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Resumen:

En este estudio se tuvo como objetivo determinar P. multocida, M. haemolytica, H. somni y
M. bovis en pulmones de bovinos macroscdpicamente sanos mediante PCR. El estudio se
Ilevd a cabo en 82 pulmones de bovinos macroscopicamente sanos. Se realizo la extraccion
de ADN de las muestras pulmonares. Después, se realiz6 la PCR utilizando todos los
cebadores especificos. Mediante evaluacion molecular, se lograron resultados positivos para
P. multocida, M. haemolytica, H. somni y M. bovis en 4 (4.8 %), 4 (4.8 %), 6 (7.3 %)y 3
(3.6 %) de las muestras, respectivamente. Se detectaron infecciones mixtas en cinco
muestras. De las muestras, dos fueron positivas tanto para P. multocida como para M.
haemolytica, dos fueron positivas tanto para M. haemolytica como para H. somni y una fue
positiva tanto para P. multocida como para H. somni. Sin embargo, no se detecté una muestra
positiva que transportara todos los patdégenos. En conclusion, P. multocida, M. haemolytica,
H. somni y M. bovis son los patdgenos oportunistas importantes del tracto respiratorio en
bovinos y estos patdgenos tienen un papel importante durante las infecciones. Pero la
naturaleza multifactorial de la enfermedad respiratoria bovina y el sistema inmunolégico
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afectaron la formacion de la enfermedad. Por lo tanto, en primer lugar, se debe fortalecer la
inmunidad de los bovinos y se deben mantener bajo control otras condiciones.
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Introduccion

La enfermedad respiratoria bovina (ERB) es uno de los principales problemas de salud en
becerros y bovinos adultos, y tiene un gran impacto econdémico en la industria ganadera‘*-3),
La ERB en los hatos causa pérdidas econdmicas debido al aumento de los costos de
tratamiento, la disminucion de la produccion y el sacrificio®. La ERB tiene una etiologia
compleja, que involucra agentes bacterianos y virales. Ademas, algunos factores
predisponentes, como las fallas de manejo, los problemas ambientales y de defensa del
hospedero influyen en la ocurrencia de infecciones®.

Los agentes bacterianos mas frecuentemente aislados de la enfermedad respiratoria son
Pasteurella multocida (P. multocida), Mannheimia haemolytica (M. haemolytica),
Histophilus somni (H. somni) y Mycoplasma bovis (M. bovis)® . Pasteurella multocida es
uno de los principales patdgenos bacterianos y conduce a sintomas clinicos durante la ERB
en becerros neonatales y bovinos. La bacteria, que se detecta no solo en bovinos infectados
sino también en los sanos, se aisla de hisopos pulmonares, nasofaringeos y nasales y de los
lavados transtraqueales. Por lo tanto, el diagnéstico de P. multocida se convierte en un
problema si se detectan sintomas clinicos asociados con neumonia en bovinos®.

Del mismo modo, M. haemolytica se presenta normalmente en la mucosa nasal faringea en
bovinos sanos. Sin embargo, la bacteria se convierte en un patdgeno en condiciones
inadecuadas, como deficiencia nutricional y estabulacién sobrepoblada e infecciones virales.
Tras la rapida proliferacion de M. haemolytica dentro del pulmén infectado, se presenta
bronconeumonia fibrinopurulenta grave. Ademas, produce una potente leucotoxina que
destruye los macrofagos y los neutr6filos®%. Debido a estas propiedades, esta bacteria se
acepta como el patogeno mas dafino para el pulmon.

H. somni es una bacteria que normalmente se presenta no solo en el tracto respiratorio sino

también en el tracto reproductivo. Al igual que con los patdgenos mencionados
anteriormente, H. somni también estd causando infecciones como meningoencefalitis
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trombotica (MET), neumonia, septicemia, mastitis, artritis, miocarditis e infecciones
reproductivas bajo condiciones inapropiadas con sintomas clinicos®13),

M. bovis no es sbélo enfermedad respiratoria sino también produce artritis, mastitis,
infecciones genitales y abortos®. Infecciones moderadas en bovinos que tienen el potencial
de causar una infeccion con manifestaciones clinicas graves de bacterias, asi como dificultad
de diagndstico, resistencia a penicilina y sus derivados; también existe un problema
importante en las explotaciones de cria de ganado con el mecanismo de resistencia de los
antibioticos®®. Al mismo tiempo, la rapida propagacion de bacterias en el hato bovino fue
un resultado de M. bovis que lo hace importante®®,

La ERB se conoce como infeccion polimicrobiana en hatos bovinos y se registra
principalmente en vacas mas jovenes®. Por lo tanto, el diagnostico de la ERB requiere el
uso de diferentes métodos (convencionales y moleculares) para determinar las bacterias que
son efectivas en la etiologia. En particular, el uso de diferentes medios, las condiciones de
incubacion (temperatura y relacion Oy) y las diferencias entre los métodos de diagnostico
convencionales requieren el uso de métodos mas rapidos. El diagnéstico molecular de los
patdgenos basado en técnicas de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas
en inglés) se puede utilizar para la identificacion y evaluaciones detalladas. Las técnicas
moleculares, que son mas sensibles que los métodos bacterioldgicos, son preferidas,
especialmente para la identificacion directa de patdgenos a partir de muestras de
tEjidO(8'9'15’16).

El objetivo de este estudio fue determinar P. multocida, M. haemolytica, H. somni y M. bovis
de pulmones de bovinos macroscépicamente sanos mediante PCR.

Material y métodos

Procedimiento de muestreo

Se recogieron un total de 83 muestras de pulmon de diferentes mataderos. Se tomé una pieza
de muestra de pulmon de los pulmones sin lesiones y se colocd en tubos estériles
transportados al laboratorio con cadena de frio.

Cultivo y extraccion de ADN

Se tomé una pieza de muestra y se colocé en el tubo Eppendorf. Brevemente, cada muestra
se colocd en placas de Petri estériles y luego las muestras se dividieron en partes utilizando
bisturis y boligrafos estériles. El cultivo en caldo solo se usé para M. bovis. Una pieza de
muestra de pulmon para el aislamiento de M. bovis inoculada en un medio de caldo PPLO e
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incubada a 37 °C en %5 de CO> durante 5 dias. Se utilizaron cultivos en caldo PPLO para la
extraccion de ADN de M. bovis, se utilizaron muestras de pulmon lisadas para la extraccion
de ADN de otras bacterias. EI ADN se extrajo de las muestras de pulmédn mediante el uso de
un kit para purificacion de ADN genoémico (Qiagen-DNeasy Blood and Tissue Kit-EE. UU.).
Se siguieron las instrucciones del fabricante.

Reaccion en cadena de la polimerasa

Los procedimientos de PCR, que involucraron condiciones de ciclo y mezcla de reaccién, se
realizaron de acuerdo con informes anteriores®”819 (Cuadro 1). La mezcla de reaccion se
prepard con un volumen total de 50 ul que contenia 3 mM de MgCl», 200 ul de dNTP, 0.5
uM de cada cebador y 1.25 unidades de ADN polimerasa Taq (Vivantis, MY) con revisiones
menores para patogenos. Se utilizd ADN extraido (1 pL) como molde. La amplificacion se
Ilevd a cabo mediante un termociclador (The SuperCycler Trinity, Kyratech, AU). Todas las
muestras de los productos de la amplificacién por PCR (10 uL) fueron sometidas a
electroforesis. EI ADN se visualizé6 mediante fluorescencia UV después de la tincion con
bromuro de etidio.

Cuadro 1: Condiciones de PCR y secuencias de oligonucledtidos

Condicion (F;:r
Patogeno  del ciclo Oligonucleotidos bases Referencia

(°C/min) (bp)

P. 94/1 F.:GGCTGGGAAGCCAAATCAAAG 1432 Miflin vy

multocida 69/1 30 cic Blackall,
72/1 R:CGAGGGACTACAATTACTGTAA 2001

M. 94/1 F-TGTGGATGCGTTTGAAGAAGG 1145 Akan et

haemolytica 55/1 30 cic al., 2006
72/1 R:ACTTGCTTTGAGGTGATCCG

H. somni 94/1 F:GAAGGCGATTAGTTTAAGAG 400  Angen et
55/1 35 cic al., 1998
72/1 R:TTCGGGCACCAAGTRTTCA

M. bovis 94/1 F: TATTGGATCAACTGCTGGAT 447 Foddai et
54/1 30 cic al., 2005
72/1 R: AGATGCTCCACTTATCTTAG
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Resultados

En la evaluaciéon molecular, se obtuvieron resultados positivos para P. multocida, M.
haemolytica, H. somni y M. bovis en 4 (4.8 %), 4 (4.8 %), 6 (7.3 %) y 3 (3.6 %) de las
muestras, respectivamente (Figura 1-3). Se detectaron infecciones mixtas en cinco muestras.
De las muestras, dos fueron positivas tanto para P. multocida como para M. haemolytica, dos
fueron positivas tanto para M. haemolytica como para H. somni y una fue positiva tanto para
P. multocida como para H. somni. No obstante, no se detecté una muestra positiva que
transportara todos los patdgenos.

Figura 1: Evaluacion molecular de P.multocida

M= Marcador (100 pb ADN Ladder Plus), 1-3= P. multocida

Figura 2: Evaluacion molecular de M. haemolytica

M= Marcador (100 pb ADN Ladder Plus), 1-2= M. haemolytica
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Figura 3: Evaluacién molecular de H. somni y M.bovis

M= Marcador (100 pb ADN Ladder Plus), 1-2= H. somni, 3= M. bovis
Discusion

Las enfermedades respiratorias bovinas, que causan pérdidas econdmicas debido a la
disminucion de la produccion y el sacrificio, tienen una gran importancia en los hatos
bovinos. Aungue, bovinos de todas las edades y sexos es susceptible a la enfermedad, es mas
perjudicial para los becerros®2°2%, Las bacterias que causan infecciones respiratorias pueden
transmitirse de animales curados o inmunol6gicamente fuertes (sin signos clinicos) a
animales sensibles®??, Ademas de los patdgenos, algunos factores predisponentes como los
establos sobrepoblados y mal ventilados, la alimentacién inadecuada y otras enfermedades
infecciosas aumentaron el riesgo de infeccidn. En estos hatos, la transmisidn suele producirse
de forma horizontal"*?%. Los estudios previos generalmente se centraron en la deteccion de
P. multocida, M. haemolytica, H. somni y M. bovis en las amigdalas, nasofaringe y el tracto
respiratoria superior en animales portadores®?4%). En los reportes se obtuvieron varios
resultados sobre la presencia de patdgenos en las vacas. La positividad de P. multocida, M.
haemolytica, H. somni y M. bovis en bovinos varid entre 0.4-57.4 %, 1.6-35 %, 2-45 %y 14-
59 % en reportes anteriores (Figura 4)©19:26:27.28,2,30)

En el presente estudio, se encontro que el nimero de animales positivos identificados para P.
multocida fue menor que el descrito por Onat et al®®, pero fue mas alto que en otros®*27),
Se encontro que la positividad de M. haemolytica fue méas baja que otros trabajos??"?9, pero
fue mas alta que lo encontrado por Hajikolaei et al®®. En cuanto a la positividad, se encontro
gue H. somni y M. bovis fueron diferentes de otros estudios. En los estudios, en ambas
bacterias, se evaluaron diferentes métodos de diagnostico en vacas neumonicas®30:3D),
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Ademas, la variacion entre los resultados puede estar asociada con la diferencia en los
métodos de diagndstico, la vacunacion y las propiedades bacterianas®2*2), Por ejemplo, los
métodos de cultivo convencionales pueden ser inadecuados en la deteccion de patdgenos en
vacas sanas debido a un menor recuento bacteriano en las muestras. Asimismo, la vacunacion
puede reducir el transporte de bacterias y lesiones323%) Ademas, la deteccion de algunos
patogenos del sistema respiratorio como H. somni y M. bovis en medios de cultivo es dificil
aunque las muestras se recojan de vacas infectadas®'?). Asi, se sugieren pruebas de PCR, que
implican cebadores especificos para el ARNr 16S, para la identificacion de esta bacteria
durante las infecciones respiratorias mixtas®®). Por lo tanto, las técnicas moleculares
basadas en material genético, que permiten la deteccion de los patdgenos a pesar de un
recuento bacteriano menor, serian preferibles en lugar de los métodos de cultivo en la
determinacion de las vacas portadoras6:34),

Figura 4: Cambio proporcional de patgenos segin estudios(®:20:2427.29.30.31)
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La presencia de estas bacterias en ausencia de sintomas clinicos en animales o lesiones
macroscopicas en la necropsia respalda el cardcter oportunista de estas bacterias. Sin
embargo, en estos casos, se deben realizar exdmenes histopatologicos y se debe cuestionar el
estado de salud del animal. Ademas, debido a que la aparicién de la enfermedad tiene
asociacion con el transporte®22427.39) | |a deteccion de animales reservorios es importante para
la reduccion del riesgo en los hatos. De modo que, la deteccion de vacas portadoras, que
tienen riesgo potencial de contaminacion, es un enfoque para el control @2,

Conclusiones e implicaciones

En conclusion, P. multocida, M. haemolytica, H. somni y M. bovis, que causan pérdidas
econdmicas y muerte en animales, también son patdgenos oportunistas importantes. Por lo
tanto, el sistema inmunoldgico debe desarrollarse mediante la vacunacion en animales.

716



Rev Mex Cienc Pecu 2021;12(3):710-720

Ademas, se deben mejorar las condiciones de estabulacion y el manejo, la conciencia del
personal (propietario) para establecer un programa de control efectivo y sostenible de las
enfermedades del sistema respiratorio.
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