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RESUMEN

La brucelosis ovina por Brucella ovis es una enfermedad de prevalencia alta en Argentina. Para evaluar
la patogenicidad de B. ovis y la respuesta serolégica durante el Ultimo mes de gestacién, 6 ovejas se
distribuyeron en dos grupos: G1, ovejas prefiadas, n = 4 y G2, ovejas no prefiadas, n = 2. Tres ovejas
del G1 (15 dias preparto) y una del G2 fueron inoculadas con B. ovis. Se analizaron muestras de suero
mediante diferentes pruebas seroldgicas. Se realizd aislamiento y PCR a partir de mucus cérvico-vaginal
(mcv), placenta y leche. En las muestras de placenta se realizd histopatologia. Las hembras del G1
parieron corderos vivos; se detectaron anticuerpos en las ovejas desafiadas del G1 a partir de los 5 dias
posinoculacion. El mev de las ovejas desafiadas resultd negativo al aislamiento en ambos grupos. Las
muestras de leche del G1 fueron positivas por cultivo y PCR a B. ovis. La técnica de PCR resulté positiva en
las placentas de las ovejas desafiadas del G1. La histopatologia revel6 una placentitis necrética supurativa
en una de las ovejas desafiadas. El desafio con B. ovis preparto resulté en la invasién de la placenta y de la
glandula mamaria, con la consecuente excreciéon de la bacteria por leche. La infeccion con B. ovis indujo
una respuesta humoral temprana en las ovejas. La colonizacion de la placenta por B. ovis y la excrecion de
la bacteria por la leche sugieren un potencial riesgo de infeccion activa para los corderos y la posibilidad
de que estos se comporten como portadores latentes de la infeccion.
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ABSTRACT

Immune response and reproductive consequences in experimentally infected ewes with Brucella
ovis during late pregnancy. Ovine brucellosis by Brucella ovis is a highly prevalent disease in Argentina.
This study aimed to evaluate the pathogenicity of B. ovis and the serological response in ewes during late
pregnancy and in their offspring. Six adult ewes were distributed in two groupsG1 (pregnant females, n = 4)
and G2 (nonpregnant females, n = 2). Three pregnant ewes at 15 days prepartum and one nonpregnant eve
were inoculated with B. ovis. Sera of sheep and their offspring were analyzed by different serological tests.
Samples of cervicovaginal mucus, placenta and milk were studied by bacteriology. A Brucella genus-specific
PCR assay was carried out in placenta and milk samples. Placenta samples were hystopathologically
processed. G1 females gave birth to live lambs, but one died hours postpartum. Serological techniques
employed detected antibodies in serum of inoculated pregnant animal 5 days postchallenge. Sera of female
controls G1 and G2 remained negative throughout the study. Cervicovaginal mucus of infected ewes in
G1 and G2 yielded negative results to bacteriology, but B. ovis was isolated from milk. The PCR assay
was positive for the placenta and milk from inoculated pregnant ewes. Histopathology revealed necrotic
suppurative placentitis in one placenta. However, although results demonstrated that B. ovis can invade the
placenta and mammary gland, this bacterium did not cause abortion when it was inoculated intravenously
at 15 days prepartum. B. ovis infection induced an early humoral response in pregnant ewes, but their lambs
remained seronegative, indicating that there was no transfer of antibodies in infancy. Placenta colonization
and milk excretion of B. ovis involves a potential source of infection for lambs, which could play a role as
latent carriers of infection.
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INTRODUCCION

La brucelosis ovina causada por Brucella ovis
es una enfermedad infectocontagiosa que afecta
al ganado ovino y que se caracteriza por provocar
epididimitis e infertiidad en el carnero (3). La
transmision de la infeccion se produce por la via
venérea durante la estacion reproductiva, o entre
machos cuando existe sodomia u olfateo prepucial
(5). Ademas, se ha sugerido la via congénita como
una ruta probable de infeccidon; sin embargo, la
presencia de anticuerpos en el calostro contribuiria
a la eliminacion de B. ovis en el cordero (6, 7, 10). En
la oveja prefiada, la infeccion natural puede provocar
mortalidad embrionaria con infertilidad transitoria,
placentitis, aborto tardio (9, 12, 17) o el nacimiento
de corderos débiles, que mueren a las pocas
horas o dias de nacidos (14). Esta enfermedad esta
ampliamente distribuida a nivel mundial y ocasiona
importantes pérdidas econdmicas en la produccion
ovina debido a la disminucién en los porcentajes de
prefiez, paricion y corderos vivos al momento del
destete en las majadas infectadas (11).

En la oveja prefada, el diagnostico bacteriolégico
se apoya en el aislamiento de B. ovis a partir de
muestras de mucus cérvico-vaginal, placenta, leche
y/o tejidos de los fetos abortados (1). Por otro lado,
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una
prueba sensible que permite detectar en fluidos y
tejidos fragmentos del ADN de distintas especies de
Brucella (2, 4, 25).

El diagnostico indirecto se basa en el empleo
de pruebas seroldgicas que detectan anticuerpos
especificos, algunas de las cuales son la fijacién de
complemento (FC) (3), la inmunodifusion en gel de
agarosa con extracto salino de B. ovis (IDGA-HS)
(19) y el enzimoinmunoensayo indirecto (ELISAI) con
antigeno lipopolisacarido rugoso (LPS-R) (ELISAi LPS-R
B.ovis) (24). En la actualidad existen, ademas, otras
pruebas serolégicas que emplean como antigeno a B.
canis, que es la otra especie rugosa del género Brucella
y que comparte epitopes con B. ovis. Estas pruebas
incluyen la aglutinaciéon rapida en placa (Rapid Slide
Agglutination Test o RSAT) (8) y la técnica de ELISAI
contra B. canis (ELISAI B. canis) (15).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar en ovejas
prefiadas e infectadas al final de la gestacién: a) la
patogenicidad de B. ovis, b) la colonizacion bacteriana
de la placentay de la glandula mamaria, y c) la respuesta
serolégica en estas hembras y en su crias.

MATERIALES Y METODOS

Animales
Se emplearon 6 ovejas adultas de la raza Romney Marsh
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pertenecientes a un establecimiento libre de brucelosis
ubicado en la provincia de Buenos Aires (Argentina) y
dedicado a la produccion ovina. Al inicio del ensayo, todas las
ovejas presentaron un estado sanitario 6ptimo y resultaron
seronegativas al ELISAiI LPS-R B.ovis. Las ovejas fueron
alojadas en corrales dela EEAINTA Balcarce, con alimentacion
ad libitum compuesta por una racion balanceada y pastura
natural. Los animales se identificaron con nUmeros mediante
aretes plasticos y se distribuyeron al azar en los siguientes
grupos experimentales:

- Grupo 1 (G1): cuatro ovejas (N.° 1, 2, 3 y 4) fueron
sincronizadas mediante induccién con 60 mg de
medroxiprogesterona impregnada en esponja. A los 14 dias
se extrajo la esponja y se inyectaron 200 Ul de hormona
PMSG via parenteral. Cuarenta'y ocho horas mas tarde fueron
inseminadas con 300 pl de semen fresco (dosis total 4 x 108
espermatozoides) extraido de un carnero Romney Marsh de
probada fertilidad y libre de brucelosis.

- Grupo 2 (G2): dos ovejas (N.° 5y 6) sin inseminar y no
prenadas.

Diagnoéstico de prenez

Serealizé ecografia transvaginal a las ovejas del G1 los dias
38, 53 y 68 posinseminacion artificial con el fin de monitorear
el estado de prefiez y registrar pérdidas embrionarias durante
el periodo predesafio.

Preparacion del inéculo

Se utilizd la cepa de referencia B. ovis PA76250 (INRA,
Nouzilly, Francia) conservada a -80 °C en el cepario de
la Facultad de Ciencias Veterinarias, U.N.C.P.B.A. En el
momento de su uso fue recuperada mediante siembra en
agar tripteina de soja adicionado con 0,5 % de extracto de
levadura (TSAYE) y 5 % de suero equino en atmodsfera con
10 % de CO,. Para incrementar su virulencia, esta cepa fue
inoculada en ratones BALB/c, y recuperada a partir del bazo
en el mismo medio de cultivo a los 21 dias posinoculacién.
Se preparé el inéculo para el desafio de las ovejas y la
concentracion final determinada por recuento retrospectivo
fue de 6,2 x 108 UFC/ml (18).

Desafio con Brucella ovis

Tres ovejas del G1 (N.° 1, 2 y 3) fueron desafiadas a los
135 dias de gestacion mediante venopuncion yugular con 1
ml del in6culo; una de las ovejas del G2 (N.° 6) fue desafiada
del mismo modo, en la misma fecha. Las dos ovejas
restantes de cada grupo (N.° 4 y N.° 5) no fueron inoculadas
y permanecieron como controles sin desafiar. A partir del
momento del desafio y una vez por semana hasta el momento
del parto de las ovejas prefiadas, se realizaron los registros
térmicos via transrectal y la toma de muestras de sangre
por puncion yugular para la obtencién de suero para andlisis
serolégico. En el momento de las pariciones se registraron
los siguientes datos: viabilidad de las crias y retencién de
placenta. Los corderos fueron pesados el dia del nacimiento;
se verificd su condicion sanitaria clinica y se identificaron con
aretes plasticos numerados.

Estudios bacteriolégicos y moleculares

En las ovejas del G1 se tomaron muestras de placenta
en el momento del parto y también de mucus cérvico-
vaginal y de leche a los 8, 15, 30, 45 y 60 dias posparto. Las
muestras obtenidas se colocaron en recipientes estériles y
fueron procesadas para su cultivo en placas con agar sangre
Columbia (Oxoid Ltd, Wad Road, Basingstoke, Inglaterra)
adicionado con 7 % de sangre bovina desfibrinada estéril
y agar Skirrow con antibiéticos (23). Se incubd a 37 °C en
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atmosfera con 10 % de CO, y observé diariamente durante 14
dias, como ha sido descrito anteriormente (20). Ademas, con
el fin de descartar otros patégenos del area genital en ovinos,
las muestras se cultivaron en agar Mac Conkey (Oxoid Ltd.) en
condiciones de aerobiosis durante 24 h. Las colonias fueron
identificadas y tipificadas por su actividad enzimatica frente
a urea, oxidasa, produccion de SH,, requerimientos de CO, y
crecimiento en distintas concentraciones de tionina o fucsina,
segun Alton (1).

Las muestras de leche y de placenta de las ovejas del
G1 fueron procesadas mediante PCR. Para el andlisis en
leche se utilizé el siguiente protocolo: 1 ml de leche cruda
fue adicionado con tampén de lisis [100 pl de SDS 10 % vy
20 pl de proteinasa K (100 pg/ml)] e incubado durante 40 min
a 65 °C. Posteriormente se realizaron dos extracciones con
fenol/cloroformo/isoamilico (24:24:1). Luego de centrifugar 10
min a 12 000 r.p.m. se efectué una segunda extraccién con
cloroformo/alcohol isoamilico (24:1). Una vez centrifugado se
le transfirio el sobrenadante, a éste se agregaron 100 pl de
NaCl 5 M, 0,6 vol de isopropanol y se incubé a -20 °C toda la
noche. Tras la centrifugacion se descart6 el sobrenadante y se
efectuaron dos lavados con etanol frio al 70 %. Se centrifugd
durante 10 segy se eliminé el exceso de alcohol a 65 °C, 5 min.
El material resultante se resuspendié en 50 pl de Tris-HCI, pH
8, 10 mM y se conservé hasta la realizacién de la PCR. Para
el andlisis por PCR de placenta, a 100 mg de placenta se le
agregaron 880 pl de buffer TE (Tris 50 mM / EDTA 50 mM, pH
8), 100 pl de SDS, 10 % y 20 pl de proteinasa K (100 pg/ml),
esta mezcla se incub6 4 h a 65 °C. El procesamiento posterior
fue idéntico al descrito para la leche.

Para el desarrollo de la PCR se utilizaron los cebadores
B4/B5 que reconocen una region interna de la secuencia
del gen BCSP31 de 223 pb, que codifica para una proteina
periplasmica de 31 kDa que se encuentra conservada en
todas las especies de Brucella (2). La PCR fue acondicionada
para un volumen final de 25 pl que contenia 1,25 U de Taq
polimerasa (Promega, EE.UU.), buffer ADN polimerasa 1x (10
mM Tris-HCI pH 8,5 y 1,5 mM de MgCl,), 200 uM de cada
dNTP y 25 pl de H,O. La reaccion fue llevada a cabo en un
termociclador MyCicler Thermal Cycler (Bio-Rad, California,
EE.UU.) con una desnaturalizacién inicial de 95 °C durante 5
min, 35 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 1 min,
hibridacién a 60 °C durante 1 min y extension a 72 °C durante 1
min. La extension final fue de 10 min a 72 °C, y mantenimiento
a 15 °C. La electroforesis se realiz6 en un gel de agarosa al
1,5 % en buffer TAE (10 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA, pH 8)
con 0,5 pg/ml de bromuro de etidio. Como control positivo
se empled ADN de la cepa B. ovis REO 198 y como control
negativo la mezcla sin muestra El gel se documenté utilizando
un equipo Fotodyne (Wisconsin, EE.UU) con el programa
CollageTM worksheet.
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Estudios serologicos

Se obtuvieron muestras de sangre de las ovejas
inmediatamente antes del desafio y una vez por semana hasta
los 61 dias posinoculacién. Los corderos fueron sangrados
con la misma frecuencia desde el nacimiento hasta los 73 dias
de vida, tiempo en que finalizé el ensayo. Los sueros de las
ovejas fueron analizados por ELISAi LPS-R para B. ovis (24)
y por IDGA-HS con extracto salino de B. ovis (19). Ademas,
se realizaron las pruebas de RSAT y ELISAI con el antigeno
HS de B. canis, utilizando la metodologia ya descrita (8, 15).
Los sueros de los corderos fueron analizados solo por ELISAI
LPS-R para B. ovis.

Estudios histopatolégicos

Las muestras de placenta fueron fijadas en formol
tamponado al 10 %. Se realizaron cortes de 5 pm y se
colorearon con hematoxilina y eosina segun técnicas de
rutina para su analisis microscépico.

RESULTADOS

Prenez y paricion

Todas las ovejas del G1 resultaron con prefiez
confirmada mediante ecografia a los 51 dias
posinseminacion y parieron corderos vivos con un
peso promedio de 4,8 kg + 0,5 kg, el tiempo de
gestacion promedio fue de 158 dias + 2 dias. La
oveja N.° 1, perteneciente al grupo desafiado del
G1, parié un cordero de peso normal que murié a
las pocas horas de nacido. Este fue hallado 24 h
después con registros de depredacion salvaje y en la
necropsia no se observaron lesiones macroscopicas
compatibles con brucelosis. El cultivo bacteriologico
de los pulmones y liquido del abomaso dio resultado
negativo y no se pudieron obtener muestras de
6rganos adecuadas para procesar el material por
PCR. Durante el periodo evaluado no se registraron
alteraciones en la temperatura rectal de las ovejas.

Bacteriologiay PCR

Todos los cultivos de mucus cérvico-vaginal
y placenta resultaron negativos al aislamiento
de B. ovis, sin observarse el desarrollo de otros
patégenos de importancia reproductiva en ovinos.

Tabla 1. Resultados del cultivo bacteriolégico y de la PCR para identificacion de B. ovis en muestras de leche de
las ovejas prefiadas/desafiadas y de la oveja control no desafiada

Dias posparto

8 15 30 45 60
Oveja N.°
Cultivo  PCR Cultivo PCR Cultivo PCR Cultivo PCR  Cultivo PCR
1 - + - + + + + +
2 - + - - - -
3 - + - + + + + +

4 (control)
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Se aislo B. ovis de las muestras de leche de dos
ovejas desafiadas del G1 (N.° 1 y 3) a partir de los 30
dias posparto (Tabla 1). Por otro lado, las muestras
de leche de las ovejas desafiadas del G1 (N.° 1, 2
y 3) resultaron positivas por PCR a partir del dia 8
posparto (Figura 2), esto es, 22 dias antes de obtener
resultado positivo en el cultivo bacteriolégico de
leche. La prueba de PCR aplicada a las muestras de
placenta de las ovejas del G1 dio resultado positivo
en 2 de las 3 ovejas inoculadas (N.° 1y 3) (Tabla 1).
La oveja N.° 4 del G1 (control no desafiada) resultd
negativa a la bacteriologiay ala PCR en las muestras
obtenidas posparto.

Serologia

A partir del dia 5 posdesafio se detectaron
anticuerpos en una de las ovejas del G1 (N.° 1)
mediante la prueba de RSAT. Dos de la ovejas
desafiadas del G1 (N.° 1y 3) resultaron positivas a la
prueba de IDGA-HS a partir del dia 12 posdesafio.
La otra oveja inoculada de este grupo (N.° 2) resultd
positiva a las pruebas de RSAT e IDGA-HS a partir
de los dias 33 y 40 posdesafio, respectivamente.
Las tres ovejas desafiadas del G1 permanecieron
positivas hasta la finalizacién del ensayo (Tabla 2).
Las ovejas del G2 (no prefadas), tanto la control
como la desafiada (N.° 5 y 6, respectivamente),
resultaron siempre negativas a las pruebas de RSAT
e IDGA-HS. Las ovejas N.° 1, 2 y 3 del G1 resultaron
positivas al ELISAi LPS-R para B. ovis a partir de
los dias 12, 54 y 26 posdesafio, respectivamente.
Por otro lado, en la oveja desafiada del G2 (N.°
6), este ELISA detectd titulos positivos con dos
picos en los dias 33 y 54 posdesafio (Figura 3). Las
ovejas N.° 1, 2 y 3 reaccionaron en el ELISAI para
B. canis a partir de los dias 19, 26 y 40 posdesafio,
respectivamente. La oveja control del G1 (N.° 4) y
las dos ovejas del G2 (N.° 5y 6) resultaron negativas
a esta técnica en el periodo de estudio (Figura 4).
Los sueros de los corderos resultaron negativos en
el ELISAI para B. ovis.

Histopatologia

En la oveja N.° 3 del G1 se observé una placentitis
necrética supurativa epitelial y perivasculitis con
presencia de polimorfonucleares neutrofilos (Figura
1). En el resto de las ovejas del G1 no se observaron
lesiones histolégicas placentarias.

DISCUSION

En el presente trabajo fueron evaluadas las
consecuencias reproductivas y la respuesta
inmunitaria humoral en ovejas con prefiez avanzada
de 135 dias, tras la inoculacion con B. ovis. El
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Figura 1. Placentitis supurativa (ovejaN.° 3). Las flechasindican
el area con mayor concentracion de polimorfonucleares
neutroéfilos. Hematoxilina y eosina, aumento 100X.

()1 23 4567 891011121314 1516 (-) (+)

223 pb

+“—

Figura 2. Resultados del andlisis por PCR de leche y placenta
de las ovejas del grupo G1. (-) Control negativo de reaccién
(mezcla sin muestra). Lineas 1-3: leche de oveja N.° 4 (control
no desafiada); linea 4: placenta de oveja N.° 1; lineas 5-7: leche
de oveja N.° 1; linea 8: placenta de oveja N.° 2; lineas 9-11:
leche de oveja N.° 2; linea 12: placenta de oveja N.° 3; lineas
13-16: leche de oveja N.° 3; (+) control positivo de ADN de
B. ovis REO 198. Las muestras de leche corresponden a los
diferentes tiempos de muestreo posparto.

experimento fue disenado con el objetivo de estudiar
las probables consecuencias epidemioldgicas que
conllevaria la infeccion de ovejas sanas con B. ovis
durante la prefiez avanzada, expuestas a la infeccion
por cohabitar el predio con abortos de ovejas
infectadas en la majada. En nuestro trabajo el desafio
con la cepa patogena de B. ovis PA76250 en la
prefiez avanzada no provoco abortos ni alteraciones
en el periodo de gestacion normal, y la cepa de
desafio no fue recuperada por cultivo bacteriolégico
de las placentas ni del mucus cérvico-vaginal de las
ovejas desafiadas. Sin embargo, 2 de las 3 muestras
de placentas del grupo desafiado (G1) resultaron
positivas por la técnica de PCR y, ademas, una
de estas muestras placentarias presentd lesiones
histopatologicas compatibles con una placentitis
necroética por B. ovis.

Ladosisde desafiodeB. ovisylaviadeinoculacion
empleadas en este experimento coinciden con lo
informado por Ris (22). Otros autores han empleado
dosis superiores (108 UFC, 10° UFC) y otras vias de
infeccion (intraconjuntival, intravaginal e intrauterina),
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Figura 3. Evolucién de los niveles de anticuerpos séricos de las ovejas de los grupos G1
y G2 medidos mediante ELISA-anti LPS-R B. ovis. Valores de referencia: negativo: DO
0-0,094; sospechoso: DO 0,095-0,119; positivo: DO > 0,120.
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Figura 4. Evolucion de los niveles de anticuerpos séricos de las ovejas de los grupos G1
y G2 medidos mediante ELISA-anti B. canis. Valor de referencia: positivo % > 39.
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Tabla 2. Resultados seroldgicos de las pruebas de IDGA-HS y RSAT en ovejas de los grupos G1y G2

Grupo  Oveja N.°

Dias posdesafio

0 12 19 26 33 40 47 54 61
1 IDGA - + + + + + + + +
RSAT - + + + + + + + +
2 IDGA - - - - - + + + +
RSAT - - - - + + + + +
G1
3 IDGA - + + + + + + + +
RSAT - + + + + + + + +
4 (control)  IDGA - - - - - - - - -
RSAT - - - - - - - - -
5 (control)  IDGA - - - - - - - - -
G2 RSAT - - - - - - - - -
6 IDGA - - - - - - - - - -
RSAT - - - - - - - - - -

IDGA: inmunodifusion en gel de agarosa; RSAT: rapid slide agglutination test.

se obtuvieron en todos los casos entre 63 y 75
% de infeccion placentaria (10, 12, 17). Nuestros
resultados sugieren que el tiempo de gestacion en
el cual se realiz6 el desafio y la concentracion de
bacterias utilizada para el desafio fueron adecuados
para que B. ovis colonizara la placenta, pero no
suficientes para provocar abortos o el nacimiento
de corderos infectados. Asimismo, en otros ensayos
en los que se efectud la inoculacidn experimental
en etapas tempranas o avanzadas de la gestacion,
los resultados revelan que si bien B. ovis genera una
endometritis grave, la bacteria posee una reducida
capacidad para inducir abortos en ovejas o la muerte
perinatal de los corderos (10, 13).

En referencia a la colonizacién por B. ovis en las
ovejas desafiadas del G1, el resultado positivo ala PCR
en leche a partir de los 8 dias posparto indicaria que,
a pesar del estado avanzado de la gestaciéon cuando
se realizé el desafio, B. ovis se localizé en la glandula

mamaria, lo que dio como resultado la excrecion
permanente de B. ovis en este fluido. Aunque en
nuestro trabajo no se comprobd la infeccion de los
corderos durante el periodo estudiado, trabajos
previos han demostrado que la infeccion mamaria y
de los linfonédulos adyacentes favorece la infeccion
de los corderos durante la lactancia, el desarrollo de
infecciones latentes y la persistencia de la infeccién
en la majada, sin la intervencion directa por via
venérea de los carneros (10, 16).

La persistencia de los titulos serolégicos y la
infeccién en ovejas enfermas con B. ovis por mas
de un afo indican que la infeccion persiste de
una estacién reproductiva a la siguiente, lo que
ocasiona la aparicién de animales infectados por
brucelosis (10, 21). En nuestro trabajo, la respuesta
serolégica especifica contra B. ovis detectada
en todas las ovejas prefiadas e infectadas en las
primeras semanas posdesafio demuestra la utilidad
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de diferentes pruebas seroldgicas que incluyeron
antigenos homologos y heterélogos (B. canis). En
efecto, tanto las técnicas de ELISAI, reconocidas
por su mayor sensibilidad y especificidad, como las
pruebas de IDGA-HS y RSAT permitieron identificar
en animales prefiados la infeccion con B. ovis. En
contraste, en la oveja no prefada e infectada se
observé una respuesta seroldgica intermitente solo
mediante la prueba de ELISAIi para B. ovis. Si bien
los datos corresponden a un animal, no hemos
encontrado en la bibliografia consultada informacion
sobre la respuesta seroldgica en ovejas infectadas
no prefiadas.

Brucella ovis inoculada en ovejas al final de la
gestacion coloniza la placentay la glandula mamaria
y estimula la produccion de anticuerpos especificos
detectables en el suero en las primeras semanas
posinfeccion. Por lo tanto, el diagndstico seroldgico
aplicado en este tipo de animales gestantes resulta
util para identificar las ovejas positivas antes de
que se produzca el aborto o el nacimiento de los
corderos y la consiguiente eliminacion de material
infeccioso dentro de la majada.

El empleo de la técnica de PCR aplicada
a muestras de leche de ovejas constituye un
meétodo diagndstico alternativo o complementario
al cultivo bacteriolégico, ya que es una prueba
rapida y sensible que permite detectar fragmentos
especificos de ADN prescindiendo de la viabilidad
de la bacteria y aun en presencia de otros
microorganismos contaminantes (2). A su vez, los
resultados obtenidos con la aplicacion de la PCR
en laleche materna permitieron la deteccion precoz
de la infeccidén en relacién con la bacteriologia. Si
bien no se pudieron realizar estudios por PCR en los
érganos del cordero muerto, el uso de esta técnica
con el material obtenido de abortos permitiria
aumentar la probabilidad de obtener resultados
positivos a la infeccion por Brucella.

En conclusién, la correcta identificacion
en cualquier época del afo de los animales
posiblemente infectados con B. ovis permitiria
mejorar el estatus sanitario de las explotaciones
ovinas con brucelosis y contribuiria a reducir el
riesgo de reinfeccion de las ovejas en estas majadas
infectadas. El uso complementario de varias
pruebas de diagnéstico serolégico, bacterioldgico
y de biologia molecular aplicadas a las muestras de
leche y/o de placenta de las ovejas que abortaron
aumentaria el espectro de posibilidades de
identificacién temprana de B. ovis.
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