeccion puede observarse un leve
crecimiento e induracién de la parte afectada del epididimo, el testiculo puede no

presentar cambios de tamarfio (Kimberling, 1987; como se citd en Sanchez, 2018).
1.11. Lesiones microscopicas.

Los tejidos intersticiales afectados presentan fibroplasia y es frecuente encontrar
granulomas de células espermaticas. Los conductos del epididimo pueden estar
dilatados y parcialmente llenos de espermatides y leucocitos. Las capas epiteliales
pueden presentar hiperplasia, a menudo formando quistes murales. Los tubulos
seminiferos pueden presentar atrofia en diversos grados. Algunos consistentes de capas
de membrana basal con células de Sertoli y otras de membrana basal afectada

presentando colapso en el lumen (Carvalho et al., 2011; Kimberling, 1987).
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Existe una variedad de cambios en la pared y epitelio de la ampula y conducto
deferente. Normalmente se encuentran areas focales de necrosis. Los neutréfilos estan
presentes entre las células del epitelio y distribuidas entre los espermatozoides y el
lumen del ampula. En las vesiculas seminales los neutréfilos se distribuyen entre las
células de la lamina propia del septo y el epitelio. Esas células se presentan en el lumen
de las dilataciones saculares formadas por el epitelio (Carvalho et al., 2011; Kimberling,
1987). Los cambios en el epitelio varian desde hiperplasia a picnosis y carriolisis
(Kimberling, 1987).

1.12. Diagnéstico clinico.

El diagnostico de la epididimitis contagiosa del carnero se basa en la
combinacion del examen clinico y su confirmacién mediante el aislamiento de B. ovis en
el semen y/o resultados positivos en las pruebas seroldgicas (Alton et al., 1988; Nakada
et al., 2011; Costa et al., 2013).

El examen clinico consiste en la palpacion del contenido escrotal, aunque el 50%
de los animales infectados no desarrollan una epididimitis palpable siendo portadores y
transmisores de la enfermedad, sin embargo, el hallazgo de un animal con epididimitis

es solo orientativo y se debe realizar el diagndstico diferencial (Estein, 1999; West, 2002).
1.13. Diagnéstico de laboratorio.

La prueba de ELISA supera en sensibilidad y especificidad a algunas técnicas y
permite el procesamiento de gran nimero de muestras simultdneamente, ademas la
hemolisis o las acciones vs el complemento del suero no afectan la reaccién de la prueba
de ELISA. Por otro lado, la desventaja que presenta esta prueba es que se requiere un
espectrofotometro para la lectura de la placa, lo que implica un mayor costo inicial. Los
mejores resultados se han obtenido por la combinacién de la inmunodifusion doble en
gel (IDDGA) y ELISA, resultando en una sensibilidad del 100% (Estein, 1999).
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Otra de las pruebas de laboratorio que se puede desarrollar para su diagnostico
es Fijacion de Complemento, con buena sensibilidad, sin embargo, este si puede

afectarse por hemolisis del suero (Hungerford, 1975).
1.14. Signologia.

Posterior al proceso de incubacion (dos a ocho semanas), las primeras lesiones
son detectables, en casos agudos puede notarse un leve crecimiento e induracion del
epididimo sin involucrar cambios en testiculos, puede existir dolor, adema e inflamacion
del escroto y engrosamiento de su contenido (Radostits et al., 1994). Puede haber una
reaccion sistémica caracterizada por fiebre, depresion e incremento del gasto respiratorio
acompafado de signos localizados en aparato reproductor (Radostits et al., 1994;
Hungerford, 1975).

Conforme avanza la infeccion el agrandamiento se vuelve fibrético y el testiculo
pierde consistencia y se atrofia. Algunos casos agudos pueden remitir y no presentar
lesiones mayores. Aungue las lesiones son principalmente en la cola del epididimo, se
pueden ver afectados cuerpo y cola del mismo 6rgano. De existir abscesos pueden ser
fluctuantes a la presion digital. Los carneros afectados pueden presentar libido normal y
la calidad seminal es extremadamente variable; el semen puede tener menor cuenta
espermatica, presencia de leucocitos, decremento de motilidad espermatica, incremento
de espermatozoides decapitados y una variaciéon del nimero de B. ovis (Kimberling,
1987; Radostits et al., 1994).
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1.15. Diagnéstico diferencial.

El diagnostico diferencial de la epididimitis causada por B. ovis, requiere
considerar epididimo-orquitis (epididimitis de los corderos) (Estein, 1999), abscesos y
mineralizacion testicular y varicocele. Algunas de esas enfermedades son indistinguibles
clinicamente, sin embargo, la prueba de ELISA puede diferenciar los casos de
epididimitis causada por B. ovis y la epididimo-orquitis; por otro lado, los cultivos pueden
servir para identificar especificamente la causa bacteriana (Kimberling, 1987;
Hungerford, 1975).

Los abscesos causados por Corynebacterium ovis pueden ocurrir en cualquier
parte del testiculo, epididimo y tunica vaginal, dichas lesiones pueden ser grandes,
pueden fluctuar a la palpacién y puede haber descarga de exudado a la superficie
escrotal a través de una fistula. Los abscesos pequefios en la cola del epididimo pueden
ser indistinguibles de la epididimitis causada por B. ovis, y el epididimo orquitis, causado
por Actinobacilius seminis. La mineralizacion testicular es generalmente unilateral, en
estados avanzados el testiculo es duro como piedra, pero puede ser de tamafio normal,
mientras que el epididimo puede estar de tamafio normal. Por otro lado, el varicocele de
la vena interna espermatica es una masa nodular firme en el cordon espermaético

proximal al plexo pampiniforme (Kimberling, 1987).
1.16. Prevencién y control.

El objetivo primario en los programas de control esta dirigido a que no se difunda
la infeccion entre los carneros (Radostits et al., 1994). Los siguientes procedimientos son

efectivos para reducir la incidencia y establecer granjas libres de la enfermedad:

1.-Separar corderos virgenes de animales mayores y potencialmente infectados.

Nunca mezclar animales libres con animales infectados.
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2.-Realizar pruebas a todos los carneros después de la estacion reproductiva
(durante la estacion de anestro) usando la aprueba de ELISA para B. ovis. ldentificar y
eliminar a todos los animales positivos. Repetir el procedimiento a intervalos de 45-60
dias durante el periodo de baja actividad sexual hasta que el rebafio se encuentre libre
de B. ovis. Simultdneamente podria realizarse palpacion de epididimo junto con las
pruebas de ELISA, y se deberan eliminar los reactores positivos, asi como los animales

que presenten lesiones macroscopicas.

Se deberan transferir a los animales negativos a ambientes limpios.
Subsecuentemente cada afio se debera realizar la prueba de ELISA y la revision clinica
durante la estacion de baja actividad sexual para determinar el estatus del rebafio
(Kimberling, 1987).

3.- Kimberling (1987). Sugiere la vacunacion de los animales a los 4-5 meses de
edad con B. mellitensis, sin embargo, se tiene el inconveniente de interferir con los titulos
de las pruebas seroldgicas; la vacunacion con B. ovis no confiere buena proteccion
ademas de interferir con las pruebas serolégicas contra B. melitensis por lo que en
México no estd recomendada para el control de la Brucelosis (NOM-041-ZO0-1995).

4.- Al adquirir animales nuevos en el rebafio libre, previamente deberan tener

dos pruebas negativas de ELISA (Kimberling, 1987).

De acuerdo con lo anteriormente citado, se puede establecer la importancia
(productiva, econémica y de salud publica) que tiene esta patologia en los ovinos. Por
ello, es importante investigar ain mas sobre Brucella ovis y su efecto en los rebafios del

pais.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La epididimitis infecciosa de los carneros causada por B. ovis, es una
enfermedad econdmicamente importante en México, ya que causa subfertilidad en los
carneros afectados, ademés de gastos por sacrificio de los animales afectados
(Kimberling, 1987; Estein, 1999; Carvalho, et al., 2012), aunado al gasto que representa
un tratamiento sin el adecuado diagndéstico en relacién con la B. ovis. Aun que si bien,
se conocen los cambios patolégicos producidos por B. ovis, aun no se establece
totalmente cédmo puede afectar la respuesta inmune la presentacion de lesiones
histopatologicas. Por lo que es importante desarrollar investigaciones encaminadas a
conocer mas de la patogenia, asi como los diferentes métodos de diagndstico, y los
cambios patolégicos que pueden desarrollarse en los animales expuestos a B. ovis, y
hacer un seguimiento de la respuesta inmune de la enfermedad. Por ello, para mejorar
el control de esta enfermedad es importante realizar estudios que permitan conocer mas
acerca de las lesiones histopatoldgicas que causa la B. ovis en los 6rganos reproductores
en machos de carnero; sobre todo, si se considera que las lesiones macro se presentan
una vez que la enfermedad tiene un avance crénico, con lo que la informacién podria
usarse para prevenir esta afeccion infectocontagiosa y obtener alternativas de accién

contra la infeccion de B. ovis.
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3. JUSTIFICACION.

México es el trigésimo cuarto productor mundial de carne de ovino. Sin embargo,
para satisfacer la demanda nacional requiere de importar cantidades grandes (6,734 ton)
de este tipo de carne de Australia y Nueva Zelanda, principalmente (SIAP, 2020). Este
déficit productivo es una ventana de oportunidad para los productores de ovinos en el
pais. De acuerdo con las importaciones de carne de ovino en México, se explicaria la
importancia de tomar con seriedad la afectacion por Brucella ovis, puesto que esta es
una bacteria que lesiona directamente el aparato reproductor de los carneros machos y
probable que sea un factor que limite la produccion de carne de ovino y provoque el
déficit para cubrir la demanda de este tipo de producto en el pais. Por lo que es
importante desarrollar estudios que permitan conocer mas respectos a esta enfermedad,
debido a que, la variabilidad de la prevalencia de la epididimitis por B. ovis puede ser de
2 a 40 % en los carneros del rebafio, pero sin la informacién adecuada, la prevalencia

podria superar el 40% (Gutiérrez et al., 2015).
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4. HIPOTESIS.

La inoculacion experimental de carneros (via mucosa o0 endovenosa) con
Brucella ovis, permite evaluar y describir con certeza el inicio de las lesiones
histopatoldgicas del aparato reproductor de estos animales, en especial las lesiones de
los epididimos; puesto que se registro el inicio de la inoculacion y se confirmo el
diagnéstico de la enfermedad dentro del lapso de los 21 dias post-inoculacién!. Ademas,
no solo se establecera (con las tinciones de BAAR y Gram) la morfologia microscépica
de B. ovis sino también, se observaran las bacterias en el sito de la lesion (epididimo

cabezal/cola).

! Evidencias mostradas en la investigacion de Sanchez et al. (2018); de la cual esta tesis es parte del
proyecto mayor: EVALUACION DE LA RESPUESTA INMUNE Y LAS ALTERACIONES SEMINALES EN
LA INFECCION EXPERIMENTAL CON Brucella ovis.
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5. OBJETIVOS.

5.1. Objetivo general.

Evaluar y describir las lesiones histopatoldégicas del aparato reproductor
(membrana nictitante, ganglio inguinal, vesicula seminal, testiculo derecho e izquierdo
rete testicular, capsula testicular, glandula bulbo Uretral, epididimo derecho e izquierdo
uretra pélvicatesticulos, cola, cabeza, cuerpo y ampulas) de los carneros infectados

experimentalmente con la cepa 01Zac-INIFAP de B. ovis.

5.2. Objetivos particulares.

1. Identificar, a través de tinciones de Hematoxilina y Eosina, Gram y BAAR, en
los cortes histopatoldgicos las lesiones que causa la B. ovis en: testiculos,
epididimo, glandulas bulbos uretrales y prostata diseminada de corderos

infectados experimentalmente.

2. Evaluar y describir las lesiones causadas por la inoculacion de B. ovis en los

diferentes tejidos del aparato reproductor de los carneros.

3. Caracterizar las lesiones causadas por la inoculacién de B. ovis via mucosa
e intravenosa en los diferentes tejidos del aparato reproductor de los

carneros.
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6. MATERIALES Y METODOS.

La preparacion de los cortes histopatoldgicos y tinciones de Hematoxilina y
Eosina, Gram y BAAR, se llevo a cabo en el Area de Histopatologia de la Unidad de
Servicios Auxiliares para el Diagnostico (USAD), Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia (FMVZ), Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (UMSNH),
ubicada en el Km 9,5 de la carretera Morelia-Zinapécuaro, municipio de Tarimbaro
Michoacan, Localizado al norte del estado en las coordenadas 19°48" de latitud norte y
101°10" de longitud oeste, a una altura 1960 msnm (INEGI, 2022), durante los meses de
julio y agosto, 2017.

Distribucidén de los grupos de inoculacion: De acuerdo con los tejidos que se
recibieron en cubos de parafina histol6gica se clasificaron en tres grupos (Sanchez,
2018) de acuerdo con el disefio experimental (Tabla 1):

Tabla 1. Disefio experimental de los carneros infectos experimentalmente con Brucella
ovis (cepa 01Zac-INIFAP) de acuerdo con el grupo y via de inoculacion.

Concentracion de

Grupo Via de tratamiento Volumen .
inoculo
1(n=6) Mucosa 'mstilacion conjuntival 0.5 mL 3.9x10° CFU/mL
Instilacion prepucial 0.5 mL
2 (n=6) Endovenoso Intravenosa 1.0 mL 3.9x10° CFU/mL

Instilaciéon conjuntival 0.5 mL SSF
Instilacion prepucial 0.5 mL SSF
SSF=Suero salino fisiolégico

3 (n=6) Control
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La instilacion en conjuntiva se realizé en el ojo izquierdo de cada animal con el
volumen y concentracion antes mencionados, mientras que la administracion prepucial
consistio en la introduccion del inéculo o la SSF segun el grupo usando una jeringa sin

aguja y posterior masaje en la abertura prepucial (Sanchez, 2018).

Grado de lesion histopatologica: Se caracterizaron las lesiones presentadas en
los tejidos de los 6rganos del aparato reproductor de los carneros, registrando las
lesiones y su ubicacion en el testiculo y el epididimo. A las lesiones se les clasifico de la
siguiente manera: grado un (*), lesion leve que incluyeran edema y problemas de
deslizamiento; grado dos (**), lesion moderada que incluyeran induraciones, grado tres
(***), lesion grave que incluyeran adherencias y granulomas, grado cuatro (****), lesion
severa, donde se observan los granulomas inter-espermaticos a nivel intersticial, con la

infiltracion de histicitos y linfocitos y fibroblastos.

Procesamiento de los cortes del aparato reproductor: De acuerdo con los cubos
de parafina histologica que se recibieron del tejido del aparato reproductor del carnero,
se procedio a realizar los cortes a 4 um de espesor, y se tifieron con Hematoxilina y
Eosina, GRAM y BAAR (Carvalho et al., 2011).

Procedimiento de las muestras previo para la elaboracion de tinciones: Se
realizaron los cortes a 4 um de espesor, en un micrétomo manual de rotacion de la marca
(MICROM® modelo HM325). Los cortes obtenidos se pasaron a un bafio de flotacién
para distenderse y posteriormente ser seleccionados para el proceso de tincion. Las
muestras tefiidas se sometieron a montaje con resina sintética (Entellan®, Merck, No.
1.07961, 500 ml).

Procedimientos de las tinciones: Lo tejidos, son incoloros y por ello se requieren
tefir para observar sus caracteristicas morfolégicas con el microscopio, lo cual se
consigue con el uso de los colorantes que son capaces de unirse de manera especifica

a estructuras del tejido aportandoles color.
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Hematoxilina de Harria-Eosina: En el anexo 10.3., se puede observar el
procedimiento de la tincion, para observando en el microscopio nucleos de color azul,

citoplasma de color rosado a rojo y los tejidos de color rosado al rojo (Prophet, 1995).

Acido-Alcohol resistente: En el anexo 10.1., podemos observar el procedimiento
de la tincion de BAAR por el método Fite para bacterias acido alcohol resistente
observando en el microscopio, cocobacilos o bacilos acido alcohol resistentes de color

rojos, con fondo azul (Prophet, 1995).

Gram: En el anexo 10.2., se observa el procedimiento de Coloracion de Brown 'y
Brenn (Gram), para la observacion de bacterias, observando en el microscopio bacterias
Gram-positivas de color azul, bacterias Gram negativas de color rojo y otros elementos

tisulares de color amarillo (Prophet, 1995).

EVALUACION DE LESIONES HISTOPATOLOGICAS DEL APARATO REPRODUCTOR DE LOS CARNEROS INFECTADOS

EXPERIMENTALMENTE CON Brucella ovis.
32



7. RESULTADOS Y DISCUSION.

Las infecciones causadas por B. ovis estan asociadas a problemas de indole
reproductivo; ello, en mayor o menor grado de afeccion dependiendo de varios factores,
entre los que se encuentran el sistema de produccion. Por un lado, el proceso puede
ocurrir en su forma subclinica y, en consecuencia, la salud y los indicadores reproductiva
de los carneros (< 50% de fertilidad) son afectados paulatinamente (por lo general las
lesiones se aprecian tardiamente) y con ello, la productividad y rentabilidad de los
sistemas de produccion. De aqui la importancia de los resultados encontrados en esta
investigacion, puesto que se pudo establecer con exactitud el inicio de la enfermedad de
los carneros analizados, al ser inoculados experimentalmente via mucosa o endovenosa
con B. ovis (cepa 01Zac-INIFAP) (Tabla 2).

Tabla 2. Tiempo minimo para diagnosticar seropositividad y maxima seropositividad en
borregos infectados experimentalmente con B. ovis.

Tiempo minimo Maxima seropositividad
Prueba/Via de Dia post- Tasa (%) EE Dia post- Tasa (%) EE
infeccién infeccion Promedio infeccion  promedio
ELISA/Mucosa 3 334 14 21 1002 14
ELISA/Endovenosa 3 50ab 14 28 1002 14
IGDA/Endovenosa 13 172 14 28 50° 14
IGDA/Mucosa 13 17ac 14 70 67° 14

EE= error estandar.
Literales  © indican diferencias (P<0.05) dentro de columna.

Fuente: (Sanchez et al., 2018).
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De acuerdo con los resultados, se pudo establecer que lo 6rganos mas afectados
de los carneros (G1) inoculados via mucosa (conjuntival y prepucial) con la cepa 01Zac-
INIFAP fueron los epididimos de la cola izquierdo y derecho (Anexos, Tabla 1); en donde
los hallazgos histopatolégicos mostraron tanto lesiones leves como graves; encontrando
edema, deslizamiento, induraciones, adherencias y granulomas; estos ultimos
(granulomas inter-espermaticos) presentaron, a nivel intersticial, infiltracion de

histiocitos, linfocitos y fibroblastos.

En cuanto a los dérganos mas afectados en los carneros analizados,
independientemente del tratamiento al cual fueron sometidos (Anexo Tabla 2), fueron los
epididimos, (cabeza, cuerpo y cola) en primer lugar; en segundo lugar, testiculos y en
menor grado, las glandulas accesorias (Ampula, vesicula seminal, glandula bulbo uretral
y prOstata ademas de la uretra), estas lesiones se describen en: grado uno (*), carneros
con lesiones leves que incluyeron edema y problemas de deslizamiento, grado dos (**),
lesiones que incluyeron induraciones y grado tres (***), casos con lesiones adherencias
y granulomas, grado cuatro (****) granulomas intraespematicos en el tejido intersticial,

con infiltracién de linfocitos, células plasméticas e inflacion tipo granulomatosa.

Sin embargo, en carneros inoculados con B. ovis (01Zac-INIFAP) via intravenosa
(G2), se observaron lesiones mas severas (carnero numero 49) vs carneros inoculados
via mucosa y endovenosa en epididimo (derecho), principalmente en la cabeza y cola.
Respecto al epididimo izquierdo (parte de la cola) se apreciaron lesiones histopatoldgicas
de leves a escasas. Evidencias similares a lo reportado por Cox et al., (1977); aspecto
gue sugiere mantener en constante vigilancia a los rebafios para realizar diagndsticos

tempranos y detectar mayor cantidad de carneros infectados.

Paolicchi et al., (1991), establecieron que los érganos mas afectado fueron los
epididimos, aspecto que concuerda con los hallazgos de esta investigacion. Sin
embargo, estos investigadores no sefialan lesiones bilaterales graves con adherencia e
induraciones, granulomas en la cola del epididimo. Aspecto que fue observado en el
100% de los carneros analizados y que fueron infectados experimentalmente con B. ovis

(cepa 01Zac-INIFAP) por ambas vias (mucosas y endovenosa).
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En relacién con el grupo control (G3), no se observaron lesiones histopatoldgicas
en los 6rganos membrana nictitante, ganglio inguinal, vesicula seminal, testiculo derecho
e izquierdo (rete testicular, capsula testicular), glandula bulbo uretral, epididimo derecho
e izquierdo (cabeza, cuerpo y cola) y uretra pélvica.

Sanchez et al., 2018, establecieron que las lesiones encontradas en carneros
diagnosticados con B. ovis muestran que esta bacteria muestra predileccion por el tejido
del aparato reproductivo de estos animales, e incluso, los carneros infectados por B. ovis
después de 30 dias post infeccion, las lesiones son mayores dentro del aparato
reproductivo. Aunado a ello, este patdgeno posee capacidad para sobrevivir dentro de
los macrofagos. Lo que hace mas dificil el control y erradicacion de la infeccion por el
propio organismo. Aspecto que le confiere a esta enfermedad la clasificacion de infeccion

cronica con afecciones en la fertilidad del carnero y en consecuencia del rebafio mismo.

Cuantitativamente, se encontré que, en los corderos inoculados via mucosas, la
cabeza del epididimo (derecho) fue la mas afectada (83.33% de los carneros analizados);
las colas de los epididimos tanto izquierdo como en el derecho, las lesiones fueron de
leve a moderado en un 66.66 % (Grafica 2). Pero, las lesiones histopatol6gicas
permitieron establecer que estas fueron predominantemente del tipo hiperplasia
(epitelial), atrofia de los estereocilios y formacién de vesiculas intraepiteliales e

infiltraciones de linfocitos.
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Grafica 2. Cabeza, cuerpo y cola del epididimo derecho e izquierdo Inoculacién por mucosas.
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Por lo general, en la literatura se establece que la epididimitis producto de la
infeccion por B. ovis, debido a las lesiones causadas en el aparato reproductor del
carnero causa epididimitis, subfertilidad e infertilidad en los machos de esta especie
(Carvalho et al., 2012; Antunes et al., 2013). Estas lesiones subclinicas o crdnicas se
restringen por lo general al epididimo. Pero eventualmente las lesiones se encuentran

en testiculos y glandulas asociadas al aparato reproductor (Costa et al., 2012).

En concordancia con los establecido con la literatura, sobre las lesiones de B.
ovis, en carneros infectados naturalmente, en esta investigacion se encontrd que la cola
del epididimo (derecho) la lesiones fueron clasificadas de leves a moderadas en un 50%.
Pero en la cola del epididimo (izquierdo), las lesiones fueron de leves y moderadas a
severas (Grafica 3). En el extremo de las lesiones observadas en carneros infectados
experimentalmente con esta bacteria se encontrd lesiones mas severas: formacion de
granulomas intraepiteliales espermaticos a nivel del tejido intersticial, con infiltracion de
linfocitos, células plasmaticas, macrofagos y fibras coldgena en un proceso de

inflamacion granulomatosa.
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Grafica 3. Cabeza, cuerpo y cola del epididimo derecho e izquierdo, inoculado por via endovenosa.
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Los hallazgos histopatologicos encontrados en esta investigacion, en torno a los
efectos de B. ovis, concuerdan con otras investigaciones, en las cuales se sugiere que
mas del 50% de los carneros infectados naturalmente muestran lesiones en el epididimo.
Aspecto que explicaria la reduccion en la calidad espermatica, motilidad, concentracion
y morfologia del esperma y los efectos detrimentales en la fertilidad de los rebafios

afectados por esta enfermedad (Cox et al., 1977; Carvalho et al., 2012).

En concordancia con los establecido con la literatura, sobre las lesiones de
Brucella ovis, en carneros infectados naturalmente, en esta investigacion se encontrd
gue la cola del epididimo (derecho) la lesiones fueron clasificadas de leves a moderadas
en un 50%. Pero en la cola del epididimo (izquierdo), las lesiones fueron de leves y
moderadas a severas (Grafica 3). En el extremo de las lesiones observadas en carneros
infectados experimentalmente con esta bacteria, el carnero 49 mostré lesiones mas
severas: formacion de granulomas intraepiteliales espermaticos a nivel del tejido
intersticial, con infiltracién de linfocitos, células plasméticas, macréfagos y fibras

coldgena en un proceso de inflamacién granulomatosa.

En contra parte, las lesiones provocadas por la inoculacién via mucosas, a nivel
rete testicular, solo se observo una degeneracién testicular muy leve en el 16.66% de los
testiculos procedentes de los carneros sometidos a esta infeccion experimentalmente
por la via citada anteriormente (Grafica 4). Ello, en comparacion con la degeneraciéon
testicular de forma leve a grave encontrada en el grupo de animales inoculados via

endovenosa (Grafica 5).
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Grafica 4.Lesion Testicular izquierda y derecho inoculado por mucosas.
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Grafica 5. Lesién Testicular izquierdo y derecho inoculado por via endovenosa.

En cuanto a la proporcién de individuos que presentaron lesiones en las
glandulas anexas (Grafica 6), se observaron solo lesiones leves en las glandulas
accesorias las cuales son hiperplasia de forma leve en los tejidos glandulares y solo
algunas infiltraciones leves de linfocitos en las laminas basales. En la uretra pélvica solo
se observo formas vesiculares de forma leve en la mucosa epitelial y de forma
esporadica, no encontrando lesiones significativas. No obstante, las lesiones severas en
estas glandulas se encontraron en el 66.6 y hasta el 100% de los individuos infectados

experimentalmente via mucosas.
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Grafica 6. Lesiones en Glandulas Anexas Inoculacion por Mucosas.

Mientras que, las lesiones en glandulas anexas en carneros infectados
experimentalmente via endovenosa (Grafica 7), las lesiones encontradas se clasificaron
en leves (hiperplasia). Sin embargo, en algunos cortes se encontraron infiltrados de

linfocitarios; pero, en su mayoria no se observo lesiones significativas en la uretra

pélvica.
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Grafica 7. Lesiones en Glandulas anexas, inoculacion por via endovenosa.

EVALUACION DE LESIONES HISTOPATOLOGICAS DEL APARATO REPRODUCTOR DE LOS CARNEROS INFECTADOS

EXPERIMENTALMENTE CON Brucella ovis.
39



Los hallazgos histopatolégicos encontrados en esta investigacion, en torno a los
efectos de B. ovis, concuerdan con otras investigaciones, en las cuales se sugiere que
mas del 50% de los carneros infectados naturalmente muestran lesiones en el epididimo.
Aspecto que explicaria la reduccién en la calidad espermatica, motilidad, concentracion
y morfologia del esperma y los efectos detrimentales en la fertilidad de los rebafios

afectados por esta enfermedad (Cox et al., 1977; Carvalho et al., 2012).
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8. CONCLUSION.

En el presente trabajo se observaron y evaluaron las lesiones histopatoldgicas
del érgano mas afectado por la infeccion experimental de B. ovis, siendo dicho érgano:
el epididimo izquierdo, principalmente la parte correspondiente a la cola. Las lesiones de
B. ovis (cepa) presentan varios grados de afeccion, de los cuales la mas importante es
el proceso de induracion, que puede presentarse cuando la infeccion es via mucosa o

endovenosa.

El segundo érgano con mayor afectacion por la infeccion experimental con B.
ovis (cepa) via endovenosa es el testiculo, el cual presenta lesiones leves pero
significativas; puesto que incluye adherencias. Sin embargo, se debe destacar que este
proceso de afectacion es secundario al proceso producido en epididimos como

consecuencia de formaciones granulomatosas a nivel del epididimo.

El resto de los érganos afectados por B. ovis (cepa), tal como la uretra pélvica,
es generalizado; puesto que las lesiones se encuentran en el 100% de los carneros
infectados experimentalmente por via endovenosa o mucosas, aunque si bien, en la
infeccion via mucosas se presentan el mismo tipo de lesiones, pero con menor severidad.
Lo mismo sucede en las glandulas anexas, &mpula, vesicula seminal, prostata, y bulbo
uretral, las lesiones son leves y con presencia de adherencias en infeccion experimental

con ambas vias de inoculacion (mucosa y endovenosa).

Con la utilizaciéon de las técnicas de tincion de bacilos acido alcohol resistente
(BAAR) y la tincion de GRAM se pueden observar artefactos positivos en los epididimos
de carneros infectados experimentalmente con B. ovis (cepa), tanto por via mucosas
como endovenosa. Aspecto que, puede complementar la investigacion en torno a esta
enfermedad y profundizar en el proceso y en las lesiones que produce la infeccioso de

la B. ovis.
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10. ANEXO DE TINCIONES.

METODO FITE PARA BACTERIAS ACIDO ALCOHOL RESISTENTE.

Fijacion: Formalina neutra al 10 %, estabilizada.

SOLUCION DE ACEITE DE MANI-XILENO.

Aceitede mani. ... 1 una parte.

XilENO. .. 2 partes.

Solucién Carbol-Fucsina de Ziehl-Neelsen

Cristales fenol derretidos ..o, 2.5 mL.
Alcohol etilico absoluto. ... 5.0 mL.
Fucsina basica...........oooviiiiiiii 0.5 mL.
Aguadestilada.........cooeiiiiii 50.0 mL.
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Filtrar antes de usar.
Solucion Alcohélica Acida al 1% (C.3).

Solucion de Matriz de Azul de Metileno (C.3).

Solucién diaria de Azul de Metileno.

Solucién Matriz de azul de metileno...................... 10.0 mL.

Agua Corriente. ..o 90.0 mL.

Procedimiento:

1.- Desparafinizar las laminas a través de la solucion de aceite de mani-xileno, dos veces

durante 12 minutos cada uno.

2.- Dejar secar las laminas al aire durante 15 minutos, la capa delgada de aceite que

permanece en la ldmina, ayuda a prevenir el dafio y la contraccion del tejido.
3.- Colorear con carbol-fucsina filtrada durante 30 minutos.
4.- Lavar con agua durante 3 minutos.

5.- Diferenciar las laminas con solucion alcohdlica acida hasta que las secciones

aparezcan de color rosa palido.
6.- lavar con agua corriente, durante tres minutos.
7.- Contrastar con solucion diaria de azul de metileno.

8.- Enjuagar con agua el exceso de la solucion diaria de azul de metileno.
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9.- Deshidratar las laminas rapidamente a través de alcohol etilico al 95% y alcohol etilico
absoluto, dos veces cada uno. No dejar las laminas en alcohol.

10.- Aclarar con xileno, dos cambios, dos minutos cada uno.

Resultados:

COLORACION DE BROWN Y BRENN (GRAM).

Fijacion: Formalina neutra al 10% estabilizada.

Secciones de parafina de 6 micrones.

Soluciones:
Solucién de Cristal Violeta (C.3).

Solucién de bicarbonato de sodio al 0.25%.

Solucién Diaria de Fucsina Basica.

Fucsina basica matriz

Agua destilada
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Acetona.

Solucion de acido picrico —acetona...............ccoeeviinnnn 0.1 gr.

ACBIONA .. 100.0 mL

Solucién de acetona — xileno.

ACBIONA. ..o 50.0 mL.

XIlBNO. o 50.0 mL.

Procedimiento.

1.- Desparafinizar e hidratar hasta llegar al agua destilada.

2.- Colocar las laminas sobre un soporte tefiido y colocar 1 mL. (20 gotas) de la solucion

de cristal violeta y agregar cinco gotas de solucion de bicarbonato de sodio al 5% durante

un minuto. Agitar suavemente. La solucién puede mezclarse antes de ser usada.

3.- Enjuagar con agua.

4.- Empapara las laminas con la solucion de yodo de Gram, ddrate 1 minuto.

5.- Enjuagar con agua.

6.- Descolorar con acetona.

7.- Enjuagar con agua.

8.- Enjuagar las laminas con la solucién diaria de fucsina basica, durante 1 minuto.

Enjuagar.
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9.- Colocar las laminas en un frasco de Coplin con agua.?
10.- Sumergir las laminas individualmente en acetona para comenzar la reaccion.

11.-Diferenciar inmediatamente cada lamina con la solucién de &cido picricoacetona
hasta que las secciones aparezcan de un color amarillento rosado.

12.- Enjuagar rapidamente con acetona, luego con la solucion de acetona-xilol.

13.- Aclarar con xileno, 2 veces y montar con un medio resinoso.

Observaciones.

Bacterias Gram-positivas ...........ccooiiiiiiiiii Azul
Bacterias Gram negativas ..o Rojo
Filamentos de Nocardia y Actinomicetas ...................ccooiiienn. Azul
NUCIEOS ... s Rojo
Otros elementos tisulares .........ccoviiiiiii i Amarillo

Originalmente se usaba una solucién de etil-éter-acetona para descolorar las
secciones secas con papel secante. Por razones de seguridad en el laboratorio, el uso

de etil-éter se ha eliminado y se usa la acetona para descolorar.

Las lAminas permanecen en agua antes de colocarlas en acetona. Las laminas

ya no se secan con ‘papel secante” antes de colocarlas en acetona. (Edna B. Prophet,
1995).
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PROCEDIMIENTOS DE HEMATOXILINA & EOSINA DE HARRIS.

FIJACION: Formalina neutra al 10%, estabilizada, fijadores de Bonuin o de Zenker.

SOLUCIONES: En parafina, celoidina o por congelacion, en 3 a 20 micrones.

Solucion.

ALCOHOL ACIDO AL 1% (C.3).
AGUA AMONIACAL (C.3).
SOLUCION SATURADA DE CARBONATO DE LITIO (C.3).

SOLUCION DE EOSINA-FLOXINA

HEMATOXILINA DE HARRIS

Hematoxilina ... 50¢g
Etanol @l 20090 .......oneiiiiee 50.0 mL
Alumbre de potasio 0 de amonio ...........ccccevveiiiiiiiiinannnn.. 100.0 mL
Aguadestilada .........oooiiiiii 1000.0 mL
OXidO rojo d€ MEICUIIO ...euvieieiee i 25¢g
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Use un frasco de 2000 mL para el alumbre y agua, y uno mas pequefio para el
etanol y la hematoxilina. Disuelve completamente el alumbre en el agua destilada con la
ayuda de calor y de un agitador magnético. Agite vigorosamente para disolver la
hematoxilina en alcohol, a temperatura ambiente. Remueva el alumbre y el agua
destilada de la fuente de calar. Lentamente combine las dos soluciones. Devuelva las
soluciones ya combinadas a la fuente de calor. Haga hervir la mezcla tan rapido como
sea posible, aproximadamente 1 minuto o menos. Remueva del calor y lentamente afiada
el 6xido de mercurio. Si el 6xido de mercurio afiade muy rapidamente, la reaccion hara
gue la solucién hierva y se derrame. Devuelva la solucién a la fuente de calor hasta que
se torne de un calor purpura oscuro, remuévala del calor, y péngala en un recipiente con
agua fria hasta que baje la temperatura. La solucién entonces esté lista. Aflada 20 mL
de acido acético glacial para intensificar la tincion nuclear. Filtrar la solucién cada vez

antes de usatr.

Procedimiento.

1. Desparafine las laminas e hidrate hasta llegar al agua destilada, antes de tefiir.

2. Tifila en hematoxilina de Harris, filtrada recientemente, de 6 a 15 minuto.

Lave en agua corriente de 2 a 5 minutos.
Diferencie en alcohol acido al 1%, 1 to 2 remojones.

Lave brevemente en agua corriente.

0N P

Coloque las laminas en una solucion débil de agua amortiguadora o en una
solucion saturada de carbonato de litio hasta que las secciones se vean de un
color azul brillante.

7.- Lave concienzudamente en agua corriente por 10 minutos.

8.- Cologue en etanol al 80% por uno u dos minutos.
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9.- Contraste con una solucion de eosina-floxina por 2 minutos.

10.- Deshidrate y aclare a través de dos cambios de etanol al 95% cada uno, luego

etanol absoluto, y luego xileno, dos minutos en cada cambio.

11.- montar con medio resinoso.

Observaciones.
NUCIEOS. ... e, Azul.
Citoplasma. ... ..o Rosado a rojo.
La mayoria de 10S tejidos.........ccoeiiiiiii e Rosado al rojo.
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11. ANEXO DE RESULTADOS

Tabla 3. Inoculacion en mucosas de B. ovis (01Zac-INIFAP) en la mucosa conjuntival y prepucial.

T-Der T-lzq Epidd.Der Epidd.lzq
Animal | Mem- | Ganglio | Vesi. | Ampula | Rete- | Cap.Tes | Rete-Tes | Cap.Tes | Glan | Cabeza | Cuerpo Cola Cabeza Cuerpo Cola Ure.Pelv
Nict -Ing Sem Tes Buv-Ur
39 | NDL | NDL | NDL | NDL | NDL | NDL NDL NDL | NDL | NDL * ** * * * NDL
44 | NDL | NDL | NDL | NDL | ** NDL NDL NDL | NDL | NDL | NDL ** NDL NDL *x NDL
68 | NDL | NDL * * NDL | NDL NDL NDL | NDL | NDL * ** * * *x NDL
67 | NDL | NDL | NDL | NDL | NDL | NDL NDL NDL | NDL | NDL | NDL ** NDL NDL * *
61 | NDL | NDL * NDL | NDL | NDL NDL NDL | NDL | NDL | NDL * NDL * * NDL
37 | NDL | NDL | NDL | NDL | NDL | NDL NDL NDL | NDL ** NDL rE ** * * *

Mem-Nict= Membrana Nictitante, Ganglio-Ing= Ganglio inguinal, Vesi.Sem= Vesicula Seminal, T-Der= Testiculo Derecho, Rete-Tes=
Rete Testicular, Cap.Tes = Capsula Testicular, T-1zq= Testiculo Izquierdo, Glan Buv-Ur= Glandula Bulbo Uretral, Epidd.Der=
Epididimo Derecho, Epidd.lzq= Epididimo Izquierdo, Ure.Pelv= Uretra Pélvica, grado*= grupo uno lesién leve incluyen edema

intersticial y exudacién serofibrinosa; grado**= grupo dos lesién moderada incluye hiperplasia del epitelio epididimal con formacién
de vesiculas intraepiteliales y acumulacion de linfocitos en areas peri vasculares basales; grado***= grupo tres lesion grave
incluyeran adherencias y granulomas espermaticos, grado ****= grupo cuatro incluye una lesion severa, donde se observan los
granulomas interespermaticos a nivel intersticial, con la oinfiltracién de histicitos y linfocitos y fibroblastos, N°- = no se determina
lesiones.
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Tabla 4. Inoculacién de B. ovis (01Zac-INIFAP) via intravenosa.

T-Der T-lzq Epidd.Der Epidd.lzg
Animal Mem- Ganglio Vesi. Ampul Rete- Cap.Tes Rete-Tes Cap.Tes Glan Cabeza Cuerpo Cola Cabeza Cuerpo Cola Ure. Pelv
Nict -Ing Sem a Tes Buv-Ur
45 NDL NDL * * *% *% *% *% NDL *kk *% *% * *kk *% *
36 | NDL | NDL | NDL | NDL | ** ** ** ** NDL ** NDL *x NDL * * *
49 NDL NDL * * * * * * NDL *% NDL *% *kk *kk *kkk *
38 | NDL | NDL | NDL | NDL * * ** * NDL ** NDL * * NDL ** *
56 | NDL | NDL * NDL | ** *x * * NDL *x NDL * NDL * *x *
50 | NDL | NDL * NDL | NDL | NDL NDL NDL | NDL ** * * * NDL ** *

Mem-Nict= Membrana Nictitante, Ganglio-Ing= Ganglio Inguinal, Vesi.Sem= Vesicula Seminal, T-Der= Testiculo Derecho,
Rete-Tes= Rete Testicular, Cap.Tes = Capsula Testicular, T-l1zq= Testiculo Izquierdo, Glan Buv-Ur= Glandula Bulbo
Uretral, Epidd.Der= Epididimo Derecho, Epidd.lzq= Epididimo Izquierdo, Ure.Pelv= Uretra Pélvica, grado*= grupo uno
lesion leve incluyen edema intersticial y exudacion serofibrinosa; grado**= grupo dos lesion moderado incluye hiperplasia
del epitelio epididimal con formacién de vesiculas intraepiteliales y acumulacion de linfocitos en areas perivasculares
basales; grado***= grupo tres lesion grave incluyeran adherencias y granulomas; grado ****= grupo cuatro incluye una
lesion severa, donde se observan los granulomas interespermaticos a nivel intersticial, con la infiltracién de histicitos y
linfocitos y fibroblastos, NP- = no se determina lesiones.
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Tabla 5. Inoculacién conjuntival y prepucial con solucién salina de fosfato al 0,9 %, (control).

T-Der T-1zq Epidd.Der Epidd.lzq
Animal MNﬁg- G:jr;%ﬁo \é(::q An;pul R_lfeéi- CapTes | Rete-Tes | Cap.Tes B(j\llaa r Cabeza | Cuerpo Cola Cabeza Cuerpo Cola Ure.Pelv
35 | NDL | NDL | NDL | NDL | NDL | NDL NDL NDL | NDL | NDL NDL | NDL | NDL NDL NDL NDL
58 | NDL | NDL | NDL | NDL | NDL | NDL NDL NDL | NDL | NDL NDL | NDL | NDL NDL NDL NDL
43 | NDL | NDL | NDL | NDL | NDL | NDL NDL NDL | NDL | NDL NDL | NDL | NDL NDL NDL NDL
40 | NDL | NDL | NDL | NDL | NDL | NDL NDL NDL | NDL | NDL NDL | NDL | NDL NDL NDL NDL
42 | NDL | NDL | NDL | NDL | NDL | NDL NDL NDL | NDL | NDL NDL | NDL | NDL NDL NDL NDL
65 | NDL | NDL | NDL | NDL | NDL | NDL NDL NDL | NDL | NDL NDL | NDL | NDL NDL NDL NDL

Mem-Nict= Membrana Nictitante, Ganglio-Ing= Ganglio inguinal, Vesi.Sem= Vesicula Seminal, T-Der= Testiculo Derecho, Rete-Tes=

Rete Testicular, Cap.Tes = Capsula Testicular, T-1zq= Testiculo Izquierdo, Glan Buv-Ur= Glandula Bulbo Uretral, Epidd.Der=

Epididimo Derecho, Epidd.lzq= Epididimo Izquierdo, Ure.Pelv= Uretra Pélvica, grado*= grupo uno lesién leve incluyen edema
intersticial y exudacion serofibrinosa; grado**= grupo dos lesién moderado incluye hiperplasia del epitelio epididimal con formacién

de vesiculas intraepiteliales y acumulacién de linfocitos en areas perivasculares basales; grado***= grupo tres lesion grave

incluyeran adherencias y granulomas, grado ****= grupo cuatro incluye una lesion severa, donde se observan los granulomas

interespermaticos a nivel intersticial, con la oinfiltracion de histicitos y linfocitos y fibroblastos, NPt = no se determina lesiones.
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12.ANEXO: IMAGENES HISTOLOGICAS DE LAS LESIONES

Vesicula seminal de los carneros que fueron inoculas por via intravenosa (49, 56 y 50),
conjuntival y prepucial (61 y 68), donde se observa una lesion leve infiltrado de linfocitos y
polimorfonucleares a la luz de la glandula (flecha negra) (figura 3).

Figura 3. Microfotografia 40x del corte vesicula seminal.

Ampula se observa una lesion leve; infiltrado de linfocitos y polimorfonucleares en la luz de un
séaculo (flecha negra 1), semen en un saculo (flecha negra 2), liquido ampula en un saculo (flecha
negra 3) (figura 4).

Figura 4. Microfotografia 10x del corte de ampula.

EVALUACION DE LESIONES HISTOPATOLOGICAS DEL APARATO REPRODUCTOR DE LOS CARNEROS
INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE CON Brucella ovis.
60



El rete testicular derecho de los carneros que fueron inoculados por via intravenosa (45, 35 y 56),
conjuntival y prepucial (44), donde se observa una moderada; degeneracién de los tubulos
seminiferos (flecha negra) (figura 5).

Figura 5. Microfotografia 4x del corte testiculo derecho del rete testicular.

Rete testicular derecho de los carneros que fueron inoculas por via conjuntival y prepucial (49 y 38),
donde se observa una lesion leve; edema intersticial (flecha negra) (figura 6).

Figura 6. Microfotografia 10x del corte testiculo derecho del rete testicular.
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La capsula testicular derecha de los carneros que fueron inoculas por via intravenosa (45, 36 y 56),
donde se observa una moderada; degeneracion del epitelio testicular (flecha negra 1), capsula
testicular (flecha negra 2) (figura 7).

Figura 7. Microfotografia 10x del corte testiculo derecho cpsula testicular.

Cépsula testicular derecha de los carneros que fueron inoculas por via intravenosa (49 y 38), donde
se observa una lesion leve; degeneracion del epitelio testicular y edema intersticial (flecha negra 1),
capsula testicular (flecha negra 2) (figura 8).

Figura 8. Microfotografia 10x del corte testiculo derecho cdpsula testicular.

EVALUACION DE LESIONES HISTOPATOLOGICAS DEL APARATO REPRODUCTOR DE LOS CARNEROS
INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE CON Brucella ovis.
62



Rete testicular izquierdo de los carneros que fueron inoculas por via intravenosa (45, 36 y 38),
teflidos con Hematoxilina y Eosina, donde se observa una lesiéon moderada; degeneracion epitelial
testicular (flecha negra 1), edema intersticial (flecha negra 2) (figura 9).

Figura 9. Microfotografia 10x del corte testiculo izquierdo rete testicular.

Rete testicular izquierdo de los carneros que fueron inoculados por via intravenosa (49 y 56), donde
se observa una lesion leve; degeneracion del epitelio testicular (flecha negra) (figura 10).

Figura 10. Microfotografia 10x del corte testiculo izquierdo rete testicular.
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Cépsula testicular izquierdo de los carneros que fueron inoculas por via intravenosa (45 y 36), tefiido
con Hematoxilina y Eosina, donde se observa una lesion moderada degeneracion (flecha negra)
(figura 11).

Figura 11. Microfotografia 10x del corte testiculo izquierdo capsula testicular.

Capsula testicular izquierdo de los carneros que fueron inoculas por via intravenosa (49, 38 y 56),

tefiido con Hematoxilina y Eosina, donde se observa una lesion leve degeneracion testicular (flecha
negra) (figura 12).

Figura 12. Microfotografia 10x del corte testiculo izquierdo cépsula testicular.
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Cabeza del epididimo derecho de los carneros que fueron inoculas por la mucosa conjuntival y
prepucial (37), y via intravenosa (36, 49, 38, 56 y 50), tefiido con Hematoxilina y Eosina, donde se
observa una lesién moderada con edema intersticial e infiltracion de linfocitos e histiocitos y

macrdéfagos en las laminas basales epiteliales y formacion de quistes intraespematicos (flecha negra)
(figura 13).

Figura 13. Microfotografia 10x corte de la cabeza del epididimo derecho.

Cabeza del epididimo derecho inoculacion por la via intravenosa (45), tefiido con Hematoxilina y

Eosina, donde se observa una lesion grave, Quiste intraepitelial, hipertrofia del epitelio del epididimo
y atrofia de los estereocilios epiteliales (flecha negra) (figura 14).

Figura 14. Microfotografia 40x del corte cabeza del epididimo.
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Cuerpo del epididimo derecho de los carneros que fueron inoculas por la mucosa conjuntival y
prepucial (39 y 68), y via intravenosa (50), tefiido con Hematoxilina y Eosina, donde se observa una

lesién leve de infiltracion perivascular de linfocitos y polimorfonucleares, ademas de edema
intersticial (flecha negra) (figura 15).

Figura 15. Microfotografia 10x del corte cuerpo del epididimo derecho.

Cuerpo del epididimo derecho de los carneros que fueron inoculas por via intravenosa (50), tefiido

con Hematoxilina y Eosina, donde se observa una lesion moderada. Con la formacién de quistes
espermaéticos intersticiales (flecha negra) (figura 16).

Figura 16. Microfotografia 10x del corte del cuerpo del epididimo derecho.
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Cola del epididimo derecho de los carneros que fueron inoculados por via intravenosa (38, 56 y 50),

y mucosa conjuntival y prepucial (61), tefiido con Hematoxilina y Eosina, donde se observa una lesion
leve, edema intersticial (flecha negra) (figura 17).

Figura 17. Microfotografia 10x del corte la cola del epididimo derecho.

Cola del epididimo derecho de los carneros que fueron inoculas por via intravenosa (45, 36 y 49), y
mucosa conjuntival y prepucial (39, 44, 68y 67), teflido con Hematoxilina y Eosina, donde se observa

una lesion moderada donde se observa quistes intraepiteliales e intersticiales, engrosamiento del
intersticio (flecha negra) (figura 18).

Figura 18. Microfotografia 10x del corte de la cola epididimo derecho.
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Epididimo derecho de la cola de los carneros que fueron inoculas por mucosa conjuntival y
prepucial (37), tefiido con Hematoxilina y Eosina, donde se observa una lesion grave, hiperplasia
epitelial, fibrosis intersticial (flecha negra) (figura 19).

Figura 19. Microfotografia 40x del corte epididimo derecho cola.

Endometrial izquierdo cabeza de los carneros que fueron inoculas por la mucosa conjuntival y
prepucial (39 y 68), y via intravenosa (45, 38, 50), tefiido con Hematoxilina y Eosina, donde se
observa una lesion leve de quistes intraepiteliales (fecha negra) (figura 20).

Figura 20. Microfotografia 40x del corte endometrial izquierdo cabeza.
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Cabeza del epididimo izquierdo de los carneros que fueron inoculas por via intravenosa (37), tefiido

con Hematoxilina y Eosina, donde se observa una lesién moderada, aumento de células fibrosas a
nivel intersticial. (flecha negra) (figura 21).

Figura 21. Microfotografia 10x del corte cabeza del epididimo izquierdo.

Epididimo izquierdo cabeza de los carneros que fueron inoculas por via intravenosa (49), tefiido con
Hematoxilina y Eosina, donde se observa una lesién grave, de granuloma intraespematicos, con una

reaccion inflamatoria de tipo granulomatosa, con infiltrados célulares de mononucleares linfocitos
histiocitos y fibroblastos. (flecha negra) (figura 22).

Figura 22. Microfotografia 10x del corte epididimo izquierdo cabeza.
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Cuerpo del epididimo izquierdo de los carneros que fueron inoculas por la mucosa conjuntival y
prepucial (39, 68, 61y 37), y via intravenosa (36 y 56), tefiido con Hematoxilina y Eosina, donde se
observa una lesién leve de quistes intraepiteliales y atrofia de los estereocilios (flecha negra) (figura
23).

Figura 23. Microfotografia 40x del corte cuerpo del epididimo izquierdo.

Epididimo izquierdo que fueron que inoculados por via intravenosa (45 y 49), tefiido con Hematoxilina

y Eosina, donde se observa una lesion grave formacion de una inflamacién de tipo granulomatosa
(flecha negra) (figura 24).

Figura 24. Microfotografia 10x corte del cuerpo del epididimo izquierdo.
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Epididimo izquierdo los carneros que fueron inoculas por via intravenosa (36), y la mucosa
conjuntival y prepucial (39, 67, 61,39), tefiido con Hematoxilina y Eosina, donde se observa una
lesion leve, edema intersticial (flecha negra) (figura 25).

Figura 25. Microfotografia 10x del corte la cola del epididimo izquierdo.

Epididimo izquierdo de los carneros que fueron inoculas por via intravenosa (45, 38 y 56), y la
mucosa conjuntival y prepucial (44 y 68), tefiido con Hematoxilina y Eosina, donde se observa una
lesiébn moderada, edema intersticial y fibrosis (flecha negra) (figura 26).

Figura 26. Microfotografia 10x del corte cola del epididimo izquierdo.
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Cola del epididimo izquierdo de los carneros que fueron inoculas por via intravenosa (49), tefiido con
Hematoxilina y Eosina, donde se observa una lesion severa Inflamacion de tipo granuomatosa donde
se observa la presencia de células globulosas macrofagos, histiocitos linfoctos (fecha negra) (figura
27).

Figura 27. Microfotografia 100x del corte de la cola del epididimo izquierdo.
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Uretra pélvica de los carneros que fueron inoculas por la mucosa conjuntival y prepucial (67 y 37), y
via intravenosa (45, 36, 49, 38, 56 y 50), tefiido con Hematoxilina y Eosina, donde se observa una
lesién leve escasas vesiculas intraepiteliales con descamacion epitelial (flecha negra) (figura 28).

Figura 28. MicrofotografialO x del corte uretra pélvica.
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Tincion BAAR de la cola del epididimo 100x, en la figura izquierda se observa el fondo azul, se
observa artefactos de morfologia sospechoso a cocobacilos Acido alcohol resistente 0 BAAR,

negativo y la figura de la derecha es una ampliacion donde se muestran mas definidos los artefactos
(flechas negras) (figura 29).

Figura 29. Cola del epididimo, BAAR.

Tincion Gran de la cola del epididimo 100x, en la figura de la izquierda se observa el fondo amarillo,
ndcleos de las células de color rojo; observando artefactos de morfologia sospechoso a cocobacilos

Gram negativo y en la figura de la derecha es una ampliaciéon donde se muestran los artefactos
(flechas negras) (figura 30).

Figura 30. Cola del epididimo, Gram.
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