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Resumen:

Para determinar la variedad etiologica durante un brote de queratoconjuntivitis
infecciosa bovina (QIB), se determind realizar un estudio en un establo ubicado en
Torredn, Coahuila, con el objetivo de dar a conocer otros agentes bacterianos que
puedan participar con Moraxella bovis en el desarrollo de la enfermedad.

La QIB, es una enfermedad altamente contagiosa, de gran importancia econdémica,
gue causa pérdidas en la produccién de leche al igual que perdidas de peso y
condicion en animales infectados. La enfermedad afecta el sistema ocular, sus
principales signos son conjuntivitis, opacidad corneal y ulceras. El principal agente
causal es Moraxella bovis, aunque otras especies de Moraxella spp., tales como
Moraxella bovoculliy Moraxella ovis, son frecuentemente asociadas con casos de
esta enfermedad. La enfermedad se distribuye por muchos paises del mundo donde
su mayor prevalencia sucede durante la temporada de verano.

Se recolectaron muestras de becerros que presentaban signos de la enfermedad,
estas se se sembraron en diferentes medios (Agar para métodos estandar, azul y
eosina azul de metileno y gelosa sangre). De las distintas colonias que crecieron se
determind a que genero pertenecian, usando como base sus caracteristicas
morfolégicas y bioquimicas.

Se concluyd que es posible aislar otros agentes aparte de M. bovis, los cuales se
valen de diversos mecanismos de patogenicidad para lesionar y participar en el
desarrollo de la QIB.

Palabras clave: Queratoconjuntivitis infecciosa bovina, QIB, Agentes Bacterianos,
Moraxella bovis, Baja produccién, Perdidas econdémicas.
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1.- Introduccién

La QIB a menudo es llamada “ojo rosado" a causa del enrojecimiento y la
inflamacion caracteristicos de la conjuntiva del parpado y globo ocular (Leviosohn
et al., 2004). Esla enfermedad ocular mas importante que afecta al ganado de todo
el mundo. Los signos con los que suele presentarse son lagrimeo, conjuntivitis,
opacidad corneal y ulceracion. Aunque la mortalidad es baja, hay una alta morbilidad
y una importante pérdida en la produccion(Farias et al., 2015).

Se considera a M. bovis el agente etiolégico de la enfermedad (O'Connor et al.,
2012; Rochedo, 2003). Ademas de M. bovis, otros microorganismos han sido
asociados con la QIB clinica. El virus de la rinotraqueitis infecciosa bovina, que
causa conjuntivitis en vez de queratitis, pero también puede junto con M. bovis
causar una enfermedad mas grave. Se ha observado la participacién de otros
agentes bacterianos tales como M. ovis, M. bovoculi, Pseudomona spp, Pasteurella
hemolitica, Staphyloccocus spp, Streptococcus spp, Neisseria catharralis,
Mycoplasma bovoculi y Chlamydophila spp (Alexander, 2010; Blood et al., 1992).

2.- Justificacion

La razén de esta investigacion es comprobar que no solo M. bovis actia como
agente en eldesarrollo de esta enfermedad, identificar y dar a conocer otros agentes
gue pudieran tener un papel importante durante el curso de la misma. Esto a su vez
seria un paso para conocer la variedad etoldgica implicada en QIB en la region
lagunera y a su vez ayudar en el tratamiento y prevencion.

3.- Revision de literatura
3.1.- Historia de la QIB

Las primeras descripciones del principal agente bacteriano responsable de la QIB

fueron realizadas por Akkerman en 1886, Schimmel en 1888 y por Billings en 1889,
quienes detectaron la presencia de finos y cortos bacilos con extremos redondeados
en la cérnea de bovinos afectados. El patbgeno gram negativo aislado, fue
identificado como bacilo Morax- Axenfeld y fue incapaz de producir la enfermedad
en vacas y conejos. Aunque mitter en 1915 tampoco logro reproducir la enfermedad
envacas sanas, sugirié que la presencia de superficies erosionadas que se pusieran
en contacto con el organismo, eran necesarias para poder reproducir la enfermedad.
En el afio 1919 se aislé un corto diplobacilo Gram negativo de cultivos de ojos
afectados con QIB. Este bacilo fue asociado con el Morax- Axenfeld y se sugirié que
la QIB se encontraba distribuida mundialmente y que ésta podia ser causada por el
mismo microorganismo en diferentes paises. Jones y Little en 1923 también aislaron
un diplobacilo Gram negativo y reprodujeron la inflamacién caracteristica mediante
la inoculacién de un cultivo puro en los ojos de bovinos. A su vez, estudiaron las
caracteristicas bioquimicas de estos microorganismos y observaron que los mismos
producian hemoalisis en placas de agar suplementadas con sangre equina, licuaban
la gelatina luego de 10 dias de incubacion a 22°C, no fermentaban carbohidratos,



presentaban células de 1-2 um en longitud y 0,5 um de ancho, eran capsulados, no
moviles y no producian esporas. En 1937, Hauduroy y colaboradores clasificaron la
bacteria descrita por Jones y Little como perteneciente al género Haemophilus.
Posteriormente, Lwoff en 1939 la reclasificd dentro del género Moraxella, el cual
incluia diplococos Gram negativos aislados de la mucosa nasofaringea, conjuntiva
y tracto urogenital. La QIB fue transmitida por transferencia directa de exudado
ocular o nasal de bovinos infectados a bovinos sanos. Posteriormente, fue posible
producir la infeccion experimental en terneros usando un cultivo puro de Moraxella
bovis. A partir de este estudio se propuso desarrollar un agente inmunizador dado
que los animales que se recuperaron de la QIB no fueron susceptibles a una
reinfeccion con el mismo patdgeno luego de un afio de la infeccidn experimental. A
su vez, Barner encontr6 que la enfermedad llamada “ojo rosado” (del inglés pink
eye) y que era causada por M. bovis en ganado bovino, era naturalmente infecciosa
y por este motivo la queratoconjuntivitis fue llamada “Queratoconjuntivitis Infecciosa
Bovina” (Torres, 2013).

3.2.- Epizootiologia

El ojo rosado ocurre en todas las areas ganaderas del mundo y es mas prevalente
en los meses de verano (Smith, 2015).

Los factores que predisponen al ganado a desarrollar ojo rosado incluyen: tiempo
prolongado de exposicidén de la luz solar en la cornea, la presencia de algunas
moscas, tales como (Musca autumnalis); razas susceptibles; irritantes mecéanicos,
tales como polvo (Alexander, 2010; Smith, 2015). La agresion entre animales debido
a golpes o durante el hacinamiento al momento de la entrega vy el transito, puede
dafar el ojo, Todos estos traumas fisicos ayudan a los patégenos a penetrar la
cornea (Alexander, 2010).

La transmisién puede ocurrir por contacto directo entre el ganado o por transferencia
mecanica de las piernas y de las piezas bucales de las moscas (M. autumnalis, M.
doméstica, y Stomoxys calcitrans). Los animales portadores son la principal fuente
de infeccidn para los terneros. (Smith 2015). El Ojo rosado es altamente contagioso
entre los bovinos de menos de 2 afios de edad, pero también puede propagarse
rapidamente entre los animales susceptibles mas viejos, tomando en cuenta los
factores ya mencionados (Odeon et al 2012; Smith 2015). La conjuntiva es la puerta
de entrada mas probable de la infeccién y los animales infectados probablemente
se comporten como portadores (Turquieto et al., 2008). Pughj y Hughes en 1971
aislaron M. bovis de la cavidad nasal de un ternero infectado, sugiriendo que éste
era un mecanismo importante para el mantenimiento de la infeccién en los rodeos
(Pugh y McDonald, 1986).

Un parrafo aparte merece el papel que desemperfian las moscas en la transmision
de la QIB. Se encontrd6 una alta correlacion entre los aislamientos del agente
etiolégico y el nUmero de moscas presentes, estableciendo que la diseminacion de
M. bovis hacia rodeos vecinos comienza cuando la poblacién de moscas excede las
10 moscas/animal durante un mes. La transmision de M. bovis en ausencia de la



mosca de la cara por contacto es minima y en ausencia de moscas, la transmision
y el grado de enfermedad son menores (Minatel y Corbellini, 2007) . La permanencia
del agente en el ambiente es de pocas horas, sin embargo, en las moscas puede
llegar a sobrevivir hasta cuatro dias (Blood et al., 1992). Para establecer el papel
mecéanico de la QIB por medio de las moscas, se realiz6 un estudio en el que se
atraparon un promedio de ocho moscas de la cara de 20 animales clinicamente
enfermos, muestreados al azar. Los resultados fueron 15/20 aislamientos M.
bovis, determinando que las moscas son un factor de riesgo en la transmision de
QIB (Martinez et al., 2000).

El estado de portador es otro de los factores en la ocurrencia ciclica de QIB porque
los animales portadores pueden actuar como fuente de infeccion para el ganado
joven susceptible (Brown et al., 1998) . Se han reportado infecciones nasales y
oculares por mas de cuatro meses (Turquieto et al., 2008) e incluso infecciones
vaginales. Muchos de esos animales nunca habian presentado signos de la
enfermedad ocular. La razén por la cual se produce el estado de portador es
desconocida, aunque este fenbmeno puede ser causado por la incapacidad de
algunos animales de responder adecuadamente al estimulo antigénico (Pugh y
McDonald, 1986).

Se determin6 que los animales portadores poseen una mayor proporcion de
bacterias no piliadas (bacterias que carecen de estructuras cortas, finas y con forma
de pelo, llamadas pili) y no hemoliticas que los infectados en forma aguda y estos
transmitirian la infeccién a los terneros con presentacion de signos clinicos
(Turquieto et al., 2008). La tasa de mortalidad es nula y los casos de ceguera
permanente o pérdidas de los globos oculares son raros, sin embargo, la
prevalencia puede llegar hasta el 80 % en el pico de la tasa de infeccion en la tercera
o cuarta semana del brote. La incidencia en animales jovenes suele ser alta, hasta
el 90 % en rodeos afectados, con un 20 % o mas de estos animales presentando
ceguera temporal (Blood et al., 1992).

Las razas de Bos indicus son mas resistentes que las razas de B. taurus. La
estructura encapuchada de los parpados de B. indicus puede ayudar a proteger la
cornea de los efectos de la luz solar. El ganado Hereford es el mas severamente
afectado.

Las dificultades para prevenir y tratar la QIB y el consiguiente impacto en la industria
ganadera en todo el mundo hacen hincapié en la necesidad de comprender mejor
este proceso infeccioso junto con la biologia de M. bovis su principal agente causal
(Furmanek-Blaszk et al., 2013). En México la enfermedad tiende a tener mas
incidencia en las areas aridas y semiaridas, donde ademas del medio ambiente,
también influye el tipo de ganado europeo que se explota en esas zonas. En
contraste, en las areas tropicales su presencia es mas esporadica, por el tipo de
ganado que normalmente se produce. Sin embargo, algunas veces la QIB puede
presentar brotes en las areas del tropico (Martinez et al., 2000).



3.3.- Sighologia

Se han registrado periodos de incubacion desde 2 a 5 dias, aunque se registran
intervalos de hasta 3 semanas después de la inoculacién experimental. El curso de
la enfermedad es de 2 a 4 semanas.

Entre los signos mas tempranos cabe destacar la hiperemia de los vasos corneales
y el edema conjuntival, casi siempre acompafado de abundante lagrimeo acuoso,
blefaroespasmo, fotofobia y en algunos casos fiebre, anorexia y disminucion en la
produccién de leche (Angelos et al.,2010; Carmo et al., 2011). A medida que mejora
la inflamacion aguda, el lagrimeo se hace intenso (epifora), la conjuntiva se torna
hiperémica, edematosa y se produce una conjuntivitis con descarga ocular serosa
que puede transformarse en purulenta, transcurridos 1-2 dias aparece una pequefia
opacidad en el centro de la cornea que puede llegar a ulcerarse. Esta opacidad se
va haciendo cada vez mas extensa y en el momento de inflamacién maxima,
alrededor de 6 dias después de los primeros signos, puede cubrir toda la cornea
(Angelos et al., 2010; Blood et al., 1992) . Suele ocurrir regresion durante las etapas
iniciales de la enfermedad y la opacidad se comienza a contraer para curarse por
completo al cabo de un curso total de 3 a 5 semanas, o bien las lesiones pueden
progresar (Blood et al., 1992; Turquieto et al., 2008). Dos dias después se forman
una o mas Ulceras cornéales superficiales de entre 1 y 4 mm de diametro, siendo
estos pequefios focos de necrosis epitelial que pueden aparecer como erosion,
vesicula o pérdida del epitelio entodo su espesor. Entre los 5y 7 dias post-infeccion,
las Ulceras cornéales aumentan y llegan a medir entre 5y 20 mm de diametro.

A medida que la enfermedad progresa, aparece un edema corneal severo, puede
presentarse con hipopion, iridociclitis y queratocono (Turquieto et al., 2008). Hay
miosis a causa del dolor, exudado ocular mucopurulento, area extensa de necrosis
(con o sin estafiloma), areas de neovascularizacion, tejido de granulacion denso y
fibrosis corneal. También se aprecia una coloracion de la cérnea que va desde un
tono blanco hasta el amarillo intenso. Unicamente en los casos en los cuales la
enfermedad es grave, la cérnea adopta forma conica, con intensa vascularizacion y
la ulceracion del vértice de la zona inflamada produce lesiones profundas en el
organo, repletos de pus y rodeados de una zona de eritematosa. En estos casos es
cuando puede llegar a suceder ruptura de la cOrnea y eventualmente ceguera
(Carmo et al., 2011).

La magnitud de las Ulceras puede variar entre brotes a tal grado que los globos
oculares pueden estallar y resultar en ceguera completa. Aproximadamente un 2%
del ganado afectado queda con una opacidad residual muy leve. Se calcula que
s6lo en un bajo porcentaje de los casos quedan opacidades residuales. Se ha
descrito que en el transcurso de un mes se puede constatar sintomatologia en
practicamente la totalidad del ganado (Blood et al., 1992).



3.4.-Patogenia

La patogenicidad de la forma virulenta de M. bovis es acrecentada por varias
caracteristicas. Las cepas patdgenas de M. bovis estan provistas de pilis que
facilitan la fijacion al epitelio corneal (Wiliam, 1995). Se han descrito dos tipos
distintos de pili denominados | y Q con pequefias diferencias de peso molecular y
gue son productos de genes distintos. El tipo de pili Q favoreceria mas la adhesién
del agente al tejido corneal bovino que el tipo I. La capacidad de M. bovis para
producir mas de un tipo de pili podria incrementar su habilidad para evadir las
defensas del huésped, el cambio de un tipo a otro le permitiria mostrar una
heterogeneidad antigénica al sistema inmune que favoreceria la evasién del
microorganismo. Es posible que el pili | sea el responsable de mantener la infecciéon
una vez establecida, o quizas la infeccidon persistente con organismos piliados | esté
asociada con signos clinicos leves o con el desarrollo de una infeccién subclinica
cronica. Las cepas que no tienen pili son apatogenas (Zielinsk, 2005). Los pili no
s6lo median la adherencia, sino que también promueven la endocitosis y son
citotoxicos.

Se ha demostrado mediante cultivos de células epiteliales de cornea, que la
adhesion de M. bovis ocurre dentro de los 15 minutos de establecido el contacto, y
gue esta asociado a la presencia de pilis en la pared bacteriana. Resultados
similares se obtuvieron con preparaciones de cornea y se pudo observar con
microscopia electronica de barrido que las bacterias se asociaban principalmente
con las células oscuras del epitelio corneal. Estas células carecen practicamente de
micropliegues y representan poblaciones celulares mas viejas. Una mayor
proporcion de células se observa cuando la tasa de recambio celular es mayor,
como ocurriria en la exposiciéon intensa a la luz solar, con el polvo o con otras
condiciones ambientales (Minatel y Corbellini, 2007).

Al instalarse M. bovis pueden observarse erosiones microscépicas dentro de las
primeras 12 horas, sin evidencia de una respuesta inflamatoria en la superficie del
ojo, el primer hallazgo macroscopico es que el epitelio superficial se hace
edematoso e hinchado, y hay cierta infiltracion por los linfocitos. A medida que las
lesiones se vuelven cronicas, se desarrolla hiperplasia y aumenta el nimero de
linfocitos y células plasmaticas. Las capas mas profundas son hiperémicas e
infiltradas por linfocitos y leucocitos polimorfonucleares.

Una toxina dermonecroética en la pared celular de M. bovis produce las lesiones
tipicas del ojo rosado en la cérnea (Prieto etal., 2013; Turquieto et al., 2008). El rol
de la hemolisina no se ha definido en el desarrollo de la lesion. Sin embargo, Prietto
et al. 2013 se refieren a ella como toxina RTX y mencionan que es citotoxica para
las células epiteliales corneales. Se ha demostrado que hay una sustancia
oculopatica especifica en la savia celular de M. bovis que induce prurito ocular y
lagrimeo en el ganado. En estudios histolégicos se han observado numerosos
neutrofilos rodeando las lesiones cornéales. Esto podria indicar que la quimiotaxis
de neutréfilos y la liberacion de colagenasas serian los responsables de la



licuefaccion del estroma corneal. La accion citotbxica de M. bovis sobre los
neutrofilos, determinaria que estas células liberen las enzimas proteoliticas y
mediadores inflamatorios lo cual aumentaria la severidad y prolongaria el tiempo de
cicatrizacion de las lesiones cornéales. Los neutréfilos dafiados serian incapaces
de eliminar el agente lo cual favoreceria el aumento de bacterias viables en la
cornea y prolongaria el curso de la enfermedad (Turquieto et al., 2008).

Animales con ojo rosado muestran fotofobia, conjuntivitis simple, y una copiosa
descarga serosa. Después de varios dias la cérnea muestra una leve nebulosidad
y entonces puede ser edematosa y opaco. El centro de la zona edematosa puede
desprenderse, dejando una Ulcera. A veces se forma un descematocele; Si es asi,
el animal puede perder el ojo debidoa la ruptura de la cAmara anterior (Smith, 2015).

3.5.- Principales agentes aislados de ojos afectados por QIB
3.5.1- Moraxella bovis

M. bovis es una bacteria gram-negativa, diplobacilo, que mide 2um de longitud y
1um de ancho. No es movil y no es formadora de esporas. Cuenta con una serie de
de pilis antigénicos. La proteina pilus de M. bovis comparte una amplia homologia
con la proteina pilus de Bacteroides nodosus; Sin embargo, solo las variantes
fimbriadas (piliadas) pueden colonizar la conjuntiva (Smith, 2015). El organismo
existe como una forma virulenta, hemolitica, de colonias rugosas cuando es
patdbgena y como una forma avirulenta, anhemolitica, de colonias lisas en la
conjuntiva de las vacas o de los terneros curados de la enfermedad (William, 1995).
La pérdida de hemolisina y pili se correlaciona con una pérdida de virulencia. M.
bovis necesita suero o0 sangre para un buen crecimiento. El organismo es
proteolitico; no reduce los nitratos y no fermenta los carbohidratos. Es aerdbico,
oxidasa positiva, y catalasa-variable (Smith, 2015). Aungque histéricamente M. bovis
es conocida como el agente primario de la queratoconjuntivitis infecciosa bovina
(QIB) se ha reportado M. bovoculi y M. ovis se ven involucrados durante la
patogénesis (Kowalski et al., 2017).

Diagndstico de laboratorio

El diagnostico de queratoconjuntivitis infecciosa debe asociar el aislamiento del
microorganismo al cuadro clinico, dado que la etiopatogenia puede deberse a
distintos agentes microbianos y es muy importante conocer si se esta en presencia
de un brote, por la prodigiosa capacidad de diseminacion del microorganismo, a
través de vectores animados e inanimados ya descritos.

La primera etapa consiste en toma de la muestra con hisopo estéril, tratando de
seleccionar material representativo (secreciones, lagrimas). Se aconseja efectuar la
recoleccion en la fase inicial de la enfermedad, cuando hay predominio del agente
causal, ya que posteriormente debido a las secreciones abundantes y la presencia
de los insectos vectores, puede encontrarse muchos microorganismos de
contaminacion que enmascaren a M. bovis. La siembra debe hacerse en medios



enriquecidos (agar sangre, agar chocolate), los cuales debe incubarse a 36-37° C
durante 24-48 h.

El desarrollo es de colonias pequefias, redondeadas, grisaceas. En agar sangre son
hemoliticas, pero cuando se observan con lupa el halo de hemolisis suele ser muy
reducido, de alli que no siempre se detecta la actividad hemolitica en forma
macroscoépica. Por microscopia se ven cocoides o bacilos cortos gramnegativos. En
cultivos viejos muestra marcada pleomorfismo. Las pruebas de identificacién
incluyen la determinacion de presencia de oxidasa positiva, hidrolisis de gelatina y
licuacion de medios con suero. La reduccion de nitratos a nitritos es negativa y es
inactivo frente a hidratos de carbono. Pueden completarse los estudios con
inmunodiagnéstico diferencial (Leardini, 2007).

3.5.2.- Mycoplasma spp

Los micoplasmas son organismos procariotas muy particulares por el hecho de
carecer de pared celular, poseer un tamafio y un genoma extremadamente
pequefio, requiere medios de cultivo altamente enriquecidos, formar colonias
microscopicas y de morfologia muy peculiar (forma de “huevos fritos”) y ser
parasitos extracelulares de casi todas las especies animales (Cerda, 2007).

Entre los micoplasmas aislados ampliamente de frotis oculares de ojos afectados
por QIB se encuentra Mycoplasma bovoculi. Se ha demostrado experimentalmente
que la infeccion previa por M. bovoculi mejora y prolonga la colonizacion de
Moraxella bovis y Moraxella ovis. Lo que sugiere que M. bovoculi puede
desempefiar un papel en el desarrollo del sindrome de QIB. De hecho, debido a que
no todos los laboratorios de diagndstico clinico rutinariamente realizan aislamiento
de Mycoplasma spp., Se desconoce la prevalencia de esta clase de
microorganismos (Leviosohn et al., 2004). Lo anterior dicho se vio comprobado
durante una investigacion en la que Schnee y col. en 2015 aislaron los
microorganismos de ojos afectados en distintos estadios de la enfermedad,
resultando en que rebafios con alta prevalencia de M. bovoculi son mas susceptibles
a los brotes de QIB, posiblemente debido a una interaccion sinérgica con Moraxella

spp.
Morfologia

Los micoplasmas son microorganismos pleomorficos debido a la falta de una pared
celular rigida. Sin embargo, en condiciones de isotonicidad la forma tipica de la
mayoria de las especies es entre redonda y cocoide y de unos 0.3 a 1 um de
diametro. Algunas especies presentan una forma piriforme con una esfera en un
punto extremo llamada estructura terminal el cual se considera que actla como
elemento de fijacion a las células del hospedador (M. gallisepticum). La célula esta
recubierta por una membrana trilaminar lipoproteica. En la capa externa se ubican
distintos tipos de proteinas entre las que se destacan las de citoadhesion,
fundamentales en los procesos de colonizacion de tejidos. Algunas especies
presentan una estructura capsular. Presentan escasa afinidad por los colorantes de



anilina por lo cual la coloracion de Gram no se utiliza ya que no los tifie o solo lo
hace débilmente. La técnica mas adecuada para su tincion es la Giemsa modificada
y la inmunofluorescencia. Las colonias de micoplasmas se caracterizan por su
pequefio tamafio (0,06 -0,4 mm) y su forma peculiar de “huevo frito” en la mayoria
de las especies.

Inmunidad

Debido a su bajo poder inmunogenico por tratarse de estructuras tan simples y
carecer de pared celular, la respuesta inmunolégica no es muy buena. Esto también
puede deberse a la ubicacion tan superficial que presentan los micoplasmas sobre
los tejidos. Sin embargo, los animales que se recuperan de la enfermedad se hacen
relativamente resistentes a la infeccion.

Patogénesis

En términos generales los micoplasmas no son gérmenes altamente virulentos
debido a la falta de factores de virulencia como capsula y toxinas 0 enzimas
agresivas, con excepcion de algunas especies (por ej., M. mycoides subsp.
mycoides). Por tal motivo las enfermedades que ocasionan son de curso crénico y
su mayor o menor gravedad dependera de factores asociados como el manejo de
los animales (densidad poblacional, temperatura, humedad, concentracion de
amoniaco ambiental, estrés, etc.), la edad de los mismos, la época del afio (mayor
agresividad en épocas frias) y especialmente infecciones secundarias viricas o
bacterianas.

Los principales factores de virulencia asociados a los micoplasmas patégenos son
la adhesidn, las toxinas y productos metabdlicos y la resistencia a la fagocitosis.

Adhesidén: poder de fijacién a las superficies celulares es un factor indispensable
que permite a los micoplasmas iniciar la infeccién y colonizacion de los tejidos. Los
mecanismos de adhesion varian segun la especie de micoplasma y el tipo de célula
hospedadora, pero en general estan dirigidos por la presencia de proteinas en la
superficie de la membrana celular de los micoplasmas (proteinas de citoadhesion).

Toxinas: las pocas reconocidas como factores de virulencia en los micoplasmas
incluyen: hemolisinas; el galactano capsular de M. mycoides subsp mycoides, una
glicoproteina de M. bovis y un lipoglucano de las especies de Acholeplasma que
produce un efecto similar al de las endotoxinas, una exotoxina 0 heurotoxina
proteinacea termolabil en M. neuroliticum.

Produccién de metabolitos téxicos: como el peréxido de hidrogeno que dafa la
membrana celular por oxidacion de los lipidos de la célula hospedadora y el oxigeno
activado que penetra en las células inhibiendo la actividad de las catalasas
permitiendo que se acumule el peréxido de hidrogeno, son considerados
importantes factores de virulencia.



En resumen, todos los mecanismos de virulencia detallados anteriormente generan
lesiones tisulares superficiales y reacciones inmunolégicas exacerbadas que
originan las distintas presentaciones de enfermedades respiratorias, urogenitales y
articulares (neumonia, pleuresia, serositis, aerosaculitis, alveolitis, queratitis,
conjuntivitis, artritis, sinovitis, mastitis, salpingitis, ooforitis, vaginitis y uretritis). Se
considera que la alteracion del sistema inmunoldégico conduce a una progresiva
inmunodepresién lo cual sumado al dafio tisular incentiva la accion de patdogenos
secundarios que agravan la enfermedad.

Aspectos clinicos

Las enfermedades causadas por la mayoria de las especies de micoplasmas son
de curso cronico y los periodos de incubacion son muy variables ya que en general
requieren de un factor estresante o asociado para que se manifiesten los signos
clinicos. En lineas generales, el periodo de incubacién puede ser de algunos dias
(10-12) hasta semanas e incluso meses.

Aislamiento

Esta técnica tal vez sea la menos empleada como método de diagndstico debido a
varios factores adversos como son los altos requerimientos nutritivos de los
micoplasmas, la presencia de numerosas especies saprofitas de micoplasmas en
los tejidos que dificultan el crecimiento de las especies patdgenas, las
contaminaciones bacterianas, la alta sensibilidad de las condiciones de transporte
e incubacion, el lento desarrollo, la necesidad de personal entrenado, etc. Sin
embargo, esta técnica sigue siendo de mucha importancia en el diagnéstico y
especialmente para fines de investigacion o estudios de sensibilidad a
antimicrobianos o epidemioldgicos. Existen numerosos medios de cultivo especiales
para el aislamiento de las distintas especies de micoplasmas (Friss, Hayflicks,
Chanock, Frey, etc.). Son todos medios muy enriquecidos para brindar a cada
especie los sustratos necesarios para cubrir sus requerimientos (Cerda, 2007).

3.5.3.- Staphylococcus spp

Son cocos esféricos, grampositivos, generalmente dispuestos en forma irregular
como racimos de uvas. Son catalasa positivos, inméviles, no esporulados, aerobios
0 anaerobios facultativos. Fermentan carbohidratos y producen pigmentos que
varian desde el color blanco hasta el amarillo o dorado (Gentilini, 2007a). Son
resistentes a la sequedad y se dispersan con facilidad por particulas de polvo a
través del aire y de las superficies (Madigan et al., 2009). El género Staphylococcus
consta de aproximadamente 32 especies y 15 subespecies. Algunos estafilococos
forman parte de la microbiota normal de la piel y las mucosas de los mamiferos y
las aves: otras estan asociadas con procesos supurativos, infecciones éseas,
genitourinarias, de piel, tejidos blandos y oportunistas, septicemias e intoxicaciones
alimentarias.
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Caracteristicas de cultivo

En medios sdlidos, forman colonias redondeadas de 1 a 2mm de diametro, de
contornos netos y superficie lisa, opaca o mucoide. Segun las especies, las colonias
pueden ser de color blanco, y al tomar contacto con el aire o la luz, pueden se
pigmentadas. S. aureus produce colonias doradas, debido a pigmentos
carotenoides que se forman durante su crecimiento, de ahi el nombre de la especie.
Estos pigmentos no se difunden al medio, y en medios liquidos y en anaerobiosis
no se producen. En medios de cultivo con sangre ovina, equina o humana (agar
cerebro corazon con el agregado del 5% de sangre desfibrinada), muchos
estafilococos son hemoliticos, y producen una zona de hemolisis alrededor de las
colonias.

Caracteristicas bioquimicas

Los estafilococos son catalasa positivos. Utilizan los hidratos de carbono tanto por
oxidacion como fermentacién. La temperatura optima de crecimiento es de 37°Cy
el pH optimoes de 7a 7,5.

Principales caracteristicas de los estafilococos

S. aureus es la especie que mas se ha estudiado, los estafilococos han sido objeto
de estudio en la Ultima década, tanto en medicina humana como medicina animal.

Capsula: la capsula esta constituida por polisacaridos unidos laxamente a la pared
celular. La capsula protege a las bacterias de la fagocitosis por los leucocitos
polimorfonucleares, también facilita que se unan a los catéteres, sondas, proétesis u
otro material sintético. Esta propiedad, es indicador de patogenicidad.

Pared celular: el peptidoglicano de la pared celular es importante en la
patogenicidad de la infeccion. Estimula la produccién de interleuquina-1 (que actla
como pirdgeno endogeno), de anticuerpos opsonicos en los monocitos, la
agregacion de los leucocitos polimorfonucleares (responsable de la formacion de
abscesos), posee actividad parecida a las endotoxinas, y activa el complemento.

Coagulasay proteina se superficie: La superficie externa contiene una proteina
denominada factor de agregacién o coagulasa de unién, presente tanto en S. aureus
como en S. hycus. Esta proteina se une al fibrinbgeno por una reaccion no
enzimatica y lo convierte en fibrina insoluble, haciendo que los estafilococos se
agreguen o formen grupos. Existen otras proteinas de superficie relacionadas con
adherencia a los tejidos del hospedador: las proteinas de union al colageno, a la
elastina y la fibronectina.

Proteina A: Esta proteina, al combinarse con el fragmento Fc de las moléculas de
lgG (excepto IgG3), produce agregacion de cocos (impide la eliminacién inmune
mediada por anticuerpos) y es capaz de activar el complemento. La proteina A
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puede actuar como factor de colonizacién al adherirse a proteinas involucradas en
el proceso de hemostasis.

Productos celulares relacionados con la patogenicidad

S. aureus excreta varias proteinas con actividad bioldgica como enzimas y toxinas.

Enzimas

Coagulasa: La coagulasa soluble o libre es una proteina similar a una enzima que
coagula el plasma oxalatado o citratado del hombre o el conejo, por activacion de
una sustancia parecida a la protrombina (una globulina, factor de reaccion con la
coagulasa). La coagulasa puede depositar fibrina sobre la superficie de los
estafilococos, alterando la capacidad fagocitica de los macréfagos o su destruccion
en el interior de estos.

Hialuronidasa: La hialuronidasa hidroliza el acido hialuronico (mucopolisacarido
presente en la sustancia intercelular del tejido conectivo) facilitando la diseminacién
de la infeccion.

Fibrinolisina: También denominado estafiloginasa, es un activador del
plasminégeno, disuelve las redes de fibrina, aumentando la capacidad de invasion
del microorganismo.

B-lactamasas: Las B-lactamasas son codificadas por plasmidos transmisibles por
mecanismos de transduccion y probablemente conjugacion. Las bacterias
productoras de pB-lactamasas presentan resistencia frente a antibidticos f-
lactamicos.

Toxinas

Hemolisinas: Son toxinas con accion nociva sobre las membranas celulares que
llevan a la muerte y la lisis de las células. Las hemolisinas tienen actividad de
fosfolipasas. Las toxinas hemoliticas se presentan en forma aislada, en
combinacion, o no se presentan.

Toxina-alfa: Es la mejor estudiada, actla sobre una amplia variedad de membranas
celulares, como, por ejemplo: eritrocitos, leucocitos, plaquetas, fibroblastos y células
Hela. Es letal para el conejo cuando se inocula por via endovenosa y por via
subcutanea es dermonecrotica. La toxina-alfa contribuye de manera significativa a
la patogenicidad al producir dafio en los tejidos después del establecimiento de un
foco infeccioso. La mayoria de las cepas humanas y alrededor del 50% de las cepas
de origen bovino aisladas de mastitis la producen.

Toxina-beta: Es una esfingomielinasa C, causando lesion membranas.
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Toxina-delta: actla sobre las membranas bioldgicas por una accion similar a la de
los detergentes. Es una toxina tensioactiva relativamente termoestable. Lesiona
eritrocitos, macrofagos, linfocitos, neutréfilos y plaguetas. No tiene especificidad
pronunciada para las células de una especie en particular.

Toxina-gamma y lucocida de Panton Valentine: Son toxinas polipeptidicas, que
actlan sinérgicamente para dafiar la membrana de las células.

Pruebas para la caracterizacion del genero

Una vez establecida la morfologia, es decir la agrupacion celular que presentan
microscopicamente los cocos grampositivos desarrollados en medio de cultivo, se
determina. Positivo a la prueba de catalasa, capacidad para la fermentacién
anaerdbica de glucosa, incapacidad de producir coagulasa (Gentilini, 2007a).

3.5.4.- Pseudomonas spp

El género Pseudomonas esta integrado por numerosas especies, ampliamente
distribuidas en la naturaleza, el suelo, el agua y en todo lugar donde existan materia
organica en descomposicion. De todas las especies (mas de 100) que integran este
género, Pseudomonas aureginosa es la Unica que en el hombre y los animales
reviste una enorme importancia clinica, aunque raramente constituye el agente
primario de la enfermedad. El aislamiento en cultivo puro de P. aureginosa
constituye un fuerte indicio de patogenicidad, en especial en pacientes con tejidos
debilitados por quemaduras o traumas, con heridas, neoplasias, inmunosuprimidos
0 con antecedentes de tratamiento con antibiéticos y corticoides, por la resistencia
que presenta esta bacteria a numerosos antibioticos.

Existen especies que ocasionalmente pueden ser patégenas para las plantas y los
vegetales.

El género Pseudomonas esta integrado por bacilos gramnegativos, moviles por
flagelos polares, aerobios estrictos, aunque algunas especies pueden utilizar
procesos de desnitrificacion como forma de respiracién anaerdbica. Crecen con
facilidad en medios nutritivos simples. Son bacilos no fermentativos, oxidasa
positivos. Algunas especies son productoras de pigmentos solubles en agua.

Palleroni (1984), por estudios de hibridacion del rRNA/DNA, clasifica al género en
cincogrupos, donde P. aureginosa integra el grupo 1, dentro de las Pseudomonas
fluorescens. Acualmente algunos de estos grupos tienen la categoria de géneros
(por ej., el grupo II, integrado por P. mallei, P. speudomallei y P. cepacia, hoy
constituyen el género Burkholderia).

En la actualidad, Pseudomonas pertenece a la familia Pseudomonadaceae, del
orden Pseumonodales, clasificado como Gammaproteobacterias dentro de las
Proteobacterias, segun la segunda edicion del Manual de Bacteriologia Sistematica
de Bergey.
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Pseudomonas aureginosa
Habitat

Es un microorganismo de amplia distribucion en la naturaleza, que se encuentra
frecuentemente en el suelo, el agua, en todo lugar donde exista materia organica
en descomposiciony ocasionalmente en la piel, la nasofaringe, tubo digestivo del
hombre y animales sanos.

Morfologia

P. aureginosa es un bacilo gramnegativo de 0,5 a 1 um por 3 a4 um, movil por la
presencia de uno a tres flagelos polares. Posee pili y fimbrias. No forman esporas.
Algunas cepas estan rodeadas de una capa de mucus o polisacéarido extracelular
denominado biopeliculas.

Caracteristicas de cultivo y bioquimicas

Es un bacilo aerobio estricto, utiliza el oxigeno como aceptor final de electrones,
aunque puede crecer en un ambiente anaerobico empleando nitratos como aceptor
terminal de electrones.

No tienen exigencias nutritivas y crece en medios comunes de laboratorio. En
medios solidos puede formar dos tipos de colonias; una grande de 3 a 5mm de
diametro, lisa, con centro elevado y bordes ondulados (se parece a un huevo frito,
y otra pequefia (alrededor de 2 mm), rugosa y convexa. En ocasiones se puede
observar un tercer tipo de colonias de aspecto mucoso, cuando las cepas aisladas
son productoras de biopeliculas.

También puede cultivarse en agar Mac Conckey y en todos los medios utilizados
para el crecimiento de las enterobacterias. Un medio selectivo de eleccion es agar
cetrimida, por la resistencia que presenta esta especie a los compuestos de amonio
cuaternario.

P. aureginosa es quimioorganotrofa y se considera mesofila. No se desarrolla a 4
C, pero si entre los 10y 42 C, siendo la temperatura optima de crecimiento de 35
C. Su crecimiento a 42 C ayuda para diferenciarla de otras especies que integran el
genero.

Se desarrolla en 24-48 horas a pH 7. Los cultivos desprenden un aroma dulzon muy
caracteristico, “como de uvas”, que ayuda a la identificacion.

Las Pseudomonas son capaces de producir pigmentos. P. aeruginosa produce por
lo menos cuatro pigmentos: piociananina fluorosceina o pioverdina, piorrubina y
piomelanina, siendo la Unica especie que produce piocianina, un pigmento azul
verdoso. Este pigmento no colorea las colonias, sino que se difunde en el medio,
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favoreciendo la deteccion y facilitando el diagnostico de laboratorio. La piocianina
(del griego, “pus azulado”) es producida por casi el 90% de las cepas y es
responsable del caracteristico pus azul de las heridas. Gessard, en 1882, aisl6 el
cultivo puro y demostré que el pigmento azul-verdoso que aparecia en los apésitos
quirirgicos era producido por P. aeruginosa; este pigmento posee actividad
antibacteriana e incluso fungicida.

La piocianina (N-metil-hidroxifenazina) es una fenacina soluble en agua, cloroformo
y éter. La pioverdina o fluorosceina emite fluorescencia a la luz ultravioleta. Es
soluble en agua e insoluble en cloroformo. Ambos pigmentos son productos de
oxidacion de precursores incoloros. Algunas cepas producen piorrubina de color
rojo y piomelanina de color marrén-negro.

La produccién de pigmentos depende de la presencia de hierro en el medio de
cultivo o sustrato en el cual se desarrollan. P. aeruginosa elabora bacteriocinas o
piocinas, sustancias de accion bacteriostatica sobre cepas del mismo género.
Bioquimicamente es catalasa y oxidasa positiva (la presencia de citocromo o
oxidasa permite diferenciar a las pseudomonas de las enterobacterias), licua la
gelatina, es ureasa positiva, posee la enzima arginina dihidrolasa y es capaz de
reducir los nitratos.

En agar sangre produce B-hemolisis. No fermenta los carbohidratos, pero muchas
cepas oxidan glucosa. Utilizan el citrato de sodio como Unica fuente de carbono.

Caracteristicas serologicas

P. aeruginosa es antigénicamente heterogénea. Los serotipos estan basados en el
antigeno O (termoestable): y este es el marcador mas constante. La respuesta
inmunitaria frente al lipopolisacarido (LPS) se manifiesta por la produccion de IgM.
Se han identificado otros antigenos, flagelares, fimbriales, mucoides y de
exoenzimas como proteasas.

Factores de agresion de Pseudomonas aeruginosa

La virulencia de este microorganismo es miltifactorial. Presenta componentes
propios de la célula, como el LPS, pili, alginatos y productos extracelulares, como
enzimas y toxinas.

P. aeruginosa, por conjugacion a traves de plasmidos R, codifica resistencia a la
mayoria de los antibioticos y esta se manifiesta unida a la resistencia a metales
pesados. Esta caracteristica le permite sobrevivir en condiciones en que muy pocos
microorganismos lo hacen.

Factores de adherencia: los pili facilitan la adhesién a las células epiteliales,
permitiendo la colonizacién. También coloniza tejidos profundos y expuestos, como
ocurre en las quemaduras y heridas.
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Las cepas productoras de biopelicula, que impide la accion de los anticuerpos. La
actividad de los antibidticos sobre las cepas productoras de alginato esta
influenciada por la carga negativa de los polisacaridos. Es asi como los antibiéticos
con carga negativa (cefalosporinas de tercera generacion y la piperaciclina) son
repelidos. En cambio, los aminoglucosidos y las polimixinas (colistina), al ser
atrapados por su alta carga positiva, penetran el alginato, explicando la accién local
de estos antibiodticos. La accion de los factores de adherencia puede ser favorecida
por la actividad de proteasas de células del paciente (las proteasas traqueales
liberan a las células epiteliales de la capa de fibronectina que normalmente impide
la adherencia P. aeruginosa).

Endotoxina: el lipido A, componente de la endotoxina de la pared celular, con
efectos bioldgicos en la sepsis bacteriana.

Exotoxinas: es uno de los factores de virulencia mas importantes. Es letal para el
raton. La accion de la exotoxina A seria responsable de la dermatonecrosis que
ocurre en las quemaduras, del dafio de cérnea en las infecciones oculares y del
dafio tisular de las infecciones pulmonares crénicas. La toxina también es
inmunodepresora y toxica para los monocitos y la medula 6sea de los animales y
los humanos. Esta exotoxina tiene una accion similar a la toxina diftérica, pero es
menos potente.

Exoenzimas S y T: producen dafio en las células epiteliales, lo que facilita la
diseminacion de las bacterias, la invasion tisular y la necrosis.

Enzimas proteoliticas: la mayoria de las cepas producen enzimas proteoliticas

capaces de degradar una amplia variedad de sustratos, como elastina, caseina,
colageno. Gelatina, fibrina. Proteasas extracelulares elastasas, proteasa alcalina.

Poder patégeno

Es raro que sea agente primario de infeccion: existen factores que predisponen a la
aparicion de una infeccion por P. aeruginosa.

Los pacientes mas expuestos a infecciones son en general, los inmunodeprimidos,
con quemaduras graves Yy extensas, heridas trauméticas, con procesos
respiratorios, neoplasias, antecedentes de tratamientos con corticoides y
antibioticos, y los animales jovenes.

En todas las especies animales, P. aeruginosa es responsable de abscesos,
diarreas, infecciones urinarias, genitales, respiratorias, heridas e infecciones
intrahospitalarias.

Diagnostico de laboratorio

El aislamiento y la identificacion se realiza sembrando la muestra en medios simples
durante 24-48 horas a 35° C, en anaerobiosis. El desarrollo en medio solido se
manifiesta por la aparicion de colonias translucidas, extendidas, con bordes
ondulados semejantes a un huevo frito. La mayoria de las cepas produce piocianina
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que, al difundirse al medio de cultivo, aparece de color azul verdoso, lo cual facilita
la identificacion. En agar produce B-hemolisis. Los cultivos tienen un olor a uvas
caracteristico.

Al colorear un extendido, se observan bacilos gramnegativos, cuya morfologia no
se diferencia de las enterobacterias. La movilidad se puede demostrar por
observacion entre porta y cubreobjetos.

Los bacilos son: oxidasa positiva, licuan la gelatina, peptonizan la leche tornasol,
utilizan el citrato, reducen el nitrato, no producen indol. La prueba de oxido-
fermentacion (O/F) es positiva por oxidacion (Gentilini, 2007b) .

3.5.5.- Pasteurella spp

Desde la primera descripcion realizada por Rivolta en 1877, el género Pasteurella
ha sufrido numerosos cambios en su ubicacion taxonémica.

Pasteurella multocida es una de las pasteurelas de mayor relevancia en medicina
veterinaria con tres subespecies P. multocida ssp multocida, P. multocida ssp
séptica y P. multocida ssp gallicida, que incluyen a 5 serotipos capsulares (A, B, D,
E y F) basados en el antigeno capsular y en 16 serovariedades o serotipos basados
en los antigenos somaticos.

P. multocida puede causar neumonias o septicemias en muchas especies animales
y aves. En algunos casos puede causar infeccion crénica de las vias respiratorias
superiores y del oido medio, especialmente en conejos; procesos neumonicos en
bovinos, ovinos, caprinos y otras especies y mastitis severas en rumiantes.

Habitat

P. multocida es un microorganismo de distribucion mundial, habitante y comensal
de membranas y mucosas de las vias respiratorias altas, cavidad oral, tracto genital
y digestivo de animales mamiferos y aves.

Caracteristicas morfolégicas

P. multocidaincluye microorganismos ovoides o bacilos cortos, gram negativos, que
presentan coloracion bipolar, cuando se obtienen de tejidos, sangre o de
aislamientos recientes en cultivos. Su tamafio es de 0,4 x 1,0-1,5 um de largo, son
no esporulados, inmdéviles aerobios y anaerobios facultativos, y en subcultivos
repetidos pueden ser pleomoérficos.

Caracteristicas de cultivo
P. multocida crece en condiciones aerdbicas en medios enriquecidos con sangre 0

suero, como en agar nutritivo suplementado con 5% de sangre bovina, equina u
ovina. Hay una considerable variacién de las colonias, relacionadas con la virulencia
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del microorganismo. Se reconocen tres tipos de colonias: Lisas (S) pequeias y
redondas, mucoides (M) grandes, y mucosas Yy rugosas (R) que son raras Yy
normalmente carecen de capsula.

Las colonias de P. multocida en agar sangre son normalmente no hemoliticas de
color gris, translucidas, con un caracteristico olor dulce. Bisgaard ha observado
algunas cepas de P. multocida con cierta actividad hemolitica. Colonias mucoides
han sido descritas en aislamientos obtenidos de gatos, conejos y bovinos.

Otros autores distinguen tres tipos de colonias al usar el estereomicroscopio con luz
transmitida oblicuamente: las iridiscentes, las azules y las intermedias.

Caracteristicas bioquimicas

Metabolizan la glucosa por fermentacion con produccion de acido, pero no de gas.
Se utiliza el medio de Hugh y Leifson para demostrar su metabolismo fermentativo.
Dan positiva la reaccion de oxidasa y producen enzimas nitratorreductasas. Las
reacciones bioquimicas mas usadas para la separacion de Pasteurella incluyen
descarboxilacion de la ornitina, produccion de indol, reacciéon de la catalasa, ataque
a la urea y produccion de &cido a partir de la maltosa, manitol, dulcitol, sorbitol,
arabinosa y trehalosa. Fermentacion de maltosa y glicerol para cepas de P.
multocida ssp multocida y P. multocida ssp séptica.

Factores patogénicos

Los factores de virulencia de P. multocida estarian asociados a sustancias toxicas.
La endotoxina (LPS) y la capsula citotoxica estarian asociadas como factores
patogénicos (Linzitto, 2007).

3.5.6.- Chlamydia spp

Las clamidias son un grupo especial de bacterias. Poseen ADN y ARN, ribosomas
similares a los de las bacterias Gram negativas y pared celular, pero tienen un ciclo
vital peculiar, que transcurre en buena parte en el interior de las células (Roca,
2007). Estos organismos carecen de los mecanismos parala produccion de energia
metabdlica y no pueden sintetizar ATP. Esto las limita a una existencia intracelular,
donde la célula hospedadora elabora productos intermedios con abundante energia.
Por lo tanto, las clamidias son parasitos intracelulares estrictos. Las clamidias
necesitan un ambiente intracelular porque no pueden sintetizar ATP y dependen de
la célula hospedadora para satisfacer sus necesidades energéticas. Las clamidias
crecen en cultivos de diversas lineas de células eucariotas. Con frecuencia se
utilizan células de McCoy tratadas con cicloheximida para cultivar clamidias; C.
pneumoniae crece mejor en células HL o HEp-2. Todas las variedades de clamidia
proliferan en embriones de huevo, en particular en el saco vitelino (Brooks et al.,
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2011) . La Chlamydia ha sido aislada mediante hisopados conjuntivales de terneros
y bufalos con queratoconjuntivitis. Queratoconjuntivitis aguda ha sido inducida en
terneros mediante la inoculacion de Chlamydias en saco conjuntival (Odeoén et al.,
2012).

Morfologia y caracteristicas generales

La morfologia en las clamidias es variable, dependiendo del ciclo evolutivo. Esto
implica poder observar dos formas de presentacion del microorganismo netamente
diferentes. El cuerpo elemental, forma adaptada a la supervivencia extracelular,
infectante y metabdlicamente inactiva, se caracteriza por presentar un tamafio de
aproximadamente 0,3 um, pared celular rigida con subunidades dispuestas en
forma hexagonal resistente ala sonicaciony a la tripsina, contenido de RNA y DNA
en una proporciéon 1:1 y ser toxico para los ratones.

El cuerpo reticulado o inicial propio de la multiplicacion intracelular no infeccioso y
metabdlicamente activo presenta un tamafio que oscila entre 0,5 y 1 um, pared
celular fragil sin subunidades en la cubierta, sensible a la sonicacion, factible de ser
lisado por la tripsina y permeable a las macromoléculas, contenido de RNA y DNA
igual a 3:1y no siendo toxico para los ratones.

La lisozima no tiene efecto sobre las paredes celulares de las clamidias. Al parecer
estas carecen de acido N-acetil muramico.

Las clamidias son desde el punto de vista antigénico muy complejas. Poseen una
lipoglicoproteina especifica de genero comun a todas ellas que contiene un acido
polisacarido antigénicamente determinante (2 ceto-3 desoxiotanoico) termoestable,
estable frente al fenol al 0,5% soluble en éter y lauril sulfato de sodio y resistente a
distintas enzimas (tripsina, quimiotripsina y papaina). Este complejo antigénico
puede ser separado en varias fracciones por cromatografia e intercambio iGnico y
otros antigenos proteicos por PAGE.

Dentro de los componentes proteicos, resalta por suimportancia como determinante
antigénico de grupo, el correspondiente a la membrana proteica externa mayor de
estos microorganismos.

Las toxinas de las clamidias se pueden demostrar por inoculacion intravenosa en
ratones con cultivos frescos recién cosechados de saco vitelino de huevo
embrionado, relacionandose con componentes de la pared celular siendo
neutralizadas por antisueros especificos.

Patogénesis

Una vez ingresados por las diferentes vias, los microorganismos fagocitados no
recubiertos por las opsoninas escapan a la accién enzimatica de lisozimas-
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fagosomas y no son eliminados, pudiendo en efecto multiplicarse dentro del
macroéfago.

Las linfoquinas producidas por los linfocitos activados causan una microbiostasis de
las clamidias en macréfagos activados. Este fendmeno va desapareciendo entre 24
y 41 horas si no se proporcionan nuevamente linfoquinas frescas.

Algunos investigadores demostraron que la C. psittaci deprime la transformacién de
los linfocitos. En el mecanismo intervendria un componente termoestable de la
envoltura de los cuerpos elementales tanto viables como no viables; este
componente no sera inactivado por anticuerpos seroneutralizantes. En estos
estudios no pudo demostrarse la presencia de linfocitos T supresores. La respuesta
a los linfocitos vuelve a su normalidad después de 4 semanas.

La patogenia de la neumonia clamidial en bovinos y ovinos debe ser vista en
relacién con la infeccion intestinal muy comdn en la forma inaparente de ambas
especies. Algunos autores reportan el aislamiento simultaneo de microorganismos
de los tractos respiratorio e intestinal en bovinos con neumonia. Estos
microorganismos aislados del intestino de bovinos y ovinos causaron neumonia
después de ser inoculados por via intratraqueal. La virulencia, en general, esta
aumentada cuando se realizan pasajes seriados entre animales en estrecho
contacto (inhalacion de polvo en particulas que contienen clamidias expulsadas
como consecuencia de la tos).

Generalmente en condiciones naturales, se sospecha que la relacion primaria de
infeccidn por clamidias puede estar complicada por infecciones secundarias.

Formas clinicas en rumiantes

Existen diferentes factores que influyen en las formas clinicas de la enfermedad
ocular (en especial en bovinos y ovinos) como son la edad del animal, la virulencia
de la cepa, la transferencia de anticuerpos en el calostro, el estrés, las practicas de
manejo, etc.

Infecciébn ocular: Se manifiesta por conjuntiviis 0 queratoconjuntivitis
generalmente de tipo catarral a menos que existan infecciones secundarias.

Infeccidn respiratoria: Esta caracterizada principalmente por hipertermia, disnea,
secrecion nasal mucopurulenta y finalmente neumonia, muchas veces asociada a
microorganismos de salida como P. multocida y Manheimia (Pasteurella) hemolitica
(Caffarena et al., 2007).

3.5.7.- Sreptococcus spp
El género esta integrado por un grupo grande de microorganismos que reunen las

siguientes caracteristicas: forma esférica u ovoide con un tamafio entre 0,5y 2 um
de didmetro. Estan agrupados de a pares o en cadenas. Son inmoviles y no
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esporulados, y algunas especies pueden presentar capsula. Son grampositivos,
anaerobios facultativos y requieren para su crecimiento medios ricos en nutrientes,
siendo necesario en algunos casos incubarlos en atmosfera enriquecida con CO2.
Son quimiorganotrofos y presentan un metabolismo fermentativo sobre los hidratos
de carbono con produccién de acido, pero no gas. Son catalasa negativos y muchas
especies son hemoliticas.

Durante el trabajo de Torres en el afio 2013 se aislo Streptococcus pluranimalium
de ojos de animales con QIB pero solo en 2 de los 20 casos tratados durante la
investigacion.

Los Streptococcus son parasitos de los vertebrados y habitantes de la boca y el
tracto respiratorio. Algunas especies son patdgenas para el hombre y los animales.

Taxonomicamente integran la familia Streptococcaceae junto con el género
Lactococcus.

Caracteristicas de cultivo

Los estreptococos tienen requerimientos de crecimiento complejos, debido a la
incapacidad de estos microorganismos de generar muchos de los amino4cidos y
vitaminas que necesitan, aunque el grado de exigencia varia segun las especies.
Con respecto a los nutrientes, habitualmente se utilizan medios de cultivo a los que
se les agrega sangre o suero. También se pueden emplear, segun las necesidades,
medios selectivos, que pueden contener sustancias inhibidoras.

En medios solidos crecen formando colonias muy pequefias de bordes regulares,
convexas, transparentes u opacas, con un diametro de 0,5 a 2 mm. Las cepas
productoras de capsula suelen dar colonias de tipo mucoide. Una misma cepa
puede variar y mostrar colonias diferentes (S. pyogenes varia la morfologia de sus
colonias en funcion de la cantidad de proteina M producida). Son anaerobios
facultativos, y se logra un mejor incremento en el crecimiento de algunas cepas
cuando se somete el cultivo a una tensién reducida de 02 o con un nivel elevado de
COa.

Caracteristicas metabolicas

Son quimiorganotrofos y tienen actividad fermentativa sobre los hidratos de
carbono, generalmente hemolactica y sin produccion de gas.

En medios con sangre (preferentemente de oveja), los estreptococos pueden
producir distintos tipos de hemolisis: hemolisis B que se caracteriza por una lisis
total de los eritrocitos: hemolisis a, que es la que se manifiesta por una decoloracién
parcial alrededor de la colonia. La primera caracteristica metabolica a ser evaluada
frente a un coco grampositivo es la presencia de catalasa, enzima que descompone
el peréxido de hidrogeno liberando oxigeno libre, y que los estreptococos no la
presentan.
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Mecanismos de patogenicidad (varia segun las especies)

Hemolisinas: participan dos enzimas: 1) esteptolisina O, proteina de PM 60,000,
que se inactiva en presencia de oxigeno y 2) estreptolisina S, proteina que
permanece estable en presencia de oxigeno. S u produccién es inducida por el
suero y es el agente causal de las zonas hemoliticas alrededor de las colonias.

Proteina M: Es una molécula fibrilar con propiedades antifagociticas que se
encuentra localizada en la superficie de los estreptococos del grupo A (existen mas
de 80 serotipos diferentes). Esta proteina interfiere sobre el depdsito de C3 del
sistema complemento, en la superficie de la bacteria.

Acido lipoteicoico: Componente celular que actia mediando la adhesion de los
estreptococos del grupo A en las células epiteliales.

Capsula: Algunos estreptococos pueden formarla, variando su composicién
guimica segun la especie. Otorga propiedades antifagociticas (Denamiel, 2007).

3.5.8.- Vacunacontra QIB

La eficacia de la vacuna contra QIB depende de su composicion antigénica. La
misma debe presentar los serotipos piliados de las cepas de M. bovis prevalentes
en la regidn. Los antigenos del pili son los determinantes de la inmunidad por lo que
la optimizacion de los procesos de produccién y conservacion de los mismos
aumentan la potencia antigénica de la vacuna. Asimismo, M. bovis elabora toxinas
que se inactivan rapidamente, por lo que resulta dificil que las vacunas contengan
altos titulos de esos antigenos.

Estas caracteristicas y el agregado de un adyuvante, en general de tipo oleoso,
junto a un Optimo esquema de vacunacion, han permitido tener éxito en el control
de esta enfermedad.

En base a los antecedentes se recomienda inmunizar con dos dosis de vacuna
contra QIB a los terneros dependiendo del tipo de establecimiento donde se realice
la vacunacion (Zielinsk, 2005).

También se han desarrollado vacunas intranasales a partir de la citotoxina
recombinante de M. bovis adyuvada con acido poliacrilico, en estudios recientes,
sugirid que esta vacunacion producia cambios en las concentraciones de IgA
especificas del antigeno ocular lo que significaba una alternativa a la vacunacion
parenteral de bovinos para la inmunoprofilaxis (Angelos, 2014).

De la misma manera se ha desarrollado una vacuna a partir de la citotoxina
recombinante de Moraxella bovoculi, en un estudio del 2006 dio como resultado
aumentos significativos en titulos neutralizadores de hemolisina en suero y puede
modular el tipo de organismo cultivado de ojos ulcerados de terneros en rebafios en
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los que existen M. bovis y M. bovoculi. El uso de antigenos de M. bovoculi solos en
vacunas para prevenir la IBK puede no ser beneficioso en rebafios en los que QIB
esta asociado con M. bovoculi y M. bovis (Angelos et al., 2010).

Otras vacunas combinadas se emplean para prevenir problemas respiratorios y
oculares causados por virus y bacterias del complejo respiratorio bovino (HVB-1,
virus de DVB, virus de Parainfluenza tipo 3, P. multocida, Mannheimia haemolytica
y Histophilus somni) (Zielinsk, 2005).

4.- Hipotesis

Diversos géneros y especies bacterianas estan implicados en Queratoconjuntivitis
Infecciosa Bovina.

5.- Objetivos
5.1.- Objetivo general

Este trabajo tiene como obijetivo realizar un estudio microbiolégico de la QIB en un
establo de la Region Lagunera, con el fin de identificar y caracterizar cepas que
estén asociadas al desarrollo de la enfermedad.

5.2.- Objetivos especificos

e Aislar microorganismos de o0jos de bovinos afectados por QIB en un establo
de la Region Lagunera.

e Observar su crecimiento en distintos medios de cultivo para obtener el
crecimiento de colonias.

e Identificar las cepas bacterianas aisladas, de acuerdo a sus caracteristicas
microscopicas, macroscopicas, de crecimiento y de sus requerimientos
metabolicos por medio de pruebas bioquimicas.

6.- Materiales y métodos
e Hisopos estériles
e Medio de transporte Stuart
e Cajas Petri dobles
e Agar para métodos estandar de la marca BD® (Becton, Dickinson and
Company)
e Agareosina y azul de metileno de la marca BD®
e Base agar gelosa sangre de la marca BD®
e Sangre equina
e Jeringa de 50 ml
e Perlas de vidrio para desfibrinar
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e Agua destilada

e Matraz Erlenmeyer de 1 litro

e Asas bacteriolégicas

e Mechero

e Pipetade 10 ml

e Hierro y triple azucar (TSI) de la empresa DIBICO®
e Medio MIO de BD®

e Tubos de ensayo con taparosca de 10 ml

e Contador de colonias

e Autoclave

6.1.- Localizacion

El estudio se realizd6 en Torredn Coahuila, las muestras fueron recolectadas del
establo La partida con coordenadas 25.580661, -103.313456 , ubicado en el ejido
con el mismo nombre.

6.2.- Seleccion de animales

Las muestras fueron tomadas de 36 becerros que presentaban signos iniciales de
la enfermedad, como puede ser lagrimeo profuso, fotofobia y ligero blefaroespasmo,
estos animales no tenian mas de 2 semanas de haber nacido.

6.3.- Técnica de toma de muestra

Se usaron hisopos estériles paratomar la muestra y medio de transporte Stuart para
la preservacion y el transporte de la misma. La técnica que se us6 consistia en frotar
el hisopo sobre la conjuntiva del ojo para después colocar el hisopo en el medio de
transporte.

Se logro recolectar 36 muestras las cuales fueron llevadas al Laboratorio de
Diagnostico de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro (UAAAN) Unidad
Laguna ubicado en Periférico Raul Lopez Sanchez y carretera Santa Fe con
coordenadas 25.555100.-103.374102.

6.4.- Preparacion de medios de cultivo, TSIy MIO

Los medios de cultivo (Agar para métodos estandar, EMB y base agar gelosa
sangre) fueron preparados en un litro de agua destilada, en un matraz de Erlen
meyer, la solucion se puso a calentar a la vez que se mezclaba, hasta lograr que el
medio quedara completamente disuelto y se dejé hasta que hirviera por un minuto.
Posteriormente se procedio a esterilizar el medio a 15 libras de presién durante 15
minutos en autoclave, al finalizar el proceso, se dejo enfriar el medio hasta llegar a
una temperatura donde pudiera ser manipulable. En el caso de la base de gelosa
sangre, se le afiadié6 50 ml de sangre equina, lo correspondiente a un 5 %. Los
distintos medios fueron vertidos en cajas petri dobles, hasta lograr 36 preparaciones
de cada uno, y por dltimo se dejaron enfriar hasta que se solidifico el medio y
posteriormente se puso a enfriar durante 24 horas a una temperatura de 4c.
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En preparacion de los medios TSI y MIO, se sigui6 casi el mismo procedimiento,
solo con la diferencia de que solo se prepararon 250 ml de cada uno y al finalizar
fueron vertidos en tubos de ensayo con tapa rosca de 10 ml, los tubos con el medio
TSI se dej6 enfriando de manera horizontal pero manteniendo un Angulo de 10
grados mientras que los tubos con medo MIO se dejé reposando de manera vertical
en gradillas, al solidificarse se guardaron en un refrigerador a una temperatura de
5c durante 24 horas.

6.5.- Técnica de aislamiento

Cada una de las muestras se cultivd en medio de agar gelosa sangre, EMB y agar
para métodos estandar, todos ellos de la empresa BD® (Becton, Dickinson and
Company) usando la técnica de aislamiento por estria cruzada, se dejo incubando
por 24 horas para poder observar crecimiento de colonias. La principal fuente
bibliografica que se us6 para apoyarnos fue el libro de “Microbiologia veterinaria del
editor Nestor Oscar Stanchi”

6.6.- Seleccién de colonias

Al ver una gran variedad de colonias en los distintos medios, se tom6 muy en cuenta
su morfologia macroscopica y microscoépica, y la presencia de hemolisis en medio
gelosa sangre, esto muy comun en colonias de Moraxella spp

En cuanto a su morfologia microscopica, las colonias fueron tefiidas mediante
tincibn de gram, donde se buscé identificar si eran bacterias Gram negativas o
positivas, al igual que la forma de la bacteria (cocos, bacilos, coco bacilos, etc.).

Una vez tenidas las colonias apropiadas, se les corrieron pruebas bioquimicas para
poder conocer mas sobre su metabolismo y asi acercarnos a la identificacion de los
agentes que se buscaban.

6.7.- Técnica para siembra en medio TSI

Se utilizd una aguja estéril para tomar una muestra de la colonia, y esta fue
sembrada mediante puncion en el medio y por estrias en la superficie del mismo,
se dejo incubando durante 24 horas para después realizar una interpretacion de los
cambios observados en el medio.

Donde un cambio de color amarillo del medio, nos diria que la bacteria es
fermentadora de azlcar, este un pardmetro importante para la identificacién de los
agentes.

6.8.- Técnica para siembra en medio MIO

Se utiliz6 una aguja estéril para tomar una muestra de la colonia, esta fue sembrada
mediante una puncién vertical en el medio, se dej6é incubando durante 24 horas y
posteriormente se hizo lectura a los cambios vistos en el medio.

La presencia de turbidez en el medio nos indicaria que la bacteria tiene una
motilidad positiva.
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6.9.- Prueba catalasa

Con un asa estéril se tomoé una colonia y se coloco en un portaobjetos, después se
agrego una gota de peroxido de hidrogeno (H202) sobre la colonia y se hizo una
ligera mezcla, donde un resultado positivo ocasionaria la formacion de burbujas.

7.- Resultados
Los resultados obtenidos se muestran en los cuadros 1y 2.

En un total de 149 muestras, 98 presentaron cultivos puros y en las otras hubo
mezclas de microorganismos segun se aprecia en el cuadro 1

CUADRO 1.- Namero de microorganismos aislados por muestra

NUmero de muestras Porcentaje del total
Muestras con un solo 98 66
tipo de bacteria
Muestras con dos o 51 34
mas tipos de bacterias

De las muestras que obtuvieron un solo tipo de bacteria, la bacteria predominante
fue Moraxella spp.

De todas las colonias bacterianas que se obtuvieron, se logré identificar 5 géneros
de bacterias distintas, segun se aprecia en el cuadro 2.

CUADRO 2.- Géneros bacterianos aislados de las 149 muestras

Genero bacteriano No. Casos Porcentaje
Staphylococcus spp 21 36.2
Moraxella spp 13 22.4
Streptococcus spp 12 20.68
Pseudomonas spp 8 13.7
Pasteurella spp 4 6.9

8.- Discusidn

En la literatura se menciona que no solo M. bovis actia como patdgeno en los brotes
de la QIB, sino que diversos agentes han sido aislados de ojos de animales
enfermos, entre los mas importantes podemos mencionar. Streptococcus spp,
Staphylococcus spp, Pseudomonas spp, Pasteurella spp, Chlamydia spp y
Mycoplasma spp (Alexander, 2010; Blood et al., 1992). Esto fue confirmado por
nosotros en las muestras trabajadas, ya que en el cuadro 2 se aprecia que
identificamos cinco géneros diferentes, donde la mayoria se encontraba en cultivos
puros (cuadrol) y predominando los cultivos de Moraxella spp.
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En el presente trabajo se quiso dar a conocer informacién importante sobre estos
agentes, como es su poder patdgeno y su papel dentro de la patogénesis de QIB,
su aislamiento y parametros a tomar en cuenta a la hora de identificarlos.

Los géneros que con mayor frecuencia se encontraron como secundarios fueron
Streptococcus spp y Staphylococcus spp, esto puede ser muestra de que estos
patdbgenos estan estrechamente asociados a Moraxella u otros agentes principales,
pero también hay que mencionar que pueden ser patdgenos oportunistas, una vez
gue se dan las condiciones apropiadas para su crecimiento.

Las muestras fueron obtenidas tomando todas las precauciones para evitar una
sobre contaminacion, pero son muestras de campo en donde las condiciones no
permiten tener un ambiente estéril y una contaminacién ambiental es muy posible.

En cuanto a Chlamydia spp y Mycoplasma spp (Agentes que se han asociado a
QIB) no fue posible aislarlos debido a sus altos requerimientos nutritivos, una alta
sensibilidad de las condiciones de transporte, incubacién y un lento desarrollo por
lo que un estudio complementario teniendo los materiales y el quipo apropiado nos
permitiria conocer si estos agentes se encuentran en nuestra regién, por lo que
hasta ahora es una incognita o por lo menos no se encontré informacion que lo
demostrara.

Debido a ciertas condiciones no se pudo identificar a que especie del genero
Moraxella pertenecian las colonias encontradas, aun asi, es importante mencionar
que gracias a la informacién recabada se sabe que por lo regular se trata de M.
bovis, M. bovoculliy M. ovis, por lo que si se busca una mejor prevencién habria
que buscar vacunas que contengan antigenos y toxinas de estas tres especiesy Si
en un futuro se logra aislar Mycoplasma spp en la region, habria que pensar
también en una vacuna contra este agente ya que esta demostrado que tiene un
importante papel en el inicio de la enfermedad.

9.- Conclusion

Al realizar esta investigacion se tomo en cuenta el impacto que tiene la enfermedad
a nivel mundial y dentro del mismo establo en el que se tomaron las muestras, ya
que se considera una enfermedad causante de considerables pérdidas en
produccién tanto en ganado de leche como de carne donde por lo regular los
tratamientos médicos no suelen ser rentables.

En la actualidad ya no se ve a M. bovis como Unico agente causal de la enfermedad
y cada vez las investigaciones se centran en conocer la variedad etiolégicay su
posible papel dentro de la patogénesis. Es por esto que toma mayor fuerza el
aislamiento e identificacion de los agentes una vez que se observan los primeros
signos de la enfermedad dentro del hato, ya que con esto se pueden realizar
tratamientos mas especificos y medidas preventivas apropiadas a la variedad
etioldgica presente en el establo.
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Siempre es importante mencionar que, para lograr un correcto aislamiento de los
agentes, se debe seguir un protocolo adecuado desde que se toman las muestras
en donde se intenta realizarla de la manera mas aséptica posible y hasta la
seleccién de los medios de cultivo y pruebas bioquimicas apropiados para identificar
cada agente, a la hora de la siembra es donde también toma gran importancia las
medidas para evitar la contaminacién de los cultivos, ya que al haber crecimiento
de bacterias ambientales suelen afectar el desarrollo de los agentes que se estan
buscando aislar. Todo esto para lograr tener resultados confiables y que nos
ayuden atomar una decision a la hora de enfrentar o prevenir esta enfermedad.

En nuestro presente trabajo comprobamos que Moraxella spp es una de las causas
principales de la QIB, en el establo muestreado y que esta se encuentra asociada a
otros microorganismos.

En el establo donde se tomaron las muestras se tenian muy pocas medidas en el
control de la mosca y de la bioseguridad en general, principalmente en el area de
crianza (sujetos de los que se obtuvieron las muestras), por lo que estos
rapidamente presentaban signos caracteristicos (lagrimeo, edema conjuntival y
blefaroespasmo). Esto causa que haya una alta diseminacién de la enfermedad, y
donde muy posiblemente con la implementacion de las medidas apropiadas de
higiene y control del vector, se podria bajar el indice de brotes en el establo.
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