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Resumen

Se tomaron muestras con hisopos, de exudado vaginal, de 30 vacas con
secreciones mucopurulentas, del 1 a 25 de Junio del 2008, las muestras obtenidas
fueron trasladadas al centro de Investigaciones Forestal Agricola y Pecuaria (INIFAP)
de la ciudad de México y fueron cultivados en Agar Columbia para determinar la
presencia de Histophilus somni como un posible agente causal involucrado en
problemas de vacas sucias en tres establos lecheros de la Comarca Lagunera. Se
efectud el diagndstico morfolodgico al microscopio, los resultados obtenidos indicaron
gue el 100% de las muestras carecieron de la presencia de la cepa de Histophilus
somni, al comparar con la cepas de referencias. Por lo que Histophilus somni no
participa en infecciones del tracto genital de las vacas lecheras en los establos
analizados.

Palabras clave: Bovinos vacas lecheras, Histophilus somni.
Departamento de ciencia animal., UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO



I. Introduccién

Las patologias del aparato reproductor son de significancia econémica en las
enfermedades de vacas lecheras, uno de los agentes involucrados es Histophilus somni el
cual se le considerada como habitante natural de las mucosas del ganado bovino
clinicamente sano (Garcia- Delgado et al., 1977; Humprey et al., 1983). El incremento de
la frecuencia de infeccidn por este agente en situaciones de hacinamiento, embarque o el
estrés es comun (Kitching y Bishop, 1994). Puede causar lesiones inflamatorias en la
mucosa genital de las vacas y los toros, o solamente colonizan la mucosa genital sin
causar infecciones (Radostits et al., 2001). El Gtero bovino es expuesto en riesgo de
infeccién por diversos agentes durante el apareamiento y el parto (Schurig et al., 1978;
Schurig et al., 1075). Este microorganismo se asocia a problemas de neumonia que
reviste la salud del ganado en la industrial en América, con pérdida anual en excesos de $
500 millones. En los Estados Unidos se logro aislar H. somni en pulmones de los
animales que padecian problemas respiratorio y estos permitié a concluir el papel de H.
somni como agente etioldgico de este problemas en animales que con frecuencia se
pasaba desapercibido y para prevenir este obstaculos demostraron que el uso de
bacterina con inmunoglobulina G1 (lgG1l) y IgG2 contra la proteina de la membrana
externa (OMP) de 40-kDa, pasivamente protege a los becerros contra neumonia
producido por este agente (Gogolewski et al.,1988). Existe vacuna comercial (pfizer) para
la inmunizacion de los animales contra este agente, pero no protege por completo aunque
si reduce el indice de manifestaciones clinica (Ward et al., 2005).

En la Comarca Lagunera, las enfermedades reproductivas del ganado son una
de las principales causas de desecho de los animales sin embargo, no hay reportes de
Histophilus somni, como causante de problemas reproductivos en vacas lecheras, pero
esto no significa que no existe el problema en la regién. Hay una amplia variedad de
estudios que pueden realizarse para lograr el grado de prevalencia o incidencia de
Histophilus somni en esta zona, con respeto a la presente investigacién se pretende
diagnosticar el aislamiento de histophilus somni mediante hisopos de exudados vaginal en

vacas sucias de establos lecheros.



[I. Justificacion

Por los antecedentes antes descritos, y debido a la falta de estudios similares
gue indiquen la existencia de Histophilus somni en la Comarca Lagunera, este primer
trabajo pretende simentar una investigacién que permita esclarecer la participacion de los
diversos agentes involucrados en los problemas reproductivos de vacas sucias de la
Comarca Lagunera.

[ll. Hipo6tesis

La presencia de Histophilus somni en secreciones vaginales de vacas sucias

es elevada en vacas de la Comarca Lagunera.

IV. Objetivos

4.1 General:

Valorar la participacion de H. somni en secreciones anormales del aparato

genital de las vacas lecheras en establos de la Comarca Lagunera.

4.2 Especiales:

Determinar la presencia de Histophilus somni en las secreciones de vacas

sucias usando el diagnostico bacteriolégico

Determinar la cantidad de vacas sucias con presencia de Histophilus somni en

secreciones vaginales



V. Revisién de Literatura
5.1 Taxonomia

El Histophilus somni (H. somni) anteriormente conocido como Haemophilus
somnus ha sido descrito como un bacilo gram-negativo, oxidasa positivo, pleomoérfico, que
requiere de una atmosfera parcial de 10% de CO, y no necesita factores de crecimiento
normalmente es indol positivo y produce pigmento amarillento (Garcia- Delgado et al.,
1977; Humprey et al., 1983). Pertenece al miembro de la familia Pasteurellaceae, puede
ser un comensal de la superficie mucosa del tracto respiratorio o un patégeno oportunista
de bovinos (Andrews et al., 1985; Gogolewski et al., 1987; Jackson, 1987; Groom et al.,
1988,) que no es capaz de prolongar su supervivencia fuera del organismo del huésped
(Dewey et al., 1984). Este microorganismos fue reportado por primera vez en 1956 en
Australia, identificado como Histophilus ovis (Roberts, 1956). Dos afios después se
reportd que un organismo similar, fue aislado de borregas con septicemia en Estados
Unidos identificado como Haemophilus agni (Kennedy et al.,, 1958). En 1960, un
organismo con caracteristicas similares fue aislado de casos de meningoencefalitis
tromboembdlica en bovinos (TEME) (Kennedy et al., 1960). A este organismo después se

le dio el nombre de Haemophilus somnus (Balilie et al., 1969).

El criterio para reclasificarlo esta basado en varios aspectos tales como el no
requerir de los factores X ni V para su crecimiento, existe similitud con otras especies
como Histophilus ovis y Haemophilus agni, por lo que con estudios filogenéticos, de
hibridizacion DNA-DNA, de secuenciacién del gen rpoB y el desarrollo de una prueba de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) especie-especifica, se demostr6 que
Haemophilus somnus, Haemophilus agni e Histophilus ovis representan la misma especie;
por lo que se propuso reclasificar a este microorganismo y nombrarlo Histophilus somni
(Angen et al., 1998; Angen et al., 2003).

Es una bacteria patégena que coloniza en el sistema de la mucosa nasal y esta
considerada como integrante de la flora genital normal del ganado, la cual generalmente

se muestra asintomatica. Es un patdgeno que puede desencadenar diferentes tipos de



manifestaciones (Humphrey et al., 1982; Harris y Janzen, 1989; Eagleasome et al., 1992;
Angen et al., 2003), que involucran una gran variedad de sistemas, por esta razon se le
denomina sindrome de Hemophilosis bovina (Correa et al., 1975; Miller et al., 1983).

Esta bacteria estd asociada con un complejo de enfermedades de los bovinos
como la meningoencefalitis tromboembdlica (Stephens et al., 1981), bronconeumonia
(Andrews et al., 1985), infertilidad (Kwiecien et al., 1992), endometritis (Miller et al., 1983;
Stephens et al., 1986), aborto (Chladek., 1975; Widders et al., 1981; Van Dreumel et al.,
1986), nacimiento de becerros deébiles (Waldhalm et al., 1974), reabsorciones
embrionarias (Kaneene et al., 1986), cervicitis y vaginitis (Miller et al., 1983),
orquiepididimitis en caso de ovinos (Metz et al., 1984). También esta asociada a casos de
miocarditis (Schuh et al., 1991; Mosan y Fitzgerald, 1995), otitis (Harris y Janzen, 1989),
conjuntivitis (Lamont y Hunt., 1982), mastitis (Hazlett et al., 1983) y poliartritis (Harris et
al., 1989). En ovinos se ha encontrado en casos de epididimitis, mastitis, septicemias,
aborto, sinovitis y meningoencefalitis (Webb, 1983; Philbey et al., 1991; Kearney y Oirr,
1993; McDowell et al., 1994; Cassidy et al., 1997).

A esta bacteria también se le identifica con el sindrome del becerro débil,
vulvovaginitis granular aguda, cervicitis y fiebre de embarque (Waldhalm y Meinershagen,
1974; Van Dreumel et al., 1975; Humprey et al., 1982; Patterson et al., 1984).

El papel de este microorganismo como un patdégeno del aparato reproductor
resulta controversial, debido a que en diversos estudios de campo y experimentales se ha
observado que causa inflamacion en el aparato genital de las vacas, aunque también
puede colonizar la mucosa genital sin causar dafio (Humphrey et al.,, 1982; Harris y
Janzen, 1989).

En la actualidad el tracto reproductivo deberia ser considerado el reservorio mas
comun de Histophilus somni, ya que puede eliminar el organismo en la orina o0 en
descargas que contaminan el ambiente; los machos podrian ser infectados por inhalacion

de particulas en aerosol que contiene la bacteria. La presencia de Histophilus somni como



habitante normal de la vagina de los bovinos no ha recibido la atencion debida, porque
normalmente se le considera como un germen saprofito, y porque raramente se le ha
aislado del utero u otras estructuras del tracto genital. Sin embargo, en investigaciones
recientes se ha demostrado que esta bacteria afecta utero, placenta, feto y ovarios; su
presencia en el prepucio y semen de los toros es importante (Miller et al., 1983; Humphrey
et al., 1983; Harris y Janzen, 1989).

5.2 Epidemiologia

El Histophilus somni es un patégeno de rumiantes que es de importancia
econdmica para el ganado de la industria lechera y de carne (Kennedy et al., 1960;
Corstvet et al., 1973; Crandell et al; 1977; Stephens et al., 1981; Radostitis et al., 2001).
La enfermedad respiratoria (Andrews et al., 1985), falla reproductiva (Chladek, 1975) y
meningoencefalitis tromboembdlica, son las enfermedades predominante asociada con

infeccién de H. somni (Brown et al., 1970).

Geograficamente, la infeccion por H. somni en ganado ha sido reportada en
Norte América, América Sur (Brown et al., 1970), Europa, Australia (Von Corbos y Nicolt,
1975; Molenda y Krozyczak, 1980), Rusia, Japén, Nueva Zelanda, Sur Africa (Kitching y
Bishop, 1994). La prevalencia de la infeccion en bovinos es mucho mayor que la
presentacion de manifestaciones clinicas. Mas del 50% de los machos sanos y el 8 a 10%
de las hembras sanas alojan el agente en el aparato reproductor. En los individuos que
han padecido y sobrevivido la enfermedad el indice de seropositividad varia entre el 50 y
100%. Se cree que el indice de seropositivos es mayor en ganado carnico que en ganado
lechero, y suele ser mayor en hatos de mas de 100 vacas que en los hatos mas pequefios
(Radostits et al., 2001).

El Histophilus somni puede causar enfermedad inflamatoria en el tracto
reproductivo de la vaca (Klavano, 1980) o persiste en el tracto genital por un tiempo

considerable como comensal (Corbeil, 1986; Stephens et al., 1986).



En México, las primeras evidencias de la presencia de esta bacteria se registran
en un estudio serolégico en bovinos con problemas reproductivos y respiratorios,
encontrandose un 25% de positivos a la prueba de fijacion de complemento (Correa et al.,
1975), posteriormente se publicé el aislamiento de Histophilus somni a partir de pulmones
de becerros con lesiones neumonicas (Aguilar et al., 1986). El primer informe en México
de la presencia de H. somni en casos clinicos de enfermedades del tracto reproductor de
vacas lecheras fue hecho por Aguilar Romero y colaboradores en 2005 (Aguilar et al.,
2005).

5.3 Patogenia

Aunque el medio de transmision para Histophilus somni es todavia desconocido,
se presume que la via de infeccion generalmente es respiratoria a través de aerosoles, o
ingestion de fluidos corporales (Humphrey y Stephens, 1983), los problemas
reproductivos pueden ser transmitidos a través de la orina, semen, moco prepucial y
secreciones cervico-vaginales contaminadas (Humphrey et al., 1982; Harris y Janzen,
1989). Los mecanismos a través de los cuales Histophilus somni se difunde no estan del
todo aclarados, aunque se sospecha que muy probablemente la via mas comuln sea a
través de aerosoles de animal a animal, debido a la alta frecuencia de infecciones

respiratorias.

La tasa de infeccibn en bovinos sanos es alta, lo que evidencia dos
posibilidades:
1) la existencia de cepas no patogénicas de Histophilus somni, incapaces de producir
enfermedad; 0
2) la existencia de factores predisponentes para que cepas potencialmente patogénicas
gue colonizan los distintos 6rganos en forma inaparente puedan producir enfermedad, ya

sea en su forma nerviosa, respiratoria o reproductiva (Piscitelli et al., 2000).



El Histophilus somni es considerado un habitante natural en las mucosas de la
cavidad nasal, vaginal o prepucial en ganado clinicamente sano (Humphrey et al., 1982;
Humphrey y Stephens, 1983; Little, 1986). Aunque en el tracto genital se encuentra en
muy baja frecuencia (10-27%), sin embargo, la prevalencia puede variar dependiendo del
area geografica estudiada (Miller et al., 1983; Corbeil et al., 1986; Stephens et al., 1986;
Radostits et al., 2001). Este puede contaminar semen y puede ser transmitido de forma
limitada por medio del semen si no existe un control adecuado, este puede ser un
mecanismo de extension (Janzen., 1981., Humphrey et al., 1982). Debido a que esta
bacteria se encuentra en el tracto urinario y prepucio de toros, se supone que el
organismo es transmitido a las vacas durante el apareamiento. El organismo muda en el
Utero-vagina y por la descarga uterina, puede infectar a otros animales susceptibles,
expuestos a la contaminacion (Richey, 2002).

Experimentalmente este puede ser expuesto a quedarse viable a 23.5°C en
moco nasal por arriba de 5 dias (Dewey y Little, 1984). A esta misma temperatura la
bacteria puede sobrevivir mas de 70 dias si se mezcla con sangre y moco nasal (Harris y
Janzen, 1989), y si se encuentra en liquido cefalorraquideo, sangre, plasma, moco vaginal
y leche, o0 se congela a -70°C sobrevive mas de 70 dias (Radostits, 2001). Sin embargo,
no sobrevive en el medio ambiente por mas de 2 hrs, en orina, aunque la via de

transmision de aerosol o aspirado puede ser importante (Dewey vy Little, 1984).

El Histophilus somni, es aislado frecuentemente de ganado con neumonia,
septicemia y meningoencefalitis tromboembdlica (Beeman, 1985; Harris y Janzen., 1989),
puede ser aislado del tracto urogenital en un 90% en machos y un 28% en hembras que
no presentan alteraciones patoldgicas, comportandose como un organismo comensal, asi
como del prepucio de toros, vejiga, y de glandulas sexuales accesorias y ampula
(Humphrey et al., 1982; Miller et al., 1983; Corbeil, 1985; Corbeil et al., 1986Kwiecien et
al., 1992; Campero et al., 1993; Cardoso et al., 2004; Scarcelli et al., 2004) y de fetos
bovinos abortado (Van Dreumel y Kierstead, 1975). Asi como también de la mucosa nasal

y oral de ganado normal (Corstvet et al., 1973; Crandell et al., 1977). Esta prevalencia y



este numero son incrementados en animales que son estresados o0 que tiene una

infeccidén subyacente (Crandell et al., 1977).

Se considera el incremento de la frecuencia de infeccion por H. somnus en
situaciones de hacinamiento, tales como la transportacion o las operaciones en engorda.
La infeccién debido a Histophilus somni también ocurren en vacas lecheras y ganado de
pastoreo, pero la enfermedad es usualmente asociada con el embarque (Kitching y
Bishop, 1994). Otros factores que pueden permitir que Histophilus somni infecte al ganado
es el estrés y una infeccidn previa, como con Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBRV)
(Humphrey y Stephens, 1983).

5.4 Mecanismo de defensa

La habilidad de sobrevivir y multiplicarse dentro de las células del sistema
fagocitico mononuclear es una estrategia que ha sido utilizada por un nimero importante
de patdgenos de humanos y animales domésticos incluyendo especies de Mycobacteria
(Lurie et al., 1942), Brucella, (Spith y Fizgeorge,1964), Salmonella, (Fumess, 1958)
Yersinia y Listeria (Cavanaugh y Randall, 1959).

El atero bovino estd expuesto a grandes riesgos de infeccién durante el estro y
el parto. La manera especifica por la que el hospedero controla la infeccion por
Histophilus somni no es clara. Aunque los anticuerpos especificos del tracto reproductivo
son parcialmente protectores en casos experimentales en bovinos, el organismo puede
persistir a pesar de la presencia de anticuerpos circulantes (Schurig et al., 1975; Schurig
et al., 1978; Hoblet et al., 1985; Gogolewski et al., 1987).

Estudios in Vitro han establecido que los neutréfilos bovinos ingieren pero no
matan a Histophilus somni, y que este puede replicarse dentro de los monocitos. Estudios
adicionales demuestran que los macrofagos alveolares bovinos y monocitos en sangre

ingieren pero no opsonizan a H. somni. Estas conclusiones sugieren que la bacteria



puede persistir y proliferar dentro de estas células y contribuir a la patogénesis de

hemophilosis (Lederer et al., 1986).

El tiempo de inmunoglobulina M (IgM) y la IgA son detectado en secreciones
uterina de bovino, sus papel en defensa uterina es aparentemente limitado (Corbeil et al.,
1981). La IgG1 e IgG2 estan presentes en secreciones uterinas, sin embargo, la IgG1 es
mas predominante. Las dos subclases de la IgG contribuyen para la defensa uterina como
opsonina para fagocito- dependiente para eliminar la infeccion (Corbeil et al., 1974). Los
Polimorfo nucleares (PMNs) son los predominantes tipos de células en secreciones
uterinas después de estimulaciéon de antigeno (Roberts., 1986), alcanzando el pico de
concentracion 6 horas después de inoculacion uterina en estro (Butt et al., 1991). La
predominancia de PMNSs sugiere un importante papel para IgG2 en defensa uterina bovina
(Schurig et al., 1975).

5.5 Factor de virulencia

El mecanismo de virulencia de H. somni no puede ser bien definidos, debido a
gue no produce capsula ni la liberacion de potentes toxinas extracelulares (Stephens et
al., 1981). El factor potencial de virulencia conocida para estas bacterias incluyen la
presencia de inmunoglobulina—obligatorio, proteinas en la superficie celular, con
capacidad a sobrevivir o resistir a la fagocitosis (Corbeil et al., 1986; Yamall et al., 1998).
La capsula, pili, y la potencia de su exotoxina no es bien identificado en Histophilus somni,
sin embargo, una débil hemdlisis ocurre después de 48 hrs de incubacion en agar sangre
(Corbeil et al., 1986; Corbeil et al., 1990). Se han identificado receptores FC en la
superficie de la bacteria que la protege de la actividad antibacteriana, ademas posee

varios factores de virulencia que le permiten causar la enfermedad:

Cépsula: constituida por mucopolisacaridos que resisten el reconocimiento y destruccién
por parte de los neutrofilos y macrofagos alveolares del tracto respiratorio y otras

mucosas.



Proteinas de la membrana externa: tiene entre 10 y 15 moléculas de adhesion
diferentes las cuales se sospecha estan involucradas a la adherencia de la bacteria a las
células endoteliales. Ya que se encuentran adheridas las bacterias formaran nucleos de
crecimiento que causaran la necrosis del endotelio y la subsecuente exposicion del
colageno, el cual al entrar en contacto con el plasma activa la accién de las plaquetas y
de la cascada intrinseca de coagulacion, esto conllevara a la formacion de trombos
pulmonares.

Endotoxinas: es un lipopolisacérido de la pared de la bacteria, un nanogramo de esta
sustancia es suficiente para desencadenar la cascada de coagulacion extrinseca, ademas
puede causar una endotoxemia que provoque choque, exacerbacion de la inflamacion y
coagulopatia (Quimn et al., 2000). El lipopolisacéarido, contribuye mucho a la formacion de
vasculitis y otras lesiones asociada con infeccion de H. somni (Corbeil et al., 1986;
Gogolewski et al., 1987; Inzana, 1988).

Cuando més cepas de H. somni entran a la corriente sanguinea, estas son
capaces de evadir la muerte mediada por el complemento, mientras muchas cepas
comensales no pueden (Corbeil et al., 1995). La fijacion de inmunoglobulina por recetores
FC ha sido demostrada en H. somni (Wideders et al., 1988; Yarnall et al., 1988; Widders
et al., 1989; Corbeil et al., 1997; Weiser et al., 1998). Histophilus somni puede adherirse a
una variedad de tipos de células, incluyendo células endoteliales bovinas, células bovinas
y células epiteliales de la vagina (Thompso vy Little, 1981; Corbeil et al., 1995). La auto
aglutinacion fue observada en la mayoria de las cepas adheridas de Histophilus somni y
esto puede ser ligado al mecanismo molecular de adhesién a las células del huésped. Los
aislamientos prepuciales, que normalmente habitan el tracto genitourinario,
frecuentemente autoaglutinan en cultivos de caldo. Después de que Histophilus somni se
escapa de las defensas innatas del hospedero, probablemente utilice otros factores de

virulencia para evitar la inmunidad especifica.

La citotoxicidad o interferencia con la funcion de las células del hospedero es
otro factor de virulencia de H. somni propuesto para evitar la muerte por las células

fagociticas (Corbeil et al., 1995). Existen estudios que han mostrado que la funcién de los

10



macrofagos y neutrofilos bovinos puede ser afectada por H. Somni y puede apoyar la
replicacién de H. somni fagocitado (Hubbard et al., 1986; Lederer et al., 1987 Gomis et al.,
1997). El mecanismo también puede permitir que H. somni evite la inmunidad humoral,
mientras la bacteria fagocitada permanece intracelular. Recientes investigaciones han
revelado que los lipooligosacéaridos (LOS) de H. somni ademas de presentar actividad en
placa por medio de LOS de H. somni pueden inducir apoptosis en células endoteliales in
Vitro (Sylte et al., 2001; Sylte et al., 2003 Kuckleburg et al., 2005).

5.6 Signos y lesiones

La bacteria puede causar lesiones inflamatorias en el tracto genital de las vacas,
0 solamente colonizar la mucosa genital sana sin causar dafios. Se ha asociado vaginitis,
cervicitis y endometritis con una infeccién por Histophilus somni (Radostits et al., 2001).
Algunos consideran que la infeccion genital puede resultar, infertilidad, intervalos abiertos
prolongando, y repiten celo, pero esto requiere mas investigacion para confirmar esta
teoria. Muchas hembras portadoras de H. somni contienen el organismo en la vagina y
pueden o no tener vaginitis y cervicitis. Cuando es presente vaginitis y/o cervicitis, puede
haber descargas purulentas vaginales asociadas con infertilidad y repeticion de celo
(Harris 'y Janzen, 1989). La habilidad del Histophilus somni para sobrevivir
sistematicamente y causar lesiones en el sistema nervioso central (Humphrey et al., 1982)
y juntos sugiere que hematdégenos diseminado puede ser la responsable causa
esporadica de aborto por Histophilus somni en el campo (Ward et al., 1983; Slee y
Stephens, 1985).

A pesar de la presencia de neutrofilos, Histophilus somni continua dentro de la
lesion, sugestionando que los neutrofilos son ineficaz en participar en la infeccion inicial.
Estudios in vitro observaron que los neutréfilos bovino ingieren a H. somni, pero no las
mata (Czuprynski et al., 1985), se sugiere que la habilidad de resistir a la destruccion por
los neutrdéfilos, le permite que la enfermedad se establezca y progrese. Esta puede
demostrar que el organismo puede inhibir fagocitosis e ionizacion de particula estimulada

por neutréfilos bovinos (Hubbard et al., 1986).
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Las lesiones patoldgicas que ocurren a la infeccion por Histophilus somni, son
caracterizados por vasculitis con trombo difuso que contiene fibrina, células inflamadas
(especialmente neutrofilos), y grande numeros de bacterias (Kennedy et al., 1960;
Stephens et al.,, 1981). En la hembra, el Histophilus somni puede causar vaginitis,
endometritis (Patterson et al., 1984; Stephens et al., 1986), infertilidad, y abortos. El
aborto puede ser confirmado y producido a cualquier etapa de gestaciéon (Chladek., 1975;
Van Drumel y Kierstead, 1975; Von Luginbuhl y Kupfer, 1980; Widders et al., 1985;
Corbeil et al 1986).

Los trastornos reproductivos en las hembras presentan descarga vulvares,
metritis, vulvovaginitis granular, hiperemia de mucosa vulvar, infertiidad por muerte
embrionaria precoz, nacimiento de becerros débiles, aborto por muerte fetal y placentitis
alrededor de 6 a 9 meses de gestacion, pudiendo ocurrir retencion de placenta; en el
macho puede presentarse balanopostitis y semen mucopurulentas, orquiepididimitis
(Campero et al., 1993; Scarcelli et al., 2000). Los becerros infectados pueden nacer
débiles y morir en corto tiempo después de nacimiento (Waldham et al., 1974; Cain,
1985).

5.7 Concepto de vacas sucias

Se le denomina “vaca sucia” en el vocabulario coloquial de campo, a aquellas
vacas en las que se observan secreciones anormales que salen por la vulva, cuyo origen
mas comun, son los diferentes grados de inflamaciones del Gtero, fundamentalmente del
endometrio materno, cuyas secreciones pueden ser catarrales, mucopurulentas o

francamente purulentas.

5.7.1 Agentes frecuentemente aislado en caso de endometritis

Entre los cuales se encuentran: Arinobacterium pyogenes (Carson et al., 1988;

Repiso y Rubino, 2001), Streptococcus sp., E. coli var. Hemolitica, Pseudomonas
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aeruginosa, stresptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus, Streptococcus viridans,
Streptococcus agalatiae, Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalatiae (Gonzalez et
al., 1978). La Campylobacteriosis Genital Bovina (Repiso y Rubino, 2001). Y mas

recientemente Histophilus somni (Harris y Janzen, 1989).

5.8 Métodos de Diagndstico

Histophilus somni no sobrevive por un periodo prolongado en medios de
transporte usados comunmente, asi los hisopos para cultivo de bacteria deben ser
frescos, humedos y rapidamente transportados al laboratorio bajo refrigeracién (Harris y
Janzen, 1989).

5.8.1 Medio de requerimiento para el aislamiento e identificacion

El requerimiento de crecimiento incluye medio enriquecido, tal como infusién
agar cerebro corazon suplementado con 5-10% de sangre de bovino o borrego bajo 5-
20% diéxido de carbén a 37°C (Merino y Biberstin, 1982; Humphrey y Stephens., 1983;
Kilian y Biberstein, 1984; Kitching y Bishop, 1994). H. somni no requiere factores X
(hemina) o V (dinucledtido de adenina nicotinamida) para el crecimiento, pero requiere
sangre, que, junto con su composicion de ADN, conduce a su inclusién en el género
Haemophilus (Bailie, 1969; Corbeil, 1995). La colonia de crecimiento de Histophilus somni
sobre agar sangre llega un tamafio de 1-2 mm en 2-3 dias y son humedo, redondo y
convexo con una consistencia butirosa y un pequefo color amarillo gris, mejor observado
cuando la colonia son levantado sobre un lazo bacterial. Ahi no o es débil alrededor de
colonias activamente hemolitica. Estas bacterias no pueden ser presentadas a ser
encapsulado (Stephens et al., 1981; Whyte et al., 1993; Poyart et al., 2001). No presenta
alcohol acido, no es motil ni presenta filis o flagelo, y no produce esporas (Stephens et al.,
1981). El diagndstico es también un problema en la infeccion de Histophilus somni. Se
usa el diagndstico por cultivo, pero el organismo es fastidioso y es a menudo encubierto
por la flora normal. Ademas, el aislamiento de Histophilus somni después del tratamiento

del hospedero con antibiético a menudo no es posible, y la presencia de Histophilus somni
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en estado portador en la mucosa complica el diagndstico bacteriologico. El diagnostico
serolégico de la enfermedad de Histophilus somni se hace por una prueba de
microaglutinacion en algunos laboratorios. Aunque esta prueba es muy sensible, mucho
ganado sin la enfermedad de Histophilus somni dan titulos positivos (Corbeil et al., 1986).
El diagnostico de la enfermedad de Histophilus somni es hecho comuUnmente por
aislamiento del organismo (Krogh et al., 1983) o por serologia (Keister 1981). El
diagndstico por cultivo bacteriolégico puede ser negativo porque con frecuencia no es
posible el aislamiento de Histophilus somni de ganado tratado con antibiéticos (Humphrey
et al., 1982). Ademas, la presencia de Histophilus somni no es necesariamente indicativo
de enfermedad, porque los portadores son asintomatico (Humphrey et al., 1982; Ward et
al., 1983).

5.9 Control y Tratamiento

El control de la infeccion por Histophilus somni es posible, si se diagnostica en
las etapas tempranas de la enfermedad, con el uso de antibidticos apropiados

(oxitetraciclina, penicilina, eritromicina o sulfonamidas) (Harris y Janzen, 1989).

Se considera que las enfermedades en el tracto respiratorio y reproductivo
responden al tratamiento. La respuesta de la septicemia al tratamiento es altamente
variable dependiendo de la duracion de la enfermedad y el sitio de localizacion. En el caso
de meningoencefalitis trombdtica (TME), el tratamiento antimicrobiano puede ser efectivo
si se comenzé antes de que ocurra algun signo con participacion del cerebro (Kennedy et
al., 1960; Weide y Hibbs, 1964). Una vez que los signos se desarrollan, el tratamiento es
raramente satisfactorio y el animal usualmente muere o permanece recostado (Little y
Sorensen, 1964; Weide y Hibbs; 1964; Panciera et al., 1968). El ganado con conjuntivitis y
otitis responde muy bien al tratamiento (Nation et al., 1981; Lamont y Hunt, 1982).

El organismo de Histophilus somni es susceptible a varios diferentes agentes
antimicrobianos; primeramente la nueva generacién antibiéticos semejantes como

enrofloxacina (Baytril), Ceftiofur hidroclorido (Micotil) y florfenicol (Nuflor) son efectivo.
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El Histophilus somni habitualmente es sensible a la oxitetraciclina y penicilina,
siendo también sensible a otros antibidticos de uso veterinario. Es resistente a la
lincomicina, neomicina y sulfamidas. En caso de meningoencefalitis tromboembdlica, una
vez que los animales expresan sintomas nerviosos, es dificil que la terapéutica antibiético
haga efecto y los animales generalmente mueren. Por otra parte, la administraciéon de
oxitetraciclina en el agua o alimento puede prevenir nuevos casos. La enfermedad
respiratoria es tratable con los mismo antibidticos que la TEME. La efectividad de los
mismos depende de que se presenten o no infecciones mixtas y estara condicionada en
estos casos a la naturaleza del/llos agente(s) infecciosos contaminantes y a su

sensibilidad antibiético.

Es muy importante en casos de infecciones a Histophilus somni la estrategia a
adoptar en el uso de los antimicrobianos, sobre todo en los casos en que los animales
entran a la engorda. En una prueba se verifico que animales medicados sistematicamente
(metafilacticamente) con 10 mg/kg de tilmicosin presentaron tasas de morbilidad del 30%
y de mortalidad del 1.1 % por causa de Complejo Respiratorio Bovino (CRB) durante los
primeros 28 dias de estadia en la engorda, que se considera el periodo mas critico,
mientras que en animales que no fueron medicados y que luego presentaron sintomas de
CRB la morbilidad resulté ser del 55% con una mortalidad del 3.3%. En Canada el 70% de
los animales que entran en la engorda son medicados con 10 mg/kg de oxitetraciclina LA
si presentan menos de 39.5° C y con 10 mg/kg de tilmicosin si presentan temperaturas
superiores a la mencionada (E. Janzen, 1998). De todas maneras, ante un brote de
enfermedad respiratoria, todos los animales que conviven en el mismo grupo, ya sea
sintomaticos o no, deberian ser medicados con el fin de cortar la transmision de los
agentes (Piscitelli et al., 2000). El tratamiento de las vacas con endometritis deberia
basarse en infusiones intrauterinas con cefapirina; la presentacion es en jeringa con 500
mg de cefapirina benzatinica en 19,6 g de crema y una pipeta de infusion. En un estudio
en el que se usaron 316 vacas con endometritis clinica, el tratamiento con cefapirina entre
los 27 y 33 dias postparto resulté en un 63 % de incremento de la probabilidad de quedar
prefiadas, comparado con vacas contemporaneas no tratadas (LeBlanc et al., 2002), o

inyeccion intramuscular de prostaglandina F (PGF) con dias 20 y 33 de lactancia tuvieron
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un 70 % de mejoras en la probabilidad de quedar prefiadas comparado con sus
contemporaneas no tratadas, y la respuesta es mas probable que sea benéfica cuando
los animales son tratados luego de los 30 dias en lactancia (Kasimanickam et al., 2005).

5.10 Sensibilidad Antimicrobianos

Porcentaje de resistencia, sensibilidad media y sensibilidad alta de Histophilus somni a
diversos antibioticos.

Antibidticos Resistentes S. Media S. Alta
Cefotaxima 0 27.3 27.7
Mezlocilina 0 27.3 72.7
Cefalexina 0 72.7 27.3
Amoxicilina 0 45.5 54.5
Eritromicina 9.1 54.5 36.4
Gentamicina 27.3 45.5 27.3
Tetraciclina 27.3 63.6 9.1
Florfenicol 27.3 63.6 9.1
Tilmicoci 36.3 45.4 18.1
Sulfametoxasol-trimetroprim 54.5 18.2 27.3
Cloxacilina 63.6 18.2 18.2
Oxitetraciclina 63.6 36.4 0
Ampicilina 81.8 18.1 0
Penicilina 81.8 18.1 0
Estreptomicina 100 0 0
Kanamicina 100 0 0
Lincomicina 100 0 0

(Pijoan y Aguilar, 2000).
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VI.- Materiales y Métodos

5.1. Descripcién del area de estudio.

Se realiz6 el muestreo, del 1 al 25 de junio del 2008, en tres establos ubicados
en diferentes direcciones de la Comarca Lagunera, donde se colectaron muestras de
exudado vaginal de 30 vacas sucias del tracto reproductor.

6.2 Descripcion de los animales.

Las vacas que fueron muestreadas se detectaron mediante observacion de las
secreciones vaginales y diagnosticadas mediante palpacion, fueron incluidas en el estudio

aquellas consideradas como vacas sucias.

6.3 Toma de muestras

Al momento de la toma de la muestra, se lavo la vulva con agua corriente, se
usaron guantes de latex, abriendo los labios vulvares con la ayuda de los dedos pulgar y
el indice, introduciendo con la otra mano el hisopo lo mas profundo posible, y se depositd
en el medio de transporte de Stuart, se conservo en una hielera con refrigerantes hasta la
Unidad de Diagnostico Veterinaria de la UAAAN-UL, donde fueron refrigeradas.
Posteriormente las muestras fueron transportadas al INIFAP Km 15.5 Carretera México-

Toluca, Col. Palo Alto C.P. 05110, México D.F. Para llevar a cabo el Aislamiento.

6.4 Estudio bacteriolégico

Preparacion del agar. Se pesaron 240g de Agar Columbia, estos fueron disuelto
en un matraz que contenia 1 LT de agua estéril, posteriormente fue montado en un
mechero con calor, al ver que la solucion cambiaba de color amarillo palido a amarillo mas
fuerte y con espuma, fue removida frecuentemente hasta que se disolviera por completo,

se tapd con un mofio de gasa y se cubrid la boquilla del matraz con papel aluminio, esta
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fue sometida en un autoclave en 15 min., a 15 libras en 121°C, y en reposo de 15
minutos. Se suplementdé con 25 ml de sangre desfibrinada de caballo y estos fueron
vaciados en placas estériles dejandolo reposar en 2 hrs con fin de que se endureciera un
poco, posteriormente, algunas placas fueron pasada en la flama del mechero para
eliminar las espumas que se formaban al ser vaciada la preparacion en ella. Se almacend

en una estufa a 37°C, en 24 hrs. Para poder realizar lo siguiente:

Con los hisopos que contenian las muestras se impregnaron a la placa
preparada., estos fueron incubado en estufas a 37°C, con 10% CO;, durante 24 a 48

horas.

6.5 Identificacion de la cepa

Se identificaron de acuerdo a la caracteristica de la colonia y su morfologia como
su forma circular, convexa, brillante, tamafio aproximado de 1 a 2 mm, pigmento
ligeramente amarillento y consistencia similar a la mantequilla. A cada aislamiento se le

realizaron pruebas de afinidad tintorial, morfologia microscopica (Aguilar et al., 2005).

VII. Resultados y Discusion

Del total de las muestras estudiadas, el 100% resulto negativa a el aislamiento
de Histophilus somni. Para esto se observaron aquellas muestras sospechosas (8) de
acuerdo a sus caracteristicas morfologicas coloniales, al comparar con la cepa de
referencia, se observo que ninguna cepa concordd con las caracteristicas de la cepa de

referencia.

Lo que difiere de lo encontrado por Izana y Corbeil., (1987); Garcia-Delgado et
al. (1997); y Aguilar Romero et al; (2005) es que al usar placas de agar chocolate (ACH),
preparados con infusion de agar cerebro corazon suplementada con 10 % de sangre
desfibrinada de bovino y 0.5% de extracto de levadura, e incubando a 37 °C durante 24 a

48 h con atmosfera de 10% de CO,, se obtuvieron resultados positivos.
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Aguilar Romero et al., (2005) estudiaron 112 muestras y obtuvieron un total de
10 (8.9 %) aislamientos de Histophilus somni en cultivo puro, que fueron recuperadas del
grupo de 67 vacas con problemas de tracto reproductor, y que para este grupo

representan el 14.9 %.

Una cifra similar es informada por Corbeil et al., (1986) en estudios de campo
realizados en Estados Unidos, donde se aislé en 15% de las muestras de vagina,
mientras que en un estudio realizado por Nowackj et al., (1998) en un hato lechero de
Polonia con antecedentes de casos de abortos y vaginitis, encontr6 un 15.6% de

aislamientos a partir de vagina y cérvix.

Miller et al., (1983); Stephens et al., (1986) encontraron una cifra mayor que las
anteriores en estudios realizados en Australia, en donde obtuvieron aislamientos del
28.6% de las vacas muestreadas durante un brote de enfermedad genital inflamatoria
asociada a H. somni, y que fue relacionada con la monta natural de toros infectados. En
este mismo pais, esta bacteria ha sido aislada frecuentemente en casos de vaginitis
purulenta, cervicitis y endometritis de ganado lechero y se ha identificado como el

patdgeno responsable de enfermedades reproductivas que afectan la fertilidad.

Stephens et al., (1986) reporta que la descarga vaginal purulenta es debida mas
a la vaginitis y cervicitis, que a la endometritis, y esta significativamente asociada con la
monta natural de toros portadores de H. somni en cavidad prepucial, o el uso del mismo

catéter en mas de una vaca al realizar practicas de inseminacion artificial.

En un estudio realizado por Ward et al., (1995) se hizo una comparacion del
aislado de Histophilus somni en 18 aislamiento, 12 de Ovinos y 6 de bovinos, 17
identificado previamente como Histophilus somni y 1 ligado a Histophilus somni. En el
caso de los bovinos 1 fue de aborto, 1 de neumonia, 1 de miocarditis, 1 de
meningoencefalitis y 2 de las muestras prepuciales de los toros asintomaticos. En el

aislado de las ovejas se incluyeron 3 de casos de septicemia, 3 de orquitis y/o epididimitis
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y 5 de muestras prepuciales, y un aislado adicional de nddulo linfatico de una oveja que
murio sin la asociacién del organismo. Todos los aislados previamente se preservaron en
un 40% de fosfato saturado (pH 7.2) mas 60% solucion del glicerol a -70°C. Los
organismos se propagaron del reservado conservado en el agar de sangre Columbia, con
5% de sangre del ovino (CBA) o infusion cerebro corazén (BHI) agar (Difco) con 5% de

sangres bovinas.

Todos los aislados crecieron bien en agar con cualquier sangre de ovino o de
bovino. Solamente en los casos de aborto, TME, y miocarditis, respectivamente, producen
hemolisis sobre agar BHI con sangre de bovino. Ninguno de los aislados produjo

hemodlisis en agar BHI con sangre de ovino.

En diversos estudios se ha demostrado que H. somni crece facilmente en
diferentes medios como en infusién cerebro corazén (BHI), agar suplementado con 10%
de sangre de bovino y 0.5 % de extracto de levadura (Garcia-Delgado et al., 1977), en
agar BIH con 10% de suero de bovino y 0.5% de extracto de levadura (Gossling, 1966),
en cistina agar cerebro con 10% de sangre de bovino y 0.5 % de extracto de levadura
(Shigidi y Hoerlein, 1970). Y también Panciera et al.,, (1968) y Garcia-Delgado et al.,
(1977), demostraron que el organismo se desarrolla bien en el saco de yema embrionado

del huevo de gallina.

De acuerdo a la identificacion de esta bacteria en los estudios realizados en
nuestro pais, como causante de problemas reproductivo en vacas solo se ha hecho la de
primer informe en México por Aguilar Romero et al., (2005).

Existe un reporte realizado por Pijoan et al., (1999) en la Regién de Tijuana, Baja
California, México donde tomaron muestras de pulmones de 100 becerras con
antecedentes de haber padecido neumonia. Las muestras pulmonares, se preservaron
entre 4° y 6°C durante un maximo de 6 horas, hasta su analisis. Las muestras pulmonares
fueron sembradas por duplicado en agar sangre y agar chocolate, y se sometié a la

incubacion a 37°C por 24 h en aerobiosis o microbioaerobiosis, respectivamente. Las

20



bacterias aisladas fueron identificadas de acuerdos a los métodos bioquimicos rutinarios,
utilizando cepas de referencia como control. Se aisl6 Pasteurella multocida en 34
animales, P. haemolytica en 31 casos y Histophilus somni en 11 ocasiones.

Humphrey et al.,, (1982) reporta que en términos generales, la tasa de
aislamientos de esta bacteria a partir de aparato reproductor en vacas es menor que la
encontrada en bovinos machos, cuyas cifras reportadas han sido hasta del 77 %.

Miller et al., (1983); Corbeil et al., (1986); Kwiecien et al., (1991); Kwiecien et al.,
(1992) reportan que el papel de Histophilus somni (Haemophilus somnus) como patégeno
del aparato reproductor de los bovinos es controversial, debido a que el microorganismo
ha sido aislado tanto de vacas con padecimientos del aparato genital, como de la mucosa
vaginal de bovinos clinicamente sanos. Sin embargo H. somni es frecuentemente aislado,
en cultivo puro o mezclado, de vacas con enfermedades del tracto genital, y que indican

una asociaciéon con lesiones inflamatorias de éste.

El hecho de que no se obtuvo ningun aislamiento positivo esperado en este
trabajo realizado con la muestras de vacas sucias, probablemente pudo haber interferido
diversos factores como la contaminacién por la presencia de E. Coli y Proteus spp. que
inhiben el crecimiento de la bacteria de interés; también es importante tomar en cuenta si
los animales muestreados fueron sometidos a alguna quimioterapia. Otro aspecto
importante puede ser la utilizacion del medio de transporte donde se incluyen los hisopos
para conservar la viabilidad de la bacteria hasta el momento del cultivo, y finalmente es de
tomarse en cuenta el medio de cultivo a utilizarse para el aislamiento primario, que debe
ser especifico y selectivo para Histophilus somni (Izana et al., 1987), el medio de cultivo
recomendado en la bibliografia menciona que debe ser enriquecido con el agar chocolate

u agar infusioén cerebro-corazén.
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VIIl. Conclusién
En la totalidad de las muestras trabajadas no se encontré la participacion de

Histophilus somni en infecciones del tracto genital de las vacas muestreadas al menos en

los tres establos de la Comarca Lagunera.
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