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RESUMEN

La enfermedad ocular m&s comun que afecta a los bovinos es la
Queratoconjuntivitis Infecciosa Bovina (QIB), la cual se ha asociado a la bacteria
Moraxella bovis. En el presente estudio se estimd la prevalencia de QIB en las
cuencas lecheras del altiplano Michoacano y la region de la Ciénega y se identifico
el agente causal de la enfermedad. Se obtuvieron muestras oculares de 17 bovinos
que presentaban QIB de una poblacion de 761 cabezas. De estas muestras se
obtuvieron 38 aislados, los cuales se caracterizaron mediante tincion de Gram y
prueba de sensibilidad a antibidticos. La identificacion de los aislados se realizd
mediante la amplificacion por PCR de una region del gen ribosomal 16S, a la cual se
le determiné la secuencia de nucle6tidos y se uso para realizar comparaciones en la
base GenBank. La proporcion de animales con QIB fue 2.23% y se identificé a la
microbiota bacteriana asociada a ella. Las especies bacterianas identificadas fueron
Staphylococcus saprophyticus, S. agnetis, S. chromogenes, S. haemolyticus, S.
xylosus, Streptococcus dysgalactiae, S. suis, S. uberis, Enterococcus mundtii,
Bacillus aerius, B. toyonensis, B. pumilus, Rhotia nasimurium, Arthobacter
gandavensis, A. luteolus, Peptoniphilus indolicus, Corynebacterium Aquilae,
Pseudomonas aeruginosa, P. zhaodongensis, Mannheimia granulomatis,
Acinetobacter schindler, Enterobacter mori, Moraxella equi y M. bovoculi. Hasta
nuestro conocimiento el presente estudio es el primero de este tipo que se ha
realizado en México, por lo que es necesario mas investigacion para estimar la
proporcion de animales con QIB y la microbiota asociada a ella.

Palabras clave: Queratoconjuntivitis Infecciosa Bovina (QIB); Ojo rosado;
Moraxella bovis; Moraxella bovoculi; Flora bacteriana en QIB.
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ABSTRACT

The most common ocular disease affecting cattle is the Infectious Bovine
Keratoconjunctivitis (IBK), which has been associated with Moraxella bovis. In this
study, the IBK prevalence was assessed in two dairy regions from Michoacan
(Altiplano and The Cienega) and the causal agent of the disease was identified. A
total of 761 individuals were analyzed and only 17 showed IBK. Ocular samples were
obtained from animal with IBK and 38 bacterial isolates were obtained, which were
characterized by Gram stain and antibiotic sensitivity. Identification of the bacterial
isolates was performed by PCR amplification of a region of the 16S ribosomal gene,
the nucleotide sequence was determined and it was used to carried out comparisons
in the GenBank. The animals proportion with IBK was 2.23% and the bacterial
microbiota associated with IBK included Staphylococcus saprophyticus, S. agnetis, S.
chromogenes, S. haemolyticus, S. xylosus, Streptococcus dysgalactiae, S. suis, S.
uberis, Enterococcus mundi, Bacillus aerius, B. toyonensis, B. pumilus, Rhotia
nasimurium, Arthobacter gandavensis, A. luteolus, Peptoniphilus indolicus,
Corynebacterium Aquilae, Pseudomonas aeruginosa, P. zhaodongensis, Mannheimia
granulomatis, Acinetobacter schindler, Enterobacter mori, Moraxella equi and M.
bovoculi. To our knowledge, the present study is the first of its kind in Mexico,
however it is necessary perform more research to estimate the animals proportion

with IBK and the microbiota associated to this disease.
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|. INTRODUCCION

La Queratoconjuntivitis Infecciosa Bovina (QIB) es una enfermedad causada
principalmente por la bacteria Gram negativa Moraxella bovis, es de distribucion
mundial y provoca pérdidas econdmicas elevadas asociadas al tratamiento de los
animales afectados ademas de afectar su productividad; constituyendo un serio
problema sanitario que afecta al sector ganadero.

Algunos estudios han estimado que se pierden entre 10 y 20 kg de
carne/animal (Prieto et al., 2008; Zoco et al., 2010; Martirena y Turrens, 2013). En
paises como Australia en 1979 y USA en 1993 se estimaron pérdidas cercanas a los
22 y 150 millones de délares anuales respectivamente, por causas directas e
indirectas de esta enfermedad, con un promedio de aproximadamente 13 dolares por
animal afectado (Kirkpatrick y Lalmar, 1997; Rodriguez et al., 2006). En USA se ven
afectadas mas de 10 millones de cabezas de ganado anualmente (Hare et al., 2008),
estimandose pérdidas de mas de 200 millones anuales (Addison, 2011). No
obstante los esfuerzos realizados por evitar su presentacion al inmunizar a los
animales como medida preventiva, no se ha logrado reducir el nUmero de animales
afectados. Prieto et al (2008) reportaron que el rango de proteccién de las vacunas
comerciales oscila entre el 20% y 50%. La principal razén por la cual no se tiene
éxito con la inmunizacién se relaciona con la variabilidad en la estructura de la pared
celular de M. bovis. Asociado a que las vacunas disponibles en el mercado derivan
de cepas especificas que no garantizan la proteccion contra la enfermedad, se
requiere que las vacunas contengan cepas regionales, con lo que se esperaria

obtener mayor inmunidad al presentarse el agente causal y disminuir el porcentaje de
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animales afectados y como consecuencia las pérdidas econémicas, aunado a otras
medidas preventivas (Brown et al., 1998; Giraudo, 2005).

En México aunque no se ha documentado sobre la investigacion del agente
causal de QIB, se tiene conocimiento de su existencia al observar bovinos con
lesiones oculares caracteristicas de la enfermedad, similar situacion prevalece en
Michoacan.

En el presente estudio se identificd la microflora ocular asociada con QIB,
siendo Staphylococcus el género mas prevalente en los casos clinicos observados
en dos Cuencas Lecheras de Michoacan, una localizada en el altiplano (Uruétaro), y
la otra en la region de la Ciénega (Marcos Castellanos, Sahuayo, Emiliano Zapata y

Villa Madero) durante los meses de julio a diciembre de 2015.
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Il. EPIDEMIOLOGIA DESCRIPTIVA
2.1 Distribucion de la Queratoconjuntivitis Infecciosa Bovina (QIB)

La queratoconjuntivitis infecciosa bovina fue descrita por primera vez en 1889
por Billings en un rebafio en Nebraska, USA, como un cuadro oftalmico contagioso
caracterizado por lagrimeo, fotofobia, Ulceras cornéales y opacidad. En Argentina,
Zabala y Voges la describieron en 1901. Esta enfermedad es ampliamente distribuida
en diversas regiones de distintos continentes y constituye un serio problema que
afecta al sector ganadero (Brown et al., 1998).

En México es una enfermedad enzodtica en las diferentes regiones
geograficas y su aparicion se asocia a las condiciones ambientales y a la presencia
estacional de vectores; en los estados del norte interviene ademés la intensa
radiacion solar, en el altiplano son los vectores y las tolvaneras, y en los estados del
sur influye la presencia de vectores (Gasque, 2008).

Existen pocas publicaciones de esta enfermedad en la Republica Mexicana,
se refieren solo dos estudios, uno de ellos realizado por Infante et al. (2000), quiénes
identificaron un brote de QIB en Tamaulipas en 1977 provocado por M. bovis en una
explotacion lechera de doble propoésito, con 200 cabezas de ganado Holstein, Ceba,
Suizo y sus cruzas, presentdndose 83 casos que correspondian al 42% de la
poblacion. Para el control del brote se disminuy6é el nUmero de moscas mediante
gasoleo con la intencion de evitar la transmision de la enfermedad. El segundo
estudio es del aflo 2010, en él se publicaron los resultados obtenidos de un estudio

comparativo al administrar florfenicol via ocular y via parenteral a 64 bovinos
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afectados con QIB en el municipio de Manuel Doblado, Guanajuato (Zamora et al.,

2010). En ambos casos no se identifico la bacteria asociada a los brotes.

2.2 Factores de riesgo asociados a QIB

Existen varios factores que favorecen la presentacion de QIB, tales como la
edad, raza, agentes mecanicos y bioldgicos, la estacidon del afo, sistema de
produccion, condiciones ambientales, el estrés y la deficiencia de vitamina A. Con
respecto a la edad, es mas frecuente en los animales jovenes, de 45 dias a 1 afio
(Gasque, 2008).

Los animales cuyos parpados son despigmentados son mas sensibles, por
ello afecta mas al ganado europeo que al cebuino, es comdn observar esta
enfermedad en las razas Hereford, Charolais, Holstein, Chianina, Simental y Criollo,
asi como en aquellos animales que estan bajo condiciones de pastoreo (Baptista,
1979; Caspari et al., 1980; Gasque, 2008).

Los agentes mecénicos incluyen pastos altos, alimentos en batea con polvillo,
semillas, polen y el polvo, pero el vector bioldgico que mas influye es la mosca. Entre
los factores ambientales que favorecen el desarrollo de la enfermedad esta el
aumento de intensidad de los rayos solares, la humedad relativa baja y la
temperatura elevada; razon por la cual la incidencia es mas alta en zonas aridas y en
las estaciones de primavera y verano; sin embargo, en invierno se han observado
brotes severos cuando el ganado se encuentra confinado en establos cerrados

(Odeodn et al., 2006; Gasque, 2008).
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2.3 Cadena epidemiolégica

La principal bacteria responsable de la QIB es Moraxella bovis, la cual vive en
el suelo o en las plantas y es depositada en el ojo mediante el viento, las patas de
las moscas [considerada como un factor importante en la transmisién ya que puede
vivir hasta tres dias en ella (Figura 1A) (Blood y Radostits, 1992; Infante et al.,
2000)], o por contacto directo de animales portadores (Gerhardt et al.,1982). Esta
invade las glandulas lagrimales y el tarso; ademas, aquellas bacterias que poseen
fimbrias, que son pili tipo IV, se adhieren a la capa externa de la cérnea (Figura 1B)
(Minatel y Corbelleni, 2007), provocando dafio a la integridad de ésta, ademas de
que secretan una citotoxina B-hemolitica que afecta la cornea y a los leucocitos
(Postma et al., 2008). En las primeras 12 h se observan erosiones microscopicas en

la cérnea, sin evidencia de una respuesta inflamatoria (Bretschneider y Pérez, 1996).

Figura 1. La mosca como vector de M. bovis (A) y su adherencia a la cérnea por

medio de las fimbrias (B).

Fuentes:(A) (Serrano,2016) y ( B) http://www.stopcattlepinkeye.com/
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Los signos clinicos tempranos son epifora (Figura 2A), fotofobia y
blefaroespasmo, seguido por la opacidad en el centro de la cornea (Figura 2B), que
puede progresar a ulceracion (Figura 2C), causando ceguera temporal o permanente
por descemetocele y ruptura de la cornea (Blood y Radostits, 1992; Minatel y
Corbelline, 2007; Odedn et al., 2006). Se ha descrito que en el transcurso de un mes

el 100% del ganado podria presentar la signologia (Baptista, 1979).

A B C

Figura 2. Signologia ocular de la Queratoconjuntivitis Infecciosa Bovina. A) Epifora,
B) Opacidad corneal, y C) Ulcera corneal.
Fuentes: (A) cattletoday.com:

(B) https://web.extension.illinois.edu/oardc/downloads/43489.pdf
(C) http://informedfarmers.com/new-forest-eye-in-beef-cattle/

El diagnéstico se obtiene mediante la observacion de los signos clinicos, la lesion
patognomaonica es la Ulcera en el centro de la cérnea y es necesaria la confirmacion
en el laboratorio para conocer el tipo de cepa actuante, el espectro antigénico y la

sensibilidad a los antibiéticos (Turquieto et al., 2008).



https://web.extension.illinois.edu/oardc/downloads/43489.pdf
http://informedfarmers.com/new-forest-eye-in-beef-cattle/
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2.4 ldentificacion del agente causal de QIB

La bacteria M. bovis se ha aislado en el 85% de los animales enfermos y a
partir de ella se puede reproducir la enfermedad en 80 a 90% (Gasque, 2008), la
presentacion es aguda y tiende a difundirse rdpidamente (Infante et al., 2000). Si
bien, M. bovis es el microorganismo mas comun y que provoca las lesiones mas
severas, se han identificado otros agentes patégenos como el Herpesvirus bovino 1
(BoHV-1), Branhamella ovis, Chlamydia, Escherichia coli, Streptococcus pyogenes,
Staphylococcus aureus y Pasteurella sp., que pueden agravar la enfermedad (Blood
y Radostits, 1992; Gasque, 2008; Turquieto et al., 2008).

Durante afios se ha considerado a M. bovis como el principal agente etiolégico
de QIB. Sin embargo, en 2002 se aisl6 a M. bovoculi de animales afectados en USA
(Angelos et al., 2007c), esta misma especie fue aislada en Brasil por Libardoni et al.
(2012) y en Uruguay por Sosa y Zunino (2013). Se ha planteado la asociacion de otra
especie del género Moraxella, M. ovis, sugiriendo que tanto M. bovoculi y M. ovis
tienen un rol en la patogenicidad (Acquistapace, 2014).

Sosa y Zunino (2013), presentaron un estudio que permitié identificar la
diversidad genética mediante PCR de una coleccion de cepas de M. bovis y M.
bovoculi aisladas de casos de QIB del afio 1983 a 2009 en Uruguay. De 51 casos

analizados, en 25 de ellos se identifico a M. bovis y en 26 casos a M. bovoculi.
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2.5 Moraxella bovis agente causal de QIB y factores estructurales que

favorecen su virulencia

M. bovis es un cocobacilo, que pertenece a la familia Moraxellelaceae, clase
Proteobacteria (Baptista, 1979); se considera un patdogeno oportunista, identificado
en la conjuntiva y secreciones nasales de bovinos sin signologia clinica o historia
clinica de infeccion ocular (Pugh et al., 1986).

Entre los factores que se asocian a la patogenicidad de Moraxella spp., se
encuentran la expresion de fimbrias, lipopolisacaridos, proteinas de membrana
externa (OMP), hemolisinas, fosfolipasas, sistemas de adquisicion de hierro y

enzimas proteoliticas (Postma et al., 2008).

Figura 3. Moraxella bovis. En la figura se presentan las fimbrias que son elementos

importantes para el establecimiento de la QIB.

Fuente: http://www.stopcattlepinkeye.com/

Las fimbrias (Figura 3) son el principal factor de virulencia para iniciar la
colonizacion del huésped, debido a que son las estructuras que permiten la
adherencia de la bacteria, en su ausencia no se establece la infeccién ocular, y se

han descrito dos tipos, la tipo | y la Q (Atwell et al., 1994). Las fimbrias tipo Q son las

10



Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo
Instituto de Investigaciones Agropecuarias y Forestales

que permiten la adherencia de la bacteria a la cornea bovina y las tipo | permiten a la
bacteria mantenerse adherida y establecer la infeccion (Fulks et al., 1990). Los
lipopolisacéaridos de la bacteria estimulan a los macréfagos, células endoteliales y
linfocitos, responsables de la liberacion de citoquinas como el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), IL-IB, IL-6, estas a su vez promueven la adhesion de neutrdfilos
y monocitos del endotelio vascular, activando y atrayendo células inflamatorias y
mediadores de choque endotoxico (Cortinas, 2014).

Las hemolisinas son una familia de exotoxinas dependientes de calcio que
forman poros en las membranas citoplasmaticas de las células epiteliales de la
cornea, eritrocitos y leucocitos ocasionando flujo de potasio, desequilibrio osmatico y
lisis de las membranas (Angelos et al., 2003). Frank y Gerber (1981) refieren una
gran variedad de enzimas hidroliticas presentes en M. bovis, entre ellas esterasas
C4, esterasas-lipasas C8, lipasa C4, fosfoamidasas, fosfatasas y gelatinasas.

M. bovis posee la habilidad de adquirir hierro desde el huésped para sintetizar
proteinas y ADN, y debido a que su concentracidn extracelular es baja, la bacteria al
igual que otras especies bacterianas sintetiza y libera una molécula sideroforo, estas
moléculas remueven el hierro contenido en las proteinas del huésped para
incorporarlo a la célula bacteriana. Se sugiere que la OMP IrpA de M. bovis esta

involucrada en el sistema de adquisicién de hierro (Cortinas, 2014).

2.6 Prevencion de QIB mediante inmunizacién
Rochedo y Gil (2003) indican “La forma mas eficiente para controlar la QIB es

a través del uso de las vacunas que sean elaboradas con antigenos fimbriales”
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(Figura 4). En 1982 se desarroll6 una vacuna con estos antigenos (Gil et al., 1982),
y su empleo mostré un nivel de proteccion de 83% para el reto experimental. Esta
vacuna se ha utilizado en Brasil, Uruguay y Argentina desde mediados de los afios
80. Sin embargo, los estudios realizados en diversas partes del mundo revelaron la
existencia de diferentes serotipos de fimbrias de M. bovis (Lepper y Hermans, 1986;

Moore y Rutter, 1987).

A B

Figura 4. Bacterina de Moraxella bovis disponible en el mercado (A) y su

administracion inyectable (B).

Fuentes: (A) Piliguard® moraxella bovis
(B) (CONtexto Ganadero,2016).

La administracion de las cepas no prevalentes en la region, con la finalidad de
conferir inmunidad (Figura 4B), asi como la diversidad antigénica del agente
etiologico y la ausencia de estudios epidemioldgicos podria explicar los frecuentes
fracasos de la administracion de vacunas al no prevenir la presentacion de la QIB
(Rochedo y Gil, 2003). Ante esta situacion surgio la necesidad de conocer y controlar

las caracteristicas antigénicas de las cepas prevalentes en la region destinada a la
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produccion de vacunas eficaces, motivo por el cual se han realizado diversas
investigaciones, en diferentes paises para determinar la diversidad de cepas, la
caracterizacion de las mismas y la comparacion de las cepas circulantes con las
empleadas en la elaboracion de vacunas (Zunino y Sosa, 2008).

De igual forma y esperando un alto indice de inmunoproteccion se realizan
investigaciones para emplear las hemolisinas de Moraxella spp, considerando que
son de naturaleza proteica, éstas poseen la capacidad para actuar como antigenos
en vacunas. Al respecto, Angelos y Ball (2007d) demostraron la homogeneidad
genética de las citotoxinas de M. bovis de cepas de diferentes origenes geograficos,
ante este hecho, se ha pensado que una vacuna basada en citotoxinas puede
prevenir la QIB ocasionada por multiples cepas de M. bovis.

Otro punto que refuerza lo anteriormente expuesto, se basa en la observacién
del ganado recuperado de casos de QIB, estos animales producen anticuerpos anti-
hemolisinas que pueden neutralizar las hemolisinas de varias cepas de M. bovis. A
su vez el ganado que ha sido inmunizado con hemolisinas de M. bovis resultd

protegido contra desafios heterdlogos (Sosa, 2013).
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[ll. MARCO DESCRIPTIVO DE LA ZONA DE ESTUDIO

El estado de Michoacan presenta una division administrativa conformada por

13 Distritos de Desarrollo Rural (DDR) distribuidos regionalmente en 5 regiones
ganaderas, esta agrupacion se conformd considerando el clima, el sistema de
produccion, la raza de bovinos, la actividad zootécnica, la orientacién comercial, los
sistemas de manejo de praderas o agostaderos entre otros factores, estas regiones
ganaderas son:

La Region Sistema Vaca-Becerro Trépico Subhumedo

Regidén Sistema Doble Propésito del Valle de Apatzingan

La Cuenca Lechera de la Ciénega de Chapala

La Region Ganadera del Altiplano Michoacano

Regién Ganadera del Bajio Michoacano (Figura 5)

La produccion de leche se desarrolla principalmente en Cuencas Lecheras
localizadas en la Regién de la Ciénega y el Altiplano Michoacano (Figura 5), asi

como en el Valle de Apatzingan en sistemas doble proposito.
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‘ Regionalizacion Productiva de la Ganaderia Bovina

. Cuencas Lecheras

Sistema Vaca-becerro del
Trépico Subhimedo

l Doble Propésito
|:| Altiplano Michoacano
l Bajio Michoacano.

Figura 5. Mapa de Michoacan indicando en color azul las regiones lecheras.

Region Ganadera del Altiplano Michoacano
Esta Regidn se localiza en la zona centro y norte del estado de Michoacén, los
climas dominantes son: el templado subhimedo, el templado hiumedo y una franja de
transicion en el limite sur de clima calido subhumedo. Esta zona comprende el area
de influencia del DDR 092 Morelia, el DDR 087 Uruapan, DDR 091 Patzcuaro
excepto el municipio de Turicato, el DDR 094 Zitacuaro, asi como los municipios de
Tocumbo y Los Reyes del DDR 088 Zamora.
Las unidades de produccion tienden a ser pequefias y son manejadas por
mano de obra familiar. De acuerdo con el inventario ganadero 2004 el 28% del
ganado de la region son cruzas de criollo con Holstein, el 7% es Holstein, el 6%

cruzas de Holstein con Cebu. El tamafio promedio del hato es de 17 cabezas.
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La region ganadera del Altiplano Michoacano cuenta con el 24% del inventario
ganadero estatal y produce el 25% de la produccion de leche del Estado, el DDR
Morelia es el mayor productor de toda la zona con una participacion en produccion
del 48%. El area que integra la Cuenca Lechera Morelia-Queréndaro pertenece al
Altiplano Michoacano ubicandose al noreste del estado e involucra a los municipios

de Morelia, Tarimbaro, Alvaro Obregon, Indaparapeo y Queréndaro (Figura 5).

Cuenca Lechera de la Ciénega de Chapala

Se localiza en la zona noroeste del estado de Michoacan en los limites con el
estado de Jalisco. Los climas dominantes son el Calido Subhimedo y Templado
Subhumedo. Esta cuenca comprende toda el area de influencia del DDR 089
Sahuayo, los municipios de Ixtldn, Chavinda; Tangamandapio, Cotija, Tinguindin,
Jacona, Tangancicuaro y Chilchota correspondientes al DDR 088 Zamora, asi como
el municipio de Tanhuato del DDR 090 La Piedad. También incluye a los municipios
de Venustiano Carranza, Cotija, Pajacuaran, Villahermosa, Villamar, Jiquilpan,
Sahuayo y Marcos Castellanos. En esta cuenca se localiza el 12% del inventario
ganadero estatal, cuenta con 113,294 cabezas de ganado distribuidas en 2,895
hatos segun informe del comité estatal para el fomento y proteccién pecuaria de
Michoacan, siendo el tamafio del hato promedio de 43 cabezas. La ganaderia de
esta cuenca posee una alta especializacion en la produccion de leche, contribuyendo
con el 35% de la produccion de leche del Estado. predominando en un 75% el
ganado de raza Holstein y sus cruzas (Sanchez y Sanchez, 2005).

En entrevista el 1 de marzo de 2014 con Ramén Cano Vega, secretario de

Desarrollo Rural de Michoacéan, refiere que el municipio de Marcos Castellanos
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(cuenca lechera de la Ciénega de Chapala) es el principal productor de leche al
generar 36,857,670 litros al afio, y el segundo lugar lo ocupa Tarimbaro (Region
ganadera del altiplano michoacano) con 12,160,635 litros, cuyas localidades lecheras
mas importantes son Téjaro y Uruétaro. En la tabla 1 se presenta el inventario de

bovinos de las principales regiones de estas dos zonas lecheras.

Tabla 1. Inventario de bovinos productores de leche de las regiones de estudio

Uruétaro y Villa Marcos Emiliano Zapata Sahuavo
Téjaro Madero Castellanos * y
667 4125 14387 539 1814

Censo Agropecuario 2007

*Sagarpa 2014

Hipotesis
La Queratoconjuntivitis Infecciosa Bovina en las cuencas lecheras del altiplano
Michoacano y la region de la Ciénega estd asociada a la presencia de la bacteria

Moraxella bovis.

Objetivos

Objetivo general
Estimar la prevalencia de Queratoconjuntivitis Infecciosa Bovina en las cuencas
lecheras del altiplano Michoacano y la region de la Ciénega e identificar al agente

causal de la enfermedad.
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Objetivos especificos
1. Estimar la prevalencia de la Queratoconjuntivitis Infecciosa Bovina en hatos de
bovinos en las cuencas lecheras del altiplano Michoacano y la region de la
Ciéenega del estado de Michoacan.
2. ldentificar al agente causal de la Queratoconjuntivitis Infecciosa Bovina en

animales con lesiones oculares.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Procedimiento diagndstico

El periodo de muestreo se llevé a cabo del mes de julio al mes de diciembre
del 2015 en la localidad de Uruétaro, comunidad perteneciente al Valle Morelia-
Queréndaro, y en las localidades de Marcos Castellanos, Sahuayo y Emiliano
Zapata, pertenecientes a la cuenca lechera de la Ciénega de Chapala y en Villa

Madero, pertenecientes a Michoacan (Figura 6).

Uruétaro, en el municipio de Tarimbaro, Mich.
Emiliano Zapata, en el municipio de Villa Mar, Mich.
Villamadero, municipio de Madero, Mich.
Municipio de Sahuayo, Mich.

Municipio de Marcos Castellanos, Mich.

Figura 6. Ubicacién de las localidades donde se realizé la toma de muestras
oculares.
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4.2Seleccion de los animales y toma de muestras

Se realizaron visitas y observacion de los animales en 11 hatos,
seleccionando aquellos animales con signologia sugerente de QIB como epifora,
conjuntivitis, opacidad corneal, blefaroespasmo, fotofobia y Ulcera corneal. Algunos
bovinos presentaron lesiones en ambos 0jos, en otros casos so6lo en un ojo. Cabe
sefialar que ambos ojos fueron muestreados en todos los casos clinicos.
Adicionalmente, a los propietarios de cada unidad de produccion se les aplicé un
cuestionario (Anexo No. 1) para el registro del expediente clinico (Anexo No. 2), lo
que permitio identificar a cada uno de los casos clinicos seleccionados.

Se realizé la antisepsia de la regién periocular con gasa impregnada con jabén
de cloruro de benzalconio al 10%, que se retir6 luego con gasa y solucién de cloruro
de sodio al 0.9% Las muestras se tomaron usando guantes de exploracién estériles
de la superficie ventral del ojo, entre el globo ocular y el saco conjuntival con hisopo
estéril (Figuras 7A y 7B), siendo depositadas en un tubo con medio de transporte
estéril Cary Blair (COPAN Italia S. p. A.). Posteriormente las muestras se colocaron
en una hielera con refrigerantes en gel (Figura 7C) para ser transportado al

laboratorio.
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Figura 7. Toma de muestra ocular con hisopo (A y B) y colocacién en hielera para su
transporte (C).

4.3 Procesamiento de muestras en el laboratorio

Las treinta y cuatro muestras obtenidas en las unidades de produccién
pecuaria se procesaron en el Centro Multidisciplinario de Estudios en Biotecnologia
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Michoacana de

San Nicolas de Hidalgo.

4.4 Cultivo de las muestras oculares en medio sélido
En la campana de flujo laminar se tomoé el hisopo impregnado de contenido
ocular y se distribuyé en agar sangre (Figura 8A) (anexo no.3), posteriormente se

incub6 a 37 °C por 24 h (Figura 8B).
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Figura 8. Cultivo de muestra ocular en agar sangre (A), incubacién (B) y posterior

revision del crecimiento de colonias (C).

Transcurrido el tiempo de incubacién se realizé la observacion macroscoépica
de las colonias formadas (Figura 8C). Se evalud el tamafio, la forma, los bordes, la
superficie, el color, la presencia de hemolisis, se seleccionaron las colonias grises-
blanquecinas, redondas, pequefias, convexas con o sin halo de hemolisis
caracteristicas que pudieran asociarse con M. bovis, es preciso mencionar que de
una misma caja pudo elegirse mas de una colonia por poseer particularidades
diferentes a las colonias adyacentes, pero que contaban con algun criterio de
inclusion. Las colonias seleccionadas fueron cultivadas toda la noche en caldo Luria
Bertani (LB) (Anexo no. 4), y para su conservacion se adicion6 glicerol al 10% y se
almacenaron a -80 °C. Con la finalidad de identificar a cada colonia se le asigno la

denominacién de muestra (M) y una numeracién ascendente iniciando en M1.

4.5 Cultivo de colonias en medio liquido
En la campana de flujo laminar y con el empleo de un palillo estéril se tomo

cada colonia y se suspendio en 2.5 ml de caldo LB en un tubo de 15 ml (Figura 9A 'y
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B), mismo que se sellé para introducirlo en la incubadora de agitacion por 24 h a 37

°C.

Figura 9. Cultivo de colonias en medio liquido. Toma de la colonia con palillo (A) y

su cultivo en caldo LB (B).

4.6 Tincion de Gram

A partir de las bacterias cultivadas en medio liquido, se coloc6 una muestra en
una laminilla mediante frotis (Figura 10A y B) para realizar la tincién de Gram con la
aplicacion secuencial de diferentes soluciones iniciando con cristal violeta, lugol,
alcohol cetona y safranina, finalizando con un lavado de la laminilla con agua
destilada, misma que se empled entre cada paso.

La tincion de Gram permitié diferenciar las bacterias en Gram positivas y Gram
negativas (Figura 10C) al observarlas en el microscopio éptico con objetivo 40x

(Figura 10).
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Figura 10. Realizacion de frotis para tincion Gram a partir del cultivo liquido (A 'y B).

Cocobacilos Gram (-), vista microscopica (C).

4.7 Antibiograma

Las bacterias cultivadas en caldo LB (24 h, 37 °C) se utilizaron para realizar
las pruebas de sensibilidad a antibiéticos (Figura 11A), mediante el método de
difusién en disco en cajas de Petri con agar Mueller-Hinton (MH) (Anexo no. 5)
(Bioxon). Se emplearon sensidiscos para bacterias Gram negativas (Bio-Rad Gram
Negativos Il). Se evaluaron 12 antibiéticos: amikacina, 30 pg; ampicilina, 10 ug;
levofloxacina, 5 pg; cefalotina, 30 pg; cefotaxima, 30 pg; ceftriaxona, 30 Wg;
cloranfenicol 30 pg; gentamicina, 10 pg; Netilmicina 30 pg; Nitrofurantoina 300 pg;
Cefepime 30 pg; Trimetoprim-Sulfametoxazol 25 pg. Adicionalmente, se utilizaron
sensidiscos para bacterias Gram positivas (Bio-Rad). Se evaluaron 12 antibidticos:
ampicilina, 10 pg; cefalotina, 30 pg; cefotaxima, 30 pg; ceftazidima, 30 ug;
cefuroxima, 30 pg; dicloxacilina, 1 pg; eritromicina, 15 pg; gentamicina, 10 ug;
pefloxacina, 5 pg; penicilina, 10 U; tetraciclina, 30 pug y Trimetoprim-Sulfametoxazol
25 pg. Los aislados se clasificaron como resistentes, intermedios, o sensibles,

dependiendo del diametro del halo de inhibicién (incluyendo los 6 mm del disco) de
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acuerdo con las instrucciones del fabricante. En la figura 11B se observa la medicion

en mm del halo de inhibicion.

Figura 11. Evaluacion de la sensibilidad antimicrobiana de los aislados bacterianos
asociados a QIB. Sensidiscos con 12 antimicrobianos (A) y medicion del

halo de inhibicion con regla en mm (B).

4.8 Extraccion de ADN

Los aislados fueron cultivados toda la noche en caldo LB. Posteriormente se
obtuvo la pastilla celular mediante centrifugacion a 12,000 rpm por 5 min.
Posteriormente, se resuspendio en 450 pl de solucion TE (Tris 10 mM-EDTA 1 mM,
pH 7.5), se le adiciond 20 pl de lisozima (20 mg/ ml) y se incubd por 15 min a 37 °C.
Se le adicion6 50 pl de solucién SDS (dodecilsulfato sédico) al 10% y se incubd a 37
°C por 15 min. Se agregaron 100 ul de solucion NaCl 5 M y se incub6 a 65 °C por 5
min, se afadieron 80 pul de la solucion CTAB 10% (bromuro de
hexadeciltrimetilamonio)/NaCl 0.7 M y se incub6 por 10 min a 65 °C. Enseguida se
adicionaron 500 pl de fenol: cloroformo:alcohol isoamilico en relacion 24:24:1, una
vez mezclado se adicionaron 5 pl de bromuro de etidio (10 mg/ml) continuando con la
centrifugacion a 10,000 rpm por 5 min. Finalmente se colecto la fase acuosa en tubos

nuevos. EI ADN se precipité con un volumen de etanol absoluto (aprox. 1000 pl) e
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incubo6 por 20 min a -80 °C. EI ADN se colecto por centrifugacion a 12,000 rpm, a 4
°C por 15 min. La pastilla resultante se lavé con 200 ul de etanol al 70%, nuevamente
se centrifugd a 13,000 rpm, a 4 °C por 3 min, procedimiento que se realiz6 dos
ocasiones. Se retiré el etanol y la pastilla se dej6 secar a temperatura ambiente por
unos minutos. Posteriormente, el ADN se resuspendio en 45 ul de agua desionizada,
se coloc6 15 min a 37 °C y se revisoO su integridad a través de electroforesis en gel

de agarosa al 1% (Figura 12).

Figura 12. Obtenciéon del ADN de los aislados bacterianos asociados a QIB.

Electroforesis en gel de agarosa al 1%.

4.9 Identificacion de los aislamientos mediante la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR) (ARNr 16S)

La identificacidon de los aislados correspondientes se llevo a cabo por analisis
molecular amplificando una region del gen ribosomal 16S, cuyo tamafio del producto
fue aproximadamente 1.5 kb. Se utilizaron los siguientes oligonucledtidos: Directo 5-
AGAGTTTGATCCTGGCTGAG- 3 (Elim biopharmaceuticals), y Reverso 5-
GGTTACCTTGTTACGACTT- 3 (Elim biopharmaceuticals). Como control negativo se

empled agua para PCR en lugar de ADN en las reacciones.
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La amplificacion por PCR se llevé a cabo con 50 ng de ADN gendmico
(molde), el cual se mezclé con 2 pl de Buffer 10X (Tris-Cl 100 mM, KCI 500 mM);
MgCl, 1.5 mM:; 2 pl de dNTP’s 2 mM (dATP, dCTP, dGTP y dTTP); 1 ul de Taq ADN
polimerasa (1 U/ pl) y se adicioné agua destilada estéril hasta un volumen final de 20
pl. La reaccion de amplificacion se llevd a cabo bajo las siguientes condiciones: para
el paso inicial se us6 una temperatura de 95 °C por 5 min; posteriormente se
realizaron 30 ciclos con el siguiente programa: 30 seg a 95 °C para la
desnaturalizacion del ADN, posteriormente 30 seg a 58 °C para el alineamiento de
los oligonucledtidos, la extension se llevo a cabo a 72
°C durante 1.5 min. Al final se le di6 una extension de 5 min a 72 °C. Se revisé y
analizo la integridad de los productos de PCR mediante una electroforesis en gel de

agarosa al 1% (Figura 13).

Figura 13. Amplificacién de una regién del ARNr 16S de los aislados bacterianos
asociados a QIB. Electroforesis de los productos amplificados por PCR.
Se muestra el marcador de tamafo molecular (M) y los productos de

amplificacion de dos aislados bacterianos (carriles 1y 3).
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4.10 Secuenciacion de los productos del gen ARNr 16S amplificados por PCR
Los productos de la amplificacion se remitieron para su secuenciacion a Elim

Biopharmacuticals, Inc., atendiendo las especificaciones para su envio e incluyeron

los oligos, el directo UBF (Leb6n-Galvén, 2015) y el reverso 1492 (Le6n-Galvan, 2015)

con una Tm 58 °C.

4.11 Comparacion de la secuencia parcial del ARNr 16S de los aislados con las

disponibles en la base de datos del GenBank

Los electroferogramas derivados de la secuenciaciébn se interpretaron
mediante el programa Mega 7.0.7 (DNASTAR). Las secuencias obtenidas del gen
ARNr 16S se compararon con las disponibles en la base de datos del NCBI (National
Center for Biotechnology Information) para evaluar la identidad de los aislados a

través de la opcion BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/quide/sequence-analysis/).

4.12 Analisis estadistico

Los datos de animales que mostraron signologia sugerente a QIB, fueron
analizados mediante estadistica descriptiva para calcular el porcentaje de animales
con lesiones en funcion de la edad (adultos y jovenes), sistema de produccion
(extensivo, semiextensivo e intensivo) y de la raza (Holstein, Simmental y cruza
Holstein-Simmental). Adicionalmente, se calculo el procentaje de animales en los
cuales se encontr6 el genero Moraxella como agente causal en funcion de la

poblacion animal incluida en el estudio.
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V. RESULTADOS

5.1 Nimero de animales y de hatos muestreados por localidad

En este estudio se identificaron 17 bovinos (2.23%) con lesién ocular,
presuntivamente QIB, de una poblacibn de 761 ubicados en 5 localidades y
distribuidos en 11 hatos. La proporcién de animales con QIB oscilé del 1% al 7% en
los diferentes hatos. El numero de animales afectados y el namero de hatos
muestreados por localidad, fueron 7 en Sahuayo (5 hatos), 4 en Marcos Castellanos
(3 hatos), 2 en Uruétaro (1 hato), en Emiliano Zapata 2 (1 hato) y en Villa Madero 2

animales (1 hato) (Tabla 2).

5.2 Sistemas de produccion en los 11 hatos muestreados

Los sistemas de produccion identificados en los hatos muestreados fueron los
siguientes: 1 y 2 intensivo (18.18%), el hato 3 extensivo (9.09%) y los hatos 4 al 11

semiextensivo (72.72%) (Tabla 2).

Tabla 2. Sistemas de produccién, niumero de animales y hatos muestreados por

localidad.
. NUmero Hatos Tamafio Ammz_;lles con Sistema de
Localidad de hato muestreados del hato lesiones % roduccion
oculares P

Uruétaro 1 1 29 2 6.89 Intensivo
Emiliano 2 1 58 2 3.44 Intensivo
Zapata
Villa Madero 3 1 33 2 6.06 Extensivo
Sahuayo 4 5 68 1 1.47 | Semiextensivo
Sahuayo 5 53 1 1.88 | Semiextensivo
Sahuayo 6 42 1 2.38 | Semiextensivo
Sahuayo 7 100 2 2.0 | Semiextensivo
Sahuayo 8 130 2 1.53 | Semiextensivo
Marcos 9 3 78 2 2.56 | Semiextensivo
Castellanos
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Marcos 10 100 1 1.0 | Semiextensivo
Castellanos
Marcos 11 70 1 1.42 | Semiextensivo
Castellanos

11 761 17 2.23

5.3 Categorizacion de los bovinos con lesiones oculares

La raza predominante del total de animales con signologia (n=17) fue Holstein,
con 88% (15 bovinos), un 6% cruza de Holstein-Simmental (un bovino) y un 6% de
raza Simmental (un bovino). Respecto a la edad Unicamente un macho de 6 meses
fue incluido en el estudio y los 16 casos restantes tenian edades de 1.5 a 12 afios,

ademas eran hembras en produccién lactea (Tabla 3).

5.4 Obtencién de muestras oculares

De los 17 animales muestreados, 15 presentaron lesién en un solo ojo y 2
animales en ambos ojos, de esta manera, fueron cultivadas 34 muestras, de las
cuales 15 fueron de ojos sanos y 19 de ojos lesionados. De estas se obtuvieron 25
colonias de ojos lesionados y 13 colonias de ojos sanos. En total se obtuvieron 38
aislados, los cuales fueron denominados de manera ascendente de la M1 hasta la
M38 (Tabla 3), todos poseian caracteristicas morfologicas asociadas al género

Moraxella (Tabla 4).
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Tabla 3. Numero de muestras obtenidas del cultivo de aislados oculares en agar

sangre.
Caso . Edad Ojo Ojo Colonias Registro
Py Localidad Raza ) Hato . . dela
Clinico Afios lesionado | muestreado aisladas
muestra
1 Uruétaro Holstein 4 1 Der. e izq. Izquierdo 1 M1
Der. e izq. Izquierdo 1 M2
Der. e Izq Derecho 1 M3
Der. e Izq Derecho 2 M4
2 Uruétaro Holstein 4 1 Derecho Izquierdo 1 M5
Derecho Izquierdo 2 M6
3 Emiliano Holstein 4 2 Izquierdo Derecho 1 M7
Zapata Izquierdo Izquierdo 1 M8
4 Emiliano Hostein 5 2 Izquierdo Derecho 1 M9
Zapata Izquierdo Derecho 2 M10
5 Villa Madero | Simental- | 3 3 Der. e Izq. Derecho 1 M1l
Holstein Der. e Izg. Derecho 2 M12
Der. e Izq. Izquierdo 1 M13
Der. e lIzq. Izquierdo 2 M14
Der. e lIzq. Izquierdo 3 M15
6 Villa Madero | Simental | 6 m Derecho Derecho 1 M16
Derecho Derecho 2 M17
Derecho Derecho 3 M18
7 Sahuayo Holstein 2 4 Derecho Derecho 1 M19
Derecho Izquierdo 1 M20
8 Sahuayo Holstein 15 4 Derecho Izquierdo 1 M21
Derecho Derecho 1 M22
9 Sahuayo Holstein 3 5 Izquierdo Izquierdo 1 M23
10 Sahuayo Holstein 4.6 6 Derecho Izquierdo 1 M24
Derecho Derecho 1 M25
11 Sahuayo Holstein 9 7 Izquierdo Izquierdo 1 M26
Izquierdo Derecho 1 M27
12 Sahuayo Holstein 3.5 8 Derecho Izquierdo 1 M28
afos Derecho Derecho 1 M29
13 Sahuayo Holstein 4.5 8 Izquierdo Derecho 1 M30
afos Izquierdo Izquierdo 1 M31
14 Marcos Holstein 6 afios 9 Derecho Derecho 1 M32
Castellanos Derecho Derecho 2 M33
Derecho Izquierdo 1 M34
15 Marcos Holstein 8 afos 9 Derecho Derecho 1 M35
Castellanos
16 Marcos Holstein 12 afios | 10 Derecho Derecho 1 M36
Castellanos Derecho Derecho 2 M37
17 Marcos Holstein 7 afios 11 Derecho Izquierdo 1 M38
Castellanos
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5.5 Identificacion de bacterias Gram positivas y Gram negativas de las

diferentes colonias

Los resultados obtenidos mediante tincibn Gram de las 38 muestras (Tabla 4)

fueron 28 Gram positivas y 10 Gram negativas, que corresponde al 74 y 26%,

respectivamente.

Tabla 4. Colonias seleccionadas de acuerdo a sus caracteristicas morfologicas

después de 24 h de cultivo a 37 °C y resultados de la tincion Gram.

No. de . Tincién
muestra Morfologia Gram
M1 Blancas, 1-3 mm, redondas, convexas, cremosas i3
M2 Blancas, 1-3 mm, redondas, convexas +
M3 Blanca. 1 mm, redonda, convexa, halo grisaceo i3
M4 Blanca, 1-3 mm, redonda, convexa +
M5 Blancas 1-3 mm, redondas, convexas, borde definido i3
M6 Blancas 1-3 mm, redondas, convexas, borde definido -
M7 Amarilla, 2 mm, redonda, convexa, hemolisis i3
M8 Blancas, 2-3 mm, redonda, ligeramente convexa +
M9 Amarilla, 2 mm, redonda, convexa, hemolisis i3
M10 Blanca, 3 mm, redonda irregular, lisa +
M11 Blanca, 3 mm, redonda, poco convexa, borde liso i3
M12 Blanca, 4 mm, redonda, borde liso, poco convexa +
M13 Blanquecina, 2 mm, circular irregular, poco convexa, borde liso -
M14 Blanco-amarillenta, 1 mm, circular, convexa, bordes lisos -
M15 Blanca, 2 mm, circular, convexa, borde liso, hemolisis extensa +
M16 Blanquecinas-grises, 2 mm, circular, convexa -
M17 Gris-blanguecinas, 2 mm, circulares, convexas +
M18 Gris-blanquecinas, 2 mm, circulares, convexas +
M19 Amarilla, 3 mm, irregularmente redonda, convexa +
M20 Gris transparente, 1 mm, redondas, convexas +
M21 Blanquecina transparente, 2 mm, circular, convexa =
M22 Blanquecina, 2 mm, circular, poco convexa +
M23 Gris transparente, 1 mm, redondas, convexas +
M24 Blanquecina, 2 mm,circular +
M25 Blanquecina, 1 mm, poco convexa +
M26 Blanquecina, 2 mm, circular +
M27 Gris-blanguecina-transparente, 1 mm, circular =
M28 Gris-blanquecina-transparente, 1 mm, redonda -
M29 Gris- blanquecina, 1 mm, redonda -
M30 Gris-blanquecina-transparente, 1 mm, circular +
M31 Gris-blanquecina, 1 mm, circular +
M32 Blanca-gris. 3 mm, circular, convexa -
M33 Blanca-gris. 3 mm, circular, convexa +
M34 Grisacea, 1 mm, circulares, convexa, hemolitica +
M35 Amarilla, 2 mm, circular, convexa il
M36 Amarilla, 2 mm, circular, convexa, hemolitica +
M37 Brillantes, 1 mm, hemoliticas il
M38 Colonia pequefia, circular -
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5.6 Microorganismos identificados de los aislados oculares de bovinos con

lesiones caracteristicas de QIB

En el presente estudio la identidad molecular de los aislados de las lesiones
oculares asociadas a QIB fue un 74% de bacterias Gram positivas (Tabla 4). Se
identificaron  las  especies bacterianas:  Staphylococcus  saprophyticus,
Staphylococcus  agnetis, Staphylococcus  chromogenes, Staphylococcus
haemolyticus, Staphylococcus xylosus, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus
suis, Streptococcus uberis, Enterococcus mundtii, Bacillus aerius, Bacillus
toyonensis, Bacillus pumilus, Rhotia nasimurium, Arthobacter gandavensis,

Arthobacter luteolus, Peptoniphilus indolicus, y Corynebacterium Aquilae.

El 26% restante correspondi6 a bacterias Gram negativas (Tabla 4). Se
identificaron las especies bacterianas: Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
zhaodongensis, Mannheimia granulomatis, Acinetobacter schindler, Enterobacter

mori, Moraxella equi y Moraxella bovoculi (Tabla 5).

Los géneros mas frecuentes obtenidos en este estudio fueron Staphylococcus,
Moraxella, Streptococcus, Bacillus, Pseudomonas y Arthobacter. El género que
predomino fue Staphylococcus y las bacterias aisladas con mayor frecuencia fueron,
6 S. saprophyticus (15%), 4 M. bovoculi (10.25%),4 S. agnetis (10.25%), 3 S. uberis
(7.59%), 2 S. chromogenes (5.12%) y 2 A. luteolus (5.12%); correspondiendo a las

17 restantes especies un solo aislado (2.56%) (Tabla 6).
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Tabla 5. Microorganismos identificados mediante la secuenciacion del ARNr 16S de

los 38 aislados asociados a QIB.

No. de Caso Hato | Localidad Microorganismo identificado
muestra | clinico

M1 1 1 Uruétaro Staphylococcus saprophyticus
M2 Uruétaro Rhotia nasimurium
M3 2 1 Uruétaro Staphylococcus saprophyticus
M4 Uruétaro Staphylococcus saprophyticus
M5 Uruétaro Bacillus toyonensis
M6 Uruétaro Pseudomonas aeruginosa
M7 3 2 Emiliano Zapata Staphylococcus saprophyticus
M8 Emiliano Zapata Staphylococcus saprophyticus
M9 4 2 Emiliano Zapata Staphylococcus saprophyticus
M10 Emiliano Zapata Enterococcus mundtii
M11 5 3 Villa Madero Staphylococcus agnetis
M12 Villa Madero Staphylococcus agnetis
M13 Villa Madero Moraxella bovoculi
M14 Villa Madero Moraxella bovoculi
M15 Villa Madero Streptococcus uberis
M16 6 3 Villa Madero Mannheimia granulomatis
M17 Villa Madero Streptococcus uberis
M18 Villa Madero Streptococcus uberis
M19 7 4 Sahuayo Arthobacter luteolus
M20 Sahuayo Bacillus aerius
M21 8 4 Sahuayo Moraxella equi
M22 Sahuayo Arthobacter gandavensis
M23 9 5 Sahuayo Arthrobacter lutealus
M24 10 6 Sahuayo Streptococcus dysgalactiae
M25 Sahuayo Peptoniphilus indolicus
M26 11 7 Sahuayo Bacillus pumilus
M27 Sahuayo Moraxella bovoculi
M28 12 8 Sahuayo Pseudomonas zhaodongensis
M29 Sahuayo Moraxella bovoculi
M30 13 8 Sahuayo Staphylococcus agnetis
M31 Sahuayo Corynebacterium aquilae
M32 14 9 Marcos Castellanos | Enterobacter mori
M33 Marcos Castellanos | Staphylococcus chromogenes
M34 Marcos Castellanos | Streptococcus suis
M35 15 9 Marcos Castellanos | Staphylococcus chromogenes
M36 16 10 Marcos Castellanos | Staphylococcus haemolyticus
M37 Marcos Castellanos | Staphylococcus agnetis
M38 17 11 Marcos Castellanos | Acinetobacter Schindler
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Tabla 6. Frecuencia de aislamiento de la microbiota asociada a QIB.

Microorganismo aislado Porcentaje
Acinetobacter Schindler 2.56
Rhotia nasimurium 2.56
Bacillus toyonensis 2.56
Pseudomonas aeruginosa 2.56
Enterococcus mundtii 2.56
Mannheimia granulomatis 2.56
Bacillus aerius 2.56
Moraxella equi 2.56
Arthobacter gandavensis 2.56
Streptococcus dysgalactiae 2.56
Peptoniphilus indolicus 2.56
Bacillus pumilus 2.56
Pseudomonas zhaodongenisis 2.56
Corynebacterium aquilae 2.56
Enterobactter mori 2.56
Streptococcus suis 2.56
Staphylococcus haemolyticus 2.56
Arthobacter luteolus 5.12
Staphylococcus chromogenes 5.12
Streptococcus uberis 7.59
Staphylococcus agnetis 10.25
Moraxella bovoculli 10.25
Staphylococcus saprophyticus 15.0

De los 38 aislados, 6 fueron de Tarimbaro tomados de dos animales en un
solo hato, cuyo sistema de produccion fue intensivo. De ellos, el 50% de los aislados
fue S. saprophyticus, también se identific6 a R. nasimurium, B. toyonensis y P.
aeruginosa. Todas las bacterias se aislaron de ojos lesionados y Unicamente S.

saprophyticus de 0jos sanos.

En Emiliano Zapata se obtuvieron 4 aislados de un hato y de 2 animales, 3 de
ellos fueron S. saprophyticus y 1 E. mundtii, en un sistema de produccién intensivo.

Unicamente S. saprophyticus se obtuvo del ojo lesionado.
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En Marcos Castellanos se obtuvo una diversidad bacteriana amplia, de los 7
aislados obtenidos de 4 hatos y 4 animales mantenidos en un sistema semiextensivo,
se aislaron S. chromogenes, S. haemolyticus, S. agnetis, E. mori, y en 0jos sanos

S. suis y A. .schindler. El género Staphylococcus fue el de mayor presencia.

En Villa Madero se identificaron 8 aislados, todos provenientes de un hato y 2
animales los cuales se mantenian en un sistema semiextensivo. Aqui se identificaron
aislados de las especies S. agnetis, S. uberis, M. granulomatis y M. bovoculi en ojos

lesionados. En esta localidad predominé S. uberis.

En Sahuayo, de 13 aislados se identificaron 11 diferentes microorganismos en
5 hatos y 7 animales, todos provenientes de un sistema semiextensivo. En ojos
sanos se obtuvieron B. aerius, M. equi, S. dysgalactiae, M. bovoculi, P.
zhaodongensis y S. agnetis. Mientras que en ojos lesionados se identificé a A.
luteolus, A. gandavensis, P. indolicus, B. pumilus, M. bovoculi yC. aquilae, en esta

localidad se observo la mas amplia diversidad (Tablas 2, 3y 5).

Cabe destacar que tres de los aislados obtenidos de tres casos de QIB
presentaron 100% de homologia con la secuencia de la cepa 237 de M. bovoculi
depositada en la base de datos NCBI. El primero fue el caso nimero 5, de raza cruza
Simental-Holstein de Villa Madero, de ahi se obtuvieron los aislados M13 y M14 del
mismo ojo lesionado; el segundo correspondié al caso numero 11, raza Holstein del
hato 8 en Sahuayo, se obtuvo el aislado M27 de un ojo sano; el tercero se obtuvo del
mismo hato y fue el caso niumero 12, raza Holstein, aislado M29 de un ojo lesionado

(Tablas 3y 5).
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5.7 Sensibilidad antimicrobiana

En este estudio se analiz6 la sensibilidad antimicrobiana de los aislados, los
patrones de resistencia se muestran en la tabla 7. Se observd multiresistencia a
diferentes grupos de antibiéticos. Los aislados de S. saprophyticus mostraron
resistencia en un 100% a ceftazidima, dicloxacilina y penicilina (casos 1,2,3,4), el
33.3% (2/6) a la tetraciclina (casos 3,4) en Emiliano Zapata y un 16.6% (1/6) se
observo con eritromicina (caso 2) en Uruétaro, similar porcentaje (1/6) a la ampicilina
(caso 3) en Emiliano Zapata.

El 100% (3/3) de los aislados de S. agnetis fueron resistentes a dicloxacilina
(casos 5,13,16), el 66,6% (2/3) a ceftazidima (casos 5, 13) en Villa Madero y
Sahuayo y el 33.3% (1/3) a penicilina y ampicilina (caso 5) de Villa Madero (Tabla 7).

Los aislados de S. chromogenes presentaron 50% (1/2) de resistencia a
ceftazidima y a dicloxacilina (caso 15) (Tabla 7), mientras que, el caso 14 fue
sensible a todos los antimicrobianos, ambos casos encontrados en la comunidad de
Marcos Castellanos y del hato 9 (Tabla 5). Igualmente, S. haemolyticus (caso 16)
(Tabla 5) fue sensible a todos los antimicrobianos.

Los aislados del género Streptococcus en sus especies dysgalactiae, suis y
uberis fueron resistentes 100% (2/2) a dicloxacilina (casos 5,6) y un 50% (1/2) a
penicilina, ampicilina y ceftazidima (caso 5), ambos casos pertenecieron a Villa
Madero y al hato 3 (Tabla 7). S. dysgalactiae y S.suis casos 10 y 14
respectivamente (Tabla 5) fueron sensibles a todos los antimicrobianos.

Los aislados de A. luteolus (casos 7,9) y A. gandavensis (caso 8) mostraron

resistencia en un 100% (3/3) a penicilina, el 100% de A. luteolus a pefloxacina (casos
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7,9) y el 50% (1/2) a doxiciclina (caso 9). A. gandavensis (caso 8) también fue
resistente a cefalotina, ceftazidima, eritromicina, ampicilina y a doxiciclina.

Respecto a los aislados identificados como B. toyonensis (caso 2), B. aerius
(caso 7) y B. pumilus (caso 11), estos fueron resistentes a doxiciclina, B. toyonensis
y B. aerius a ceftazidima (casos 2 y 7) y B. toyonensis, B. aerius y B. pumilus a
penicilina (caso 2), cefotaxima (caso 7) y a cefuroxima (caso 11), respectivamente.

Hubo muestras de las que solo se obtuvo un aislado de R. nasimurium que
presento resistencia a ceftazidima, dicloxacilina y penicilina (caso 1). P. indolicus a
dicloxacilina y penicilina (caso 10) y C. aquilae (caso 13) a cefalotina ceftazidima,
eritromicina, ampicilina, pefloxacina, dicloxacilina y penicilina. Enterococcus mundtii
(caso 10) (Tabla 5) mostro6 sensibilidad a todos los antimicrobianos.

El mayor porcentaje de resistencia de los 24 aislados Gram + fue hacia el
antibiotico doxiciclina (75%, 18/24), a ceftazidima y penicilina en un 54.1% (13/24).

Los aislados con multiresistencia (a partir de 5 antimicrobianos) fueron S.
saprophyticus (caso 3 ) de Emiliano Zapata, A. gandavensis (caso 8) de Sahuayo y

C. aquilae (caso 13) de Sahuayo, los 3 de diferente hato (Tabla 7).

Tabla 7. Sensibilidad antimicrobiana de los aislados asociados a QIB.

Aislado Caso Localidad Patron de resistencia
clinico antimicrobiana

Staphylocpccus 1 Uruétaro CAZ, DC, PE
saprophyticus 2 Uruétaro CAZ, E, DC ,PE

2 Uruétaro CAZE, DC, PE

3 Emiliano Zapata CAZ, AM, DC, PE

3 Emiliano Zapata CAZ, TE, DC, PE

4 Emiliano Zapata CAZ, TE, DC, PE
Staphylococcus agnetis 5 Villa Madero CAzZ, AM, DC,PE
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5 Villa Madero CAZz

13 Sahuayo CAZ, DC

16 Marcos Castellanos DC
Staphylococcus chromogenes 15 Marcos Castellanos CAZ, DC
Streptococcus uberis 5 Villa Madero CAZz, AM,DC,PE

6 Villa Madero DC

6 Villa Madero DC
Arthobacter luteolus 7 Sahuayo PEF, PE

9 Sahuayo PEF, DC, PE
Arthobacter gandavensis 8 Sahuayo CF, CAZ, E, AM, DC, PE
Rhotia nasimurium 1 Uruétaro CAZ, DC, PE
Bacillus toyonensis 2 Uruétaro CAZ, DC, PE
Bacillus aerius 7 Sahuayo CAZ, CTX, DC
Bacillus pumilus 11 Sahuayo CMX, DC
Peptoniphilus indolicus 10 Sahuayo DC, PE
Corynebacterium aquilae 13 Sahuayo CF, CAZ, E, AM, PEF,

DC, PE

Pseudomona 2 Uruétaro NF, CL, CRO, AM, STX,
Aeruginosa CTX, CF.FEP
Pseudomonas 12 Sahuayo AM, LEV
zhaodongenisis
Enterobactter mori 14 Marcos Castellanos AM, CF
Acinetobacter Schindler 17 Marcos Castellanos AM, CF
Moraxella equi 8 Sahuayo AM, CF
Moraxella bovoculli 5 Villa Madero AM, CF

5 Villa Madero AM, CF

11 Sahuayo AM, CF

CF Cefalotina 30 ug, CAZ Ceftazidima 30 ug, E Eritromicina 15 pug, Ampicilina 10 pg, TE Tetraciclina
30 pg, STX Trimetoprim sulfametoxazol 25 pg, CTX Cefotaxima 30 pug, GE Gentamicina 10 pg, CXM
Cefuroxima 30 pg, PEF Pefloxacina 5 pg, DC Dicloxacilina 1 pug, PE Penicilina 10U.

NF Nitrofurantoina 300 ug, CL Cloranfenicol 30 ug, CRO Ceftriaxona 30 pug, AM Ampicilina 10 pg, AK
Amikacina 30 pg, STX Trimetoprim sulfametoxazol 25 pug, CTX Cefotaxima 30 pg, GE Gentamicina 10
Mg, CF Cefalotina 30 pg, FEP Cefepime 30 pg, NET Netilmicina 30 pg, LEV Levofloxacina 5 pg.

Las aislados Gram negativos fueron 7, de los cuales solo M. granulomatis

mostrd sensibilidad a todos los antimicrobianos, el resto de los aislados (Tabla 7)

39



Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo
Instituto de Investigaciones Agropecuarias y Forestales

presentaron resistencia a antimicrobianos con diferentes patrones, de ellos P.
aeruginosa (caso 2) fue multiresistente en un 66.6% (8/12), estos fueron
nitrofurantoina, cloranfenicol, ceftriaxona, ampicilina, trimiteprim sulfametoxazol,
cefotaxima, cefalotina y cefepime, y de la misma familia P. zhaodongenisis (caso 6)
solo incluy6 a ampicilina y levofloxacina.

P. aeruginosa fue obtenido de un ojo lesionado del caso 2, hato 1, de este
mismo caso se obtuvieron S. saprophyticus, B. toyonensis, ambos resistentes a
ceftazidima, dicloxacilina y penicilina. S. saprophyticus también fue resistente a
eritromicina. E. mori (caso 14), A. schindler (caso 17) y M. equi (caso 8) presentaron
resistencia a ampicilina y cefalotina.

Se obtuvo M. bovoculi en tres casos clinicos, de tres hatos diferentes. El caso
5, del hato 3 de Villa Madero, el caso 11 del hato 7 y el caso 12 del hato 8 ambos de
Sahuayo (tabla 5). Los casos 5 y 11 (66.6%) fueron resistentes a ampicilina y

cefalotina y el caso 12 fue sensible a todos los antimicrobianos.

El mayor porcentaje de resistencia de los aislados Gram negativos fue a
ampicilina en un 100%, a cefalotina el 85.7% (6/7) y a levofloxacina (1/7) el 14.2%

(Tabla 7).
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VI. DISCUSION

En el presente estudio el sistema de produccion a partir del cual se obtuvieron
el mayor numero de muestras fue el semiextensivo. Este es un sistema
semiestabulado donde los animales permanecen durante algunas horas confinados
en establos, normalmente por la tarde y noche, siendo expuestos a los factores
ambientales en espacios abiertos al pastorear por la mafana y tarde cuando la
radiacion solar es méas intensa, momento en el que tienen la posibilidad de contacto
con factores mecanicos como pastos altos, semillas, polen y el polvo, material que
puede lacerar la cornea y de esta manera adquirir las condiciones éptimas para la
invasion del agente infeccioso. Interesantemente, dos casos en donde fue aislada la
especie M. bovoculi provienen de animales bajo este sistema de produccion y un
tercero de sistema extensivo, en el cual los animales siempre estan bajo condiciones
de pastoreo. Si bien, Odeon et al (2006) y Gasque (2008) refieren que en cualquier
sistema de produccién se presenta la QIB, su presencia se ve favorecida en el
sistema extensivo, siendo mas alta la incidencia en primavera y verano cuando la
cantidad de moscas se incrementa; sin embargo, también se presenta en invierno
cuando el ganado se encuentra confinado en establos cerrados. En este caso el
periodo de muestreo involucré 2.5 meses de verano, la estacion de otofio y 15 dias

de invierno, observandose 17 casos clinicos que corresponde al 2.23% de incidencia.

Esta bien documentado que la incidencia de la QIB es mayor en los animales
cuyos parpados son despigmentados, por ello esta enfermedad es mas frecuente en
el ganado europeo que el cebuino, por lo que es comun observar esta enfermedad

en las razas Hereford, Charolais, Holstein, Chianina, Simental y Criollo (Baptista,
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1979; Caspari et al., 1980; Gasque, 2008). Si bien en este estudio se incluyeron
razas productoras de leche, la raza predominante fue la Holstein por sus
caracteristicas zootécnicas para la produccién. Esta es una de las razas con mayor
predisposicion, al igual que todas aquellas con parpados despigmentados. En este
estudio, de los 17 casos detectados con lesiones oculares, 15 fueron Holstein, una
Holstein-Simental oscilando la edad de 1.5 a 12 afios, y uno Simental de 6 meses
(ver Tabla 3). No obstante que los animales de menos de un afio (Gasque, 2008)
presentan mayor predisposicién, la QIB se puede adquirir a cualquier edad, lo cual se
observd en este estudio; 16 de los casos se detectaron en animales adultos

productores de leche, con un solo caso de un becerro raza Simental de 6 meses.

La flora bacteriana normal de la conjuntiva en las diferentes especies animales
se ha estudiado poco, de tal forma que no existen parametros fenotipicos y
genotipicos que permitan comparar la flora bacteriana del ojo de bovinos
clinicamente sanos y aquellos animales con QIB. Wilcox (1970) compar6 la flora
bacteriana del saco conjuntival de bovinos clinicamente sanos y bovinos afectados
con QIB, evaluando las caracteristicas de las colonias, la tincion Gram, morfologia y
pruebas bioquimicas, asignando género y en la medida de lo posible la especie. En
ambos grupos se aislé a M. bovis, M. liquefaciens, M. nonliquefaciens, Acinetobacter
sp, N. catarrhalis, Actinobacillus sp., bacilos Gram negativos no identificados,
Corynebacterias, Bacilos sp, S. faecalis y cocos Gram positivos no identificados. En
las vacas con QIB también se aislé a Proteus sp, mientras que en animales sanos se
encontré Moraxella no clasificada, ademas de coliformes y S. aureus. En similares

circunstancias para la identificacion de microorganismos presentes en bovinos con

42



Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo
Instituto de Investigaciones Agropecuarias y Forestales

QIB, Spradbrow (1967) aislé en alto porcentaje varias especies de Neisseria y en
menor proporciéon Achromobacter, Haemophilus, Micrococcus, Corynebacterias y M.
bovis, esta Ultima Unicamente en dos hatos de 25 que incluyé el estudio. En el mismo
sentido, Barbar et al (1986) identificaron a M. bovis, M. catarrhalis y a Mycoplasma
bovoculi como parte de la flora bacteriana normal en terneros sanos. Por su parte,
Sarma et al (1989) aislaron Streptococcus ssp., M. haemolytica, Corynebacterium
bovis, Micrococcus spp, ambos autores citados por Sosa (2013). En un estudio
realizado por Hare et al (2008) se aislaron Exiguobacterium acetylicum, Arthrobacter
gandavensis, A. luteolus, Pseudomonas spp., Aeromonas spp. Y Acinetobacter spp
de casos clinicos de QIB. En un estudio similar realizado por Sosa (2013) en
Uruguay, en el que se analizd fenotipica y genotipicamente los componentes de la
biota bacteriana asociada a brotes de QIB, se identific6 a S. pasteuri, S.
pluranimalium, Granulicatella spp., P. multocida, Trueperella pyogenes,
Acinetobacter spp., Pantoea spp. y Pseudomonas, ademas de Aeromicrobium,
Microbacterium, Acetobacter y Arthrobacter. También se aislaron a Desemzia incerta
y Cellulomonas spp. pertenecientes a la biota ambiental. Como puede deducirse de
estos estudios, la flora asociada al ojo en animales sanos e infectados es diversa, y
no existe una flora tipica. En congruencia con estos estudios, en el presente trabajo
la identidad de los aislados de las lesiones oculares asociadas a QIB fue diversa,
predominaron las Gram positivas en un 74%, similar al 70% informado por Sosa
(2013), estudios en humanos con conjuntivitis reflejan porcentajes similares
(Hernandez y Quintero, 2003). Dentro del grupo de las Gram positivas se

identificaron diversas especies, predominando el género Staphylococcus (Tabla 5).
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Por otro lado, el 26% restante correspondid a bacterias Gram negativas,

predominado el género Moraxella, con dos especies: M. equi y M. bovoculi.

Algunas de las bacterias que se aislaron en este estudio se han asociado como
agentes etiologicos de conjuntivitis y queratitis en bovinos, otros son
microorganismos presentes en la conjuntiva de animales sanos, o habitan la piel y
fosas nasales y ascienden al ojo provocando infeccion debido a que son oportunistas
(Handool, 2013) considerando que normalmente no se asocian con enfermedad
ocular bovina (Galvao y Angelos, 2010), o bien, su diseminacion se ve favorecida por

las condiciones ambientales de una granja.

Por otro lado, algunos microorganismos que fueron identificados se consideran
como agentes ajenos o raros en estas condiciones ambientales. La identificacién de
estas bacterias patdgenas oportunistas se atribuye a su proliferacion por medio de
los factores metereoldgicos, como las corrientes de aire en la atmosfera, considerada
como un medio de distribucion y supervivencia de microorganismos, debido a que la
humedad relativa aporta agua, carbono, asi también, el material particulado
proporciona fuentes de nutrientes como sustrato e igualmente un medio de
transporte, bajo estas condiciones las bacterias se pueden encontrar en las
particulas de aerosol, las cuales provienen del suelo, agua y de la superficie de las

plantas (Nanclares, 2016).

Respecto a la mayor proporcion de bacterias Gram positivas, y de acuerdo con
Atlas y Bartha (1997) y Rosa et al (2002) citados por Nanclares (2016), en un

estudio donde se identific6 la microbiota ambiental, refieren un 88% de esta
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poblacién a bacterias de este grupo, atribuyendo su mayor abundancia a la
resistencia ante condiciones secas y adversas por poseer una pared celular mas

gruesa y rica en péptidoglicano (Nanclares, 2016).

Parte de la microflora bacteriana asociada a casos de QIB en este estudio, fue
parecida a la obtenida por otros autores considerando que no existe informacion
suficiente que permita comparar los resultos obtenidos, ademas de que en cada

region geogréfica se caracteriza por ser diferente.

Las pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos mostraron que los aislados
asociados a QIB poseen amplia resistencia a B-lactamicos, principalmente penicilina,
ampicilina y doxiciclina. Muchos géneros de bacterias Gram negativas poseen una [3-
lactamasa mediada por cromosomas de origen natural que les confiere resistencia a
este grupo de antibidticos, esta enzima también se ha asociado a la aparicion de
resistencia en S. aureus y a otras especies de este género (Bradford, 2001). Otro
factor que ha contribuido a la resistencia bacteriana se atribuye al uso coman de
estos farmacos en el tratamiento de diferentes enfermedades de tipo infeccioso en
bovinos, situaciébn que condiciona la seleccion de microorganismos resistentes a
estos antimicrobianos (Ochoa et al., 2008). Bradford (2001) sefala que el disefio de
nuevos antibidticos B-lactamicos resistentes a la accién hidrolitica de las B-
lactamasas ha provocado también que surgieran nuevas B-lactamasas que favorecen
la seleccion de resistencia a esa clase de farmacos. Presumiblemente, la presion
selectiva derivada del uso y el abuso de nuevos antibioticos en el tratamiento de

pacientes ha seleccionado nuevas variantes de -lactamasa.
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Otro punto a considerar es el espectro de accién reducido de algunos
antibioticos sobre bacterias Gram negativas, como es el caso de las cefalosporinas
de primera generacion. Ademas, las cefalosporinas de tercera generacidon no tienen
actividad efectiva sobre aquellos microorganismos poseedores de beta-lactamasas
de espectro extendido (BLEE) como los bacilos Gram negativos, principalmente
enterobacterias. Las cepas productoras de BLEE generalmente son multiresistentes,
sobre todo a los beta-lactamicos, estas BLEE son capaces de inactivar, ademas de
las penicilinas, a las cefalosporinas de primera y segunda generacion. Este
mecanismo de resistencia es transferible no soélo entre distintas cepas de la misma
especie sino también entre diferentes especies bacterianas (Hernandez et al., 2006).
Este punto podria explicar las frecuencias de resistencia observada hacia los beta-
lactamicos en los aislados de estudio, pero se requieren estudios moleculares que
permitan identificar si poseen este tipo de enzimas.

Por otro lado se obtuvieron aislados multiresistentes. Por ejemplo, los aislados
de las especies A. gandavensis, C. aquilae y P aeruginosa, presentaron resistencia a
mas del 50% de los antimicrobianos probados. Estos patrones de resistencia en la
mayoria de las veces se asocia a la integracion de nuevas enzimas obtenidas
mediante conjugacion, transformacion o transduccién (Navarro et al., 2010), lo que
permite que entre bacterias de la misma especie o especies distintas se transfieran

genes de resistencia lo que facilita la expansion epidémica de la misma.

En lo referente a M. bovoculi y su comportamiento fenotipico de resistencia,
Sosa (2013) encontrd resistencia a cloranfenicol, nitrofurantoina y sensibilidad a

cefalotina, mientras que Angelos et al (2011) no evalu6 a cefalotina; sin embargo,
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identifico resistencia a penicilina y sensibilidad a ampicilina. En el presente estudio
de los tres casos con QIB, los casos 5 y 11 de diferente region geografica fueron
resistentes a ampicilina y cefalotina, mientras que el caso 12 de la misma regién
geografica que el numero 11 present6 sensibilidad intermedia a ampicilina y
cafalotina. Los patrones de resistencia diferentes pueden indicar las preferencias por
el empleo de antimicrobianos para tratar QIB en cada region (Loy y Brodersen,

2014).

¢M. bovis o M. bovoculi o ambas estan involucradas como agente

causal de QIB?

M. bovis y M. bovoculi son obtenidas de ojos sanos en bovinos y con mayor
frecuencia en ojos con QIB (O’Connor, 2012). El agente etiolégico que hasta este
momento se ha comprobado que causa QIB es M. bovis (O’Connor et al., 2012;
Dickey et al., 2016; Merck,2016). M. bovoculi se ha aislado en casos de QIB en
diferentes especies, en bovinos (Angelo et al.,2007c; Sosa et al.,2013; Libardoni,

2012), en renos (Tryland et al.,2009) y en caballos de carrera (Liu, 2014).

En el presente estudio no se identific6 a M. bovis, situacion que pudiera
atribuirse al reducido numero de animales muestreados, o bien, a que la frecuencia
de aislamiento es mayor en animales con cuadro clinico incipiente a diferencia de los
gue estan al final del proceso (Turquieto et al., 2008), otra posibilidad es la ausencia
de esta bacteria (Angelos, 2010a). Sin embargo, en este estudio se identificaron tres

aislados cuya secuencia del gen ARNr 16S fue homéloga a la de la cepa 237 de M.
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bovoculi, que fue obtenida por primera vez a partir de ojos ulcerados de becerros con

QIB en el norte de California, EU en el afio 2002 (Angelos y Ball, 2007b).

Recientemente Dickey et al (2016) aislaron a M. bovoculi de casos clinicos de
0jos en bovinos con QIB y de nasofaringe de vacas sin signologia, identificandose
que la estructura del genoma, contenido genético y su polimorfismo era diferente,
concluyendo que se trataba de dos grupos filogenéticamente distintos y en
consecuencia se asume que existen diferentes cepas de M. bovoculi que pueden no
asociarse a QIB. Sosa y Zunino (2013) describen la diversidad genética de M.
bovoculi y M. bovis asociada a QIB en Uruguay, asi como sus genes de virulencia,
identificando que ambas especies pudieran tener diferentes propiedades patégenas

(Sosa et al., 2015).

Esta investigacion es la primera que se documenta en Michoacan y en México,
si bien, aporta informacién valiosa, se considera que fue limitada por incluir pocos
hatos de algunas localidades, sin embargo, es el inicio de una amplia e interesante

investigaciéon en Michoacan sobre QIB.
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VII.CONCLUSIONES
En el presente estudio el porcentaje de animales con QIB fue 2.23% y se
identific6 a M. bovoculi como posible agente etiolégico, este comentario se
fundamenta en los estudios publicados por diferentes autores que han invertido
varios afos en tratar de establecer como es que esta bacteria participa en la
patogénesis de QIB, siendo hasta este momento incierto, si bien, solo fueron tres
bovinos en donde se obtuvo a M. bovoculi. Es necesario realizar un muestreo mas

exhaustivo para descartar que M. bovis no esta ocasionando esta enfermedad.

PERSPECTIVA

Se requiere establecer los mecanismos epidemiolégicos para obtener
informacion referente a la incidencia de QIB en Michoacan en las diferentes
estaciones del afo, identificar la microflora ocular en bovinos sanos, la frecuencia de
aislamiento del género Moraxella en animales sanos y en QIB, por mencionar

algunos campos a investigar.

Es necesaria mayor investigacion sobre la etiologia de QIB que permita poseer
los conocimientos inmunolégicos y en un futuro elaborar las bacterinas eficaces
contra QIB, medida que se espera disminuira la incidencia de la enfermedad y en
consecuencia los gastos que genera su tratamiento, y un aspecto muy importante, se

estara contribuyendo al bienestar animal.
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VIIl. ANEXOS

7.1 Cuestionario de casos con Queratoconjuntivitis Infecciosa Bovina

Fecha Localidad Rancho

Propietario

Persona entrevistada y cargo

Finalidad zootécnica Sistema de produccion

Raza(s) Ndmero de animales

¢Vacuna a sus vacas y qué tipo de vacunas son o contra que enfermedades vacuna?
¢Se presenta alguna enfermedad que afecte los ojos de las vacas?

¢Me podria describir que lesiones oculares que ha identificado?

¢Cudntos animales se ven afectados cuando se presenta la enfermedad?

éSon similares las lesiones en todos los animales?

¢Qué edad tienen los animales que mas comunmente se enferman?

¢En qué época del aiio se presenta la enfermedad?

¢Realiza algun estudio de laboratorio para conocer que microorganismo esta causando la

enfermedad?

¢Consulta al médico veterinario para atender los animales enfermos?
¢COmo trata a los animales enfermos?

¢En promedio cuanto gasta por animal para tratarlo?

¢Sabia usted que se puede disminuir la presentacion de la enfermedad al vacunar a los animales?

éCree conveniente que se hagan estudios de laboratorio para conocer al microorganismo que causa la

enfermedad?
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7.2 Expediente clinico de casos con Queratoconjuntivitis Infecciosa Bovina

EXP. No.
FECHA:
RANCHO/GRANJA
DIRECCION':
TELEFONO:
NUMERO DE IDENTIFICACION:
ANIMALES:
ESPECIE: DIETA:
RAZA:
SEXO: SISTEMA DE
PRODUCCION
EDAD: NUMERO DE ANIMALES
AFECTADOS
COLOR: PESO
INMUNIZACIONES:
FECHA FECHA

HISTORIA
CLINICA

DESCRIPCION SECUENCIAL DE LA
PRESENTE AFECCION
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EXAMEN FISICO

TEMPERATURA
F. CARDIACA

F.
RESPIRATORIA
PULSO

TLIC

MUCOSAS

HALLAZGOS ANORMALES DEL EXAMEN FiSICO

PLAN TERAPEUTICO Y OBSERVACIONES
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7.3 Preparacion de medios de cultivo

Medio sélido de agar sangre

Se requiere para su preparacion de base de agar en sangre
(Bioxon, México) a éste se le agrego agua desionizada y se esterilizdé a vapor bajo
presion a 15 Ib por 15 minutos. Una vez atemperada esta solucion y en campana de
flujo laminar se afiadi6 sangre de ovino al 4% homogenizando los tres

constituyentes para finalizar con la distribucion del liquido en las cajas de petri.

Medio de caldo Luria Bertani (LB)
El cado LB se compone de cloruro de sodio (5 g), peptona (5 g) y extracto de
levadura (10 g), mismos que se diluyen en 1 litro de agua desionizada,

posteriormente se esteriliza.

Medio sdlido de agar Mueller Hinton (MH)
Para preparar 1000 ml se requiere 38 gr de base de agar Muller
Hinton, que se diluyen en agua desionizada y se esterilizan con vapor a presion

continuando con la distribucién en cajas de petri.
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