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Capitulo 1 Introduccion

QUERATOCONJUNTIVITIS INFECCIOSA BOVINA

Antecedentes de la enfermedad

La queratoconjuntivitis infecciosa bovina es una enfermedad
infectocontagiosa del ganado bovino, de amplia distribucién mundial y conocida
desde hace mas de 100 afios. Ya en el afio 1889 Billings informé de la
presencia de un diplobacilo gram-negativo en aislamientos de material de
conjuntiva de ojos de ganado del estado de Nebraska, Estados Unidos, con
sintomas de queratoconjuntivitis. En 1919 Allen informé también sobre el
hallazgo de un diplobacilo gram-negativo al que asocié como agente etiolégico
de la queratitis infecciosa. Este autor describié el microorganismo aislado, hizo
inoculaciones en el ojo de un bovino sano y logré reproducir la enfermedad en
forma grave. Luego, Little y Jones en 1923, investigando sobre las afecciones
oculares del ganado bovino, encuentran diplobacilos gram-negativos a los que
asignan el rol de agentes responsables de oftalmias “infecciosas” cuyas
caracteristicas y sintomas eran similares a las descriptas por Allen. Little y
Jones también reproducen la enfermedad instilando en ojos sanos secreciones
procedentes de ojos de animales enfermos y atribuyen a las moscas el papel
de agentes diseminadores de la enfermedad. En 1937 Hauduroy y
colaboradores clasifican el agente etiolégico aislado por Little y Jones, como
perteneciente al género Haemophilus bovis. Aflos mas tarde, en 1951, Hall-
Patch y colaboradores publican los resultados de su investigacion respecto del
tratamiento de la queratitis con Cloromicetina donde muestran Optimos
resultados. Ya en 1952 cambia la nomenclatura de Haemophilus bovis por
Moraxella bovis, y Barnes publica un trabajo sobre este microorganismo y su
relacion con la queratoconjuntivitis bovina, con el que se clarificé en gran parte
el problema etiologico de la afeccion. En 1954, Formston afirma que la
queratoconjuntivitis infecciosa del vacuno es un problema que no distingue la
edad del animal. En 1956, Silva publica el resultado de sus investigaciones
sobre la busqueda de M. bovis como agente de la queratoconjuntivitis
infecciosa de los bovinos; concluye que “se aislé y clasificé, de acuerdo con la
nomenclatura del Manual Bergey, un diplobacilo semejante a M. bovis como el
agente causal comprobado de la queratoconjuntivitis infecciosa de los bovinos,
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sosteniendo ademas que es la primera vez que se comprueba en Colombia
este hallazgo. En 1957, Scott, investiga la respuesta al tratamiento de la
queratitis infecciosa con la aplicacion local de corticoides y concluye que su
empleo da excelentes resultados. Desde ese afio, la queratoconjuntivitis ha
sido estudiada por numerosos autores que han tratado de entender el
comportamiento del organismo en el hospedador con el fin de definir una
profilaxis efectiva para controlar y eventualmente erradicar una enfermedad de

gran impacto econémico para el sector ganadero.

Patologia

La queratoconjuntivitis es un proceso inflamatorio que compromete
principalmente dos de las distintas partes anatémicas del érgano de la vision:
1) la cérnea, que es un disco incluido dentro de la esclerética que forma la
parte anterior de la capa externa del globo ocular y cuyo proceso inflamatorio
se denomina queratitis, (“quera’=cérnea, “itis"=inflamacion), y 2) la conjuntiva,
que es una membrana que tapiza la cara interna de los parpados y que a la vez
cubre toda la porcién anterior del globo ocular, y a cuya reaccién inflamatoria
se la identifica como conjuntivitis (Fig. 1).

superior

Tl
v"\\\
Parpado N8
inferior

Cornea——

Conjuntiva

Fig. 1. Corte transversal del ojo donde se observa la localizacién de la cérnea y la conjuntiva

Se puede definir la Queratoconjuntivitis Infecciosa Bovina (QIB), también
conocida como “Ojo rosado” u “Oftalmia infecciosa”, como una enfermedad
infecto-contagiosa que ataca principalmente a bovinos y ovinos de distintas

razas y edades, causada por la bacteria Moraxella bovis (Aikman et al., 1985;
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Punch and Siatter, 1984) (Fig. 2a y 2b). Esta enfermedad, de amplia
distribucion mundial, si bien presenta una tasa de mortandad considerada
reducida, ocasiona al sector ganadero un fuerte impacto econémico, como
consecuencia de pérdidas de peso y problemas de visién en los animales
afectados. Por lo general aparece de manera subita y progresa rapidamente,
caracterizada clinicamente por queratitis, conjuntivitis, fotofobia, con presencia
de abundante lagrimeo y secrecidn purulenta, blefarospasmo (contraccion
espasmodica del musculo orbicular de los parpados), a veces panoftalmia
(inflamacion pidgena de todas las estructuras del globo ocular), pérdida
progresiva de la vision y otras alteraciones oculares. El cuadro se acompafia

con pérdida progresiva de peso en el animal enfermo.

Fig. 2a. Bovino afectado de queratoconjuntivitis

Fig. 2b. Bovino mostrando signos de ceguera como consecuencia de un cuadro avanzado de
queratoconjuntivits (estadio terminal)
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Por su evolucién, desde el punto de vista clinico, las queratoconjuntivitis
se clasifican en agudas y cronicas.

La queratoconjuntivitis aguda es la forma de presentacion mas frecuente
en el ganado bovino. El periodo de incubacion es usualmente de dos a tres
dias, y en ensayos experimentales se ha extendido a tres semanas. Se
caracteriza porque se presenta subitamente con manifestaciones tales como
arborizacion de los capilares del ojo y congestiéon de las mucosas oculares. El
animal enfermo presenta un proceso febril que puede pasar inadvertido y
simultaneamente se observa blefaritis (inflamacion de los parpados), secreciéon
lagrimal abundante, continuo parpadeo con conjuntivitis marcada y fotofobia
(Fig. 3 a). Este cuadro luego se agrava. Hay exoftalmia por el aumento de la
presion intraocular, mayor sensibilidad de los ojos afectados tanto a la
palpacion como a la luz fuerte, natural o artificial y se registra un ligero
enturbamiento en la parte central de la cérnea (Torres Moreno, 1971). La
conjuntiva, muy congestionada, hace contraste con el blanco arborizado de la
esclerdtica, de lo cual se deriva el nombre de “ojo rosado” (Baptista, 1979;
Chandler et al., 1979). Progresando el periodo agudo, entre los 4 y 6 dias, hay
opacidad total (Fig. 3 b), degeneracién de la cérnea y la abundante secrecion
lagrimal se transforma en densa y purulenta que es expulsada por la gotera
lagrimal, adhiriéndose a toda la region inferior de la cabeza y aglutinando los
pelos, lo cual favorece la presencia de moscas y la instalacion de miasis, que
es una de las complicaciones mas graves. En muchos casos, entre los dos y
cuatro dias de iniciado el proceso, la opacidad que presenta la cérnea puede
encontrarse ya extendida a toda la superficie, con blefaroespasmo y exoftalmia
por el aumento de la presion intraocular. Luego aparece un queratocono
(protuberancia central sin pérdida de la transparencia de la cornea, que se
produce por adelgazamiento de la coérnea y la presién intraocular que la
prolapsa hacia fuera), que mas tarde se rompe y forma Ulceras. Si éstas
alcanzan a interesar las capas profundas de la cérnea, membrana de
Descement, la enfermedad se convierte en crénica. El color de la cérnea en la
queratitis tiende del blanco lechoso al amarillo fuerte, para terminar en celeste
(Fig. 3 ¢). En este estado la visién se ha perdido totalmente (Baptista, 1979;
Punch and Siatter, 1984; Wilcox, 1968).



Capituio 1 Introduccioén

F e

Fig. 3. a) Primer estadio de QIB. Se observa abundante secrecion lagrimal; b) segundo estadio
de QIB, se observa opacidad corneal con formacién de una Ulcera; c) tercer estadio de QIB, el

centro del ojo se torna azul y luego comienza a clarificar.

La enfermedad comienza afectando un solo ojo y muy pronto se instala
en los dos llegando los animales a quedar completamente ciegos (Fig. 1b).
Esto ocasiona traumatismos (heridas, fracturas, desgarros, etc.), al tropezar el
animal con distintos elementos, tales como arboles, cercas, etc.

La queratoconjuntivitis crénica resulta como consecuencia de la
manifestacion aguda de la enfermedad no tratada o deficientemente medicada
y se caracteriza por: a) presencia de Ulceras en la cérnea con pérdida de
sustancia (humor acuoso y/o vitreo), b) presencia de queratocono, ¢) mayor
inflamacién de la cérnea, d) presencia de pus en la camara anterior del ojo
(hipopion) con o sin peérdida del cristalino, casos en los cuales el animal
enfermo presenta pérdida definitiva de la visién. De no ser asi, el ojo enfermo
puede comenzar lentamente a recuperarse, disminuyendo la fotofobia, la
exoftalmia y la sensibilidad; pero si se destruye completamente el globo ocular
y sus anexos (panoftalmia), la lesion es irreversible. En algunos casos, sin
tratamientos, la infeccion se extiende por via ascendente y puede ocasionar la
muerte del animal por septicemia (Odeon y colaboradores, 1996), que
representa la forma rara y fulminante de la enfermedad. Con mayor frecuencia
ocurre completa recuperacion en tres a cinco semanas, con solo unos pocos
animales afectados (en un rodeo infectado) los cuales pueden presentar una
cicatriz blanca-azulada persistente en la cérnea (Fig. 4). En el 2% de los casos,
aproximadamente, el ojo afectado permanece azul y el animal queda ciego de
ese 0jo.
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Fig. 4. En algunos casos Ia cicatrizacién del ojo deja un punto blanco-azulado

persistente en el centro de la cérnea.

Complicaciones: una vez instalada la enfermedad, los efectos

colaterales que pueden presentarse muchas veces suelen resultar de mayor

gravedad que la afeccion en si. Las principales complicaciones son derivadas

de la pérdida de la visién:

a)

b)

Los bovinos enfermos tienen dificultad o imposibilidad para buscar el
alimento, el agua de bebida y la sombra, lo cual se traduce en una
disminucién del peso del animal.

La imposibilidad para evitar los obstaculos o el peligro trae como
resultado fracturas de distinto tipo y en distintas partes del cuerpo
(craneo, aparato locomotor, etc.). Se producen heridas traumaticas al
chocar con postes, arboles, piedras, palenques, etc. También se
observan heridas desgarradas las cuales pueden complicarse con
procesos de miasis.

Las lesiones patologicas que sufre el globo ocular, generan locaimente
un campo propicio para que a través de moscas se produzcan miasis
que rapidamente destruyen el ojo.

En cuanto a las pérdidas que produce la queratoconjuntivitis puede

decirse que, en los animales de seleccion, la pérdida de uno o de los dos ojos,

disminuye el valor del animal como reproductor. En los animales de cria la

dificuitad para alimentarse suficientemente los lleva a una hiponutricion

progresiva, cuya consecuencia es que su ciclo estral no se presente 0 sea poco

manifiesto y no fértil, produciéndose por ende una pérdida econdmica. En los
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animales de engorde el proceso infeccioso acarrea una disminucion de peso.
En los animales destinados a lecheria su produccién disminuye hasta un 25% o
mas diariamente. Ademas hay que tener en cuenta los animales que no se
pueden aprovechar en ninguna forma porque se ahogan al introducirse en
ciénagas o mueren al rodar o caer en cafiadas, alcantarillas, etc (Lorenzo y
Suarez, 1994; Pugh et al., 1986). Ademas se debe considerar el impacto
econdémico negativo debido a los costos de tratamientos y el tiempo (costo de

la mano de obra) utilizado para realizarlos.

Distribucién, incidencia y transmisién

La QIB es una enfermedad de distribucién mundial, aunque la mayor
incidencia parece encontrarse en el norte, centro y sur de América, Europa,
India, Sudafrica y Australia. La queratoconjuntivitis se presenta con mayor
incidencia cuando las temperaturas son mas altas, final de primavera, verano y
comienzos del otofio en los paises cuatriestacionales (Lepper and Barton,
1987). El pico de prevalencia es precedido por los maximos valores de
radiacion ultravioleta (UV) (Hughes and Pugh, 1970; Smith and Blakenship,
19980). En los paises en los que no se diferencian las cuatro estaciones, la
enfermedad se da con mayor frecuencia en las zonas tropicales que en las
frias, lo que guarda una directa relacion con las caracteristicas ecolégicas, con
la existencia de mayor cantidad de polvo y la presencia de tabanos, moscas y
mosdquitos. Estos insectos son los principales transmisores o propagadores de
la enfermedad ya que al posarse sobre los ojos de los animales enfermos, se
ponen en contacto con el agente etiolégico al que luego transmiten a los
animales sanos (Pugh and McDonald, 1986). La incidencia de esta enfermedad
es variable de afio a afio. Su importancia radica en la presentacién en forma
epizodtica (lo cual significa que es epidémica: enfermedad transitoria que ataca
al mismo tiempo y en el mismo pais o regién a gran nimero de animales; y
enzodtica o endémica: que aparece en épocas fijas del afio o por influencia de
una causa local), con elevadas tasas de contagio, produccion de pérdidas
economicas en los rodeos afectados (Kopecky et al, 1986), presencia de alto
ndmero de lesiones de diversa severidad, portadores que reciclan la
enfermedad haciéndola persistente en el rodeo (Pugh and McDonald, 1986) o
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generan fuentes de infeccién en rodeos libres (Vandergaast and Rosembuch,
1989). La infeccion generalmente se transmite de un animal a otro por medio
de las secreciones de los ojos que llegan a contaminar pastos, comederos y
abrevaderos, piedras o bloques de sal, etc., lugares en los que los animales
enfermos dejan sus secreciones y luego los sanos se ponen en contacto con
ellas. Otra forma de transmisién es por intermedio de las moscas, tabanos o
mosquitos, como se menciono.

Torres Moreno (1971) en un estudio sobre la patologia de esta
enfermedad, concluyé que ataca indistintamente a bovinos y ovinos, sin
distincion de edad, raza, sexo, color de pelaje y estado nutricional. Sin
embargo, Caspari y colaboradores (1980) informan que la luz UV favorece la
aparicion de enfermedad especialmente en el ganado vacuno que no tiene
pigmentacion alrededor del ojo. La raza Angus, que es pigmentada, tiene
menor prevalencia de la enfermedad con respecto a otras razas que son
menos pigmentadas como Hereford, Holando, Shorthorn y Charolais (Figs. 5a,
5b, 5c¢ y 5d). Esta falta de pigmentaciéon permite que el aumento de radiacion
UV sensibilice al ojo, resultando este mas propicio a la inflamacion y
subsecuente infeccién. Varios autores demuestran que niveles elevados de
pigmentacion en los parpados reducen la incidencia y severidad de QIB (Frisch,
1975; Ward and Nielson, 1979; Slatter, D. and Edwards, M., 1982).

Fig. 5a. Raza Angus (raza con Fig. 5b. Raza Hereford (raza

menor prevalencia de la frecuentemente afectada)
enfermedad)
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Fig. 5¢c.Raza Charolais Fig. 5d.Raza Holando Argentina

Las moscas no solo actuan como irritantes al alimentarse de las secreciones de
los ojos, sino que también sirven como medio de transmisién de la bacteria de
animales infectados a no infectados. Las moscas de la cara pueden
mantenerse infectadas con M. bovis hasta tres dias después de haberse
alimentado de material infectado (Gerhardt and Allen, 1982). Bajo condiciones
experimentales la transmision de la enfermedad es comun con la presencia de

las moscas y no lo es en su ausencia (Kopecky et al, 1986) (Fig. 6).

Fig. 6. Presencia de moscas de la
cara en bovinos
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La gravedad de los brotes varia en funcion de factores que favorecen el
desarrollo de la enfermedad, tales como:

-Mal estado organico general o de hiponutricion.

-Deficiencias vitaminicas (especialmente de la vitamina A).

-Marcada incidencia sobre los ojos de luz intensa, solar o artificial.

-Conjuntivitis traumaticas o banales.

-Existencia de elevado numero de moscas.

La transmision de M. bovis se produce, como se menciond, a través del
contacto directo o mediante moscas u objetos inanimados. Al estar el
organismo localizado en ojos y cavidades nasales del ganado infectado (Pugh
et al., 1980), las secreciones infectadas de estas areas constituyen una fuente
de infeccién para otros animales. El ganado infectado y asintomatico puede
actuar como portador de M. bovis en sus cavidades nasales por un periodo que
puede exceder el afio. Estos animales “carriers” son los que dan lugar a la
persistencia de la QIB, en un sitio particular de un afio a otro (Pugh and
Hughes, 1972; Harris et al., 1980).

La radiacion UV, moscas, plantas en crecimiento y produccién de polen
tienen su nivel maximo en el verano y otofio y explican la alta incidencia de QIB
durante este periodo. Se ha constatado que los animales mas jovenes
(menores de 2 afios) son mas susceptibles a la enfermedad que los mayores
ya que estos pueden haber desarrollado una inmunidad adquirida (anticuerpos
protectores en la superficie del 0jo) como resultado de exposiciones previas
(Hughes and Pugh, 1970; Webber and Selby, 1981). Si bien no se ha
determinado definitivamente predileccion de la enfermedad por el sexo, se ha
reportado mayor prevalencia en machos (Powe and Nusbaum, 1992).

Etiologia

M. bovis es el principal agente etiologico de la QIB. Otros organismos
relacionados con la enfermedad incluyen Chlamydia, Micoplasma, o virus tales
como el virus de la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR), los cuales pueden

11



Capitulo 1 Introduccion

aumentar la severidad de la enfermedad o pueden actuar como factores
predisponentes de la misma permitiendo con su presencia una infeccion
secundaria con M. bovis (Tabla 1). Otros factores implicados en la irritacion de
los ojos, con lo cual facilitan la invasion de M. bovis y la subsecuente
enfermedad, son la excesiva luz ultravioleta (UV) (luz solar), distintos tipos de
moscas, (mosca de la cara (Musca autumnalis) (Kopecky and Pugh, 1986),
mosca de la casa (Musca domestica), mosca de establo (Stomoxys calcitrans)),

materiales de plantas y polvo (Brown et al., 1998).

Tabla 1. Sindrome de queratoconjuntivitis infecciosa bovina. Agentes etiolégicos encontrados
en aislamientos realizados en animales con diagnostico de QIB. Diagnéstico por rodeo, en
distintos lugares de Argentina, desde el afio 1994 hasta el afio 2003 (Laboratorio Azul)

Agente 1994 | 1995 1996 [ 1997 [ 1998 [ 1999 | 2000 { 2001 | 2002 | 2003 { Total | %
diagnosticado

Moraxella sp 10 (12 12 (16 |6 9 9 1 5 5 80 30,42
IBR aislamiento 2 0 0 0 2 1 2 0 2 0 9 3,42
Chlamydia sp 0 0 0 0 4 0 1 0 2 3 10 3,80
Morax/Chlamyd 0 0 0 0 1 2 1 0 1 0 5 1,90
Moraxella/IBR 0 2 2 1 1 0 0 0 0 0 4 1,52
Chlamydia/IBR 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0,38
Sin agente 2 7 7 9 22 (14 [18 {25 |19 |34 |154 |58,56
Total 14 121 121 |26 |36 (26 |31 |26 (29 |43 |[263

Como se puede observar de los datos presentados en la Tabla 1, de
todos los organismos aislados de animales enfermos en rodeos de distintas
regiones de Argentina, M. bovis es el hallado en mayor proporcién. Del total de
casos estudiados, en el 30,42% de los mismos se aislé solamente M. bovis. En
la mayoria de los casos no fue posible aislar ningin agente (58,56%), y en baja
proporcion se aislaron otros agentes distintos a M. bovis, como el virus de la
Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR) y Chlamydia sp (3.42% y 3,80%
respectivamente). La proporcién en el caso de aislamientos combinados de dos
agentes (1,90%, 1,52% y 0,38%) resulté baja. Estos datos locales estan en
concordancia con lo anteriormente expresado, que M. bovis es el principal

agente etiolégico.
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Las bacterias que se encuentran adheridas a la conjuntiva del ojo
pueden encontrar condiciones favorables para su desarrollo cuando se altera
uno o mas de los cuatro factores que se oponen al crecimiento microbiano y
que son:

1) La corriente del liquido lagrimal. Esto produce una verdadera
limpieza fisiolégica arrastrando todo cuerpo extrafio que llega a la
conjuntiva llevandolo hacia las fosas nasales o hacia el angulo
interno del ojo para su eliminacioén definitiva, por lo que la constante
circulacion lagrimal se opone a la adhesion microbiana, condicién
imprescindible para asegurar la presencia bacteriana a nivel local
para su posterior desarrollo.

2) La baja temperatura de la superficie conjuntival. Esto es
consecuencia de la lenta evaporacién de las lagrimas y conduce a
que el desarrollo microbiano no prospere.

3) La presencia de la lisozima de Fleming. Esta enzima constituye un
maghnifico bactericida que no permite el desarrollo de gérmenes en
las lagrimas.

4) La ausencia de elementos nutritivos en las lagrimas. Esta condicién
normalmente no favorece el desarrollo microbiano. El analisis
quimico de las lagrimas indica que estan constituidas por cloruro de
sodio, carbonato de sodio, sulfato de magnesio, etc., que hace que
las mismas tengan poder bactericida, circunstancia favorecida por la
presencia de la lisozima (Torres Moreno, 1971).

Moraxella bovis

M. bovis, es un organismo Gram negativo, no moévil, que se presenta en
general en forma de cocobacilos, predominantemente en pares o cadenas
cortas (Manual Bergey's, 9th edition, 1986). No forma esporas ni presenta
flagelos. Puede tener o no pilis. Es un organismo aerobio estricto. La
temperatura 6ptima para su crecimiento se ubica entre 35 y 37°C y el pH
optimo entre 7,0 y 7,5. No fermenta hidratos de carbono, es catalasa (+),
oxidasa (+), nitrato (-), indol (-), gelatinasa (+) (Tabla 2).
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Tabla 2. Caracteristicas diferenciales de las especies del género Moraxella® (Manual Bergey)

Caracteristicas

Subgénero Moraxella

Subgénero Branhamella

1. M (M )lacunata

2. M.(M.) bovis

3. M.(M).nonliquefaciens

4. M.(M). atlantae

5. M.(M). phenylpyruvica

6. M.{M). osloensis

7. M.(B). catarrhalis

8. M.(B). caviae

9. M.(B). ovis
10. M.(B). cuniculi

Morfologia cel:
Bacilos

Cocos
Test Oxidasa
Test Catalasa
Presencia de anhidrasa
carbodnica
Acido de glucosa
Hemdlisis
Licuefaccién de gelatina
Licuefaccion de suero
Crecimiento en sales
minerales+NH4"
Crecimiento 5°C
Crecimiento en NaCl
8%
Crecim. estimul. por
sales biliares
Fenilalanina deaminasa
Produc. indot
Ureasa
Reduc. nitrato
Reduc. nitrito
Utilizac. en medio
complejo de:
Butirato
Caproato
Etanol
Propionato
Lactato
Acetato
Aislado de:
Humanos
Ganado bovino
Cameros
Cabras
Caballos
Cerdos
Conejos
Cobayos

a + 4+

+

+

+

[+
[+
{+

+

+

++

+

H
[+

[+]

I+]

]

+

+ 4+ + +

+

[+
4

+

Simbolos:+, todas las cepas testeadas positivas; [+], la mayoria de las cepas positivas; d,

diferentes resultados entre cepas; [-], la mayoria de las cepas negativas; -, todas las cepas

testeadas negativas; D, débilmente positivo.
bAlgunas cepas son débilmente ureasa positivas.
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Este organismo crece en agar tripticase soja (ATS) suplementado con 7 %
de sangre de caballo desfibrinada (ATSs), a 37°C, produciendo hemdlisis.
Morfolégicamente se pueden observar tres tipos de colonias en agar sangre:
piliadas, no piliadas e intermedias (Bovre and Froholm, 1972). Las colonias
piliadas (Fig. 7) son rugosas, pequefias (1-2 mm de diametro), secas, tienen un
borde bien demarcado, presentan doble halo el cual es observado con lupa
binocular, tienden a fragmentarse cuando son picadas con un ansa y corroen el
agar. Las zonas de corrosion, que se ven como depresiones o0 surcos que
quedan en la superficie del agar cuando las colonias piliadas son removidas
con el ansa, son del mismo diametro que la colonia correspondiente (Ruehi et
al, 1988). Las colonias no piliadas son lisas, mas grandes que las piliadas (2-4
mm de diametro), mucosas, sin doble halo y no corroen el agar. Cuando se ven
en placas de agar sangre estas colonias tienen una textura caracteristica
granular (Pedersen, 1970; Sandhu et al, 1974; Simpson et al, 1976; Wilcox,
1970) (Fig. 8).
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Fig. 8. Colonias de M. bovis no piliadas en agar sangre tripticase soja (TSAS)

Las colonias piliadas al ser resuspendidas en medio liquido y PBS muestran

autoaglutinacién celular mientras que las no piliadas no (Fig. 9)

Fig. 9. Células de M. bovis resuspendidas en PBS:
1, células no piliadas (P’); 2, células piliadas (P*).
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La autoaglutinacion se puede prevenir suspendiendo las colonias en Cloruro
de Magnesio al 10% (Pugh and Hughes, 1970), procedimiento que produce
remocion de los pilis de las células (Annuar and Wilcox, 1985). La aplicacién
del colorante cristal violeta (cv) sobre colonias crecidas en medio sélido,
permite observar que las colonias piliadas se tifien (Fig. 10A) en tanto que las
no piliadas no lo hacen, permaneciendo de color blanco (Fig. 10B). Las
colonias intermedias toman el color violeta en el borde, en tanto que el centro
de las mismas permanece de color blanco. Esto demuestra lo observado por
Bovre y Froholm (1972), que reportan que estas colonias son mixtas, formadas
por bacterias piliadas que se disponen en los bordes y bacterias no piliadas
que se agrupan hacia el centro de la colonia (Fig. 10C). Las colonias, luego del
tratamiento con cristal violeta se mantienen viables por 4 minutos, pudiendo en
ese lapso de tiempo ser subcultivadas. Cuando se subcultiva una colonia
tefiida con cv en placas de agar sangre, las colonias resultantes mantienen
todas el fenotipo piliado. Por lo tanto la tincién con cv permite la rapida
seleccion fenotipica de las colonias para subcultivar con una caracteristica
definida (Schurig et al, 1984). Esto es esencial en la etapa de inicio del proceso
de produccion de vacunas.
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A

Fig. 10. Colonias de M. bovis en agar sangre, coloreadas con cristal violeta:
A, piliadas; B, no piliadas; C, intermedias

18



Capitulo 1 Introduccién

Tratamiento

Entre los métodos de tratamiento especificos para el ganado con
infeccion ocular por M. bovis se describen en bibliografia la administracion de
antimicrobianos por via subconjuntival, topica y parenteral (Allen et al, 1995;
George, 1990; George and Smith, 1985; Roeder et al, 1995). Aunque la terapia
antimicrobiana es el tratamiento de elecciéon, ningin protocolo ha podido
asegurar el 100% de éxito. El tratamiento antimicrobiano puede no eliminar el
estado de portador o mejorar la enfermedad clinica, debido a que el
mantenimiento de una apropiada concentracién de droga terapéutica en el film
lagrimal es muy dificil de lograr ya sea por causas economicas y/o practicas.
Este aspecto representa la mayor dificultad durante el tratamiento local. Los
bovinos con QIB producen mucho mas lagrimas que lo normal, lo que provoca
la rapida eliminacién de los antibidticos administrados por via local. Este
problema se puede revertir mediante la administracion frecuente de las drogas
(por ejemplo seis a ocho veces por dia) (Gundin, 1992), lo cual es dificil de
lograr.

La forma preferida de medicacion tépica en los bovinos es el unguento
oftalmico, generalmente una penicilina de accién prolongada, el cual es eficaz y
no irritante. El ungiento debe ser aplicado en el saco conjuntival, alejando el
parpado inferior de la cornea. Si el animal es cooperativo se lo puede aplicar
tambien debajo del parpado superior. Sin embargo los envases comerciales
son demasiado pequefios en relacion al tamafio del ojo bovino y a la cantidad
de animales que requieren tratamiento. Luego de aplicar un ungiento oftaimico
es conveniente el uso de parches oculares (Fig. 11). Estos confieren proteccion
contra otros irritantes como polvo, moscas y luz solar. Esta proteccién
probablemente tiene valor en un animal en los estadios tempranos de la
enfermedad, cuando todavia hay posibilidades de salvar la visién en el 0jo. No
obstante, negar el acceso a las moscas al ojo afectado ayuda a reducir la
diseminacién de la enfermedad dentro del rodeo.

19



Capitulo 1 Introduccion

Fig. 11. Una mascara para polvillo empleada como parche ocular en un ternero.

Los aerosoles constituyen una alternativa posible de medicacién. Los
mismos contienen diferentes drogas en solucion, suspension o polvo. La
principal ventaja de los aerosoles reside en que el aplicador no toca el 0jo. La
desventaja es que la medicacion llega a alta presion a tejidos que ya se
encuentran dafados. El efecto beneficioso de la droga puede quedar
neutralizado por el dafio que produce el chorro del aerosol. Otra forma de
medicar los ojos es mediante inyeccion subconjuntival o intrapalpebral de
antibiéticos. La inyeccion de un antibiotico debajo de la conjuntiva proporciona
un depésito a partir del cual la droga difunde a los tejidos y secreciones
oculares durante un periodo mas prolongado que el que se logra mediante la
medicacién topica. Se recomienda que las drogas se inyecten bajo la
conjuntiva ocular y no bajo la palpebral debido a que la primera se halla mas
cerca de los tejidos a tratar. Sin embargo, muchos profesionales utilizan la
conjuntiva palpebral debido a que es mas accesible y faciimente identificable.

Los ojos también pueden medicarse mediante administracién parenteral
de antibidticos. M. bovis es susceptible a gentamicina, cefalosporinas de 12
generacion,  trimetoprima-sulfonamidas,  nitrofuranos, tetraciclina vy
sulfonamidas. Trabajos experimentales han demostrado que la oxitetraciclina
es la droga mas eficaz in vivo en dosis de 20 mg/kg por via intramuscular con
un intervalo de 72 h entre dos aplicaciones. Este tratamiento reduce
efectivamente la severidad de la afeccion y elimina el estado de portador
(Piscitelli y Zielinski, 1996). Una ventaja adicional del tratamiento sistémico
respecto del local es que no hay necesidad de sujetar la cabeza del animal
durante su aplicacion. Sin embargo los antibiéticos administrados

parenteralmente deben darse a niveles terapéuticos considerando todo el
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animal, con el objeto de lograr niveles adecuados en el sitio de la infeccion. Por
lo tanto, se requieren cantidades mayores de drogas y el costo del tratamiento
resulta mayor que en la terapéutica local. M. bovis ha demostrado resistencia
aumentada contra cloxacilina, estreptomicina, tilosina, lincomicina y eritromicina
(Odeon et al, 1996; Punch et al, 1985). M. bovis es resistente a cloxaxilina con
una concentracién inhibitoria minima de 2 pg/ml. La incorporacion de 2.5 pg/mi
de cloxacilina en agar sangre proporciona un medio de cuitivo semiselectivo
para el aislamiento primario de M. bovis de las secreciones lagrimales y
nasales de bovinos con QIB. Aunque M. bovis es el agente infeccioso aislado
con mayor frecuencia de los casos de QIB, hay un gran niumero de bacterias
potencialmente patégenas y comensales que constituyen la flora normal de los
ojos sanos y enfermos. Estas pueden diseminarse rapidamente y tapar a M.
bovis que es de crecimiento mas lento. Como resuitado se observa una
disminucién en la sensibilidad de los procedimientos de aislamiento y se gasta
un tiempo considerable en realizar subcultivos a partir de los aislamientos
primarios para obtener cultivos puros de M. bovis. Con la incorporacién de la
cloxicilina en el agar sangre se reduce el tiempo requerido para la identificacién
y aislamiento de M. bovis y se incrementa la sensibilidad del aislamiento en un
60% (Webber et al., 1982).

Las poblaciones de M. bovis que producen QIB tienen gran capacidad
de variar su susceptibilidad a los antibibticos. Se comprobé que esta
susceptibilidad era variable no sélo entre distintas cepas aisladas del mismo
animal en periodos diferentes, sino también entre cepas aisladas de distintos
animales, pertenecientes al mismo rodeo, en la misma fecha (Bretschneider, G.
y Pérez, S.E.,, 1997). Antes de seleccionar el tratamiento antibidtico, se
necesita realizar cultivos y test de sensibilidad debido a diferencias en los
aislamientos regionales en relacion con sus patrones de susceptibilidad
(Conceigdo and Gil Turnes, 2003).

Encuestas realizadas a productores locales han revelado como
modalidad mas frecuente de tratamiento de animales enfermos al que se
realiza a través de la aplicacién de distintos antibiéticos ya sea en forma de
aerosoles o intrapalpebral, luego al uso de vacunas solas 0 en combinacién

con otros antibioticos, y en menor medida el empleo de antibiéticos por via
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intramuscular; por ultimo se encuentran los ungiientos, la via de administracion
subconjuntival y los colirios. (Fig.12).
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Fig. 12. Tratamientos en uso (Piscitelli y Zielinski, 1996)

Profilaxis

La mejor proteccion contra la queratoconjuntivitis es la prevencion. M.
bovis es un organismo de amplia distribucion en la naturaleza, lo cual hace muy
dificil su eliminacion. Ante la presuncién de la presencia de esta bacteria es de
suma importancia la inspecciéon cuidadosa de los ojos del ganado afectado de
conjuntivitis, asi como el aislamiento de los bovinos afectados. Los portadores
deben ser eliminados y ser garantizados los esfuerzos para controlar el vector
mas importante, la mosca de la cara (M. autumnalis). Una vez que se ha
diagnosticado la enfermedad del ojo rosado es extremadamente importante el
control de las moscas. Un buen control de las mismas es parte importante en
cualquier programa de control de la queratoconjuntivitis infecciosa bovina. Una
forma de lograrlo es pulverizar el ganado con spray mata-moscas, lo cual
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contribuye a la reduccion de casos nuevos de QIB. Algunos productores utilizan
etiqguetas con insecticidas en las orejas. Es aconsejable rotar el tipo de
insecticida afio a afio. Para que efectivamente se puedan eliminar los
portadores en un rodeo, todo el ganado adulto del mismo deberia ser tratado
adecuadamente durante la estacion que no hay vectores y antes de la paricién.
En el caso de los terneros recién nacidos el tratamiento profilactico de los ojos,
con nitrato de plata al 1.5% resulta muy efectivo, pudiendo ademas reducir la
queratoconjuntivitis si la misma ya esta instalada (Perez et al.,, 1997 ). La
mosca de la cara es el insecto vector mas importante y dificil de controlar. Las
secreciones oculares del ganado son una dieta ideal para las moscas hembras,
las cuales necesitan comer diariamente durante 10 dias en la época de puesta
de huevos. M. bovis puede permanecer viable en las alas y patas de estas
moscas por 3 a 4 dias y en el tracto digestivo de las mismas por hasta 48 horas
(Torres Moreno, 1971). Para que sea efectivo, cualquier método de control de
las moscas debe ser iniciado al comienzo de la estacion en que se produce la
acumulacién de las mismas. Ademas de las moscas se debe controlar el polvo,
manteniendo los lugares de trabajo y los corrales himedos, y los pastos altos
deben ser cortados, ya que son irritantes. Otros aspectos a tener en cuenta en
prevencion y que tambien son parte de un buen programa de control de la
enfermedad, son la provision de sombra para el ganado, la eliminaciéon de
irritantes oculares, y poner en cuarentena por varios dias al ganado nuevo
antes de introducirio en el rodeo para evitar que infecten al resto del rodeo en
el caso que sean portadores. Cantidades adecuadas de vitamina A no
previenen la enfermedad pero ayudan a la resistencia natural.

La proteccion de la cérnea y conjuntiva contra organismos patégenos
oportunistas se logra mediante los efectos combinados de la resistencia natural
y la adquirida. Las interacciones entre anticuerpos humorales, secretores y
reacciones mediadas por células son responsables de la inmunidad o
resistencia adquirida. La inmunidad contra la infeccién por M. bovis esta
mediada inicialmente por IgG con la aparicion, 2 semanas mas tarde, del
anticuerpo IgA secretorio. No ha sido probado que las reacciones mediadas por
células estén implicadas en la respuesta inmune bovina a M. bovis (Kopecky et
al.,1983). Es posible que la ocurrencia de la enfermedad se repita atn cuando
algunos animales desarrolien inmunidad protectora. Las vacunas en uso
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proveen proteccion limitada, si lo hacen, contra la enfermedad clinica. La
severidad y prevalencia de QIB varia mucho en relacion al tipo de vacuna
empleada. Las vacunas en uso estan focalizadas en el pili bacteriano. Las
distintas cepas de Moraxella bovis estan identificadas por diferencias en sus
serotipos de pilis, como se explicara mas adelante. Si se usa una vacuna que
protege contra un solo serotipo, la misma no sera efectiva contra otros
serotipos ya que sus pilis son serolégicamente distintos. La vacunacién con
cepas homoélogas reduce la prevalencia y severidad de la enfermedad, aunque
la infeccion ocurre (Hughes and Pugh, 1975; Hughes et al., 1976; Hughes et
al., 1979; Pugh et al., 1977). Las vacunas contra QIB con cepas heter6logas no
son efectivas (Pugh et al., 1976). Vacunas multivalentes con distintos serotipos
de pili pueden ser prometedoras si los serotipos de pili causantes de la QIB
clinica en la region estan incluidos en la vacuna (Pugh et al., 1977).

Pronéstico

El ojo de los bovinos tiene alto poder de curaciéon. La mayor parte del
dafio hecho al ojo por la enfermedad puede ser reparado, aunque puede ser
necesario un largo periodo de tiempo para que el organismo repare el dafo y
reemplace el tejido que no esta sano. Los casos severos de queratoconjuntivitis
infecciosa bovina o tratamiento suspendido pueden resultar en ceguera
permanente. Por lo tanto es importante detectar la infeccion temprana y
comenzar un tratamiento efectivo inmediatamente.
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Factores de virulencia de Moraxella bovis

M. bovis expresa fundamentalmente dos factores de virulencia, una
citotoxina (Beard and Moore, 1994) y pilis (Ruehl et al., 1993). Los pilis son
proteinas de superficie cuya funcién es la adhesion mediante la fijacion de la
bacteria a receptores especificos de las células epiteliales de la ¢ornea y
conjuntiva. La citotoxina (citolisina/hemolisina) es una proteina formadora de
poros perteneciente a la familia de toxinas tipo RTX (repeticiones en la
estructura de la toxina), que promueve la formaciéon de Ulceras corneales por
medio de lisis de células epiteliales corneales y neutréfilos del hospedador,
resultando en la liberacion, dentro del estroma de la cérnea, de enzimas de
degradacion derivadas de los neutréfilos (Rogers et al., 1987; Kagonyera et al.,
1988, 1989).

El pili esta clasificado como pili tipo IV (Ottow, 1975), también llamado
fimbria tipo 1V. Este tipo de pili se distingue de otros tipos por su ubicacion
polar, su rol en la movilidad bacteriana y por las secuencias conservadas de su
subunidad y de las proteinas de ensamble entre subunidades.

Los pili tipo | estan distribuidos en la célula en forma peritrica (e;j:
Salmonella typhimurium) y se caracterizan por producir hemaglutinaciéon de
glébulos rojos y por presentar sensibilidad a manosa (la D-manosa inhibe la
hemaglutinacién) (Meynell and Lawn, 1967). Los pili tipo I comprenden a los
pili sexuales, que actuan como puentes especificos durante la conjugacion
bacteriana (ej: E. coli). Este tipo de pili comparado con los otros se encuentra
en muy escasa cantidad, no mas de 1-10 por bacteria, y son mas largos y
anchos (Meynell et al, 1974). Los pili tipo Ill corresponden a un grupo de
apéndices, con forma de tubos huecos, gruesos, adheridos en forma de
embudos a la superficie celular. Han sido observados en Agrobacterium sp
(Ottow, 1975). Los pili tipo V tienen disposicién polar y actian “empujando” a
las bacterias para contraerse en grupos con forma de estrella, permitiendo a las
células competentes la conjugacion. Han sido observados en Pseudomonas
‘rhodos”, Agrobacterium spp and Rhizobium lupini (Heuman, 1968). A los pilis
tipo VI se los encuentra en células Gram positivas y se disponen en forma
caracteristica de manojos de pilis, los cuales actian como antigenos

especificos pero no hemaglutinan (Yanagawa and Otsuki, 1970); han sido
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observados en Corynebacterium renale (responsable de pielonefritis bovina y
cistitis).

Los pilis tipo IV son apéndices que emanan de la superficie de varias
bacterias gram negativas, incluyendo especies patogénicas para animales y
plantas: Moraxella bovis, Neisseria meningitidis, Neisseria gonorrhoeae,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica, Vibrio cholerae, Dichelobacter
nodosus, Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) y E. coli enterotoxigénica
(ETEC), Actinobacillus pleuropneumoniae, Aeromonas veronii biovar sobria,
Aeromonas caviae, Eikenella corrodens, Legionella pneumophila (Tennent and
Mattick, 1994).

Los pilis tipo IV son homopolimeros, compuestos por un tipo de
subunidad proteica llamada pilina que se repite entre 1000 y 3000 veces en
cada pili. Esta subunidad es muy conservada (Manning and Meyer, 1997). Las
subunidades de fimbrias pueden contener de 145 a 160 aminoacidos (aa) y
muestran un aito grado de similitud estructural (Dalrymple and Mattick, 1987).
En bacterias que expresan pili tipo 1V, la pilina se expresa como una proteina
tipo pre-pilina con una secuencia lider inusualmente corta de 6 aminoacidos,
seguida por un dominio predominantemente hidrofébico (segmento de 20 a 30
residuos de aminoacidos). EI dominio hidrofébico y la secuencia lider son
requeridas para secretar la proteina a través de una via ATP-dependiente, Sec-
independiente (Tennent and Mattick, 1994). Durante el proceso de secrecion,
una prepilin-peptidasa cliva la secuencia lider y metila el primer aminoacido de
la proteina madura, formando un residuo N-metilfenilalanina. En las pre-pilinas
tipo IV el dominio amino terminal es altamente conservado (Hobbs and Mattick,
1993; Pugsley, 1993; Alm and Mattick, 1997). Estos pilis se clasifican en dos
subclases, IVA y IVB, en base a similitudes de las secuencias de aminoacidos
deducidas de sus pre-pilinas. La maquinaria de ensamblaje envuelta en la
formacién de la fimbria consiste en un set de proteinas codificadas por genes
que pueden estar dispersos por todo el genoma bacteriano u organizados
dentro de operones consistiendo en 11 a 14 genes (subclase IVB). Muchas de
las proteinas asociadas a la biogénesis de pili tipo IV son homélogas a las
proteinas envueltas en el sistema de secrecién tipo Il y en sistemas de
transformacion natural (DNA uptake) en varias bacterias (Pugsley, 1993).
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La determinacion de la estructura primaria de las subunidades de la
fimbria obtenida por secuenciacién de proteinas y genes confirma lo sugerido
por Ottow (1975) en el sentido de que la fimbria tipo IV representa un grupo
discreto y estrechamente relacionado. Este grupo ha sido llamado como N-
metilfenilalanina (NmePhe) fimbria o NmePhe pili, porque el aminoacido
modificado N-metilfenilalanina se encuentra comunmente en el extremo amino-
terminal de la subunidad nativa.

La estructura cristalina de la subunidad de pili tipo IV de N. gonorrhoeae
ha sido determinada por Parge y colaboradores. (1995), (Fig. 13).

Esta estructura cristalina revela conformaciones o~ con un
enrollamiento a4-helicoidal N- terminal bastante largo (residuos 2 a 54), que da
a la molécula en general una forma de cucharén. Otros elementos estructurales
son los siguientes: i) un lazo de azticar con unién a disacarido (residuos 55 a
77), con N-acetilglucosamina-o(1,3)-O galactosa unido en posicién Ser-63, ii)
dos horquillas  que forman las cuatro hojas B-plegadas antiparalelas (residuos
78 a 93 y 103 a 122), iii) un lazo de conexién B,-B;, y iv) una regién que
contiene un puente disulfuro (residuos 121 a 158), la cual a pesar de su
naturaleza hipervariable, aparece como una horquilla-p regular (Bs-Bs) seguida

por un lazo de conexién.
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Fig. 13. Representacién de pilina tipo IV de N. gonorrhoeae. Las regiones coloreadas indican
los elementos de estructura secundaria: azul, hélice-a, N-terminal (residuos 2 a 54); rojo, loop
extendido de azticar con unién a disacarido (residuos 55 a 77); verde, horquillas-p (residuos 78
a 93 y 103 a 122); magenta, loop B,-B3 (residuos 94 a 102); amarillo, region C-terminal que
contiene unién disulfuro (residuos 121 a 158). También se muestra el puente disulfuro (residuos
de cisteina 121 y 151), y una Ser-63 con unién covalente a disacarido (Fig. tomada de Parge y
colaboradores, 1995).

En términos generales, la subunidad de fimbria tipo IV se puede dividir
en 3 regiones (Fig. 14). La regién 1 consiste en el dominio conservado N-
terminal que puede ser subdividido en 3 regiones, 1a,1b y 1c. Mientras la

region 1b es altamente conservada entre todos los ejemplos de subunidades
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de fimbria tipo IV, las regiones 1a y 1¢ son usualmente conservadas dentro de
especies pero muestran algo de diversidad cuando se comparan subunidades
de distintas especies. Las regiones 2 y 3 se combinan para formar el dominio
variable, donde la regién 2 estd localizada centraimente y la region 3 se

aproxima al tercio C-terminal de las proteinas

Residuo N° || | l | I I | l |
50 20 40 60 80 100 120 140 160

1a 1b 1c 2 3

4— conservado—P4— variable — b

Fig. 14. Diagrama esquematico mostrando las subunidades de la fimbria tipo IV. En el dominio
conservado el bloque representa la secuencia lider que consta de 5 a 6 aa (region 1a), el
bloque | .representa la secuencia hidrofébica altamente conservada de 32 aa (region 1b)
comenzando con el aa medificado NmePhe en la primera posicién en la proteina madura, y el
blogue = representa la region 1c desde el residuo 33 hasta la casi invariable glicina en la
posicion 54/55, la cual es altamente conservada dentro de especies (0 clases dentro de
especies) pero que exhibe divergencias entre especies. Se observa homologia limitada entre
subunidades de especies o clases en el dominio variable, sin embargo hay una regién
secundaria de secuencia conservada cerca del carboxilo terminal, indicada por el bloque [Jj .
Por lineas de punto se indica el puente disulfuro entre residuos de cisteina. (Tomado de
Tennent and Mattick, 1994)

Los 32 residuos de las regiones amino-terminales de todas las NmePhe
pilinas tipo IV exhiben al menos 90 % de homologia y son muy hidrofébicos.
Sin embargo, los dos tercios carboxi-terminal de estas subunidades son
relativamente hidrofilicos y tienen varios dominios variable e hipervariable. Esta
region es la que da origen a las variaciones estructurales y antigénicas entre
especies.

Como ha sido descripto las cepas piliadas de M. bovis son patogénicas,
mientras que las cepas no piliadas no lo son (Jackman and Rosenbusch, 1984;
Annuar and Wilcox, 1985; Chandler et al, 1985; Moore and Rutter, 1989). Esto
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se puede deber, al menos en parte, a la habilidad de la bacteria piliada para
translocarse a través de la superficie epitelial mediante un movimiento
denominado  twitching  motility (Depiazzi and Richards, 1985).
Concomitantemente con su rol en la colonizacién del hospedador, los pilis tipo
IV son también importantes antigenos inmunoprotectores y exhiben
considerable variacién estructural y serolégica, lo cual se asume ampliamente
que es el resultado de presion inmunoldgica por parte del hospedador (Lehr et
al.,, 1985; Lepper and Hermans, 1986; Moore and Rutter, 1987; Ruehl et al.,
1988). Vacunas con pili purificado ya sea nativo o recombinante, han
demostrados ser altamente protectoras contra desafios homoélogos (Lepper et
al., 1993).

A pesar de que la presencia de pilis es esencial para la adherencia de la
bacteria a la superficie conjuntival y corneal, previniendo la remociéon del
organismo por el continuo efecto de barrido de las secreciones oculares y por
la accién mecanica del pestarieo, facilitando de esta forma la colonizacién del
0jo, la sola presencia de pilis es insuficiente para causar enfermedad.

La B hemolisina es otro factor de virulencia requerido para causar
queratoconjuntivitis. Las bacterias virulentas son piliadas y hemoliticas, y
pueden ser aisladas de casos agudos de QIB (Punch and Slatter, 1984). Sélo
estas cepas que dan lugar a colonias denominadas “rugosas’, son capaces de
reproducir experimentalmente la enfermedad. Las cepas no piliadas y/o no
hemoliticas tienen menor o muy poca incidencia en la queratoconjuntivitis
experimental (Pugh and Hughes, 1968). La lisis de globulos rojos le aporta a la
bacteria nutricionalmente exigente, el hierro necesario para su proliferacién en
el ambiente ocular. Las cepas hemoliticas de M. bovis también poseen
actividad citotoxica contra neutréfilos bovinos y células epiteliales de la cérnea
(Pugh and Hughes, 1968). Esta actividad citotoxica es muy importante en la
injuria corneal asociada con QIB (Gray et al, 1995). Varios investigadores
demostraron la actividad citotoxica de extractos de M. bovis libres de células,
ademas de la actividad hemolitica, con lo cual se especulé que existia una
citotoxina separada de la hemolisina (Beard and Moore, 1994; Gray et al.,
1995; Hoien-Dalen et al., 1990). Mas tarde, Billson y colaboradores (2000),
demostraron la neutralizacion de la toxina contra células epiteliales de cérnea,

por medio de un anticuerpo monoclonal (epitope-especifico) neutralizante de la

0



Capitulo 1 Introduccion

hemolisina de M. bovis. La mejor explicacion posible para esta observacion fue
que una sola toxina es responsable de ambas actividades: hemolitica y
citotoxica. Sin embargo no se puede excluir la existencia de un epitope comun
en toxinas diferentes, lo cual requeriria control por un gen regulatorio comun
que permita la expresion simultanea de varios factores de virulencia, tal como
ocurre en la regulacion de la expresion de factores de patogenicidad de
Bordetella pertussis (Weiss et al., 1984).

Después de adherirse a las capas externas de la cérnea, M. bovis
invade el estroma, modificando la disposicion regular de las fibrillas del
colageno, necrotizando las células y produciendo una ulcera. En una primera
etapa actuan adhesinas (factores primarios) y en una segunda etapa se liberan
las toxinas, que afectan varios sustratos presentes en las células de cérnea y
conjuntiva, sus tejidos blanco (Gray et al., 1995).

La hemolisina es una proteina labil al calor, dependiente de Calcio. La
misma es producida en medios liquidos durante la fase logaritmica del
crecimiento y no se observa durante la fase estacionaria (Ostle and
Rosenbusch, 1984). Si bien primariamente esta asociada a la superficie celular
bacteriana, luego puede ser excretada como una exotoxina. La actividad
hemolitica esta relacionada a vesiculas unidas a la membrana externa de M.
bovis. Muchas bacterias Gram negativas en crecimiento activo liberan este tipo
de vesiculas debido a la expansion de la membrana externa a una velocidad
mayor a la de la capa de peptidoglicano (McG. Beard and Moore, 1992). En
cultivos en medio liquido la toxina es faciimente destruida por proteasas luego
de la fase exponencial de crecimiento. Es ademas muy labil en procedimientos
de rutina de concentracién y purificacion. Es miembro de la familia de toxinas
RTX (exotoxinas bacterianas formadoras de poros en membranas celulares
blanco y con un rol para el Calcio en la actividad litica de la hemolisina). A esta
familia pertenecen también las toxinas secretadas por Escherichia coli,
Pasteurella hemolitica, Actinobacillus pleuropneumoniae, y Actinobacillus
actinomycetemcomitans (Taichman et al., 1991; Welch et al., 1992). Tiene un
mecanismo de accion comun al de muchas hemolisinas producidas por
bacterias patogenas Gram negativas: insercion de la toxina dentro de la
membrana plasmatica de la célula blanco y formacion de poros de tamafio
definido (Bhakdi and Tranum-Jensen, 1988; Clinkenbeard and Thiessen, 1991).
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Estas toxinas producen rapida liberacién de K* de las células blanco a través
de estos poros, pero retienen proteinas citoplasmaticas dentro de la célula,
resultando en un aumento intracelular de presion coloidosmética. Esta etapa es
seguida por una fase de latencia prelitica, lenta, donde el agua entra a las
células intoxicadas en respuesta al aumento de la presién coloidosmoética
intracelular y las células se hinchan. Luego comienza la fase litica en la cual se
pierden de la célula una gran cantidad de componentes celulares y finalmente
ésta se lisa.

La patogenicidad de cepas de M. bovis esta asociada también a la habilidad
de producir depresiones tipo-hueco en células epiteliales corneales. Este
“pitting-factor” seria una enzima hidrolitica. Esta citotoxina de M. bovis es
ademas citolitica para neutréfilos bovinos. La misma, al causar dafio directo a
neutréfilos, produce una gran liberaciéon de enzimas lisosémicas del neutréfilo
que contienen colagenasas y otras enzimas proteoliticas, las cuales son las
responsables de las injurias corneales. Los neutrofilos estan directamente
implicados en el desarrollo de lesiones corneales. Gran cantidad de neutréfilos
infiltran las corneas de bovinos con QIB y se los observa en varios estados de
degeneracion y degranulacion (Chandler et al.,1981; Rogers et al, 1987).
Debido a que M. bovis no produce colagenasa (Frank and Gerber, 1981), los
abundantes neutréfilos observados serian una buena fuente de esta importante
enzima. Esta, aunque no es producida por M. bovis, seria importante en la
progresion de las uUlceras de cérnea por degradacién del coldgeno en sus
péptidos componentes. Enzimas de M. bovis del tipo de aminopeptidasas
pueden hidrolizar péptidos. Tales hidrélisis podrian llevar a disolucién de
proteinas de matriz de tejido ocular resultando en ulceraciéon corneal. Los
neutréfilos dafiados no son efectivos en la depuracién de M. bovis, lo que lleva
a un aumento del numero de bacterias viables en el 0jo. La citotoxicidad para
neutréfilos bovinos es un importante factor patogénico que permite la
proliferacion bacteriana sobre la superficie corneal, protegiendo a M. bovis de
la fagocitosis y muerte intracelutar (Kagonyera et al., 1988, 1989).
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Variacion antigénica de fimbria tipo IV

Se ha demostrado que la composicion antigénica de las proteinas
piliares permite caracterizar a las cepas de M. bovis en serogrupos, no
existiendo una reaccién inmunolégica cruzada entre los mismos (Lepper and
Hermans, 1986). A estas diferencias antigénicas se atribuye, al menos en
parte, el bajo nivel de proteccién de las vacunas actuales. A los efectos de
analizar estas diferencias se estableci0 un sistema unificado para la
caracterizacién serolégica de los diversos serovares piliares de M. bovis,
utilizando principaimente la técnica de aglutinacion en placa y otras
complementarias en casos dudosos tales como ELISA y TCIE (tandem crossed
immunoelectrophoresis) (Moore and Rutter, 1987). Empleando este sistema,
Moore y Lepper, en 1991, en un estudio sobre aislamientos de M. bovis de
distintos paises, lograron clasificarlos como pertenecientes a 7 distintos
serogrupos, designados con letras de A a G, de acuerdo a su tipo antigénico
piliar. Este trabajo demostréo que M. bovis es antigénicamente heterogénea y
que la prevalencia de cada serogrupo varia regionalmente.

M. bovis exhibe no sélo variacién antigénica sino también de fase de su
pili tipo IV, expresando alternativamente pili tipo Q o |. A esto se le suma la
variacion entre las formas piliadas (P*) y no piliadas (P) la cual se da a una
frecuencia tan alta como 10™ por célula, por generacion. Células de M. bovis
que expresan pili tipo Q son mas eficientes al establecer infecciéon que aquellas
que expresan pili tipo |, y como se menciond, células no piliadas de M. bovis no
pueden establecer infeccion (Ruehl et al, 1993). Clinicamente la expresion de
pili tipo Q aumenta la adhesion de M. bovis al epitelio de la cérnea bovina, lo
que contribuiria al establecimiento de la infeccion. Estos pilis (Q e 1) tienen
diferente peso molecular aparente, determinado por migracion en electroforesis
en gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE). La pilina |, también llamada o por
Ruehl y colaboradores (1988), tiene un peso molecular relativo de 20.000 Da y
la pilina Q (o B, Ruehl et al., 1988) migra con una masa molecular relativa de
17.000 Da. Son distintos productos genéticos compuestos por secuencias de
aminoacidos separadas, y comparten aproximadamente 60% de sus antigenos
(Ruehl et al, 1993). Los genes que codifican las subunidades de pilina de M.
bovis estan localizados sobre un segmento invertible de ADN de 2,1 Kb. El

33



Capitulo 1 Introduccion

switch en la expresion entre los genes de las pilinas tfpQ (type four pilin Q) y
tfol (type four pilin |) se debe a una inversién de esta region de ADN (Fulks et
al,, 1990). El extremo amino terminal esta codificado fuera del segmento
invertible, y los genes para el extremo carboxi terminal de las proteinas de pili
tipo Q e | estan orientados en direcciones opuestas dentro del segmento
invertible (Fig. 15). La orientacién del ADN invertible determina cual gen piliar
sera transcripto. Cuando fpQ esta en el locus de expresién en la orientacion 1,
se expresa pilina Q, mientras que la orientacion 2 tiene a tfp/ en el locus de
expresion, y se expresa pilina |. Para que ocurra la inversidn se requiere del
gen piv que codifica la “putativa” ADN invertasa, el mismo se encuentra
inmediatamente adyacente a la region de inversion (Marrs et al., 1990; Lenich
and Glasgow, 1994). Esta region invertible contiene un gen completo en el
locus de expresion y un gen parcial capaz de invertirse hacia el locus de
expresion. Otro gen adicional, llamado tfpB se encuentra dentro del segmento
invertible, pero su funcion es hasta ahora desconocida.

tpQ tfpl
(completo) tfpB (parcial) piv

Orientacion 1 q——q——hh

(se expresa Q pilina) el

expresion de
pilina

- J

Y‘
segmento invertible

Locus de 9
expresion de
pilina A -

Orientacion 2 ' ‘ ‘ \ ‘

(se expresa | pilina)
tfpl tfpB tpQ piv

(completo) (parcial)

Fig. 15. Organizacién genémica de ia regién del gen de la subunidad de pili de M. bovis.
(Tomado de Tennent and Mattick, 1994)

Funciones alternativas de fimbria tipo IV

Los pilis han sido implicados en una variedad de funciones bacterianas,
incluyendo adhesién celular, twitching motility (una forma de locomocion
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flagelo-independiente), pero también han sido implicados (directa o
indirectamente) con corrosion de agar, transferencia de plasmidos y adsorcion
a bacteriofagos (Skerker and Berg, 2001; Strom and Lory, 1993; Tennent and
Mattick, 1994; Wall and Kaiser, 1999).

Adhesion

Un gran numero de estudios han demostrado que la fimbria tipo IV
puede mediar la adhesién a células epiteliales in vivo e in vitro (Annuar and
Wilcox, 1985; Sato and Okinaga, 1987; Doig et al., 1988; Paranchych and
Frost, 1988). La unién no es inhibida por azicares como el caso de fimbria tipo
| (E. coli) que es inhibida en su adhesi6én por manosa. Sin embargo, la union es
al menos especifica para la interaccion hospedador-pili. La expresion de la
fimbria de M. bovis en P. aeruginosa mostré que altera su unién especifica a
células epiteliales bovinas. Esta observacion también provee fuerte evidencia
que la adhesina es la subunidad de fimbria por si misma. Anticuerpos dirigidos
contra fimbria inhiben la union a células epiteliales.

Twitching motility

El fendmeno de twitching motility en bacterias que expresan pili tipo 1V
fue descripto por primera vez por Henrichsen en 1975 y paralelamente usado
por Ottow (1975) en su definiciéon de este grupo. El mismo se manifiesta como
un movimiento irregular de la célula bacteriana cuando se encuentra en
suspension o como parte de colonias en medio sélido y que les permite a éstas
diseminarse rapidamente en superficies, tales como cuando son incubadas en
agar bajo condiciones humedas (Henrichsen, 1983). Este movimiento es
bastante diferente e independiente de la movilidad flagelar. Asi, existen
diferencias en la morfologia de las colonias compuestas por células piliadas
versus ceélulas no piliadas (Pedersen et al, 1972; Bovre and Froholm, 1972;
Sandhu et al, 1974). Las primeras exhiben usualmente una colonia tipo rugosa
y diseminada, mientras que las ultimas aparecen lisas. Estudios recientes han
revelado que las bacterias, con pili tipo IV como aparatos de movilidad,
extienden sus filamentos de pili en un polo de la célula, los adhieren a su
extremo distal y luego se retraen para generar movilidad, como se indica en la
Fig. 16 (Merz et al, 2000; Skerker and Berg, 2001).
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... G

Fig. 16. Modelo de movilidad dependiente de pili tipo IV. Las bacterias extienden los filamentos

de pili en un polo de la célula, los adhieren al extremo distal y los retraen para generar

movilidad.

Henrichsen en 1983 descubrié una fuerte correlacion entre twitching y
pili polar; vié que todas las cepas de la misma especie con pili polar exhiben
twitching. Ademas, no encontré este tipo de movimiento en variantes de las
cepas que han perdido su pili polar al ser cultivadas. Tampoco se observa
twitching en cepas piliadas con pilis peritricos, y por lo tanto, presumiblemente
no tipo IV. La pérdida de pili puede ser detectada por pérdida de twitching
(Mattick et al., 1996)

Corrosion de agar

Muchas especies microbianas con pili tipo IV corroen medios sélidos
(placas con agar) dejando hoyos en los sitios donde desarrollaron las colonias.
Se asume que esta es una caracteristica asociada a bacterias que colonizan
superficies epiteliales debido a la secrecion de enzimas degradativas por parte
de estas especies. Mutantes no fimbriadas de M. bovis y especies relacionadas
no corroen el agar, en contraste con sus equivalentes tipo-salvaje. Mas
significativamente, la expresion de pili de M. bovis o D. nodosus en P.
aeruginosa causa que las células recombinantes den lugar a la formacion de un
hueco en el agar, mientras que el tipo-salvaje de P. aeruginosa no lo hace.
Estas observaciones sugieren en forma contundente que las fimbrias
heter6logas son responsables per se de formar huecos en el agar,
posiblemente unidas a componentes oligosacaridos del agar, lo cual se
asemeja a los ligandos naturales de la fimbria in vivo.
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Vacunas

En los ultimos afios se ha incrementado el interés por controlar la
queratoconjuntivitis infecciosa bovina empleando como principal estrategia la
vacunacién. Sin embargo la gran variedad de cepas de M. bovis, con
diferencias antigénicas, representa el mayor obstaculo en el desarrollo de
medidas profilacticas (Punch and Slatter, 1984). La presencia de cepas
antigénicamente heterogéneas puede determinar que las vacuhas no sean
efectivas, principalmente cuando las mismas se preparan con cepas
provenientes de otra regién o pais, siendo por lo tanto recomendable que las
vacunas incluyan cepas regionales representativas del area geografica en la
que van a ser empleadas (Paolicchi et al, 1991).

Se han desarrollado vacunas contra QIB empleando distintos tipos de
antigenos, adyuvantes e inactivantes; sin embargo, los resultados obtenidos
con las diferentes formulaciones hasta el momento han sido dispares,
informando los autores niveles de proteccion variables para las distintas
experiencias. Es por esto que se continua en la busqueda de nuevas vacunas y
en el estudio de estrategias de aplicacion que permitan obtener una respuesta
inmune adecuada, capaz de proteger eficientemente contra la infeccion por M.
bovis.

Vacunas vivas atenuadas

Se componen de microorganismos que han perdido parte de su
virulencia, generaimente mediante repiques sucesivos en diferentes medios de
cultivo y/o huéspedes animales o empleando técnicas de biologia molecular,
sin haberse modificado en lo posible sus caracteristicas inmunogénicas. La
inmunidad provocada por estas vacunas es de larga duracion y muy intensa,
parecida a la debida a la enfermedad natural. Las vacunas basadas en
organismos vivos atenuados poseen interesantes ventajas sobre los productos
inactivados. Estimulan la inmunidad humoral y celular, contienen todos los
antigenos relevantes y permiten la administracion de una dosis Unica, ya que
requieren un bajo numero de células para producir una buena respuesta
inmune. Al tener la poblacion la posibilidad de crecer en el punto de
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inoculacion, asegura una expresion fenotipica in vivo que no es la misma que
presentan las vacunas a organismos muertos, que han sido crecidos in vitro en
biorreactores. Como desventaja se cita la posibilidad de que las mismas
puedan revertir a la forma virulenta (Babiuk and Potter, 1994). Las vacunas
vivas atenuadas si bien permiten lograr niveles adecuados de proteccion,
pueden dar lugar a reacciones adversas provocadas tras la inoculacion
intramuscular, incluyendo anafilaxia, por lo tanto pueden en algunos casos ser
consideradas peligrosas para la salud animal (Hughes and Pugh, 1971). La
dificultad para lograr vacunas vivas seguras contra QIB se debe probablemente
a que existen pocos mutantes no patégenos capaces de producir niveles
adecuados de inmunidad sin generar efectos adversos (Pérez et al, 1997).

Un aspecto interesante en el desarrolio de este tipo de vacunas esta
referido a la forma en que se presenta la formulacion: solucién liquida o
liofilizada. En el caso de vacunas liofilizadas contra brucelosis bovina (cepa 19
de Brucella abortus), el nimero de organismos que sobreviven a la etapa de
liofilizacion es del orden del 50% (comunicacién personal empresas
productoras nacionales), lo cual constituye un problema de consideracion no
so6lo por sus implicancias econdémicas, sino porque se administra al animal un

nimero muy grande de organismos entre vivos y muertos.

Vacunas inactivadas

Bacterinas

Son vacunas a base de bacterias muertas que pueden en algunos casos
incluir toxoides en su composicion. Las vacunas que contienen
microorganismos muertos son seguras con respecto a su virulencia residual y
contaminacion, siendo ademas relativamente mas faciles de almacenar (Pérez
et al, 1997). Como desventaja se debe mencionar la necesidad de emplear
varias dosis para mantener un nivel adecuado de anticuerpos séricos. Ademas
requieren una mayor masa microbiana en comparacion a las vivas atenuadas y
requieren un mayor numero de dosis y el empleo de adyuvantes en la
formulacion. En este tipo de vacunas es necesario dividir la cantidad total de
bacterias que se necesita para inducir la proteccibn en varias dosis, con
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intervalos de dias o semanas, debido a la alta concentracidon de
microorganismos muertos que se deben administrar. En general, la respuesta
inmune, fundamentalmente de tipo humoral, es menos intensa y duradera. Un
importante problema lo constituye la eleccion del adyuvante (cualquier
sustancia que incorporada a una vacuna acelera, prolonga o potencia la
respuesta inmunogénica frente a la misma), que constituye un importante tema

de investigacion en muchas vacunas.

Vacuna ribosomal

Pugh et al. (1981), basados en investigaciones previas donde vacunas
ribosomales de varios géneros bacterianos como Brucella, Salmonella y
Yersinia producian inmunidad, aislaron ribosomas de M. bovis y los emplearon
como inmunégenos. Estas fracciones tendrian ventajas especificas tales como
inmunidad de mayor duracion y en principio podrian proteger contra serotipos
cruzados. En el caso de M. bovis, estos autores informaron resultados
obtenidos a partir de preparados ribosomales los cudles fueron mezclados con
volimenes iguales de adyuvante de Freund incompleto, e inoculados en
bovinos en dos dosis subcutaneas con veintitn dias de intervalo. La efectividad
de esta vacuna fue nula, no indujo proteccién. Cuando los terneros vacunados
fueron desafiados experimentalmente con cepas homélogas y heterdlogas,
todos desarrollaron queratoconjuntivitis uni o bilateral. No se detectaron
anticuerpos contra los antigenos ribosomales en ninguno de los terneros
vacunados. Se mencion6 como causa del fracaso de estas vacunas a una
cantidad inadecuada de ribosomas en la formulacién y a una dosis excesiva de

organismos patégenos en el desafio.

Vacunas basadas en pilis

Vacunas basadas en pilis demostraron grados de proteccién variables
dentro del rango de 45 a 90% (Pérez y col., 1998). Pugh y colaboradores
(1977) compararon la eficacia de preparaciones vacunales basadas en pilis,
formuladas en base oleosa y acuosa, después de la exposicion a un desafio
por organismos virulentos homoélogos. El porcentaje de terneros que resistié a
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la infeccién fue significativamente mayor para los terneros vacunados con
vacuna oleosa. En un estudio posterior Pugh et al. (1980) demostraron la
proteccion de los terneros por transferencia de inmunidad pasiva, mediante el
suministro de calostro proveniente de vacas vacunadas con dos dosis de un
formulacion piliada, aplicada entre el cuarto y sexto mes de gestaciéon. El
porcentaje de animales resistentes a la enfermedad fue mayor en los terneros
alimentados con calostro de madres vacunadas (46%) que en los terneros
provenientes de vacas no vacunadas (19%). Aunque la proteccion no fue
completa se sugirié la posibilidad de la vacunacion antes del parto de la vaca
en conjuncién con la vacunacién de los terneros, como medida para reducir la
incidencia de esta enfermedad bajo condiciones de campo.

Gil Turnes et al. (1982), estudiaron la importancia de los pilis de M. bovis
en la inmunizacién activa contra la QIB, obteniendo mayor proteccion con una
vacuna elaborada con organismos piliados aplicada en dos dosis con tres
semanas de intervaio frente a la aplicacion de una vacuna elaborada con cepas
no piliadas administrada en forma similar.

Gerber et al. (1988) desarrollaron una formulacién compuesta por
antigenos de adherencia y enzimas degradantes de la cérnea, principalmente
enzimas hidroliticas producidas por M. bovis, capaces de dafiar tejidos
lipidicos, mucopolisacaridos y matrices proteicas, la cual protegié al ganado
desafiado experimentalmente con cultivos homoélogos y heterdlogos. Se
observé una proteccion del 92% contra la exposicién a campo.

Vacunas obtenidas por tecnologia de ADN recombinante

Debido a que la formulacién de una vacuna efectiva contra QIB deberia
contener los siete diferentes serogrupos descriptos de pilis de M. bovis, la
industria se enfrenta a un problema que no resulta facil de resolver
practicamente. Los inconvenientes aparecen en dos frentes: Uno relacionado a
que tipos de pilis incluir y el otro es tratar de mantener, en organismos crecidos
en medio liquido, la expresion del fenotipo piliado. En el primer caso se deberia
hacer un estudio epidemioldgico que defina qué tipo de pili son los prevalentes
en el area de cobertura de la vacunacién. En relacién a la estabilidad del
fenotipo piliado, esta demostrado que mantener estable el nivel de piliacion
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celular en cultivos en medio liquido es practicamente imposible. Esto ha llevado
a tratar de buscar otros caminos basados en técnicas de biologia molecular,
que permitan clonar genes de distintas pilinas en hospedadores que crezcan en
cultivos de alta densidad y donde estas pilinas se expresen en superficie, como
es el caso de Pseudomonas aeruginosa.

En algunas formulaciones comerciales se encuentran células piliadas
que expresan distintos serogrupos (normalmente dos) o una cepa piliada
enriquecida con productos proteoliticos. Se demostré que la vacunacién con pili
de M. bovis expresado en Pseudomonas aeruginosa produce un nivel de
proteccion elevado (80%) contra QIB, aunque esta proteccion no es
significativamente distinta a aquella producida con el pili expresado en
Moraxella bovis (Lepper et al., 1995). Se determiné la factibilidad de formular
una preparacion multivalente basada en pilis derivados de ADN recombinante a
partir de los 7 serogrupos de M. bovis (Lepper et al. 1993).

En los primeros ensayos de vacunas basadas en la presencia de pilina
se han usado dosis de pili que varian entre 400 ug y varios mg (Lehr et al.,
1985; Lepper, 1988; Lepper et al., 1991). Sin embargo estas dosis no son
econémicas para un producto comercial multivalente. En ensayos posteriores
(Lepper et al., 1993) se demostrd que una dosis total de 60 ug de pili es capaz
de generar una proteccion efectiva como vacuna monovalente (2 dosis de
vacuna, con una concentracion en cada una de 15 pg/mi de pili). Es necesario
realizar todavia ensayos adicionales para determinar la cantidad de cada

antigeno necesaria para obtener una formulacién efectiva multivalente de

antigenos de pili que otorgue proteccién contra QIB.

Vacunas con hemolisinas

Recientemente, Angelos y colaboradores (2004), evaluaron la eficacia
de una vacuna a subunidad recombinante que incorpora solamente el extremo
carboxi-terminal de la citotoxina de M. bovis. De distinta forma a lo que ocurre
con los pilis, la citotoxina de M. bovis estd mas conservada entre las distintas
cepas (Angelos et al., 2001). Antisuero de conejo contra los 284 aminoacidos
del extremo carboxi-terminal de la citotoxina de M. bovis neutraliza la actividad
hemolitica y citolitica de la citotoxina nativa de distintas cepas de M. bovis y
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ademas protege al ganado bovino contra el desafio con aislamientos
heterélogos de M. bovis. Estos resultados han establecido la importancia de la
citotoxina de M. bovis en la patogénesis de QIB y en la respuesta inmune del
hospedador a la citotoxina, sugiriendo que la vacuna de citotoxina

recombinante de M. bovis es beneficiosa en la prevencion de QIB.

Preparados comerciales inespecificos

Existen otros preparados comerciales inespecificos que combinan una
mezcla de lisados de tejidos oculares y cultivos de M. bovis con otras especies

bacterianas.

Lisados oculares

Los lisados de globos oculares de animales sanos adicionados con
lisados bacterianos de Moraxella sp., generan una terapia no especifica a
través de las proteinas que contienen. Si bien Moraxella sp. es poco
inmunogénica, al sufrir un proceso de digestion liberaria su material génico,
aumentando la antigenicidad del lisado por su especificidad hacia el tejido
ocular. La proteccion contra la infeccion a campo y el efecto curativo de estos
lisados fue comprobado por Calvi (1974). En los trabajos efectuados a campo
se determiné la regresion de las lesiones en un 85% de los casos y, en la
infecciébn experimental, mediante la instilacién de cantidades masivas de M.
bovis a animales previamente vacunados, el nivel de proteccién alcanzado fue
del 98%. Estos niveles de proteccion si bien resultaron elevados, se deben
evaluar teniendo en cuenta que en estos ensayos solo el 60% de los controles
sin vacunar-infectados experimentalmente presenté signos de QIB. Por lo
tanto, la interpretacién de estos trabajos arroja dudas, no sélo porque no se
logré una adecuada reproduccion de la enfermedad en animales controles no
vacunados, sino también porque en la publicacion no fue especificada la
cantidad total de animales pertenecientes a cada grupo ( grupo control vs
vacunados) y no se hace referencia a la virulencia de la cepa de M. bovis
empleada en el desafio.

42



Capitulo 1 Introduccién

Vacunas disponibles comercialmente

Actualmente las vacunas elaboradas por los laboratorios nacionales e
internacionales contienen en su mayoria bacterinas piliadas, con una
(Biogueratogen, Lab. Biogénesis; Piliguard Querato, Lab. Schering) o mas
cepas (Piliguard Querato 1 trivalente oleosa, Lab. Schering-Plough), algunas
combinadas con el virus de IBR (virus de Rinotraqueitis Infecciosa Bovina)
(PolivacQuerato, Lab. San Jorge Bag6; Vacuna anti IBR con bacterina de
Moraxella bovis, Centro de Diagnostico Veterinario) o con toxoides especificos.
Generalmente se aplican en primovacunados dos dosis en forma subcutanea a
intervalos de 20-30 dias, y luego 1 dosis por afio , 30 dias antes del periodo de
mayor riesgo (Octubre/Noviembre). Cuando en afos anteriores ha existido un
fuerte brote se recomienda proseguir con dos dosis, a pesar de tratarse de
animales vacunados en afos anteriores.

En la Tabla 3 se muestra el calculo promedio de costos por enfermedad
y el precio de la vacuna contra M. bovis (PolivacQuerato, Lab. San Jorge
Bago).
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Tabla 3. Pérdidas econdmica por animal ocasionadas por QIB (Comunicacién personal

Dr. Maliandi, San Jorge-Bago)

Costo del
Kg de Costo de
Concepto de Tratamiento Costo del Precio del Kg | ternero | Pérdidas | vacuna
la pérdida tratamiento diario | de ternero en enpie | totales en (por
total de 2 ojos pie sano trat. 2 pesos dosis)
ojos
Dosis manxibiotic Sin trat.
$264 .
{oxitetraciclina 20%) alternativo
Enfermedad § Desinfectante local $0.23
i $3.47 8.09
Curabicheras $0.16 $2.20 $1.58 $
Personal (3 peones a (a) (a+c)
. $0.45
$16 diario) $1.13 por
Dosis Bagomectina Con trat. dosis
Tratamiento § Forte alternativo [ (vac. Mb +
alternativo | (endosectoparasiticida $1.28 (b) $4.75 $2.20 $2.16 IBR)
+ vit ADE) (a+b)

Ganancia [ Tiempo de convalesc. | Totai  de | Precio Pérdidas en pesos
diaria de (dias) Kg del Kg

peso animal perdidos de

sano en Kg por ternero

enferme- | en pie
dad

0.30 7 2.10 $2.20 $4.62 (c)

El costo del tratamiento de los dos ojos de un animal enfermo es de $3.47
(incluye drogas y mano de obra para aplicarlas), el cual puede ser ain mayor si
se agrega un tratamiento alternativo. Por otro lado, los animales sanos tienen
una ganancia de peso diaria de 0.30 Kg. En un animal enfermo, se considera
un promedio de convalecencia de 7 dias en los cuales el animal no aumenta de
peso. En consecuencia el animal enfermo se pierde de ganar 2.10 Kg de peso.
Teniendo en cuenta que el precio del Kg de ternero sano es de $2.20, por
animal enfermo se llega a una pérdida en pesos de $4.62 debido a la falta de
aumento de peso. Finalmente si se tienen en cuenta ambos factores
(tratamiento y falta de engorde) se produce una pérdida total de $8.09 por
animal enfermo (que llega a $9.37 con tratamiento alternativo). Pero si en lugar
de curar se previene la enfermedad vacunando, las pérdidas son menores, ya

que el costo de una dosis de vacuna promedio es de $1.13 y se considera que
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afio. Se observa la ventaja de vacunar sobre el tratamiento con antibiéticos una

vez que el animal se enfermé

Impacto de la queratoconjuntivitis infecciosa bovina en el ganado de

nuestro pais

En los Estados Unidos las pérdidas anuales estimadas por brotes de
QIB exceden los U$S 200.000.000. En nuestro Pais el grado de incidencia se
incrementa cada afio, con pérdidas econémicas importantes, a pesar del
aumento en la tasa de vacunacion registrada en los Gitimos diez afios. Asi, en
1995 se vendieron en Argentina 1.500.000 dosis de vacuna, en tanto que en
1996 las ventas superaron los 3.000.000. Para 1997 estas cifras se
incrementaron. Los ultimos datos que pudimos obtener corresponden al afio
2000, en que las ventas superaron los 3.500.000 dosis. A pesar del incremento
notable de la vacunacién, no se aprecia todavia una reduccion en la incidencia
de la enfermedad, lo cual se asocia a la falta de obligatoriedad de la
vacunacion, el no contar todavia con una vacuna eficaz, no conocer el
cuadro epidemiolégico del Pais, persistencia de animales portadores sin
diagnostico.

Desde 1960 se han hecho a nivel mundial, numerosos intentos para
desarrollar nuevas vacunas contra esta enfermedad, pero la mayoria de las
mismas ha tenido un éxito relativo. En Argentina el conocimiento de los graves
problemas economicos que la queratoconjuntivitis ocasiona, ha llevado a la
importacion y a la produccion local de vacunas constituidas en todos los casos
por células enteras inactivadas.

Para la produccion de M. bovis, la industria emplea fermentadores
clasicos, agitados mecanicamente, donde los microorganismos crecen en
medios de cultivo tradicionales, ricos en nutrientes. El sistema de cultivo
empleado es el batch, donde la poblacién microbiana alcanza en fase
exponencial la maxima velocidad especifica de crecimiento. Estas condiciones
de crecimiento distan mucho de ser las que presenta la poblacion en su
entorno natural, donde expresa todo su potencial de virulencia. In vivo, una de
las principales limitaciones al crecimiento es el bajo nivel de hierro disponible.
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El desarrollo celular se lleva a cabo previa adhesion a la superficie de la cérnea
donde la poblacién crece a velocidades de crecimiento submaximas. Esto
implica que a nivel industrial, se esta produciendo una poblacion bacteriana a
ser utilizada como inmunégeno, en condiciones totalmente diferentes a las que
la misma encuentra in vivo. Por lo tanto, las caracteristicas fenotipicas de la
poblacién con la que se fabrica la vacuna podrian liegar a diferir marcadamente
de la poblacidn que se intenta combatir. Esto podria ser la causa por la cual el
nivel de proteccién otorgado por estas vacunas, estimado en ensayos a campo,
resulta de sélo un 40 a 60%. La bibliografia internacional reporta niveles de
proteccion con tasas tan variables como bajas. Se citan asi tasas de
proteccion, que varian entre un 16% y 65%. Todo esto es indicativo de que aln
no se dispone a nivel mundial de un inmunégeno efectivo para el control de
esta enfermedad. Trabajos efectuados recientemente en nuestro laboratorio
han permitido constatar, empleando técnicas de microscopia electrénica, que
vacunas fabricadas en Argentina, a partir del desarrollo de microorganismos en
reactores agitados, carecen practicamente de células piliadas. Ademas se
comprobo que tanto la piliaciébn como la actividad hemolitica caen rapidamente
en cultivos liquidos. Estos resultados podrian ser entonces las causas que
explicarian el bajo nivel de proteccion de las formulaciones que se estan
empleando, que carecen de los dos mas importantes inmundgenos: pilis y
hemolisina.

La bibliografia internacional no explica con claridad las causas que
llevan a la pérdida tanto de pilis como de hemolisina. M. bovis produce pilis
facilmente cuando crece sobre medios soélidos, en tanto que ésta caracteristica
es perdida en gran proporcion cuando se la cultiva en medios liquidos. Sin
embargo el cultivo en reactores agitados resulta ser todavia la forma empleada
para la produccion industrial de microorganismos. Una posible alternativa para
superar este inconveniente es tratar de producir estos componentes
antigénicos, empleando tecnologia de ADN recombinante en un hospedador
que sea capaz de crecer a altas densidades en cultivos liquidos, y que pueda
ademas producir en esas condiciones elevadas cantidades de pilinas. Si bien
esta estrategia resulta atractiva como forma alternativa a la produccién de
vacunas conteniendo organismos enteros piliados, es evidente que una

formulacién que contenga el organismo entero responsable de la enfermedad
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(M. bovis) y que asegure un grado importante de piliacion, permitira disponer
de un mayor numero de inmunégenos especificos, incrementando la
efectividad de la vacuna. En este sentido se debe reafirmar el caracter
multifactorial de la gran mayoria de las infecciones bacterianas, lo cual es
indicativo de la conveniencia de contar con vacunas en las cuales el
inmunoégeno sea el propio agente infeccioso.

Los interrogantes en el tema de QIB son importantes en casi todas las
areas de investigacion. Cuando se inicié este trabajo no habia estudios en
nuestro Pais sobre las caracteristicas fenotipicas de la poblaciéon microbiana
prevalente en distintas regiones. Esta situacion se traducia en el hecho de que
los fabricantes de vacunas formulaban las mismas con organismos aislados de
diferentes regiones geograficas sin saber si fenotipicamente eran iguales o
diferentes. No se disponia de métodos de analisis de piliacion para poder
evaluar la expresion y estabilidad de este factor de virulencia no sélo durante
un cultivo sino también en productos finales como vacunas.
Consecuentemente, el Servicio Nacional de Sanidad Animal (SENASA) no
analizaba si las vacunas contra QIB estaban formuladas con células piliadas o
no piliadas, situacibn que continta al presente. Este trabajo se propuso
entonces encarar investigaciones que traten de dar respuestas a estos
aspectos que resultan esenciales para la obtencion de células de M. bovis de
adecuada inmunogenicidad. El tema resuita de gran significacion no solo por
sus aspectos basicos, sino también por su trascendencia en lo tecnolégico, ya
que se pretendié estudiar temas fundamentales, no dilucidados todavia, de la
expresion de antigenos esenciales en este patdgeno, tales como pilis.

La queratoconjuntivitis es reconocida como una de las patologias de
interés prioritario para el sector de produccién ganadera y desarrollar una
vacuna adecuada contra la enfermedad resulta un desafio de interés general
para un Pais que basa gran parte de sus ingresos en la produccién bovina.

La orientacion dada a las investigaciones fue producto de consultas
realizadas por el grupo de Vacunas Bacterianas del CINDEFI con empresas
productoras de vacunas de uso veterinario (San Jorge-BAGO, Bayer Divisidon
Veterianaria, MED-VET- La Plata). La interaccion con las mismas resultd

fundamental para identificar los problemas que se expusieron anteriormente.
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Objetivos especificos

e Contribuir al conocimiento de la situacibn epidemiolégica de la
queratoconjuntivitis infecciosa bovina en nuestro Pais, a partir de una
apropiada caracterizacion de organismos de M. bovis aislados de lesiones
oculares de animales enfermos provenientes de distintas regiones geograficas
locales.

o Establecer para la poblacién en estudio su grado de diversidad en base a
estudios de fingerprints de ADN y analisis de la expresion de componentes de
cubierta celular como proteinas de membrana externa y lipopolisacaridos.
Establecer el grado de variabilidad de cada componente en estudio (ADN, PME
y LPS) en la poblacion disponible y establecer relaciones con cepas de
referencia.

o Establecer el grado de estabilidad de la expresion de PME y LPS frente a
los subcultivos.

o Desarrollar una técnica de ELISA que permita la cuantificacién del grado de
piliacion de suspensiones celulares de M. bovis. Esta prueba se consideraria
de referencia para determinar piliacion.

e Aplicar el método desarrollado en el monitoreo de procesos de cultivos
batch.

o Analizar la influencia de las condiciones de cultivo en la expresiéon y
estabilidad del fenotipo piliado de M. bovis.

e Analizar la diversidad fenotipica dentro de la poblacion disponible de M.
bovis mediante técnicas espectroscépicas vibracionales y andlisis de clusters.

e Establecer correlaciones entre los resultados de la clasificacion bacteriana
derivada de la aplicacion de métodos fisicoquimicos (FTIR), con los
agrupamientos resultantes del empleo de fingerprinting de ADN (PCR) y
perfiles de PME y LPS.

¢ Intentar definir qué aislamientos locales serian adecuados para integrar una
vacuna efectiva en la profilaxis contra QIB.
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BIODIVERSIDAD MICROBIANA

Consideraciones bioldgicas y evolutivas

La diversidad microbiana comprende al amplio espectro de organismos
microscopicos distribuidos en distintas familias, géneros y especies, tanto
dentro de procariotes como eucariotes (Atlas, 1984). El término biodiversidad
contempla la variedad y variabilidad de todas las formas de vida, el complejo
ecolégico en el cual estan presentes y los procesos de los que forman parte
(Atlas, 1984; Olembo,1991)

La evidencia actual indicaria que existen 1.5 millones de especies de
hongos de los cuales solo se ha descrito el 5%. El numero de especies
bacterianas puede comprender entre 300.000 a 1 millén de las cuales solo
3.000 han sido reportadas en el Manual Bergey (1994). Los microorganismos
ocupan todas las formas de habitat posible (suelo, agua, aire), incluyendo
ambientes extremos.

El valor de la diversidad microbiana esta dado por la variedad funcional
que pueden desarrollar los microorganismos para mantener una biosfera
sostenible. Ellos son habiles en el reciclado de nutrientes, producen vy
consumen gases que afectan el clima global, destruyen contaminantes,
procesan nuestros desechos, etc. El estudio de la diversidad microbiana es
importante para resolver problemas de enfermedades nuevas y emergentes, y
para el desarrollo biotecnolégico. lgualmente, los patrones de diversidad
microbiana pueden ser usados para el monitoreo y la prediccion de cambios
ambientales. Es asi, como los microbios pueden jugar un papel importante en
la biologia de la conservacion y restauracion de paisajes.

Desde el punto de vista de su aplicacion, los mismos microorganismos
constituyen la mayor fuente de agentes antimicrobianos, ademas producen un
amplio rango de compuestos medicinales que incluyen enzimas, inhibidores
enzimaticos, antihelminticos, agentes antitumorales, insecticidas, vitaminas,
inmunosupresores e inmunomoduladores.

Desde el punto de vista metodologico, la diversidad microbiana puede
ser estudiada mediante técnicas microscépicas, cultivo de microorganismos in

vitro y estudio de la poblacién mediante un gran nimero de técnicas de analisis
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de biomoléculas (acidos nucléicos, proteinas, carbohidratos y lipidos).
Dependiendo de la accesibilidad al organismo o comunidad microbiana en
particular y del tipo de hipétesis a responder, se puede seleccionar una o mas
de las técnicas disponibles.

La biodiversidad estd en proceso de conocimiento y caracterizacion.
Aunque el balance quimico-ecolégico depende en gran medida de los
microorganismos, poco se sabe del modo y de la dinamica de los ecosistemas
microbianos responsables de mantener este balance. Una razén critica de por
qué la informacién en esta materia es tan limitada, es que hasta hace muy poco
los microbidlogos necesariamente debian cultivar los microorganismos para
describirlos. Sin embargo, Unicamente una pequefia porcion (menos del 1%) de
los organismos presentes en el medio ambiente han podido ser cultivados con
los medios de crecimiento y condiciones experimentales empleadas.

Tradicionalmente los microorganismos han sido clasificados por sus
caracteristicas fenotipicas, la coleccion de propiedades celulares observables
tales como morfologia, propiedades fisioldgicas (ej., utilizacion de nutrientes), y
estructura de los componentes celulares (ej., tipos de lipidos). Debido a que el
cultivo es un pre-requisito para evaluar tales propiedades, muchos microbios no
han podido ser caracterizados en su habitat natural. En la actualidad las
técnicas de ADN recombinante y filogenia molecular permiten superar las
limitaciones del cultivo y conocer microorganismos del medio ambiente natural
que no habian podido ser descriptos. Las caracteristicas fisiologicas de los
organismos son puntos importantes de referencia, pero es necesario un
concepto mas general, cuantitativo, para describir sistematicamente la
diversidad microbiana. La caracterizacion filogenética de un organismo (filotipo)
requiere unicamente conocer la secuencia de uno o mas genes. En
consecuencia, los diferentes tipos y el niumero de organismos presentes en
comunidades naturales, pueden ser estudiados por secuenciacion, por ejemplo,
del gen 16S ARNr. Por amplificacion selectiva de esta secuencia (por PCR) a
partir del ADN genomico y comparando los resultados de bases de datos, los
microorganismos pueden ser caracterizados como filotipos y puestos en
determinado arbol genético (Olembo,1991).

En los ultimos diez afios la identificacién epidemiolégica o comparacion

entre aislamientos de una misma especie con el fin de hacer el control de una
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infeccién o analisis de poblacién, se ha visto enriquecida con las técnicas de
tipificacién molecular basadas en el andlisis de ADN. Estas técnicas permiten
hacer la identificacion y separaciéon de clones o grupos de clones (cepas que
tienen un alto grado de relacion genética) entre cepas de la misma especie
recogidas de diferentes fuentes, sitios y momentos.

Una de las posibles causas de la baja eficacia de algunas vacunas
existentes, a sido asignada a la falta de los tipos apropiados de antigenos
protectores requeridos. Para conocer qué antigenos son los apropiados para
que una vacuna sea efectiva son necesarios estudios epidemiolégicos, de
manera de determinar la diversidad de la poblacion prevalente en la region
estudiada y de analizar su dinamica en el tiempo.

En el caso especifico de M. bovis, algunos componentes celulares
caracteristicos han sido propuestos como responsables de jugar un rol crucial
durante una infeccién por una cepa patogénica. La membrana externa en este
tipo de organismo Gram negativo es importante como interface entre el
hospedador y el patégeno y como sitio de una variedad de factores de
virulencia y resistencia (Buchanan y Pearce, 1979). Las proteinas que estan
expuestas sobre la superficie de la bacteria resultan ser antigenos utiles en el
reconocimiento del patogeno por el sistema inmune del hospedador y también
para la identificacién clinica de la bacteria (Ostle y Rosenbusch, 1986). Los
componentes de superficie son ademas factibles de cambiar en funcion de
presiones selectivas del entorno o modificaciones en el material genético.

Aunque varios aspectos de la biologia de M. bovis han sido estudiados,
tales como su habilidad para adaptarse a condiciones ambientales cambiantes
(Fenwick et al., 1996), el rol de la hemolisina y el pili en la patogenicidad (Bear
y Moore, 1994), y la variacion de fase del pili (Heinrich and Glasgow, 1997;
Marrs et al., 1988), las busquedas bibliograficas realizadas en el tema no
arrojaron informacion relacionada a la extensién de la variacién genética en
poblaciones naturales de M. bovis asi como tampoco sobre la variacién en
aquellos componentes de superficie celular que se considera que estan
implicados en la virulencia, en especial LPS (Shands, 1975), y PME (Buchanan
y Pearce, 1979; Veglemoy et al.,, 1983). Estudios previos realizados por
Johansen et al., (1990) describieron una variacién en el perfil de LPS dentro de
un pequero numero de cepas de M.bovis.
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Los estudios a nivel molecular de bacterias patogénicas generalmente
se han enfocado en la composicion de la envoltura celular ya que es la
superficie la que interactiia directamente con el hospedador. De hecho, es la
estructura de la superficie bacteriana la que permite al patdgeno evitar o vencer
los mecanismos de defensa del hospedador (Smith, 1977). Los
lipopolisacaridos (LPS) son componentes caracteristicos de la membrana
externa de bacterias Gram (-) (Fig. 1) y le dan a la superficie fuertes
propiedades hidrofilicas, las cuales son importantes para evadir la fagocitosis y
en la capacidad para evitar un ataque inmune especifico alterando la
constitucion antigénica a nivel superficial (Nikaido and Vaara, 1985). Los LPS,
como moléculas de superficie, son relevantes para la estabilidad de la
membrana externa y para la interaccion de la bacteria con otros organismos y
con el ambiente. El LPS es la endotoxina de las bacterias Gram (-). Se trata de
un glicolipido complejo, compuesto por tres regiones (Fig. 2):

-lipido A, que es la porcion mas proximal y de caracter hidrofobico. Esta porcion
se encuentra dentro de la membrana externa de las bacterias Gram (-). Esta
formado por un disacarido constituido por dos unidades de glucosamina el cual
estd unido a 6 acidos grasos (ac. palmitico, palmitoleico, araquidénico,
estearico, oleico y margarico, siendo este ultimo el mas prevalente) (Araujo et
al., 1989).

-region intermedia, llamada oligosacarido medular o core. Posee dos tipos de
azucares exclusivos de Gram (-): 2-ceto-3-desoxioctulosénico (KDO) y L-
glicero-D-manoheptosa.

-region distal (cadena lateral especifica, polisacaridica), a base de repeticiones
de unos pocos azlcares. Es de caracter hidrofilico y constituye el antigeno
somatico O de las bacterias Gram (-). Esta porcién se proyecta desde la
superficie, hacia el exterior de la membrana externa.

De todas estas regiones del LPS, la uUnica indispensable para la
viabilidad es el lipido A (Hurley, 1995). En la Fig. 3 se observa un esquema de
la arquitectura del LPS en bacterias Gram (-). Los LPS que poseen antigeno O
se denominan LPS tipo liso. Este tipo de LPS cuando se resuelve en un gel de
SDS-PAGE muestra un bandeo tipo escalera caracteristico; en tanto que los
LPS que no poseen antigeno O, los cuales se denominan tipo rugoso,

presentan un perfil diferente sin las bandas tipo escalera.
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o
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Fig. 1. Vista esquematica de la membrana externa de las bacterias Gram (-) que ilustra la
ubicacion relativa de los distintos componentes en relaciéon con el ambiente externo (arriba).
PL, fosfolipidos; LA, lipido A (HR, regién hidrofilica; LR, regién lipofilica); KDO, acido 2-ceto-3-
desoxioctulosénico y PS, polisacarido (Tomado de Hurley, J.C., 1995).

Polysaccharide Glycophospholipid

Fig. 2. Representacion esquematica de la estructura quimica del LPS de enterobacterias.
Abreviaturas: GIcN, glucosamina; Kdo, ac. 2-ceto-3-desoxioctulosonico; Hep, L-glicero-D-mano-
heptosa; P, fosfato; lineas en zig-zag, acidos grasos.
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Fig. 3. Representacién esquematica de la cubierta celular de enterobacterias Gram-negativas
(izquierda) y estructura de un LPS (derecha). R, SR y S indican las estructuras de los LPS tipo
Rugoso, Semi-Rugoso (con una sola subunidad de cadena O) y Liso, respectivamente .

La identificacion y clasificacion de bacterias es de crucial importancia en
areas como epidemiologia, ecologia, industrias, agricultura y medicina.
Actualmente distintos métodos fenotipicos y genéticos estan siendo utilizados
para la identificacion y clasificacion microbiana, los cuales permiten un cierto
nivel de clasificacion filogénica, desde género, especie, subespecie hasta
biovariedad de la cepa estudiada (Tabla 1). Cada método tiene sus ventajas y
desventajas en lo que se refiere a aplicacion, reproducibilidad, requerimiento de
equipos y grado de resolucion (Akkermans et al., 1995).
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Tabla 1. Resolucién relativa de varias técnicas de analisis de ADN y de fingerprinting

Familia Género Especie Subespecie Cepa

Secuenciamiento de ADN

Secuenciamiento de subunidad 16S ribosomal
Reasociacion ADN-ADN
Perfiles de proteinas de célula entera
AFLP
Rep-PCR

FTIR

Generalmente, los métodos basados en analisis de ADN aparecen como
las formas mas seguras, simples y baratas para identificar y clasificar
microorganismos. De hecho, la designacion en género y especie ha estado
tradicionalmente basada en métodos de hibridizacion ADN-ADN vy la filogenia
moderna se basa cada vez mas en el analisis de la secuencia 16S de ARNTr.
Las técnicas de fingerprint permiten diferenciar especie, subespecie y cepa, tal
como los perfiles de proteinas de célula entera. AFLP (amplified fragment
length polymorphism), es una técnica de fingerprint genémico basada en la
amplificacion selectiva de un grupo de fragmentos de ADN generados por
digestion con enzimas de restriccion. Dentro de estos procedimientos de
analisis de fingerprints se encuentra la técnica que se denomina rep-PCR. Bajo
condiciones estandarizadas de trabajo, este método es muy confiable,
reproducible, rapido y altamente discriminatorio (Lows et al., 1994; Versalovic
et al.,, 1994). Esta técnica aprovecha el hecho de que a lo largo del genoma
bacteriano se han identificado elementos o secuencias repetitivas presentes en
maltiples copias en los genomas de la mayoria de bacterias Gram (-) y muchas
Gram (+). Estas secuencias poseen repeticiones de bases centrales e
invertidas, altamente conservadas. En enterobacterias se han descripto
elementos repetitivos de dos clases: clase | o secuencias REP (Repetitive
Extragenic Palindromic) y clase Il o secuencias ERIC (Enterobacterial
Repetitive Intergenic Consensus) (Stern et al.,, 1988; Hulton et al., 1991). A
partir del conocimiento de estas secuencias se disefiaron primers (Tabla 2)
dirigidos para lograr la amplificacion selectiva de distintas regiones del ADN
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genémico localizadas entre los elementos REP o ERIC de diferentes bacterias,

por medio de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (de Bruijn, 1992).

Tabla 2. Secuencias de los primers utilizados en las rep-PCR. Las letras | indican inosinas (de

Bruijn, 1992).
Primer Secuencia (5—» 3") Tamarnio de la
secuencia genomica
(pb) (pares de bases)
REP 1 INCGICGICATCIGGC 3540
REP 2 ICGICTTATCIGGCCTAC 3540
ERIC 1 ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC 124-127
ERIC 2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 124-127

Los protocolos correspondientes son llamados REP-PCR y ERIC-PCR y
en forma general se los conoce como rep-PCR.

Los productos obtenidos mediante PCR consisten en una mezcla
compleja de fragmentos de ADN de distintos tamafios. Esta mezcla puede ser
resuelta mediante electroforesis en gel de agarosa, en donde se obtienen los
perfiles de bandas o fingerprint de ADN caracteristicos de cada cepa analizada.
Cada perfil puede ser comparado a un cédigo de barras que permite diferenciar
especie, subespecie y cepa de cada aislamiento bacteriano. Si se controlan las
condiciones de obtencion de estos perfiles, esta metodologia se vuelve
reproducible y altamente especifica para caracterizar genomas bacterianos. La
misma ha sido utilizada exitosamente en distintas areas para estudios de
diversidad (Baldy-Chudzik, 2001; Genersch and Otten, 2003; Sikora and
Redzepovic, 2003; Versalovic et al,1994). La ultima etapa de este trabajo
consiste en un analisis, asistido por computadora, de los fingerprinting
generados en cada rep-PCR. Estos perfiles son introducidos en un programa
tal como GelCompar 4.1, para ser analizados segun algoritmos de analisis de

AR



Capitulo 2 Variacion intraespecifica

cluster. El andlisis de cluster es la manera de hallar grupos dentro de una
informacién determinada y la clasificacion de microorganismos y taxonomia
son las principales aplicaciones de esta metodologia.

El objetivo del trabajo que se presenta en este capitulo fue evaluar el
grado de diversidad e identificar relaciones de similitud dentro de una poblacion
de aislamientos de M. bovis obtenidos de distintas regiones de Argentina, entre
1993 y 1995. Para determinar el grado de heterogeneidad dentro de la
poblacién en estudio se compararon perfiles de ADN, de LPS y de PME,
incluyendo en el andlisis tres cepas de coleccién. Las bacterias fueron aisladas
de lesiones oculares de animales enfermos con sintomas de QIB y
caracterizadas como pertenecientes a la especie M. bovis mediante el empleo
de pruebas bioquimicas.

Este analisis de biodiversidad buscdé aportar conocimientos basicos
sobre aspectos epidemiolégicos de esta enfermedad en Argentina. Como
resultado del mismo se logré: 1) obtener informacién sobre estabilidad de
componentes de superficie celular de M. bovis; 2) establecer una variacion a
nivel genético, y 3) definir el grado de variabilidad dentro de la poblacién
analizada, lo cual permiti6 comparaciones con otros estudios inernacionales.
Esto constituye la base para otros estudios orientados el entendimiento de los
mecanismos de virulencia de este patdégeno y de la inmunidad del hospedador
contra este.

Materiales y métodos

Aislamientos bacterianos y condiciones de crecimiento

Se incluyeron en el estudio dos cepas de M.bovis provenientes de la
Coleccion del Instituto Pasteur (CIP, Paris), M.bovis bhe 64.9 y M.bovis ehi
70.39, y una proveniente de Alemania, M.bovis 5-BUTCH, junto con 57
aislamientos locales de M.bovis (Tabla N° 3). Los aislamientos fueron
gentilmente cedidos por el Dr. Gustavo Zielinski del Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA) de Marcos Juarez, Coérdoba, Argentina y
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fueron obtenidos de ganado con sintomas de QIB en Argentina, entre 1993 y
1995. Estos aislamientos clinicos fueron caracterizados como M.bovis por tests
morfolégicos, culturales y bioquimicos (Manual Bergey, 1994) en dicha
institucion. La muestra de aislamientos representé una vasta area geografica
en la Argentina (Fig. 4). Diez aislamientos fueron serotipificados en su tipo de
pili por el grupo de la Dra. J. L. Tennent, (Commonwealth Scientific and
Industrial Research Organization, Parkville, Vic., Australia). Las bacterias
fueron mantenidas liofilizadas y cultivadas en agar tripticasa de soja
conteniendo 7% (v/v) de sangre de caballo desfibrinada (TSAB, Merck,
Germany). Todas las bacterias fueron ademas mantenidas a —70°C en glicerol
al 20% en caldo infusion cerebro corazén (BHIB, Merck). Subsequentemente,
las bacterias fueron cultivadas en TSAB e incubadas toda la noche a 37°C.
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Tabla N° 3. Aislamientos de Moraxella bovis empleados en este trabajo

Procedencia Fecha de aislamiento Designacion
(serotipo)*
Febrero-93 CM1b (E)*
Marzo-93 Ce3a (G)*, HR2 (C)*, Jp6,
LC12
Abril-93 80-4
1194-03 (A)*, 1194-04
Noviembre-94 (G)*,1194-29, 1194-142,
Cordoba 1194-145, 1194-20, 1194-42,
1194-30, 1194-140
Diciembre-94 1294-16, 1294-175, 1294-
187
195-130, 195-136, 195-152,
Enero-95 195-50, 195-128, 195-145,
195-29
Febrero-95 295-177, 295-18, 295-175,
295-10, 295-19, 295-57
Marzo-95 395 60, 395 11, 395 12
Abril-95 495 12, 495 152, 495 160
Bs. As. (1) Marzo-95 1116
D 1143
Marzo-95 1125, 1127
Bs. As. (2) Abril-95 1141
D B1 (G)*, B 5 (G)*, B18 (F)*, B
19 (C)*, B27 (A)*
SC 3, 8C 4, Smi 4, Smi 6,
Marzo-95 Smi9, SM 4, SM10, SM12,
San Luis SC1
Abril-95 CH1
Alemania D 5-BUTCH
CIP D bhe 64.9, ehi 70.39

(1) = Lobos
(2) = Balcarce
D = desconocido
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Alemania CIP
Bs. As. 2%

3%

Fig. 4. Distribucién de las muestras

Fingerprint de ADN

El desarrollo experimental comprende cuatro etapas:

1) Obtencion de las muestras y preparacion del ADN molde.

2) Reaccién de PCR.

3) Analisis de los productos de amplificacion en geles de agarosa.
4) Interpretacion de los resultados (fingerprinting).
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Esquema del protocolo de trabajo

Muestras: Obtencion Preparacion Amplificacion
Colonias aisladas »| de ADN P! de la reaccién en un
de medio sélido de PCR termociclador
Ardlio: Imagen l
naiisis de los -
de
bandas

Andlisis de cluster- dendrograma

Clasificacion/ldentificacion

Biblioteca

Obtencién de las muestras

El ADN de los distintos microorganismos a analizar se obtuvo a partir de
cultivos puros de 24 h de incubacion en medio TSAB (Merck, Germany). Para
la obtencion del ADN molde se siguidé el protocolo que se describe a
continuacion. Cada extraccion se realizé por cuatriplicado sobre cultivos

independientes

Protocolo para la obtencién de ADN total a partir de cuitivos puros en
medio sélido:

Para la preparacion del ADN se emple6 el método rapido descripto por
Alippi y Aguilar (1998) en el cual se parte de colonias individuales. Se
resuspendieron 3 a 5 colonias en 250 pl de NaCl 1 M. Se vortexeé y se incubd
20 minutos a temperatura ambiente. Luego se centrifugé 2 minutos a 14000
rem (microcentrifuga Hettich EBA 12, Germany) y se descarté el sobrenadante.
El pellet fue resuspendido en 200 pl de agua bidestilada estéril. Nuevamente se
vortexeé y se centrifugd 2 minutos a 14000 rpm, descartandose el
sobrenadante. Al pellet se le agreg6 200 ul de suspensién acuosa 6 % p/v de
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resina Chelex 100 (Bio-RAD), que tiene la capacidad de quelar el ADN (Walsh
et al., 1991). Se incub6é 15 minutos a 56 °C. Se vortexed y luego se incub6 8
minutos a 98 °C. Asi se obtuvo el ADN templado. Luego se vortexe6 y se

conservo a —20 °C.

Preparacion de las reacciones de PCR

Se us6 el ADN gendmico total de cada aislamiento y de las cepas de

coleccion como templado para las reacciones de PCR con los primers REP y
ERIC, de acuerdo al procedimiento descripto por de Bruijn (1992 ).
Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 15 pl,
constituido por 4 pl de la muestra de ADN (ADN templado) y 11 pl de la mezcia
de reaccién (master mix). La composicién de esta mezcla de reacciéon es 1.5 pl
de buffer de la polimerasa (Tris-HCI 10 mM pH 9, KCI 50 mM, Triton X100
0.1%), 1.5 ul de mezcla de desoxiribonucleétidos trifosfato (dATP, dCTP, dGTP
y dTTP cada uno 200 uM) (Gibco), 1.8 pul de MgCi; 3mM, 0.2 ul de Taq DNA
polymerasa (Promega) 0.55 U, 1.0 ul de cada uno de los primers en el caso de
primer ERIC (ERIC1 y ERIC2 ,1.5 uM) 0 0.7 ul de cada uno de los primers en el
caso de primer REP (REP1 y REP2, 1.5 uM). En todos los casos la master mix
es llevada a un volumen final de 11 pl con agua bidestilada.

La mezcla de reaccién de PCR fue cubierta con una capa de aceite
mineral e incubada en un ciclador térmico (Biometra Uno Thermoblock). Para
los primers REP, los ciclos usados fueron los siguientes: 1 ciclo a 95°C por 5
min, 35 ciclos (a 94°C por 1 min, a 40°C por 1 min, y a 65°C por 8 min) y luego
1 ciclo a 68°C por 16 min. Para los primers ERIC, el primer ciclo a 95°C por 5
min fue seguido por 35 ciclos (a 94°C por 1 min, a 52°C por 1 min y a 65°C por
8 min); luego 1 ciclo a 65°C por 16 min.

Analisis de los productos de amplificacién en geles de agarosa
ElI ADN amplificado se analizé mediante una electroforesis horizontal en

geles de agarosa (grado electroforético, Sigma A-9539) al 1.2 % (17 x 13 cm)
sembrando una alicuota de 5-10 pl de la mezcla de reaccion de PCR. El gel se
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prepara de acuerdo al siguiente protocolo: se disuelve 1-1.5 g de agarosa en
100 ml de buffer TBE 1x (Tris base: 10.8 g/l, Acido Bérico: 5.5 g/, 4 ml EDTA
0.5 M (pH 8.0)). La suspension se hierve en horno de microondas a maxima
potencia (850 W) durante 2 minutos, se agrega 1 ul de Bromuro de Etidio (Brkt)
10 mg/ml, y finalmente se vuelca en el sistema portageles de una cuba Bio-Rad
(Mini Sub DNA Cell) a una temperatura aproximada de 45°C. Una vez lograda
la gelificacion se procede a la siembra de las muestras con buffer de siembra
(Promega G188A). El volumen de siembra fue determinado en geles
preliminares de tal manera de igualar, aproximadamente, las concentraciones
de ADN ampilificado en cada calle. Segun las pruebas realizadas, las mejores
condiciones para correr las muestras resultaron: 80 V en buffer TBE 0.5 X
durante 1,5 hs y bromuro de etidio como revelador. Es importante mantener
estas condiciones para garantizar la reproducibilidad de cada corrida
electroforética. Las bandas de amplificacion se visualizan por iluminacién del
gel con luz ultravioleta (Transiluminador Fotodyne).

Marcadores de peso molecular utilizados

Los marcadores de peso molecular que se utilizan en las electroforesis en
geles de agarosa son: ADN del fago lambda digerido con EcoR/ + Hindlll, lo
cual resulta en fragmentos de restriccion de un tamafio de 21.227, 5.140,
2.027, 1.904, 1.584, 1.375 y 947 pares de bases.

Interpretacion de los resultados

Las bandas resultantes de cada muestra se analizaron
comparativamente con el programa GelCompar (version 4.1: Applied Maths,
Kortrijk, Bélgica). Este programa permite almacenar y manejar gran cantidad de
informacién, lo que ha hecho posible que la técnica de fingerprint de ADN sea
atil para identificar microorganismos. Basicamente el procesamiento de un gel
bajo este programa consta de los siguientes pasos:

o Conversion: los geles son fotografiados con una camara Kodak Digital
Science. Estos deben ser convertidos al formato GelCompar. Es en esta
primera etapa en donde los geles son reconocidos, convertidos y leidos,
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uniformando los perfiles (resolucion) y agregando la informacion especifica
a cada caso. El resultado es un archivo GelCompar “crudo”.

¢ Normalizacién: esta es una etapa muy importante y critica en el proceso
de crear una base de datos, porque a pesar de mantener las mas estrictas
condiciones experimentales, existen siempre discrepancias entre y dentro
de los geles. La normalizacién involucra una correccion de la posicion de las
bandas, comparandolas con patrones de peso molecular. Estos patrones
son incluidos en cada corrida electroforética y sirven para alinear las
bandas de manera tal que cada pico de idéntico peso molecular ocupe
siempre la misma posicion fisica. El resultado es una base de datos
confiable para la siguiente etapa: el analisis y la comparacion de estos
perfiles.

¢ Analisis: es la fase final e involucra la construccion de dendrogramas cuyos
fines son: evidenciar grupos de perfiles relacionados (establecer la similitud
u heterogeneidad de la poblacion estudiada), identificar perfiles
desconocidos por comparaciéon con la base de datos o con otras librerias, y
cuantificar el tamafio y concentracién de las bandas. Uno de los métodos
mas comunes de agrupamiento es la construccion de una matriz de similitud
por la técnica de clustering llamada Ward. El método de Ward (1963) fue
disefiado con la intencion de minimizar la varianza dentro de los
conglomerados (en este sentido es semejante al test estadistico de
ANOVA). EIl procedimiento parte del analisis de la suma de cuadrados de
cada objeto o variable con respecto a la media del conglomerado donde
estd agrupada. De este modo dos variables o dos conglomerados se
agrupan siempre y cuando la combinacién de sus sumas de cuadrados sea
una cantidad minima con respecto a cualquier otra combinacién posible.
Para medir la similitud entre estos tipos de perfiles, con gran cantidad de
bandas, se busca usar una métrica apropiada que genere una medida
robusta y confiable. En este caso se usé el coeficiente de Dice (Sp), que es
un coeficiente de comparacién de bandas, para calcular la similitud entre
todos los posibles pares de bandas. El coeficiente de Dice se basa en la
presencia de una banda, su posicién y le asigna mucho peso a las bandas
comunes.
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Preparacion de PME

Para la preparacion de proteinas de membrana externa, se parti6 de
bacterias crecidas a 37°C durante alrededor de 8 h en 100 ml del medio de
cultivo BHI (Oxoid, England) en frascos erlenmeyers de 1000 mi, agitados a
120 rpm. Las PME fueron obtenidas por tratamiento con lisozima-shock
térmico, como fue descripto por Maagd y Lugtenberg (1986) con solubilizacion
diferencial de envolturas celulares con Triton X-100 (Schnaitman, 1971), como
se explica seguidamente. En las bacterias Gram (-) la capa de mureina puede
ser atacada por la lisozma cuando se las trata con EDTA. Este agente, al
quelar el ién Ca', libera una parte de los lipopolisacaridos, desorganiza la
membrana externa y permite la accion de la enzima. La lisozima rompe el
enlace beta glucosidico de la mureina. El tritbn X-100 es un detergente no

ionico que solubiliza membranas citoplasmaticas en presencia de Mg** (Fig. 5).

Lipopolisacarido

EDTA Poro /
‘ _—

MEMBRANA
EXTERNA
)
ESPACIO
o e PERIPLASMICO
Peptidoglicano -
(Mureina) ; » =
Tritén MEMBRANA
X-100 CITOPLASMICA

Fig. 5. Modelo de pared celular de bacterias Gram negativas. Se muestra el sitio de accién de
EDTA, Lisozima y Triton X-100. (Tomado de Raisman y Gonzalez, 1998)
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Para la extraccién de las PME, las células provenientes de 10 ml de un
cultivo (DO=10) se concentran por centrifugacion (8000 x g, 10 min, 4°C), se
lavan en PBS y luego se resuspenden en buffer Tris 10 M/EDTA 20mM al que
se le adiciona 100 pl de lisozima (9 mg/ml). Se mezcla bien y se deja actuar 1 h
a temperatura ambiente. Luego se rompen las células por congelamiento a
-70°C, por 1 h, y posterior descongelamiento. Se adicionan 800 pl de MgCl,
80mM y las células enteras y los grandes fragmentos se remueven por
centrifugacion (10000 rpm, 10 min, 4°C). El sobrenadante se recupera y las
membranas se sedimentan por centrifugacion (20000 x g, 1h, 4°C). El pellet se
resuspende en 1 ml de HEPES 10 mM/Tritén X-100 2%/ y se incuba a
temperatura ambiente durante 30 min. Con esto se solubilizan las membranas
citoplasmaticas. El material insoluble que queda (PMEs) se sedimenta por
centrifugacion (20000 x g durante 1 h a 4°C) y se repite la extraccién con Triton
X-100. El pellet final se resuspende en 100 ul de H,O bidestilada.

Obtencién de LPS

1- Método ETP (resina)

Los LPS fueron obtenidos por el método ETP (EDTA/TEA/polymyxina B),
un procedimiento rapido para analisis electroforético descripto por Valverde y
colaboradores (1997). Brevemente, 20 mg de células hiimedas, obtenidas de
cultivos de 8 h en medio BHI, fueron resuspendidas en 100 pul de Trietilamina
0.1 M/ EDTA acido, pH 7.09. El EDTA es un agente liberador de LPS (Leive,
1965) y la trietilamina (TEA) actia como fuerte dispersante de LPS (Galanos y
Lideritz, 1975). Se mezcl6 bien para homogeneizar y se dejoé en vortex suave
durante 15 min. Luego se centrifugé a 14000 rpm durante 2 min., a 4°C para
remover las células enteras y grandes fragmentos. Al sobrenadante que
contiene el extracto crudo EDTA-TEA se le agregd 50 ul de resina de unién
polimixina B (Affi-Prep Polymixin, Bio-Rad, Hércules, CA). La polimixina B
remueve eficientemente LPS (Morrison y Jacobs, 1976) uniéndose en forma
selectiva al lipido A (uno de los principales componentes del LPS). Se incub6
15 min. con vortex suave, luego se centrifugé a 14000 rpm, 2 min. a 4°C y se

separ6 el sobrenadante. El pellet se resuspendié en 80 u | de buffer K;HPO,
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100 mM/NaCl 0.15 M y se agité por inversiéon. Se centrifugd nuevamente a
14000 rpm, 2 min., a 4°C y al pellet se lo trat6 con una suspension de
Proteinasa K en PBS (200 ug/mil), dejandolo 1 h. a 55°C. Posteriormente, los
LPS fueron liberados para ser analizados por SDS-PAGE hirviendo la resina en
buffer de muestra de Laemmli (Laemmli, 1970).Para esto se lavo la muestra
con PBS y luego se agreg6 80 pl de buffer de carga: 1 M de Tris/Cl (pH 6.8),
SDS (2% p/v), glicerol (10% p/v), azul de bromofenol (0.001% piv) y B-
mercaptoetanol (5% p/v). Se incubé a 100°C durante 5 min. y se sonic6 otros 5
min. Luego se centrifugdé 2 min. a 14000 rpm y a 4°C, y la fase azul superior
obtenida, que contiene el LPS, se sembro en un gel de poliacrilamida para ser

analizada por electroforesis.

2- Método del fenol

Para obtener LPS de células de M. bovis, el otro procedimiento que se
empleoé fue el descripto por Westphal y Jann (1965). Brevemente, las células se
separaron del sobrenadante por centrifugacion a 8000 x g durante 10 min. El
pellet celular se resuspendi6 en agua y se le agregdé fenol, previamente
calentado a 75°C en bafo de agua, hasta una concentracion final de 50% vi/v.
La mezcla se incubé durante 5 min. a 68-70°C con agitacion constante. La
mezcla se coloc6é en un baio de agua-hielo y se enfri6 hasta 10°C, agitando.
La emulsion se centrifugd 15 min. a 12000 x g y 4°C. La fase acuosa queda en
la parte superior y la fendlica en la inferior con una interfase que contiene un
precipitado gomoso. La fase acuosa opalescente que contiene el LPS se
separd y se dejo 0-4°C. La fase fendlica y el material de interfase fueron
sometidas a una segunda extraccion con un volumen de agua igual al utilizado
en la primera extraccion. El agua se precalenté a 70°C y la mezcla también se
calent6 a esta temperatura durante 5 min. Luego se enfrié y se centrifugé. Las
capas acuosas de ambas extracciones se juntaron y se dializaron contra cuatro
litros de agua a 4°C durante toda la noche. Luego se centrifugé a 30000g
durante 20 min. El pellet contiene la muestra de LPS.

Para llevar a cabo las electroforesis, las muestras de LPS se
solubilizaron en buffer : 1 M de Tris/Cl ( pH 6.8), conteniendo SDS ( 2% p/v),
glicerol ( 10% p/v), azul de bromofenol ( 0.001% p/v) y B-mercaptoetanol ( 5%
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p/v), y se las incub6é a 100°C durante 10 min. Luego por cada 50 ul de
suspension de LPS, se agregaron 25 ug de Proteinasa K, disuelto en 10 pl de
buffer de carga. Las mezclas se incubaron durante 1 h a 60°C, con agitacion.
Estas muestras luego se aplicaron al gel de poliacrilamida para ser analizadas
por electroforesis.

Analisis electroforético de PME y LPS

Las PME y los LPS fueron separados por SDS-PAGE a través del
sistema discontinuo de Laemmli (1970). Las PME fueron separadas en geles
de resolucion al 15% (w/v) y los LPS fueron separados en geles de resolucion
al 18% (w/v). Se usaron estandares de bajo PM de proteinas (Pharmacia). Las
PME y los LPS fueron visualizados por tincion con Coomasie Brilliant Blue y
tincién con plata respectivamente (Hitchcok y Brown, 1983).

Resultados

Analisis de perfiles de PME

En primer lugar se estudié si el perfil de PME de un aislamiento de M.
bovis variaba durante un cultivo o en el transcurso de subcultivos. E! objetivo
fue tratar de establecer la estabilidad de la expresion de proteinas de cubierta
en el contexto de un estudio de biodiversidad. Se compararon los perfiles de
PME del aislamiento designado 1194-03 de M. bovis después de 6, 8, 12y 14
h de crecimiento en el medio BHI y al cabo de 5, 10, 20 y 30 subcuitivos en
TSAB. Los perfiles de PME obtenidos de las células de M. bovis provenientes
de las distintas condiciones analizadas no demostraron diferencias entre ellos
(Fig. 6).
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Fig. 6. Perfiles de proteinas de membrana externa de M. bovis obtenidos después de 6, 8, 12y
14 h de crecimiento en BHI (lineas 2-5, respectivamente) y al cabo de 5, 10, 20 y 30 subcultivos
en TSAB (lineas 6-9, respectivamente). Linea 1, estandar de proteinas de bajo peso molecuiar.

Se estudiaron posteriormente en forma comparativa los perfiles de PME
de los 57 aislamientos de M. bovis disponibles. En el estudio se incluyeron dos
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