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Resumen

Los procesos neumonicos son las condiciones respiratorias mas frecuentes en bovinos. Los
agentes bacterianos son patogenos que complican la neumonia y una vez que colonizan el
parénquima pulmonar suelen causar la muerte. El presente estudio tuvo como objetivo
identificar a los principales agentes bacterianos asociados a neumonia en bovinos, tales como
Mannheimia haemolytica (M. haemolytica), Histophilus somni (H. somni), Pasteurella
multocida (P. multocida), Mycoplasma bovis (M. bovis) y Trueperella pyogenes (T.
pyogenes), mediante PCR convencional en 38 muestras de pulmén bovino. Asi mismo,
describir y clasificar las diferentes lesiones macro y microscopicas provocadas por estos
agentes en los pulmones de bovinos. La bronconeumonia fue el tipo de neumonia mas
frecuente en este estudio, distinguiéndose por la consolidacion de la zona craneoventral del
pulmon con presencia de exudado fibrinoso o supurativo. Microscopicamente, las lesiones
fueron muy variadas y reportamos patrones de dafio mixtos; sin embargo, predominé el
infiltrado inflamatorio de piocitos y macrofagos espumosos, ocupando tanto espacios
alveolares como bronquios y bronquiolos. Las lesiones mé&s comunes fueron bronquiolitis,
bronquitis, ciliostasis, edema, congestion y necrosis. La especie bacteriana mas
frecuentemente identificada fue H. somni, encontrada en 31 casos, seguida de P. multocida
en 27 casos, M. bovis en 22 casos, M. haemolytica en 19 casos, M. ruminalis en 18 casos y
T. pyogenes en 11 casos. 32 de 38 casos presentaron mas de dos especies bacterianas
involucradas en el proceso neumonico. Uno de los hallazgos mas relevantes del estudio fue
la deteccién de M. ruminalis en 18 casos. Este es el primer informe en el que este
microorganismo se asocia a procesos neumaénicos en bovinos; para comprender mejor su
participacion en estos, se deben realizar mas estudios. Nuestros resultados resaltan la
importancia de considerar otros patdgenos involucrados y conocer su participacion durante
el desarrollo de neumonia en bovinos.

Abstract

Pneumonic processes are the most common respiratory conditions in cattle. Bacterial agents
are pathogens that complicate pneumonia and once they colonize the lung parenchyma, they
usually cause death. The present study aimed to identify the main bacterial agents associated
with pneumonia in cattle, such as Mannheimia haemolytica (M. haemolytica), Histophilus
somni (H. somni), Pasteurella multocida (P. multocida), Mycoplasma bovis (M. bovis) and
Trueperella pyogenes (T. pyogenes), by conventional PCR in 38 bovine lung samples. In
addition, we also described and classified the different macro and microscopic lesions caused
by these agents in bovine lungs. Bronchopneumonia was the most common type of
pneumonia in this study, distinguished by the consolidation of the cranioventral zone of the
lung with the presence of fibrinous or suppurative exudate. Microscopically, the lesions were
very varied, and we reported mixed damage patterns; however, the inflammatory infiltrate of
piocytes and foamy macrophages was predominant, occupying alveolar spaces as well as
bronchi and bronchioles. The most common lesions were bronchiolitis, bronchitis, ciliostasis,



edema, congestion, and necrosis. The most frequently identified bacterial species was H.
somni, found in 31 cases, followed by P. multocida in 27 cases, M. bovis in 22 cases, M.
haemolytica in 19 cases, M. ruminalis in 18 cases, and T. pyogenes in 11 cases. 32 out of 38
cases presented more than two involved bacterial species. One of the most relevant findings
of the study was the detection of M. ruminalis in 18 cases. This is the first report where it is
associated with pneumonic processes in cattle. In order to better understand its participation
In pneumonic processes, more studies should be carried out. Our results highlight the
importance of considering other pathogens involved and knowing their participation during
the development of pneumonia in cattle.



1. INTRODUCCION

Las afecciones pulmonares son el resultado de la alteracion de las estructuras anatomicas que
conforman el parénquima pulmonar (bronquios, bronquiolos y alvéolos) o de trastornos
fisiologicos de estas estructuras (Orellana, 2015).

La palabra "neumonia” tiene su origen en la palabra del griego antiguo "pneumon”, que
significa "pulmoén" y el sufijo “ia” que significa condicion. En términos médicos se refiere a
la inflamacion del parénquima pulmonar que es frecuentemente, pero no siempre, causada
por infecciones. Los agentes etioldgicos comUnmente involucrados son las bacterias, virus,
hongos y paréasitos (Sattar y Sharma, 2021; Jain et al., 2022). Existen disyuntivas para esa
definicion; diversos autores definen la neumonia como un proceso inflamatorio localizado
principalmente en los alvéolos (Trigo et al., 2017). Por tanto, actualmente no existe
uniformidad para el uso de este término. Con la finalidad de buscar un significado integral,
el término pasé de ser utilizado como una valoracion temporal a algo mas completo e
inclusivo que se aproxime a la presentacion clinica del individuo. En general, es un término
genérico asignado a procesos inflamatorios causados por alteraciones del parénquima
pulmonar (Orellana, 2015; Jain et al., 2022).

En medicina veterinaria, particularmente en el area de bovinos, los términos “enfermedad
respiratoria bovina”, “sindrome respiratorio bovino”, “complejo respiratorio bovino” y
“enfermedad pulmonar polimicrobiana” se utilizan como sinénimo integral del término
“neumonia”. Esto debido a los distintos agentes etioldgicos que podrian estar involucrados,
los procesos inflamatorios que desencadenan y las diversas manifestaciones clinicas de los
animales que la padecen (Ackermann et al., 2010; Panciera y Confer, 2010; Stokka, 2010;
Gorden y Plummer, 2010; Horwood et al., 2014; Guo et al., 2021).

Los pulmones no son un érgano estéril; tienen exposicion a patdgenos debido a la conexion
del medio externo a través del aparato respiratorio superior y digestivo, asi como del medio
interno por circulaciéon sanguinea (Choudhary et al., 2019). Ademas, los bovinos tienen
diferencias anatémicas que los hacen mas susceptibles a los patdgenos con respecto a otras
especies (Ackermann et al., 2010). Asimismo, la naturaleza de la produccién bovina los
predispone al desarrollo de enfermedades respiratorias las cuales se desencadenan debido a
la sinergia entre patdgenos, estado inmunolédgico del animal, condiciones ambientales,
transporte, hacinamiento, y edad, entre otros (Hay et al., 2017).

Para comprender mejor el desarrollo de los procesos heumdnicos, es necesario conocer la
funcién, estructura anatémica e histoldgica de los pulmones en condiciones de homeostasis.



1.1. Caracteristicas anatomicas e histoldgicas del pulmén bovino

El sistema respiratorio tiene como funcion principal permitir el intercambio gaseoso entre el
aire y la sangre. Este sistema se divide en sistema de conduccion y sistema de intercambio
gaseoso. El sistema de intercambio gaseoso o0 tracto respiratorio inferior esta compuesto por
bronquiolos respiratorios, ductos alveolares, sacos alveolares y alvéolos. Los bronquiolos
funcionan como la seccidn de traslacion entre el sistema de conduccion y el sitio de
intercambio gaseoso, esto debido a que la desaparicion de los cilios en el sistema de
transicion no es abrupta; las células ciliadas en la region bronquiolar proximal se vuelven
escasas y progresivamente atenuadas, hasta el punto en que los bronquiolos distales ya no
tienen células ciliadas (Konig et al., 2004; Lopez y Martinson, 2017).

El pulmédn es un 6rgano situado en la cavidad toracica, estd compuesto por el parénguima y
por el intersticio (estroma). El parénquima es la parte donde ocurre el intercambio gaseoso,
esto comprende los bronquiolos y sus ramificaciones, asi como los alvéolos pulmonares
terminales. EI pulmon se encuentra recubierto por la pleura, membrana serosa compuesta por
tejido conjuntivo, tejido elastico y fibras musculares lisas. La pleura mantiene la tension
necesaria para que pueda realizarse la expansion y contraccion ritmica de los pulmones
ademas de reducir la friccion durante la respiracion. Debajo de la pleura, una capsula fibrosa
encierra el 6rgano y forma tabiques entre los lobulillos. La elasticidad del tejido intersticial
es la responsable de la capacidad expansiva del pulmén durante la inspiracion y del colapso
parcial durante la espiracion (Budras et al., 2004).

En los bovinos, el pulmdn izquierdo consta del I6bulo craneal que se divide en porcion
craneal y porcion caudal y del 16bulo caudal. EI pulmén derecho consta de cuatro 16bulos, el
I6bulo craneal (con su porcion craneal y caudal), 16bulo intermedio y I6bulo caudal, y en el
receso mediastinico se encuentra el I6bulo accesorio (Figura 1). Cada l6bulo pulmonar se
subdivide a su vez en lobulillos pulmonares por medio de tejido conjuntivo, que en bovinos
es bastante prominente (Konig et al., 2004).

El bronquio se divide dentro del pulmon dicotémica o tricotbmicamente de manera irregular,
cada nueva generacion es mas pequefia en diametro, de este modo se forma el arbol bronquial.
El arbol bronquial se divide en vias respiratorias y en sitio de intercambio gaseoso. La
primera division incluye bronquio principal, bronquio lobular, bronquio segmental, bronquio
subsegmental, bronguiolo verdadero y bronquiolos terminales y la segunda division consta
de bronquiolo respiratorio, ductos alveolares, sacos alveolares y alvéolos pulmonares (Konig
et al., 2004; Murillo Lépez de Silanes, 2018). El pulmén bovino presenta un alto grado de
lobulacion y un alto porcentaje de tejido intersticial, esto conduce a una distensibilidad
pulmonar relativamente baja y a una mayor resistencia del tejido, de modo que la actividad
respiratoria requerida es mas alta en comparacion con otras especies (Prohl et al., 2014).



Pulmén derecho Pulmén derecho Pulmon izquierdo

Pulmén izquierdo

1.Lobulos craneales
1.1 Porcion craneal
1.2. Porcion caudal

_____ Linfonodo traqueobronquial
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Dorsal Ventral

Figura 1. Esquema del pulmén bovino, vista dorsal y ventral.
A: Bronquio principal. B: Bronquio lobular. C: Bronquio segmental. Tomado y modificado de
Budras et al., 2004.

El epitelio que recubre cada componente del pulmon tiene caracteristicas estructurales que le
confieren al hospedero proteccion mecéanica; ademas algunos componentes celulares de este
epitelio son capaces de producir péptidos antimicrobianos o defensinas, lo que le confiere
defensas moleculares. Tanto la estructura como sus secreciones sirven para proteger al
pulmon de agentes nocivos. A continuacion se detallan las caracteristicas histologicas de los
componentes del pulmén (Tabla 1) y se desglosan sus principales funciones (Tabla 2).



Tabla 1. Caracteristicas histoldgicas del pulmon y sus componentes.

Seccién Descripcién microscépica

Pleura M: Mesotelio escamoso simple " M= g g
dispuesto sobre una capa delgada de '.’ SN W —\\v-‘
tejido conectivo que recubre los & :\ ';\\ - . ’”‘M
alvéolos (A). El tejido conjuntivo es  + . -
rico tanto en colageno como en fibras ' :
elasticas y contiene tanto vasos -
sanguineos (V) como linfaticos (L.).

- &
Tincion Hy E, 200x. Adaptado de
Mescher, 2011.

Epitelio El epitelio respiratorio (Er) es
respiratorio  pseudoestratificado; en la porcion
apical las células epiteliales
presentan cilios. En su lamina propia

(Lp) tiene glandulas mixtas.

Tincién H y E, 200x Adaptado de
Caswell y Williams, 2016.

Acercamiento  C: Cilios, G: células Goblet, MB:
del epitelio Membrana basal.
respiratorio

Tincidn Tricromica de Mallory, 400x.
Adaptado de Mescher, 2011.




Bronquio

E: Epitelio respiratorio del bronquio,
con cilios en la superficie. La lamina
propia tiene una capa de musculo liso
(ML) que rodea todo el bronquio y
pequefias glandulas serosas (G). En la
submucosa se encuentra el cartilago
hialino de sostén (C).

Tincion H 'y E, 400x. Adaptado de
Mescher, 2011.

Bronquiolo

E: Epitelio respiratorio
caracteristicamente  plegado vy
masculo liso prominente (ML)
sostenido por tejido conectivo fibroso

(©).

Tincion Hy E, 140 x. Adaptado de
Mescher, 2011.

Paredes
alveolares

A: alvéolos  revestidos  por
neumocitos tipo 1 (1), que recubren
casi toda la superficie del alvéolo, y
por neumocitos tipo Il (11). También
estdn presentes los macrdéfagos
alveolares (M) y  capilares
sanguineos (C).

e ‘ Lar
Tinciéon Hy E, 400x. Adaptado de

Mescher, 2011.




Tabla 2. Caracteristicas histoldgicas del aparato respiratorio inferior.

Regién Tipo de componente Soporte Caracteristicas y funciones
epitelial musculoesquelético y
glandulas presentes

Bronquio Respiratorio Musculo liso y placas de Conduccidn de aire.
cartilago hialino
irregulares BALT
Bronquiolo Simple cuboidal a Capa prominente de Conduccidn de aire
columnar ciliado, con musculo liso
células club
exocrinas
Bronquiolos Simple cuboidal, Capa delgada de Conduccion de aire a
terminales  ciliado y células club. musculo liso porciones respiratorias.
Funciones protectoras y
surfactantes
Ductos y sacos Cubico simple Bandas de musculo liso Intercambio gaseoso
alveolares
Alvéolo Neumocitos tipoly  Red de fibras elasticas y Intercambio gaseoso y
tipo Il reticulares funciones surfactantes

BALT: Tejido linfoide asociado a bronquios. Adaptado de Mescher, 2011.

Por altimo, la superficie exterior del pulmén y la pared interna de la cavidad toracica estan
cubiertas por una membrana serosa llamada pleura. La porcion adherida al tejido pulmonar
se llama pleura visceral y la porcion que recubre las paredes toracicas se denomina pleura
parietal. Ambas estdn compuestas por células mesoteliales escamosas simples sobre una fina
capa de tejido conectivo que contiene colageno y fibras elasticas. Las fibras elasticas de la
pleura visceral se continuan con las del parénquima pulmonar (Mescher, 2011).



1.2. Mecanismos de defensa pulmonar

El pulmén se expone a patdgenos, sustancias extrafias y gases nocivos, esto a través de la
respiracion, del contacto con el aparato digestivo y la via hematdgena. En un estado
fisioldgico sano, el parénquima pulmonar no se encuentra en un estado inflamatorio, lo cual
pone en evidencia la eficacia del sistema de defensa pulmonar y el sistema de filtracion del
aire antes de que este llegue a los alvéolos. El desarrollo de los mecanismos de defensa
pulmonar en respuesta a un antigeno sera dependiente de la naturaleza del antigeno, la dosis
y el tiempo de exposicidn, asi como de las caracteristicas intrinsecas del animal tales como
el estado fisiologico, edad, nutricién, ambiente, etc. (Harkema et al., 2010). Los principales
mecanismos de defensa pulmonar incluyen la inmunidad innata (barreras fisicas o
anatomicas, células fagociticas e inflamatorias y mecanismos moleculares), y la inmunidad
adaptativa que incluye la respuesta celular y humoral (Figura 2). (Weinberger et al., 2014).
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Estructural Mecénica Celular Molecular
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Linfocitos T Linfocitos B '\ Anticuerpos

Figura 2. Mecanismos de defensa pulmonar.

Las defensas del pulmén estan mediadas por procesos complejos y a la vez complementarios que
incluyen respuestas no inmunoldgicas e inmunol6gicas. Como parte del sistema inmunolégico
innato, las estructuras anatémicas que conforman el aparato respiratorio forman la primera linea de
defensa pulmonar. El sistema mucociliar se encarga de eliminar las particulas de la superficie del
epitelio respiratorio gracias a sus componentes mucoides y sus cilios mdviles. A traves de la tos y
los estornudos también se pueden eliminar los agentes atrapados en el moco de las vias
respiratorias; si el agente nocivo logra pasar estas defensas, se enfrentara a los mecanismos de
defensa celulares, tanto inflamatorios como fagociticos. Entre estos se encuentran las células que
conforman el epitelio respiratorio, asi como los macréfagos alveolares, neutréfilos, células NK
(asesinas naturales), mastocitos, eosindfilos y células dendriticas. A traves de las células NK, hay
un puente entre la inmunidad innata y la adaptativa, que conduce a la defensa mediada por células,
los linfocitos T y linfocitos B. Los linfocitos B son los responsables de crear anticuerpos especificos
contra el patégeno (inmunidad mediada por anticuerpos). Creado en https://app.biorender.com
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Cuando la respuesta inmune del hospedero no tiene éxito, y los patégenos bacterianos
alcanzan los alvéolos, los mismos mecanismos de defensa (en especial los celulares)
contribuyen al desarrollo de la inflamacion pulmonar (Figura 3).

Sano Inflamacion

= ; Daiio epitelio bronquiolar

. \’— — Estimulo

¥

Edema

Intersticio
edematoso

Ruptura membrana hematoaérea

Cascada inflamatoria T

Células inflamatorias
Citocinas/quimiocinas
ROS
Proteasas

Células
endoteliales Neutrdfilo

Brecha endotelial

Figura 3. Homeostasis pulmonar vs inflamacion causada por bacterias.

Los pulmones sanos mantienen el equilibrio entre el intercambio gaseoso y el transporte de
sustancias, gracias a la integridad y funcion de la barrera hematoaérea. Una vez que el patégeno
entra al pulmon, los macrofagos alveolares y los neumocitos se activan, secretan citocinas y
quimiocinas inflamatorias y reclutan mas células inflamatorias. Las células inflamatorias pueden
producir en exceso citocinas proinflamatorias, ROS (especies reactivas de oxigeno) y otros
mediadores inflamatorios, generando tormentas de citocinas, estallido respiratorio y lesion
pulmonar grave. El entorno inflamatorio puede dafiar las células pulmonares, romper las uniones
intercelulares, aumentar la permeabilidad vascular, romper la barrera hematoaérea, etc. El deterioro
de la barrera pulmonar puede provocar una mayor extravasacion de células inflamatorias hacia los
alvéolos, lo que puede exacerbar el estado inflamatorio y causar dafio tisular, formando un circulo
vicioso entre la cascada de inflamacién y la ruptura de la barrera aire-sangre. GR: glébulo rojo, M:
macréfago, N1: neumocito tipo 1, N2: neumocito tipo Il, SF: surfactante, MA: macréfago activado,
ROS: especies reactivas de oxigeno, NA: neutrdfilo activado. Adaptado de Qiao et al., 2021.
Creado en https://app.biorender.com

Una vez que se desencadena el evento inflamatorio en el pulmon, dependiendo del hospedero
y del o de los microorganismos involucrados, el sistema inmunoldgico comienza la respuesta
contra estos, generando procesos neumoénicos. Los procesos neumonicos son las
complicaciones respiratorias mas comunes que enfrenta el ganado bovino; son la principal
causa de muerte y uno de los aspectos méas costosos que enfrenta este sector. A pesar de
reconocer a los agentes virales como los principales causantes de neumonias, los agentes
secundarios (bacterias) son los decisivos para el curso y evolucion de las neumonias
(Panciera 'y Confer, 2010).
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1.3. Clasificacién de neumonias en bovinos

La clasificacion de las neumonias en bovinos es un tema bastante controversial y hasta la
fecha no existe una clasificacién universal. Sin embargo, la mayoria de los autores que
clasifican los procesos neumdnicos se basan en factores tales como patrones de lesion,
etiologia, apariencia, patrones histoldgicos, tipo de exudado, factores epidemioldgicos, etc.
Caswell y Williams, (2016) clasificaron las neumonias de acuerdo con diversos criterios
(Tabla 3).

Tabla 3. Clasificacion de neumonias segun Caswell y Williams (2016).

Criterios Tipos
Histologia Fibrinosa, supurativa, granulomatosa, necrosante o proliferativa.
Etiologia Viral, bacteriana, parasitaria, toxica, alérgica.
Duracién Aguda, subaguda, cronica.
Anomalia funcional Obstructiva y restrictiva.

Patrones epidemiol6gicos  Lugar donde surge un brote.

Tomando en cuenta la distribucion de las lesiones, la consistencia del érgano y el tipo de
exudado, Lopez y Martinson en el 2017, sugirieron clasificar macroscépicamente a las
neumonias en 4 tipos: bronconeumonia, neumonia intersticial, neumonia embolica y
neumonia granulomatosa (Tabla 4). De acuerdo con esta clasificacion los autores sugieren
también los posibles agentes causales, asi como la via de entrada del patdgeno.
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Tabla 4. Clasificacion de neumonias segun Lopez y Martinson (2017).

Clasificacion de Distribucion Consistencia Exudado Posible Via de entrada
neumonias agente del patdgeno
causal
Bronconeumonia Craneoventral Firme Purulento Bacterias Aerdgena
supurativa
Bronconeumonia Craneoventral Firme Fibrinoso Bacterias Aerdgena
fibrinosa
Neumonia Generalizada Elastica - Virus o Aerbgena o
intersticial toxicos hematdgena
Neumonia Multifocal Firmeadura  Granulomatoso  Bacterias Hematdgena o
granulomatosa u hongos aerdgena
Neumonia Multifocal Firme Focos purulentos  Bacterias Hematdgena
embolica

Bajo estas condiciones, se establece que el dafio al parénquima pulmonar varia segun la
naturaleza de los agentes causales, su distribucion (particularmente relacionada con la via de
ingreso al pulmoén) y su persistencia. Hasta que se establezca una nomenclatura universal y
sistematica para la neumonia animal, se debe tomar en cuenta la lista heterogénea de nombres
para las neumonias y considerar que un tipo de neumonia puede tener diferentes

denominaciones.

1.4. Principales bacterias involucradas en las neumonias en bovinos

Una gran variedad de microorganismos pueden causar o contribuir al desarrollo de la
neumonia en bovinos, incluidos virus, bacterias y hongos, ya sea individualmente o en
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sinergia (Torres et al., 2021). El Herpesvirus bovino-1 [BHV-1 (virus causante de la
rinotraqueitis infecciosa bovina)], el virus de la parainfluenza-3 (PI-3) y el virus sincitial
respiratorio bovino (BRSV) son reconocidos como patdgenos respiratorios primarios en los
bovinos (Arcangioli et al., 2008; Panciera y Confer, 2010). Estos virus causan infeccion
inicial en el parénquima pulmonar y permiten que bacterias oportunistas y/o patogenas,
produzcan infecciones secundarias o actlen en sinergia. Las bacterias frecuentemente
aisladas en estos procesos neumonicos son Mannheimia haemolytica (M. haemolytica),
Histophilus somni (H. somni), Pasteurella multocida (P. multocida), Mycoplasma bovis (M.
bovis) y Trueperella pyogenes (T. pyogenes) (Arcangioli et al., 2008; Caswell y Williams,
2016).

Una vez que estas bacterias colonizan, provocan inflamacion en el pulmén y se diseminan a
través de las vias respiratorias contiguas o a través de componentes adyacentes del tejido
pulmonar. Los factores de virulencia que expresa cada una de estas bacterias son
responsables de la patogenicidad y del desarrollo de procesos neumdnicos cuando el
hospedero es susceptible (Trigo et al., 2017; Panciera y Confer, 2010).

1.4.1. Mannheimia haemolytica

M. haemolytica es una bacteria anaerobia facultativa Gram negativa perteneciente a la familia
Pasteurellaceae (Santos et al., 2021). Tiene una estructura cocobacilar y su tamafio es
aproximadamente de 0.2 pm por 2.0 um. Al momento se han identificado 12 serotipos
capsulares (1, 2, 5-9, 12-14, 16 y 17), la serotipificacion de M. haemolytica depende de la
variacion en la capsula de polisacéridos (Jaramillo et al., 2017; Cozens et al., 2019; O"Boyle
et al., 2020).

M. haemolytica forma parte de la microbiota nasofaringea de bovinos sanos (Panciera y
Confer, 2010; Singh et al., 2011; Lopez y Martinson, 2017; Figueroa et al., 2022). Entre los
serotipos mas comunmente identificados en procesos neumonicos se encuentra el Al, A6y
raramente el A2; este Ultimo serotipo se ha identificado con mayor frecuencia en bovinos
sanos (Holman et al., 2015, Klima et al., 2014, Lam et al., 2023). M. haemolytica es capaz
de cambiar de un serotipo menos virulento a uno mas virulento de acuerdo con los estimulos
que reciba (Peek et al., 2018).

Generalmente se acepta que los factores predisponentes, como el estrés ocasionado por el
transporte, la presencia de agentes primarios u otras bacterias patdgenas, el hacinamiento, el
estado inmunoldgico del animal y el clima, permiten que M. haemolytica colonice el tracto
respiratorio inferior. Esto da como resultado un grado variable de bronconeumonia fibrinosa
gue provoca hasta el 30% de mortalidad en terneros (Mahu et al., 2015). La tasa de
mortalidad puede superar el 50% cuando la infeccion con M. haemolytica se superpone a una
infeccion viral preexistente. Aunque las probabilidades de desarrollar neumonia grave son
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mayores cuando hay otros agentes, estos no son estrictamente necesarios para que M.
haemolytica genere neumonia como patégeno primario (Peek et al., 2018).

M. haemolytica expresa diferentes moléculas de superficie que permiten la interaccion con
células epiteliales del aparato respiratorio del hospedero (Figueroa et al., 2022). Entre estas
moléculas de superficie se encuentran adhesinas especificas que median la union de M.
haemolytica a las células epiteliales bronquiales. Estas incluyen la O-sialoglicoproteina que
media la adherencia a las células epiteliales traqueales y activa el estallido oxidativo de los
neutrdfilos bovinos, la proteina A de membrana externa (OmpA), la lipoproteina 1 de
superficie (LPP1) y la neuraminidasa que se une al fibrindgeno (Kisiela y Czuprynski, 2009;
Cozens et al., 2019). La capsula puede funcionar también como una adhesina y cuenta con
propiedades antifagociticas (Rice et al., 2007; Klima et al., 2014).

Una vez establecida en los pulmones, M. haemolytica causa lesiones por medio de la
expresion de diferentes factores de virulencia, que incluyen el lipopolisacarido (LPS),
proteinas fijadoras de hierro, enzimas secretadas y una toxina que pertenece a la familia de
toxinas repetidas (RTX) especifica de rumiantes, la leucotoxina (LKT) (Rice et al., 2007;
Lopez y Martinson, 2017). EI LPS y la LKT son los dos factores responsables de la mayoria
de las lesiones destructivas del pulmon y ademas, actian en sinergia (Panciera y Confer,
2010).

Los efectos patologicos del LPS sobre el pulmon pueden ser mediados por su interaccion con
el receptor CD14 de los macrofagos alveolares, 1o que induce que éstos produzcan citocinas
proinflamatorias como IL-1B, IL-8 y TNFa, asi como especies reactivas de nitrégeno (NOS),
ROS y otros mediadores proinflamatorios como leucotrienos y prostaglandina E2 (Singh et
al., 2011). Posteriormente, estas citocinas proinflamatorias y mediadores quimiotacticos
inician el reclutamiento de neutrdfilos, los cuales producen mas citocinas inflamatorias,
activan la cascada del complemento, generan coagulacion y producen cit6lisis directa (Cai et
al., 2020; Snyder y Credille, 2020). La produccion de IL-1B y TNFa induce la activacion de
células endoteliales, lo que genera edema y acumulacion de fibrina por el dafio del endotelio
vascular (Snyder y Credille, 2020). Otros efectos sistémicos inducidos por el LPS incluyen
fiebre y produccion de proteinas de fase aguda por parte del higado (Rice et al., 2007).

Por otro lado, la LKT es una proteina termolabil soluble, cuyos efectos son especificos para
macrofagos, linfocitos, neutréfilos y plaquetas de rumiantes, al interactuar especifica y
selectivamente con el receptor CD18 de estas células (Jeyaseelan et al., 2002; Snyder y
Credille, 2020). La LKT tiene un efecto dosis dependiente: a bajas concentraciones, induce
el estallido respiratorio, desgranulacién de macréfagos, mastocitos y neutrofilos, induciendo
la liberacion de citocinas inflamatorias (TNFa, IL-1 e IL-8) (Deshpande et al., 2002); a
concentraciones mas altas, induce apoptosis y la formacién de poros transmembranales en
leucocitos (Oppermann et al., 2017). Los poros formados en los leucocitos provocan la fuga
de productos del estallido respiratorio, tales como ROS y 6xido nitrico, asi como enzimas
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lisosomales (incluida la mieloperoxidasa) y metabolitos del &cido araquidonico (Figura 4).
La liberacion de estos componentes al medio afecta el tejido pulmonar circundante
provocando graves dafios vasculares e incluso necrosis (Snyder y Credille, 2020).

La neumonia causada por M. haemolytica se caracteriza por disminucién de la funcion
inmunitaria innata, disfuncion del epitelio de las vias respiratorias y la entrada de factores
inflamatorios en las vias respiratorias. A medida que la infeccion avanza, se manifiestan los
signos clinicos: comienzan con pérdida de apetito, depresion, secreciones oculares y nasales
mucopurulentas, fiebre (hasta 42°C), tos himeda y taquipnea (Santos et al., 2021).

M. haemolytica
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Figura 4. Efecto del lipopolisacarido (LPS) y la leucotoxina (LKT) de M. haemolytica.

El LPS interactta con el antigeno receptor CD14 de macré6fagos, con lo que se libera IL-8 que
funciona como quimioatrayente para los neutréfilos y otras células inflamatorias, y generando por
tanto una tormenta de citocinas y el estallido respiratorio. A su vez, la liberacion de TNF-o e IL-13
genera la activacion de las células endoteliales, esto da como resultado fugas vasculares, generando

edema y acumulacién de fibrina por el dafio del endotelio vascular. Todos estos mediadores
liberados por el estimulo de los dos antigenos de M. haemolytica generan un ambiente inflamatorio
severo que favorece el dafio pulmonar. La LKT interact(a especificamente con el receptor CD18 en
la superficie de neutrdfilos, macréfagos, plaquetas y linfocitos. Una vez en contacto, puede generar
citdlisis o promover la degranulacién de neutrofilos para que liberen potentes enzimas digestivas en
el tejido circundante. Modificado de Snyder y Credille, 2020. Creado en_https://app.biorender.com
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1.4.2. Pasteurella multocida

P. multocida es una bacteria Gram negativa, no movil, que al igual que M. haemolytica,
forma parte de la familia Pasteurellaceae (Shirzad y Tabatabaei, 2016; Klima et al., 2020).
Su morfologia es cocobacilar y mide de 0.3 a 1.0 um por 1.0 a 2.0 um (Hatfaludi et al., 2010).
Se considera uno de los patdégenos comensales y oportunistas méas prevalentes en todo el
mundo y uno de los mas importantes relacionados con neumonia en bovinos (Su et al., 2020).
P. multocida es ubicua y se puede encontrar tanto en ganado sano como enfermo; no todos
los terneros que albergan o estan expuestos a la bacteria desarrollardn neumonia (Dabo et al.,
2007).

P. multocida es una bacteria con capsula, la cual es un componente estructural esencial y un
factor de virulencia importante, ya que su capacidad infecciosa esta estrechamente
relacionada con el tipo capsular (Guan et al., 2019). Existen cinco tipos capsulares (A, B, D,
E y F) (Shirzad y Tabatabaei, 2016; Snyder y Credille, 2020). El principal componente del
tipo A es el acido hialurdnico, del tipo B la arabinosa, manosa y galactosa, del tipo D es la
heparina y del tipo F es la condroitina; se desconoce la composicion quimica de la capsula
del tipo E (Townsend et al., 2001). EI tipo capsular mas aislado en bovinos sanos y con
enfermedades respiratorias es el A (Ewers et al., 2006; Calderdn et al., 2022). En procesos
neumonicos también se han reportado los tipos capsulares B, D y F, aunque en menor
frecuencia (Ewers et al., 2006; Calderdn et al., 2022). En el pulmon, la capsula le permite a
este patdgeno evadir la fagocitosis, asi como resistir a la lisis mediada por complemento
(Harper et al., 2006).

La patogenicidad de P. multocida est& asociada a los diferentes factores de virulencia y su
interaccion con el hospedero (Aski y Tabatabaei, 2016). Entre estos se encuentran las fimbrias,
factores de adherencia y colonizacién, sistemas de adquisicion de hierro, enzimas
extracelulares como la neuraminidasa, hialuronidasa y superdxido dismutasa, y una gran
variedad de proteinas de membrana externa (Figura 5).
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Figura 5. Membrana externay proteinas asociadas de P. multocida.

Proteinas de transporte: OmpF (porina no especifica), TolC y AcrAB (bomba de eflujo), Tp32 'y
MetNI (sistema transportador de metionina). Proteinas de unién: FepA y HasR (captacién de
hierro). Enzimas asociadas a la membrana: OMPLA (fosfolipasa), NanH y NanB (sialidasas).
Adhesinas: OmpX, Pili tipo 4, Tad y FhaB (hemaglutinina filamentosa). Ensamblaje de
proteinas: FhaC. Membrana interna (azul); membrana externa (verde) Adaptado de (Hatfaludi et
al., 2010).

Las adhesinas importantes para mediar la union a las células del hospedador y a la matriz
extracelular son PtfA (fimbrias tipo 4), ComE1 (union a fibronectina) y las hemaglutininas
FhaB1y FhaB2 (Hatfaludi et al., 2010). Las enzimas sialidasas actuan para eliminar el &cido
sidlico de las proteinas y lipidos glicosilados del hospedero para su uso como fuente de
carbono (Harper et al., 2006).

El factor de virulencia mas importante con respecto a las lesiones pulmonares es el
lipopolisacarido o endotoxina; las cepas de P. multocida se clasifican en 16 serotipos con
base en los antigenos del LPS (Aski y Tabatabaei 2016; Peng et al., 2019). El lipido A es el
componente endotdxico del LPS y estimula fuertemente tanto la respuesta inmunitaria innata
como la adaptativa. EI LPS funciona como patron molecular asociado a patégenos (PAMP)
que es reconocido por varios receptores de reconocimiento de patrones como los receptores
tipo Toll (TLR). El LPS interactta con el receptor CD14 en la superficie de los fagocitos;
esta interaccion da como resultado la liberacion de citocinas proinflamatorias (Harper et al.,
2006; Snyder y Credille, 2020). Ademas, la exposicion a la endotoxina aumenta la expresion
de CD18 en la superficie de las células inflamatorias, lo que resulta en la atraccion de mas
células y esto en conjunto genera un ambiente inflamatorio en el pulmon que se exacerba si
no se elimina el patdgeno, lo que provoca el dafio al tejido pulmonar (Snyder y Credille,
2020).
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La neumonia ocasionada por este patdgeno se reconoce como bronconeumonia supurativa,
aunque puede progresar a bronconeumonia fibrinosa, precisamente por la capacidad de su
LPS para generar dafio vascular al igual que M. haemolytica, generando congestion,
hemorragias, edema y necrosis (L6pez y Martinson, 2017). Los criterios de diagnostico son
a menudo vagos, pero tipicamente incluyen depresion, inapetencia, tos, descarga nasal y
fiebre o alguna combinacién de estos (Dabo et al., 2007).

1.4.3. Histophilus somni

Histophilus somni es un cocobacilo Gram negativo pleomorfico, no encapsulado, anaerobio
facultativo, no movil (Siddaramppa e Inzana, 2004). Al igual que M. haemolytica y P.
multocida, forma parte de la familia Pasteurellaceae; puede o no formar parte de la
microbiota del tracto respiratorio superior de los bovinos (Delano et al., 2002; McMullen et
al., 2020). H. somni es un patégeno oportunista relacionado con varias enfermedades en
bovinos, entre ellas, los procesos neumonicos. Esta bacteria puede provocar tanto
bronconeumonia supurativa como bronconeumonia fibrinosa (L6opez y Martinson, 2017).

El dafio al parénquima pulmonar ocasionado por H. somni se debe a varios factores de
virulencia, tales como el exopolisacéarido, proteina de unién a inmunoglobulina A (IbpA) y
proteinas de membrana externa (Tagawa et al., 1993; Miller y Gal, 2017). Los mas
importantes son la proteina IbpA vy el lipooligosacéarido (LOS), que es un tipo de LPS pero
sin el antigeno O (Siddaramppa e Inzana, 2004).

El LOS de H. somni puede desencadenar variacion antigénica y evitar que la bacteria sea
reconocida por el sistema inmunoldgico del hospedero, ya que bloguea la union de
anticuerpos y permite escapar de la fagocitosis (Miller y Gal, 2017). Se cree que esta
variacion antigenica esta asociada con la sialilacion de la fosforilcolina del nucleo externo
del LOS. Ademas de esto, el LOS también induce apoptosis de las células endoteliales,
contribuyendo asi a las lesiones vasculares (Siddaramppa e Inzana, 2004).

Por otro lado, IbpA es liberada de la superficie bacteriana, posteriormente se internaliza en
las células del epitelio respiratorio y adenila e inactiva las GTPasas Rho de las células del
hospedero, lo que provoca el colapso del citoesqueleto; la célula entonces se redondea y se
retrae (apoptosis) (Zekarias et al., 2010). La manifestacién de la neumonia ocasionada por
esta bacteria se debe en gran medida a la respuesta inflamatoria del hospedero a estos factores
de virulencia, en especial LOS e IbpA que provocan vasculitis y muerte de las células
endoteliales (Siddaramppa e Inzana, 2004; Hellenbrand et al., 2013).
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El mecanismo de infeccion de H. somni no se conoce del todo; se especula de acuerdo con
los factores de virulencia que se han descubierto (Figura 6). Los signos clinicos que producen
la infeccidn con este microorganismo incluyen disnea y fiebre persistente; si no se detecta y
se trata a tiempo, la mayoria de los casos terminan en la muerte del individuo (Shirbroun,
2020).
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Figura 6. Efecto de los factores de virulencia de H. somni.

El lipooligosacarido (LOS) estimula a las células inflamatorias y provoca la degranulacién de
neutrofilos que liberan potentes enzimas lisosomales en el tejido circundante; se genera una
tormenta de citocinas y el estallido respiratorio. IbpA se internaliza en los neumocitos y en las
células del endotelio vascular y provoca su retraccién y debido a la inactivacion de las GTPasas
Rho celulares, también genera apoptosis. Las bacterias pasan entre las células alveolares retraidas.
Estos factores de virulencia propician un proceso inflamatorio exacerbado que genera dafio al
endotelio vascular lo que promueve la formacién del edema y acumulacion de fibrina. Ademas, el
cruce de la barrera hematoaérea puede dar como resultado la entrada de H. somni en la circulacidn,
generando asi septicemia. Adaptado de Zekarias et al., 2010. Creado en https://app.biorender.com
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1.4.4. Trueperella pyogenes

T. pyogenes, previamente clasificada como Arcanobacterium pyogenes, Actinomyces
pyogenes y Corynebacterium pyogenes, pertenece a la familia Actinomycetaceae. Es una
bacteria Gram positiva, pleomorfica, no formadora de esporas, inmovil, no encapsulada,
anaerobia facultativa, que se caracteriza por tener metabolismo fermentativo y fuerte
actividad proteolitica (Zhang et al., 2013).

Este microorganismo es un patdégeno oportunista importante en el desarrollo de neumonias
en bovinos, siendo uno de los agentes etioldgicos de bronconeumonia supurativa que puede
generar abscesos pulmonares (Zhao et al., 2011; Lopez y Martinson, 2017). Ademas de
invadir las células del hospedero, tiene la capacidad de crear biopeliculas (Zhang et al.,
2013).

Entre los factores de virulencia de T. pyogenes se incluyen una exotoxina con actividad
hemolitica llamada piolisina (PLO), factores de adhesion como las fimbrias (FimA, FimB,
FimC, FImE y FimG) (Rzewuska et al., 2019), neuraminidasas (NanH, NanP) y una proteina
de unién a colageno (CbpA), asi como diferentes exoenzimas, tales como proteasas de serina
con actividad gelatinasa y caseinasa.

PLO se considera el factor de virulencia mas importante. EI gen plo que codifica para esta
exotoxina, se encuentra en una isla de patogenicidad, lo que sugiere su transferencia
horizontal (Moreno et al., 2017). PLO pertenece a las citolisinas dependientes del colesterol
(CDC) (Abdulmawjood et al., 2016), lo que significa que su actividad citolitica estd asociada
con su capacidad para unirse a la membrana plasmatica, donde posteriormente formara poros
transmembranales (Risseti et al., 2017).

Inicialmente las moléculas de PLO se secretan al entorno extracelular en forma de
mondmeros solubles en agua. EI dominio 4 (D4) es el encargado del reconocimiento y la
unién a la membrana celular del hospedero y los dominios 2 y 3 (D2 y D3) favorecen la
posterior oligomerizacion e insercion del mondémero en la membrana plasmatica, asi como
la formacion de estructuras en forma de arco incompletas, llamadas preporo (Urumuva et al.,
2009; Rogovskyy et al., 2018). Posteriormente, los oligdmeros de PLO se insertan en la
bicapa mediante las horquillas B transmembrana del dominio 3, lo que conduce a la formacién
de un gran poro de barril f transmembranal por encima de la membrana plasmatica. Como
consecuencia, este proceso conduce a la pérdida de iones y otras moléculas citoplasmaticas
y finalmente a la lisis de la célula del hospedero (Hijazin et al., 2011; Rzewuska et al., 2019).
Ademas, se ha demostrado que PLO tiene efecto citotoxico sobre los neutréfilos, macrofagos,
células epiteliales y eritrocitos; el dominio 1 (D1) de PLO es necesario para la actividad
hemolitica (Tamai et al., 2022).

Las interacciones patdgeno-hospedero en la neumonia causada por T. pyogenes alin no se
comprenden del todo por lo que la patogenia de la infeccién sigue sin explicarse
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completamente; se plantea que este patdgeno actla en sinergia con otras bacterias y esto
genera el dafio tan severo (Figura 7).
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Figura 7. Posible patogenia de las infecciones por T. pyogenes.
T. pyogenes libera su toxina PLO y con ello puede generar citélisis a través de la formacion de
poros en la membrana de varias células. Los macréfagos alveolares se activan y liberan TNF-a, IL-
1B e INF-a que funcionan como quimioatrayente para los neutrofilos y otras células inflamatorias.
Al reclutar mas células inflamatorias, se genera una tormenta de citocinas y el estallido respiratorio.
Los mediadores liberados por el estimulo de T. pyogenes desencadenan un proceso inflamatorio
grave, generando dafio irreversible al parénquima pulmonar. En un intento del sistema
inmunolégico por contener la infeccidn, se pueden generar abscesos, que contienen neutrofilos
viables o degenerados (piocitos), restos de tejido y bacterias vivas. MCI: migracion de células
inflamatorias. Adaptado de Rzewuska et al., 2019. Creado en https://app.biorender.com

1.4.5. Mycoplasma bovis

Los organismos del género Mycoplasma pertenecen a la clase Mollicutes que se caracterizan
por la falta de pared celular y en su lugar, estan envueltos por una compleja membrana
plasmatica (Maunsell y Donovan, 2009); la mayoria mide entre 0.1 y 0.8 um (Sykes, 2013).
El genoma de M. bovis es muy pequefio, ya que aproximadamente consta de 0.58 a 2.2
megabases (Maunsell y Donovan, 2009); debido a esto se cree que su capacidad biosintética
es limitada, por lo que suele formar una asociacién intima con las células del hospedero para
cubrir sus requisitos metabolicos y sobrevivir (Caswell et al., 2010). Las interacciones entre
M. bovis y el hospedero son bastante complejas y no se conocen del todo (Dawood et al.,
2022).

M. bovis es uno de los patdgenos mas importantes relacionados con los procesos neumaénicos
en bovinos; este patdgeno oportunista puede generar bronconeumonia supurativa con centros
multifocales de necrosis caseosa (Maunsell y Donovan, 2009; Becker et al., 2020). Aunque
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se sigue investigando el origen de las lesiones caseonecrdéticas, se cree que las especies
reactivas de oxigeno (ROS), las especies reactivas de nitrégeno (NOS) y la accion de la
NADH oxidasa (NOX) son los principales contribuyentes a la lesion celular en el pulmon
(Lbpez y Martinson, 2017). Se considera que los factores relacionados con la virulencia de
M. bovis incluyen aquellos que le permiten la adhesion y la invasion, asi como la interaccion
con la inmunidad innata y adquirida del hospedero (Dawood et al., 2022).

La adhesion es el primer paso de la infeccion por M. bovis, mediada principalmente por
proteinas de la membrana celular. Hasta el momento se han identificado 16 proteinas de
unién a las células del hospedero (Xu et al., 2022); entre las mas estudiadas se encuentran la
a-enolasa, NOX, metilenotetrahidrofolato-tRNA-(uracil-5-)-metiltransferasa (TrmFO),
lipoproteinas de superficie variable (Vsps), proteina pMB67 y p26 (Josi et al., 2019).

Una vez que M. bovis se adhiere a las superficies celulares puede ingresar a las células; se ha
reportado que puede invadir células mononucleares de sangre periférica, eritrocitos y epitelio
respiratorio, aunque en el epitelio respiratorio puede permanecer en la superficie (entre los
cilios) sin producir ciliostasis (Caswell et al., 2010; Nunoya et al., 2020).

M. bovis puede inducir una amplia gama de eventos inmunomoduladores por efectos directos
sobre macréfagos, neutrofilos y linfocitos, y por efectos indirectos a través de la induccién
de la secrecion de citocinas. No se comprende todavia la interaccion precisa de estos eventos
en el pulmédn; se han reportado méas de 50 genes que se relacionan con la virulencia de este
patdgeno y aunque las investigaciones son amplias, no se conoce el mecanismo exacto de
cada uno de estos factores (Francoz et al., 2005; Parker et al., 2016).

Las lipoproteinas variables de superficie de membrana o VVSP, son los factores de virulencia
mejor caracterizados de Mycoplasma. Estas lipoproteinas, son antigenos de superficie
inmunodominantes; en M. bovis se han identificado 13 VVSP: vspE, vspl, vspO, vspJ, vspN,
vspK, vspL, vspM, vspB, vspG, vspA, vspH y vspF (Schott et al., 2014). En general, las VSP
varian entre si en tamafio y antigenicidad; un complejo sistema genético determina cual de
ellas se expresara en respuesta a los estimulos percibidos. Esta variacién genera por tanto
diferentes patrones resultantes de VSP, que permiten que M. bovis se adapte a diferentes
condiciones y se adhiera a diferentes tipos de células, ademas de permitirle evadir al sistema
inmune del hospedero (Parker et al., 2016).

Entre otros factores de virulencia se encuentra la enzima NOX, que puede oxidar NADH a
NAD+ vy reducir Oz para producir peréxido de hidrégeno (H.02), de modo que forma
radicales libres de oxigeno y provoca la peroxidacién de los lipidos de la célula del hospedero
causando dafio oxidativo al pulmén y la muerte celular (Caswell et al., 2010; Zhao et al.,
2017). M. bovis también expresa dos nucleasas, MnuA Yy la nucleasa secretora
MBOV_RS02825, las cuales estan asociadas con la citotoxicidad y con la degradacién de las
trampas extracelulares de neutrofilos (Josi et al., 2019).
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La inflamacion en el parénquima pulmonar parece ocurrir a traves de macrofagos, células T
y la activacion del complemento en respuesta a los epitopos antigénicos de M. bovis (Figura
8) (Zhao et al., 2017).

Los signos clinicos en los animales infectados con M. bovis son muy inespecificos;
tipicamente se reporta fiebre, pérdida de apetito, secrecién nasal, tos, aumento de la
frecuencia respiratoria, esfuerzo inspiratorio y pueden ocurrir casos simultaneos de otitis
media y artritis (Maunsell y Donovan, 2009).
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Figura 8. Dafio pulmonar causado por M. bovis.

M. bovis se adhiere al epitelio respiratorio y puede ingresar a las células o permanecer entre los
cilios. A partir de la colonizacion del epitelio respiratorio puede migrar a los alvéolos y una vez
reconocida, se desencadena la respuesta inflamatoria. EI hospedero destruye localmente su propio
tejido para controlar la multiplicacién de la bacteria. Ademas, por accion de la NOX se liberan
componentes oxidativos en el parénquima pulmonar; estos componentes generan necrosis caseosa
del tejido, la cual es rodeada por fibras elasticas para contenerla, de ahi la formacion de éareas
multifocales de necrosis caseosa (Caswell et al., 2010; Zhao et al., 2017). Creado en
https://app.biorender.com

2. ANTECEDENTES

En México sélo 5 estudios han investigado y reportado casos de neumonias en ganado bovino
(Figura 9) los cuales se describen brevemente a continuacion.

Pijoan et al. (1999) realizaron un estudio en 12 establos de vacas lecheras en Tijuana, Baja
California, en los que a 100 becerras con signos clinicos de neumonia se les realizé el examen
postmortem y se les tomaron muestras de pulmén. P. multocida se encontr6 en 34 casos, M.
haemolytica en 31 y H. somni en 11 casos.

De la Rosa et al. (2012) realizaron un estudio descriptivo en el que evaluaron la frecuencia
de M. haemolytica y P. multocida en becerras en un complejo lechero del estado de Hidalgo.
Estos autores tomaron hisopados nasales de 239 becerras con signos clinicos de neumonia,
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cultivaron las muestras y reportaron que de 239 casos, 67 fueron positivos para M.
haemolytica y 17 para P. multocida.

Villagbmez y Martinez (2013) realizaron una evaluacion epidemioldgica en un corral de
engorda ubicado en Tierra Blanca, Veracruz. En este establo recibian ganado proveniente de
Oaxaca, Chiapas, el sur de Veracruz y Tabasco. En su estudio documentaron la entrada de
animales durante un afio, sumando un total de 260,211 registros; de estos, encontraron 12,783
becerros con signos clinicos de neumonia. Los animales més afectados fueron los que
recorrian mas distancia para llegar al corral (animales provenientes de Chiapas) y enfatizaron
que el transporte es un factor predisponente para el desarrollo de neumonia debido al estrés
que genera en los animales. A pesar de esta informacion, los autores no realizaron pruebas
para reportar los patdgenos involucrados en la neumonia.

Jaramillo et al. (2017) realizaron la ribotipificacion de 106 aislados de M. haemolytica
obtenidos de exudado nasal de bovinos clinicamente sanos (n= 80) y con neumonia (n= 26).
Los animales provenian de Tizayuca, Hidalgo, y Torredn, Coahuila. No se encontraron
diferencias entre cepas de M. haemolytica independientemente del origen de éstas y del
estado de salud de los animales. Este estudio se limitd a una sola especie bacteriana, sin
embargo, se demostrd la incidencia de este patdgeno en distintos estados, tanto en animales
sanos como en animales con neumonia.

Rodriguez et al. (2017) obtuvieron hisopados nasales de 88 bovinos con signos clinicos de
neumonia procedentes de distintos estados (Chiapas, Chihuahua, Guerrero, Jalisco, Nuevo
Ledn, Oaxaca, Sinaloa, Sonora, Tamaulipas, Veracruz y Zacatecas) confinados en un corral
de engorda de Mexicali, Baja California. Se realizaron pruebas moleculares (PCRy RT-PCR)
con el objetivo de conocer la prevalencia de agentes causales. 70 casos fueron positivos para
M. haemolytica y 60 para P. multocida. Aunque la prevalencia de estas bacterias es alta para
el nimero de casos, el agente mas prevalente fue el virus respiratorio sincitial bovino en
80.6% (71 bovinos). Si bien solo dos especies bacterianas fueron evaluadas, este estudio
aporta informacién de interés en los procesos neumaénicos en bovinos para futuros analisis
epidemiologicos.
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Figura 9. Estados de la Republica Mexicana donde se han reportado neumonias en bovinos.
Con distintos colores se resaltan los estados en donde se han realizado estudios sobre los procesos
neumaonicos en bovinos, asi como los autores de dichos estudios y los patégenos bacterianos que
reportaron. Elaboracion propia en https://paintmaps.com

A pesar de que los estudios anteriormente descritos dan indicios de la situacién de los
procesos neumadnicos en bovinos, en México no hay registros actualizados 0 mas reportes en
otras partes del pais.

Los paises que han reportado pérdidas econdémicas ocasionadas por neumonias toman en
cuenta que aproximadamente 25% de los becerros experimentan al menos un episodio de
enfermedad respiratoria durante el primer afio de vida (Kumar et al., 2020). Los costos se
basan en las tasas de morbilidad y mortalidad, el costo de la prevencion, el tratamiento
farmacologico, la reduccion de la productividad y el valor de las canales. En 2018 la Union
Europea reporto que la pérdida economica debido a las neumonias en bovinos fue de 576
millones de euros anualmente, mientras que Estados Unidos reportd 4 billones de dolares al
afio (Kurc¢ubic¢ et al.,2018).
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3. JUSTIFICACION

Las neumonias en bovinos son una de las principales causas de morbilidad, mortalidad y
pérdidas econdmicas en la industria del ganado carnico y lechero en todo el mundo; en
México son la segunda enfermedad mas comun en los bovinos lecheros y carnicos (Panciera
y Confer, 2010; Rodriguez et al., 2017).

En lo que concierne a los productos lacteos, en el afio 2021 México ocup6 el 15° lugar en
produccion de leche, que es el tercer producto pecuario mas importante en la economia
mexicana aportando el 17.22 % al producto interno bruto (SIAP, 2022). Debido a la
importancia que tienen los productos lacteos en el consumo humano y en la economia
mexicana, se hacen necesarios los estudios constantes y actualizados de las enfermedades
que afectan a los bovinos, y que pueden impactar en la produccion de productos de consumo
humano, asi como la identificacion de los agentes etioldgicos de dichas enfermedades.

En México no existen registros pablicos que permitan conocer la incidencia de las neumonias
en los bovinos, ni estudios que indiquen su situacion actual o la frecuencia de los agentes
causales que se han asociado con estos procesos. Si bien las neumonias en bovinos son un
problema multifactorial, la participaciéon de las bacterias como agentes secundarios es un
factor decisivo para el curso y pronoéstico de la enfermedad. A este respecto, como ya se
menciono, los estudios previos realizados en México que se relacionan con las neumonias en
bovinos son limitados en cantidad y se han acotado a la deteccién de M. haemolytica y P.
multocida a partir de exudados nasales y cultivos bacterianos.

El presente estudio pretende identificar a los principales agentes bacterianos asociados a
neumonias bovinas, tales como M. haemolytica, H. somni, P. multocida, M. bovis y T.
pyogenes por medio de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), asi como describir y
clasificar las diferentes lesiones macro y microscopicas que causan estos agentes en los
pulmones de bovinos, mediante el estudio post mortem y el analisis histopatolégico.

4. HIPOTESIS

M. haemolytica, H. somni, P. multocida, M. bovis y T. pyogenes no producen lesiones
pulmonares macroscopicas y microscépicas caracteristicas para distinguirlos entre si, pero
pueden ser identificados mediante PCR a partir de pulmones con neumonia. Habra alta
incidencia de M. haemolytica, H. somni, P. multocida, M. bovis y T. pyogenes en los
pulmones de bovinos que cursen con neumonia.

5. OBJETIVOS
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5.1. Objetivo general

Identificar por medio de PCR a M. haemolytica, H. somni, P. multocida, M. bovis y T.
pyogenes en muestras de érganos de bovinos con signos clinicos de neumonia, asi como
describir y clasificar las diferentes lesiones pulmonares macro y microscopicas que estos
agentes producen.

5.2. Objetivos especificos

1. Describir y clasificar macro y microscopicamente las lesiones pulmonares de bovinos que
hayan presentado cuadro neumdénico compatible con infecciones por M. haemolytica, H.
somni, P. multocida, M. bovis y T. pyogenes.

2. Realizar la extraccion de &cidos nucleicos a partir de las muestras de pulmones tomadas
durante las necropsias de bovinos con signos clinicos de neumonia.

3. Implementar un protocolo de deteccion por PCR de M. haemolytica, H. somni, P.
multocida, M. bovis y T. pyogenes.

4. Analizar, comparar y relacionar los hallazgos histopatoldgicos y moleculares.

6. METODOLOGIA

6.1 Animales de estudio

Se seleccionaron 38 bovinos con antecedentes clinicos de neumonia, provenientes del Centro
de Ensefianza y Diagnostico de Enfermedades en Bovinos (CEDEB) ubicado en Tizayuca,
Hidalgo. La tabla 5 muestra los 38 casos con el nimero asignado en el Centro. En adelante,
los casos se mencionaran por nimero de caso (Tabla 5).
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Tabla 5. Registro de bovinos.
Identificacion de los bovinos que presentaron cuadros neumonicos.

NUmero Clave del Edad NuUmero Clave del Edad

de caso CEDEB de caso CEDEB
1 T16-010 6 meses 21 T19-090 5 meses
2 T16-018 7 meses 22 T19-094 1 mes
3 T16-062 1 mes 23 T19-099 4 meses
4 T16-284 1 mes 24 T19-105 4 meses
5 T16-286 1 mes 25 T19-106 -
6 T17-071 1 mes 26 T19-110 1.5 meses
7 T17-153 1 afio 27 T19-112 4 meses
8 T18-101 3 meses 28 T19-116 1 mes
9 T18-118 - 29 T19-119 3 meses
10 T18-145 3meses 30 T19-122 3 meses
11 T18- 146 - 31 T19-123 1 mes
12 T18 -147 1 mes 32 T19-129 3 meses
13 T19- 026 - 33 T19-179 1.5 meses
14 T19-032 5 meses 34 T19-229 16 meses
15 T19-038 5 meses 35 T19-240 4 meses
16 T19-039 7 meses 36 T19-245 -
17 T19-042 7 dias 37 T19-249 3 meses
18 T19-043 14 dias 38 T19-257 3 meses
19 T19-070 2 meses
20 T19-075 1 mes

“-”: dato desconocido, CEDEB: Centro de Ensefianza y Diagnostico de Enfermedades en Bovinos.

6.2. Estudio post mortem

A los 38 bovinos se les realizé el estudio post mortem y se colectaron los pulmones, a los
cuales se les realizé el diagnéstico morfoldgico macroscopico con base en la distribucién de
las lesiones, consistencia y tipo de exudado (Tabla 6), segun la clasificacion de neumonias
propuesta por Lépez y Martinson en el afio 2017.
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Tabla 6. Clasificacion de neumonias.
Clasificacion de acuerdo con la distribucidn de las lesiones, la consistencia y el tipo de

exudado.
Clasificacion de neumonias Distribucion Consistencia Exudado
Bronconeumonia supurativa ~ Craneoventral Firme Purulento
Bronconeumonia fibrinosa Craneoventral Firme Fibrinoso
Neumonia granulomatosa Multifocal Firme-dura Granulomatoso
Neumonia intersticial Generalizada Elastica -

Se observan imagenes representativas de esta clasificacion, asi como sus caracteristicas
principales (Figura 10).

Figura 10. Tipos de neumonias segun caracteristicas macroscopicas.

A: Bronconeumonia supurativa, vista lateral izquierda. Lébulos craneales consolidados y rojos
oscuros. B: Bronconeumonia fibrinosa, vista lateral izquierda. Distribucion craneoventral con
exudado fibrinoso. C: Neumonia granulomatosa, vista lateral izquierda. Distribucion multifocal con
exudado granulomatoso. D: Neumonia intersticial, vista dorsal. Distribucion generalizada; se
observan impresiones costales debido a que los pulmones no colapsan.

6.3. Estudio histopatoldgico

Muestras representativas del tejido pulmonar lesionado, se conservaron en formalina al 10%
durante 24 horas y fueron procesadas para preparar laminillas las cuales se tifieron con la
tincion de rutina hematoxilina y eosina (H y E). Las laminillas se evaluaron por region
anatémica (bronquio, bronquiolo, alvéolo, intersticio y pleura) de acuerdo con la extension
del dafio como se describe a continuacion:

- Sinlesion

- Leve (1 punto, +): dafio al tejido entre el 1% y el 20%; baja cantidad de células
inflamatorias ocupando la luz de las vias aéreas, sin pérdida de arquitectura, sin
cambios vasculares.

- Moderada (2 puntos, ++): dafio al tejido entre 20% y 50%); mayor cantidad de células
inflamatorias ocupando la luz de las vias aéreas, cambios vasculares y algunos
campos con alteracion de la estructura ya sea de brongquios, bronguiolos o alvéolos.
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- Grave (3 puntos, +++): dafio al tejido mayor al 50%; vias aéreas llenas de células
inflamatorias, cambios vasculares evidentes en méas del 50% de la seccién, areas de
necrosis que conducen a la pérdida de estructura normal.

El diagnodstico morfologico microscépico se basé en las caracteristicas microscopicas
descritas por Caswell y Williams (2016) y por Lopez y Martinson (2017), que toma en cuenta
el tipo y distribucion del infiltrado inflamatorio (Tabla 7).

Tabla 7. Clasificacién de neumonias de acuerdo con sus caracteristicas microscopicas

Clasificacion de neumonias Caracteristicas microscopicas

Bronconeumonia supurativa Predomina la presencia de neutrofilos
degenerados (piocitos) o exudado supurativo
en la unién bronquio alveolar.

Bronconeumonia fibrinosa Ademés del infiltrado inflamatorio,
predomina la presencia de material
eosinofilico acelular y fibrilar (fibrina), asi
como lesion en los vasos sanguineos.

Neumonia intersticial Las paredes alveolares se aprecian engrosadas
debido a la proliferacion de neumocitos tipo
Il. Aumento del nimero de macréfagos
alveolares reactivos; ademas se puede llegar a
observar infiltrado de linfocitos, células
plasmaticas y multiples zonas de edema.

Neumonia granulomatosa Estd compuesto por macrofagos activados,
células gigantes, linfocitos, areas de necrosis
caseosa Yy puede estar rodeado de una capsula
de tejido conectivo fibroso, formando
granulomas.

Caswell y Williams 2016; L6pez y Martinson, 2017

6.4. Extraccion de ADN

A partir de los blogues de parafina que contenian las secciones de pulmones con neumonia
se obtuvieron de 5 a 8 cortes de 3 micras de grosor, de los cuales se realizé la extraccion de
ADN empleando el estuche comercial DNeasy blood & tissue (Qiagen ®) siguiendo las
instrucciones del fabricante.

A cada muestra se le agregaron 1200 ul de xilol, se centrifugaron durante 5 min a 14000 rpm
y posteriormente se decanto el xilol. Se agregaron 1200 ul de etanol absoluto, se centrifugo
durante 5 min a 14000 rpm y se decantd el etanol absoluto; este paso se realiz6 dos veces. La
pastilla obtenida se seco durante 1-3 h a 37 °C. Una vez que se secdé completamente se le
agregaron 180 pul de buffer ATL y 40 pul de proteinasa K, se homogeneiz6 en el vortex y se
mantuvo a 56 °C durante toda la noche. Al otro dia se le agregaron 200 pl de buffer AL y
200 pl de etanol absoluto; se homogeneiz6 y esta mezcla se transfirio a la columna de
purificacion que posteriormente fue centrifugada durante 2 min a 8000 rpm. Se desech¢ el
filtrado y la columna se coloc6 en un nuevo tubo de recoleccion. Se le agregaron 500 pl de
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buffer AW1, se centrifugd por 1 min a 8000 rpm, se desech¢ el filtrado y la columna se
transfirid a un nuevo tubo de recoleccion. Se agregaron 500 pul de buffer AW2 y se centrifugo
a 14000 rpm durante 2 min. Se desecho el filtrado y se centrifugd a 14000 rpm durante 1 min
mas. Posteriormente la columna se transfirié a un tubo Eppendorf de 1.5 ml y se le agregaron
60 pL de agua para finalmente centrifugar durante 2 min a 14000 rpm. EI ADN asi extraido
se cuantifico en un NanoDrop™ DN-1000 (Thermo Fisher Scientific) y se analizé en el
software ND-1000 V3.3.0. Posteriormente se almacend a -20 °C hasta su uso posterior.

6.5. Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

El ADN previamente extraido se utilizo para la identificacion de los genes especificos de M.
haemolytica, H. somni, P. multocida, M. bovis y T. pyogenes mediante PCR, utilizando
oligonucleotidos y condiciones de amplificacion previamente descritos en la literatura. En la
tabla 8 se describe el gen de interés, su funcién y el tamafio del amplicon. Para el caso de
Mannheimia, se emple6 una PCR multiple que amplifica 3 genes distintos, 16S, Ikt y HP. De
acuerdo con los fragmentos que se amplifican, las cepas pueden ser identificadas como M.
haemolytica (16S, Ikt y HP) o M. ruminalis (HP y 16S) (Alexander et al., 2008). Las
reacciones se realizaron en un volumen final de 25 pl que contenia 1x de Master Mix
(Thermo Scientific), 1 uM de cada oligonucledtido y 500 ng de ADN. Adicionalmente, en
las reacciones de M. haemolytica y H. somni se agregd 0.5x de solucién Q (Qiagen ®). Como
controles positivos, se utilizO ADN extraido de cepas ATCC de cada una de estas bacterias
(excepto T. pyogenes).

Todos los productos amplificados fueron visualizados mediante electroforesis en geles de
agarosa tefiidos con “SYBR Safe DNA Gel Stain” (Invitrogen ®).

Tabla 8. Oligonucledtidos empleados en este trabajo.

Oligos Secuencia5’- 3’ Gen/funciébn  pb  Condiciones Referencia

Mannheimia haemolytica

Lkt-F GCAGGAGGTGATTATTAA Ikt/ - Desn.
AGTGG Fragmento inicial:
Lkt-R CAGCAGTTATTGTCATAC de 206 94 °C/5 min
CTGAAC leucotoxina - 33 ciclos:
D 94 °C/30s
16S-F GCTAACTCCGTGCCAGCA 16s/ 52 °C/20s
G 16S 72 °C/5min  Alexander,
16S-R CGTGGACTACCAGGGTAT  ribosomal 304 - Ext. final: etal., 2008
CTAATC (bacterias en 72 °C/5 min
general)
HP-F CGAGCAAGCACAATTAC Proteina
ATTATGG hipotética 90
HP-R
CACCGTCAAATTCCTGTG
GATAAC
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Pasteurella multocida

Pm1231-F - Desn.
AGAAAGCACATGACCAA pm0762/ inicial:
AGG Regulador 567 94°C/2min Liuetal,
Pm1231-R GCAGCTACTCGCAGAAG transcripcion - 30 ciclos: 2004
GTT al 94 °C/20 s
55°C/20 s
72 °C/45s
- Ext. final:
72 °C/2 min
Histophilus somni
16SHsom- GAAGGCGATTAGTTTAAG - Desn.
F AG 16s/ inicial: 94 Saunders et
16S 313  °C/3 min al., 2007
16SHsom-  ACTCGAGCGTCAGTATCT ribosomal - 30 ciclos:
R TC H. somni 94 °C/1 min
55 °C/1 min
72 °C/1 min
- Ext. final:
72 °C/10 min
Mycoplasma bovis
Mycobov-F  GTTTGATCCTGGCTCAGG - Desn.
AT 16s/ inicial: 95
Mycobov- CAAACGCTTCCTTTTATA 16S 198  °C/15 min Tramuta et
R TTAC ribosomal M. - 40 ciclos: al., 2011
bovis 94 °C/1 min
52 °C/1 min
72 °C/1 min
- Ext. final:
72 °C/10 min
Trueperella pyogenes
Plo-F TCATCAACAATCCCACGA - Desn.
AGAG inicial: 94
Plo-R plo/piolisina 150  °C/5 min Silvaetal.,
TTGCCTCCAGTTGACGCT -30 ciclos: 2008
TT 94 °C/1 min
52 °C/1 min
72 °C/1 min
- Ext. final:
72 °C/10 min

Desn. inicial: desnaturalizacion inicial; Ext. final: extension final.
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7. RESULTADOS

7.1. Descripcion de las lesiones macroscépicas (diagnostico morfolégico macroscopico)

Después de realizar el estudio post mortem, se extrajeron y examinaron los pulmones de los
38 bovinos y se realizo el diagnostico morfolégico macroscopico tomando en cuenta la
distribucion, consistencia y tipo de exudado (Tabla 9 y Figura 10).

De los 38 casos evaluados, el 42% presentd bronconeumonia supurativa (16 casos), el 34%
bronconeumonia fibrinosa (13 casos), el 21% neumonia intersticial (8 casos) y el 3 %
neumonia granulomatosa a 1 caso, respectivamente (Figura 11).

3%

® Bronconeumonia
supurativa

= Bronconeumonia
fibrinosa
Neumonia
intersticial
Neumonia
granulomatosa

Figura 11. Diagnosticos morfolgicos macroscépicos de los pulmones evaluados.

7.1.1. Bronconeumonia supurativa

De los 38 casos, 16 (42%) corresponden a bronconeumonia supurativa. En cuanto a la
distribucion de las lesiones, la mayoria de los casos presentd lesiones bien delimitadas en los
I6bulos craneales; sin embargo en algunos casos, debido al alto grado de lobulacion de los
bovinos, se apreciaron lesiones irregulares con aspecto de tablero de ajedrez por la mezcla
de lébulos sanos y consolidados. El término consolidacion se utiliza en el examen
macroscépico cuando la textura del pulmon neumonico se vuelve més firme como resultado
de la pérdida de espacios aéreos debido al exudado y atelectasia (Figura 12 y Figura 13). Las
lesiones presentes en estos casos fueron clasicas de bronconeumonia supurativa: exudado
supurativo en la superficie de corte, abscesos y congestion del resto del parénquima
pulmonar; en 7 casos ademas se observo brongquiectasia.
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Figura 12. Lesiones asociadas con bronconeumonia supurativa.

Ay B: fotografia de la vista dorsal (A) y lateral (B) de pulmones sanos de bovino (en la A se
aprecia también una porcién de la trdquea con la luz expuesta). C: caso 1, vista lateral. Presentacion
clasica de la bronconeumonia supurativa. La porcién craneoventral de los I6bulos afectados es roja

oscura (asterisco) y moderadamente firme. D: caso 3, vista lateral. Consolidacion de los l16bulos
craneales e intermedios (asteriscos); sobre relieve se aprecian lesiones amarillas circulares
compatibles con exudado purulento (flechas). Se observa la ligera congestion de los I6bulos
caudales. E: caso 4, vista dorsal. La consolidacidon en los I6bulos es zonalmente extensiva
(asteriscos); se observa afectado méas del 50% del parénquima pulmonar. F: caso 8, vista dorsal.
Lobulos craneales consolidados (asteriscos). La regién lateral de los 16bulos caudales, delimitada
con lineas punteadas, se aprecia irregular y con aspecto de tablero de ajedrez, el cual corresponde a
la mezcla de lobulillos sanos y lobulillos consolidados. G: caso 9, vista dorsal. Bronconeumonia
supurativa cronica; el 16bulo craneal derecho esta consolidado (asterisco). Sobre relieve se observan
areas amarillas multifocales bien delimitadas que al corte contienen exudado purulento
(acercamiento). Es evidente el material amarillo que ocupa y dilata los espacios aéreos generando
bronquiectasia.
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Figura 13. Lesiones asociadas con bronconeumonia supurativa.

A: caso 11, vista dorsal. Bronconeumonia supurativa cronica grave. Se observa la presencia de
abundantes abscesos (Ab) deformando los l6bulos craneales derechos e izquierdos, asi como los
I6bulos medios. Se observan algunas areas consolidadas (asterisco). B: caso 26, vista dorsal.
Consolidacion multifocal en todos los l6bulos pulmonares (asteriscos), generando un patrén de
dafio zonalmente extensivo. La lesion de tablero de ajedrez irregular es mas evidente en ambos
I6bulos caudales. C: caso 28, vista dorsal. Consolidacion de los 1ébulos craneales izquierdos
(asterisco), con algunos lobulillos sanos (no consolidados) entremezclados. La lesidn se extiende
hasta la porcién media del 16bulo caudal. En la parte central del 16bulo craneal derecho hay areas
rojas oscuras que corresponden a areas de consolidacion (asterisco) y que contrastan con el resto de
los I6bulos aparentemente sanos.

7.1.2. Bronconeumonia fibrinosa

Trece de los casos (34%) presentaron bronconeumonia fibrinosa. En estos se observo
consolidacién de los l6bulos craneales, depdsito multifocal (y en algunas ocasiones en placa)
de exudado fibrinoso, asi como mdltiples areas de congestion. En los trece casos el depdsito
de fibrina afecté a mas del 50% de la superficie pleural. Los pulmones estaban aumentados
de tamafio y era dificil distinguir la separacion de los l6bulos craneales de los medios debido
a la inflamacion y a las hemorragias (Figura 14).
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Figura 14. Lesiones asociadas con bronconeumonia fibrinosa.

Ay B: pulmones sanos de bovino; vista dorsal con un fragmento de traquea cuya luz esta expuesta
(A) y vista lateral (B). C: caso 10, vista lateral. Se observa la superficie totalmente afectada, color
rojo intenso, con areas de hemorragia (asteriscos) y exudado amarillo brillante que se deposita sobre
la superficie de los I6bulos craneales y caudales (flechas), resultando en un patrén de distribucién
multifocal. EI pulmon se encuentra hinchado y con consistencia firme. D: caso 22, vista lateral.
Aproximadamente el 90% de la superficie pleural esta cubierto con exudado blanco amarillento
(flechas) distribuido de manera zonalmente extensiva; también se observan areas multifocales de
hemorragias (asteriscos). El dafio se extiende hasta los l6bulos caudales. E: caso 15, vista dorsal. Se
observan areas de hemorragias en los l6bulos craneales, medios y una porcion de los l6bulos
caudales (asteriscos). Las lineas punteadas delimitan el depdsito de fibrina (placas de fibrina) sobre
una porcion de las hemorragias. Ademas, se observa depdsito de fibrina alejado del deposito en
placa (flecha). EI pulmén se observa redondeado y no se aprecian con claridad los I6bulos craneales
y medios debido al proceso inflamatorio severo que afecta el parénquima. F: caso 23, vista
dorsolateral. EI pulmén se observa hiperinflado y deformado de los bordes laterales de los 16bulos
medios, asi como de los l6bulos caudales; se observa una zona de hemorragia grave que afecta los
I6bulos craneales, medios y todo el borde lateral del 16bulo caudal (asteriscos). Se observa depdsito
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de exudado fibrinoso en placa en l6bulos craneales y medios (lineas punteadas), ademas de
multiples zonas de deposito de este exudado (flechas).

7.1.3. Neumonia intersticial

En esta categoria se encontraron 8 casos (21%); la caracteristica predominante fue que los
pulmones no colapsaron, todos tenian aspecto carnoso y no presentaban exudado. Los septos
interlobulillares se observaban prominentes generando un aspecto jaspeado. En algunos
casos se observé consolidacion en algunos lobulillos y hemorragias; ademas, en uno de los
casos se encontraron impresiones costales. Las impresiones costales y los pulmones no
colapsados indican que probablemente el dafio se debe a un proceso viral, pero los hallazgos
de consolidacién y las hemorragias indican que puede haber agentes bacterianos
complicando el proceso inflamatorio (Figura 15).

Figura 15. Lesiones asociadas con neumonia intersticial.

A'y B: pulmones sanos de bovino; vista dorsal con una porcion de la trdquea con la luz
expuesta (A) y vista lateral (B). C: caso 2, vista lateral. Se observa el parénquima pulmonar
totalmente afectado, palido, no se encuentra colapsado y se aprecian impresiones costales
(flecha). De manera multifocal se aprecian petequias sobre la superficie pulmonar, asi como
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multiples areas de consolidacion en los I6bulos craneales y medios (asterisco). D: caso 16
vista lateral. Se observa el parénquima pulmonar con hiperinflacién, ligeramente palido y
septos interlobulillares evidentes (flechas). E: caso 7, vista dorsal. Se aprecia el pulmén no
colapsado y los l6bulos craneales derechos con aspecto carnoso. Los septos interlobulillares
son prominentes y mayormente observables en el pulmén izquierdo (flechas). F: caso 16,
vista dorsal. Pulmdn no colapsado, ligeramente palido. Hay consolidacion multifocal en el
pulmon izquierdo (asterisco); los septos interlobulillares se encuentran engrosados (flecha).

7.1.4. Neumonia granulomatosa

Unicamente 1 caso fue diagnosticado macroscopicamente como neumonia granulomatosa
(3%). En este se observo el 90% del parénquima pulmonar congestionado, los lébulos
consolidados y multiples nodulos blancos amarillentos bien delimitados, de consistencia
firme (granulomas), distribuidos a lo largo del parénquima pulmonar. Ademas también se
encontrd una zona de depdsito de fibrina (Figura 16).

Figura 16. Lesiones asociadas con neumonia granulomatosa.
A'y B: pulmones sanos de bovino; vista dorsal con una porcidn de la trdquea con la luz expuesta
(A) y vista lateral (B). C: caso 33, vista dorsal. El &rea punteada delimita las zonas afectadas del
pulmén en las que se observa el color rojo oscuro y numerosas estructuras color amarillo a sobre
relieve dispuestas sobre esta area. D: caso 33, vista lateral. Se observan multiples estructuras
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(granulomas) a sobre relieve de color amarillo oscuro distribuidas en l6bulos craneales, medios y
caudales (flechas); también se observa una zona en la que se deposito fibrina (asterisco).

Aunque todos los casos se clasificaron de acuerdo con las lesiones que predominaban, 16 de
los 38 presentaban varios elementos que generaban patrones de dafio mixtos. Debido a lo
anterior, no todas las lesiones encontradas en las neumonias supurativas se limitaban a la
porcion craneoventral del pulmon, sino que habia casos en los que la distribucion era
zonalmente extensiva (Figura 13B). También se observOo que los casos 8 y 9 tenian
caracteristicas tanto de bronconeumonia supurativa como intersticial (Figura 12F y G), ya
que se aprecian los l6bulos caudales hinchados y de aspecto gomoso. Estas caracteristicas
sugieren que coexiste un proceso inflamatorio intersticial. Asi mismo, en el caso 23 de
bronconeumonia fibrinosa, se observé el parénquima pulmonar hiperinflado, de aspecto
gomoso, también sugerente de neumonia intersticial (Figura 14F).

Por otro lado, el caso 2 se clasific6 como neumonia intersticial debido a que los pulmones no
colapsaron, tenian apariencia gomosa y ausencia de exudado visible (Figura 15C), sin
embargo, se pueden observar petequias a lo largo de la superficie pulmonar, lo que es
sugerente de que existe un proceso hemorragico concomitante, pero también se aprecia la
consolidacién de los lébulos craneales, sugerente de un proceso neumonico de tipo
supurativo. Tomando en cuenta todo lo anterior, se describe el diagndstico morfoldgico
integral para cada caso (Tabla 9).

Tabla 9. Diagndsticos morfoldgicos macroscopicos.

NuUmero Diagnostico morfol6gico macroscopico
de caso
1 Bronconeumonia fibrinosupurativa moderada zonal.
2 Bronconeumonia supurativa multifocal coalescente moderada y

neumonia intersticial generalizada grave con petequias.
Bronconeumonia supurativa grave zonal.

Bronconeumonia supurativa grave zonalmente extensiva.
Bronconeumonia supurativa grave multifocal coalescente.
Bronconeumonia supurativa grave zonalmente extensiva.

Neumonia intersticial grave generalizada.

Bronconeumonia supurativa grave zonal con granulomas multifocales.
Bronconeumonia supurativa grave zonal con nédulos caseonecroticos.

10 Bronconeumonia fibrinonecrética grave zonalmente extensiva y pleuritis
fibrinosa grave zonal.

11 Bronconeumonia supurativa grave zonalmente extensiva con nodulos
caseonecroticos multifocales coalescentes.

12 Bronconeumonia supurativa moderada zonal.

Ol NOO O b~ W
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13 Bronconeumonia fibrinosupurativa moderada zonalmente extensiva.

14 Bronconeumonia fibrinohemorrégica y necrética grave generalizada.

15 Bronconeumonia fibrinohemorragica y necrética grave zonalmente
extensiva.

16 Neumonia intersticial grave generalizada y bronconeumonia supurativa
moderada zonal.

17 Bronconeumonia supurativa grave zonal.

18 Bronconeumonia fibrinosupurativa grave unilateral derecha.

19 Bronconeumonia supurativa grave zonalmente extensiva.

20 Bronconeumonia supurativa grave zonalmente extensiva con
hemorragias graves zonales.

21 Bronconeumonia fibrinosa zonalmente extensiva.

22 Bronconeumonia fibrinosa y necrotica grave generalizada.

23 Bronconeumonia fibrinonecrética grave zonal.

24 Bronconeumonia supurativa grave zonalmente extensiva con abscesos
multifocales.

25 Bronconeumonia fibrinosa y necrotica grave zonalmente extensiva.

26 Bronconeumonia supurativa grave generalizada con granulomas
multifocales.

27 Bronconeumonia supurativa grave zonalmente extensiva con nodulos
caseonecroticos.

28 Bronconeumonia supurativa moderada zonalmente extensiva.

29 Bronconeumonia supurativa grave zonalmente extensiva.

30 Bronconeumonia supurativa grave zonalmente extensiva.

31 Bronconeumonia supurativa grave zonalmente extensiva con nodulos
caseonecroéticos multifocales.

32 Bronconeumonia supurativa grave unilateral derecha.

33 Neumonia granulomatosa grave multifocal.

34 Neumonia intersticial moderada zonal.

35 Bronconeumonia fibrinosa moderada zonalmente extensiva.

36 Bronconeumonia fibrinosa grave zonalmente extensiva con multiples
nddulos caseonecroticos multifocales coalescentes.

37 Bronconeumonia supurativa grave zonal con abscesos multifocales.

38 Bronconeumonia fibrinosa grave zonalmente extensiva.

7.2. Descripcion de las lesiones microscépicas (diagnostico morfolégico microscopico)

Después de la evaluacién macroscopica de los casos, las secciones pulmonares colectadas
fueron procesadas y tefiidas con H y E para su andlisis histopatoldgico. El diagndstico
morfolégico microscopico se baso en lo descrito por Caswell y Williams (2016) y Lopez y
Martinson (2017) (Tabla 7).
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7.2.1. Bronconeumonia supurativa

El hallazgo microscépico predominante fue el infiltrado inflamatorio compuesto por
neutrofilos, piocitos y macréfagos espumosos ocupando alvéolos bronquios y bronquiolos.
También se observo bronquiolitis, bronquitis, ciliostasis, edema, congestion, hemorragias y
necrosis (Figura 17 y Figura 18).

Las hemorragias, edema, pérdida de la arquitectura pulmonar se pueden deber a los
microorganismos involucrados, asi como a la cronicidad del proceso inflamatorio.

Figura 17. Hallazgos microscopicos observados en la bronconeumonia supurativa.

A: Fotomicrografia de pulmones sanos. B: caso 9. Se observa que la luz del bronquio esta
ocupada por infiltrado inflamatorio compuesto por neutréfilos, piocitos y algunos macréfagos
espumosos (asterisco). C: caso 9. La luz del bronquiolo se encuentra ocupada por infiltrado
inflamatorio (asterisco). Se observa la pérdida de la continuidad del epitelio bronquial (flecha)
ademas de la ciliostasis en toda la seccion de este corte (puntas de flecha).

41



N s N 5

- . -
0 /s

o T et |
L <AV 2

Figura 18. Hallazgos microscopicos observados en la bronconeumonia supurativa.

A: caso 4. Infiltrado inflamatorio polimorfonuclear ocupando la luz del bronquiolo y de los
alvéolos circundantes (asteriscos). Se observa marcada pérdida de la arquitectura alveolar
debido al infiltrado inflamatorio. Se observan multiples zonas de extravasacion de eritrocitos
(Er) que corresponden a zonas de hemorragia. B: caso 5. Las paredes alveolares se observan
engrosadas y rodeadas por eritrocitos (Er); dentro de algunos alvéolos se aprecia la presencia de
material anfofilico que corresponde a edema (flechas). Se aprecia que varios alvéolos se
encuentran infiltrados con piocitos (asteriscos). C: caso 9. Al centro y a la izquierda de la
fotomicrografia, se aprecia pérdida de la arquitectura del tejido, el cual es reemplazado por
restos celulares correspondiente con necrosis (asterisco). Rodeando el area de necrosis se
encuentra infiltrado inflamatorio compuesto por piocitos (acercamiento). D: caso 20. Destaca la
pérdida de la continuidad del epitelio del bronquiolo (flechas), el cual se encuentra infiltrado
por piocitos (asterisco). Los alvéolos que rodean el bronquiolo se encuentran engrosados y
rodeados por abundantes eritrocitos extravasados (hemorragias).
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7.2.2. Bronconeumonia fibrinosa

Los hallazgos microscopicos que se encontraron en estos casos fueron el depdsito de fibrina,
hemorragias, infiltrado inflamatorio polimorfonuclear y mononuclear, edema y necrosis
segmentaria del epitelio bronquial (Figura 19 y Figura 20).

Estos hallazgos son similares a los descritos en la bronconeumonia supurativa, pero se agrega
a las descripciones la fibrina, elemento encontrado después de un dafio vascular. El dafio
vascular es comiunmente causado por factores de virulencia de algunos patégenos como M.
haemolytica o H. somni y por la respuesta inflamatoria exacerbada del hospedero. En general,
se trata de un evento inflamatorio mas grave o de mayor cronicidad.

Figura 19. Hallazgos microscopicos observados en la bronconeumonia fibrinosa.

A: fotomicrografia de pulmones sanos. B: caso 14. Material eosinofilico fibrilar
correspondiente con fibrina, la cual infiltra el septo interlobulillar; este infiltrado fibrilar esta
entremezclado con piocitos (asterisco). Los espacios alveolares estan infiltrados por piocitos y
por macrofagos espumosos (flecha). C: caso 15. De manera generalizada se observa la pérdida
de la arquitectura normal de los tabiques alveolares, los cuales son reemplazados por fibrina
condensada (asterisco), infiltrado inflamatorio (flecha), y restos celulares. Se observa necrosis
segmentaria del epitelio de bronquios y bronquiolos, ciliostasis e infiltrado inflamatorio
ocupando la luz de los espacios aéreos.
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Figura 20. Hallazgos microscopicos observados en la bronconeumonia fibrinosa.

A: caso 15. Tabique interlobulillar expandido por depoésito de material fibrilar eosinofilico que
corresponde a fibrina (rectangulo). En el aumento de esta seccidn se observa el material fibrilar
entremezclado con piocitos. Se aprecia una area hipereosinofilica con pérdida del detalle celular la
cual corresponde a restos celulares entremezclados con edema y fibrina (punta de flecha). Se
observa la pérdida de continuidad de las paredes alveolares. En el interior de los alvéolos se observa
material ligeramente eosinofilico que corresponde a edema. Por debajo de esa seccién se aprecia a
los alvéolos llenos de infiltrado inflamatorio. B: caso 22. Al centro de la imagen se observa un
bronquiolo infiltrado por piocitos, macréfagos espumosos, restos celulares, edema y fibrina
(asterisco). La flecha sefiala una de las zonas de necrosis segmentaria del epitelio. Superior al
bronquiolo se observan espacios eosinofilicos que corresponden a edema (punta de flecha); también
se observan eritrocitos y fibrina. Los capilares y vasos sanguineos de mediano calibre se encuentran
severamente congestionados (circulo punteado) C: caso 23. Seccion de pulmén gravemente
afectada por infiltrado inflamatorio y cambios vasculares. Pérdida de la arquitectura del epitelio
respiratorio; el epitelio alveolar esta exfoliado, necrético y se deposita en la luz alveolar
entremezclado con infiltrado inflamatorio mixto (puntas de flecha). Rodeando estos alvéolos se
aprecia material eosinofilico que corresponde con edema, eritrocitos y restos celulares. El
bronquiolo esté infiltrado con fibrina, edema, eritrocitos y algunos neutréfilos, las areas
circundantes también presentan estas caracteristicas mas el infiltrado inflamatorio mixto (asterisco).
También se observa congestion en vasos sanguineos (circulo punteado) D: caso 23. Espacio
interlobulillar expandido por edema entremezclado con piocitos (asterisco). Se observa infiltrado
inflamatorio mixto (flecha), asi como eritrocitos extravasados.
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7.2.3. Neumonia intersticial

En los casos diagnosticados como neumonia intersticial se observé dafio alveolar
generalizado, que incluye edema, formacion de membranas hialinas, hemorragias, y
proliferacion de neumocitos tipo 11 (Figura 21 y Figura 22).

Los diferentes hallazgos microscopicos de este tipo de neumonia se podrian explicar con base
en las diferentes fases de este proceso inflamatorio. En la neumonia intersticial aguda el dafio
al endotelio de los capilares alveolares o0 a los neumocitos tipo | provoca rotura de la barrera
hematoaérea, lo que a su vez genera exudacion de proteinas plasmaticas hacia el espacio
alveolar; esto constituye la fase exudativa. Las membranas hialinas observadas en esta fase
se deben a la mezcla de este fluido proteindceo con lipidos y otros componentes del
surfactante; estas membranas se adhieren a las membranas basales alveolares y a las paredes
bronquiales (Figura 22A). La acumulacion de edema y neutrofilos en el intersticio alveolar
genera engrosamiento de las paredes alveolares. Después de esta fase aguda exudativa se
presenta la fase proliferativa, caracterizada por la hiperplasia de los neumocitos tipo Il que
reemplazan a los neumocitos tipo | dafiados, lo que se conoce como epitelizacion alveolar y
constituye la fase proliferativa. Como consecuencia las paredes alveolares se observan aun
mas engrosadas (Figura 22B).

Cuando el dafio alveolar persiste, las lesiones de las fases exudativa y proliferativa de la
neumonia intersticial aguda pueden progresar hacia neumonia intersticial crénica,
caracterizada por la fibrosis de las paredes alveolares, asi como por la presencia de linfocitos,
macrofagos, fibroblastos y miofibroblastos en el intersticio alveolar.
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Figura 21. Hallazgos microscopicos observados en la neumonia intersticial.
A: histologia de pulmones sanos. B: caso 2 Se resaltan las paredes alveolares engrosadas
(flechas) generalizadamente. C: caso 2. Dafio grave generalizado en las paredes alveolares; se
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observa material hipereosinofilico que corresponde a eritrocitos extravasados (asterisco).
Necrosis segmentaria del epitelio bronquiolar (punta de flecha), zonas eosinofilicas claras
correspondientes con edema y engrosamiento de las paredes alveolares (flecha).

Ry

Figura 22. Hallazgos microscopicos observados en la neumonia intersticial.
A: caso 7. Engrosamiento de las paredes alveolares con extravasacion de eritrocitos. Se
observan membranas hialinas cubriendo el interior de las paredes alveolares (flechas). B: caso
16. Las paredes alveolares estan gravemente aumentadas de tamafio debido a la hiperplasia de
los neumocitos tipo Il

7.2.4. Neumonia granulomatosa

En 5 de los casos se encontrd la formacion de granulomas, por lo que se les dio el diagnostico
morfolégico microscépico de neumonia granulomatosa. Los hallazgos microscopicos que se
encontraron fueron pérdida de la arquitectura del epitelio respiratorio, reaccion inflamatoria
granulomatosa, formacion de granulomas, edema, congestion, zonas de mineralizacion y
presencia de células gigantes tipo Langhans (Figura 23 y Figura 24).

La reaccién inflamatoria granulomatosa normalmente se asocia con bacterias, aunque
también pueden estar involucrados otros microorganismos o cuerpos extrafios. Algunos de
los casos presentaron zonas de mineralizacion (Figura 23B y 24A y B), aunque no todos
presentaron centro necrotico (Figura 23C) y no todos tenian la capsula de tejido conectivo
fibroso (Figura 24A). Estas caracteristicas se pueden deber a la cronicidad del evento
inflamatorio, a los agentes involucrados y a la respuesta inmune de cada individuo.

Las células gigantes tipo Langhans se asocian a agentes que no se pudieron fagocitar
(antigenos persistentes) por lo que su presencia podria indicar que el estimulo es crénico.
Este hallazgo se observd en todos los casos que presentaron inflamacion de tipo
granulomatosa. La presencia y cantidad de restos celulares (necrosis) se debe a una respuesta
inflamatoria exacerbada y una falla en un intento de controlar el estimulo inflamatorio. No
todos los casos que presentaron formacion de granulomas tenian centro necrético, lo que
puede indicar que probablemente el evento estaba en estadios iniciales o que la respuesta
inflamatoria estaba controlando el estimulo. Por otro lado, la presencia de tejido conectivo
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fibroso se podria asociar a un estadio mas avanzado del granuloma; normalmente la presencia
de los fibroblastos se da en respuesta a un dafio y surge como evento reparador de tejido, por
lo que encontrarlo en las lesiones podria indicarnos que el evento es cronico y se estd
intentando delimitar. Por lo tanto, la ausencia de este componente indicaria que se trata de
un estadio méas temprano en la formacion del granuloma. Como consecuencia de la necrosis,
podemos encontrar mineralizacion, en estos casos de tipo distrdfica.

Figura 23. Hallazgos microscopicos observados en la neumonia granulomatosa.

A: histologia de pulmones sanos. B: caso 8. Formacién de granuloma; al centro se aprecia un
espacio claro que corresponde a la pérdida del parénquima; esta area esta rodeada por material
acelular eosinofilico correspondiente con necrosis. Entremezclados en esta area se observan
macrofagos espumosos, linfocitos y células gigantes tipo Langhans (flecha). Ademas, se aprecia
un area hiperbasofilica que corresponde con areas de mineralizacion (circulo punteado).
Alrededor de todo este tejido se encuentra una matriz de tejido conectivo fibroso entremezclado
con linfocitos y macréfagos delimitando el proceso inflamatorio (asterisco). C: caso 8. Los
espacios alveolares se encuentran ocupados y en algunas areas reemplazados por edema
(asterisco). Alrededor de esta zona hay numerosas células gigantes tipo Langhans (flecha)
entremezcladas con linfocitos y areas de necrosis.
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Figura 24. Hallazgos microscopicos observados en la neumonia granulomatosa.

A: caso 31. Inflamacion granulomatosa, al centro se observa el centro necrético y una zona de
mineralizacion (asterisco). A la periferia hay infiltrado inflamatorio mononuclear y células
gigantes tipo Langhans (flecha). B: caso 27. Se observan areas de congestion (asterisco). Los
alvéolos se encuentran reemplazados por material celular amorfo entremezclado con células
inflamatorias mononucleares y células gigantes tipo Langhans (flecha). Se observan varias
zonas hiperbasofilicas que corresponden con mineralizacion (punta de flecha).

Es importante mencionar que de todos los casos evaluados, solo el 66% (25 casos) presentd
un solo tipo de proceso inflamatorio, con presencia o no de exudado mixto, mientras que el
34 % (13 casos) presentd mas de un proceso inflamatorio afectando el parénquima pulmonar
(Figura 25); estos procesos estaban bien delimitados en distintos I6bulos pulmonares.

= 1 proceso = 2 procesos

Figura 25. Procesos inflamatorios involucrados en los casos de neumonias evaluados.

Para la elaboracién de los diagndsticos morfol6gicos microscopicos, las lesiones fueron
gradificadas por region anatomica (bronquio, bronquiolo, alvéolo, intersticio y pleura),
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ademés de contemplar el tipo de infiltrado y la distribucidn, tal como se describié en la
metodologia (Figura 26 y Tabla 10).

En 25 casos (66 %) todas las estructuras evaluadas alcanzaron la puntuacion maxima de dafio,
sumando 15 puntos; esto indica que el proceso inflamatorio dafié gravemente el parénquima
pulmonar. El alvéolo fue la estructura mas afectada, ya que en todos los casos los alvéolos
tuvieron 3 puntos (+++), lo que representa un dafio al tejido mayor al 50%. Después del
alvéolo, el area mas afectada fue el intersticio, lo cual tiene sentido porque este espacio se
encuentra alrededor de los alvéolos y al estar en intimo contacto, es de esperar que estén
afectados.

Los bronquios y bronquiolos se vieron afectados por igual en cada caso; Gnicamente 4 casos,
2, 7,16y 24 no tuvieron la puntuacién méaxima de dafio. Estos fueron diagnosticados como
neumonia intersticial, por tanto tiene sentido que los bronquios y bronquiolos, asi como la
pleura, no estén gravemente afectados. De estos, el caso 24 y el 7, presentaron también
bronconeumonia supurativa, lo cual explica la lesion leve en bronquios y bronquiolos.

Respecto a la pleura, 24 casos tuvieron la puntuacion maxima de dafio (+++) lo que respalda
la gravedad y cronicidad del proceso inflamatorio, ya que el dafio inicial en un proceso
neumonico bacteriano (considerando que la via de entrada es aerdgena) normalmente inicia
en bronquios, después en los bronquiolos y sigue con alvéolos, desde los cuales puede
extenderse al intersticio, espacios interlobulillares y pleura.

En general, los datos de gradificacion de lesiones muestran que el dafio en el parénquima
pulmonar de todos los casos fue grave y que este dafio puede estar asociado a multiples
patdgenos bacterianos, Unicos o en sinergia.
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Figura 26. Gradificacion de lesiones por region anatémica en cada caso.
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Tabla 10. Gradificacion de las lesiones pulmonares.

Estructuras pulmonares evaluadas

Ndmero  Br Brl Alv Int Pl Infiltrado Distribucion
de caso
1 ++ T T S-H-P Zonalmente
extensiva
2 ++ ++ +++ 4+ + S-H-P Generalizada
3 iy S-H-P Generalizada
4 A+ R AR bt ++ S Zonalmente
extensiva
5 T = e S-H Generalizada
6 S S S-H Generalizada
7 + + +++ ++ H-P Generalizada
8 +++ A+ ++ S-H-L-G Generalizada
9 S S H-P Multifocal
10 T S-H Generalizada
11 +++ A+ ++ S-H-P Generalizada
12 e T = s = = H-P-L-G Generalizada
13 UL s H-P Generalizada
14 T = = S ++ H Zonalmente
extensiva
15 e T = s = = S-H-P Zonalmente
extensiva
16 ++ ++ +++ 4 ++ H Generalizada
17 +++ A+ +++ S-H Zonalmente
extensiva
18 S S S S-H Generalizada
19 +++  H++ S-H Generalizada
20 +H+ HEE A A S-H-P Generalizada
21 ULy S-H-P Generalizada
22 +++  H++ H-P Generalizada
23 +++  H++ S-H Generalizada
24 + + +++ e+ ++ H-P Generalizada
25 +++  H++ S-H-L-G Generalizada
26 +H+ A+ ++ S-H Zonalmente
extensiva
27 T S-L-G Generalizada
28 +++  H++ S-H Generalizada
29 +++  H++ H-P Generalizada
30 T & = T S s S Generalizada
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31 +++  +++ HHE S-L-G Generalizada
32 T = e H-P Generalizada
33 iy S-H-P Generalizada
34 +++  HH+ A S-H Generalizada
35 +++  HH+ A S Generalizada
36 e = =T = = S-H Zonalmente
extensiva
37 +++ 4+ +++ 4+ +++ S-H Zonalmente
extensiva
38 T = e H-P Generalizada

Br: bronquio, Brl: bronquiolo, Alv: alvéolo, Int: intersticio, Pl: pleura, S: supurativo, H: histiocitico,
P: plasmocitico, L: células tipo Langhans, G: granuloma. (+, 1 punto): dafio leve, entre el 1% y el
20%; (++, 2 puntos): dafio moderado, entre 20% y 50%); (+++, 3 puntos): dafio grave, mayor al 50%.

Una vez identificados los componentes del proceso inflamatorio, asi como la distribucion y
gravedad, se realizo el diagnostico morfoldgico microscopico con base en las caracteristicas
microscopicas descritas por Caswell & Williams (2016) y Lopez & Martinson en el (2017),

y considerando todos los elementos inflamatorios ya descritos en cada caso (Tabla 11).

Tabla 11. Diagnosticos morfologicos microscopicos de los casos.

NUmero Diagnostico morfoldgico microscopico
de caso

1 Bronconeumonia supurativa e histiocitica grave zonalmente extensiva y
neumonia intersticial moderada zonal.

2 Neumonia intersticial linfohistiocitica grave generalizada con mdltiples
areas de hemorragia.

3 Bronconeumonia supurativa y linfohistiocitica grave zonal con multiples
areas de necrosis.

4 Bronconeumonia fibrinosupurativa grave generalizada con reaccion
granulomatosa.

5 Bronconeumonia fibrinosupurativa grave generalizada con abundante
fibrina en los espacios interlobulillares.

6 Neumonia broncointersticial histiocitica y neumonia supurativa grave
zonal. Presencia de hifas septadas e hiperplasia linfoide peribronquiolar.

7 Neumonia broncointersticial linfohistiocitica grave generalizada.

8 Neumonia granulomatosa grave multifocal con extensas areas de necrosis
y bronconeumonia linfohistiocitica grave zonalmente extensiva.

9 Neumonia piogranulomatosa grave zonal y neumonia intersticial
histiocitica moderada zonal.

10 Bronconeumonia supurativa grave generalizada con mdltiples éareas de
Necrosis

11 Neumonia piogranulomatosa grave generalizada

51



12 Bronconeumonia granulomatosa grave generalizada y neumonia
linfohistiocitica grave zonal.

13 Neumonia broncointersticial linfohistiocitica grave generalizada.

14 Bronconeumonia fibrinosupurativa grave zonalmente extensiva.

15 Bronconeumonia fibrinosupurativa grave zonalmente extensiva.

16 Neumonia intersticial grave generalizada.

17 Bronconeumonia supurativa e histiocitica grave generalizada y neumonia
broncointersticial moderada zonal.

|18 Neumonia piogranulomatosa grave multifocal.

19 Bronconeumonia supurativa grave generalizada con presencia de multiples
macrdfagos epitelioides.

20 Bronconeumonia supurativa grave generalizada con multiples areas de
congestion.

21 Neumonia fibrinosupurativa grave zonal y neumonia intersticial
histiocitica grave generalizada

22 Neumonia fibrinosupurativa grave y neumonia intersticial linfohistiocitica
grave generalizada.

23 Bronconeumonia fibrinosupurativa generalizada con extensas areas de
NEcrosis.

24 Neumonia broncointersticial histiocitica grave generalizada.

25 Bronconeumonia fibrinosupurativa grave generalizada con maltiples areas
de necrosis y neumonia granulomatosa grave multifocal..

26 Neumonia piogranulomatosa grave zonalmente extensiva y neumonia
broncointersticial grave zonal.

27 Neumonia granulomatosa grave zonalmente extensiva.

28 Bronconeumonia fibrinosupurativa grave generalizada y neumonia
broncointersticial moderada zonal.

29 Neumonia intersticial grave generalizada.

30 Bronconeumonia supurativa grave generalizada.

31 Neumonia granulomatosa grave generalizada.

32 Neumonia intersticial grave generalizada

33 Neumonia piogranulomatosa grave multifocal y neumonia intersticial
grave zonal y extensas areas de necrosis.

34 Neumonia supurativa grave generalizada con extensas areas de necrosis.

35 Bronconeumonia fibrinonecrética grave zonalmente extensiva y neumonia
intersticial grave multifocal.

36 Neumonia piogranulomatosa grave zonalmente extensiva con extensas
areas de necrosis.

37 Bronconeumonia fibrinosupurativa grave zonalmente extensiva y
neumonia piogranulomatosa grave zonal con extensas areas de necrosis.

38 Neumonia intersticial grave generalizada.
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7.3. Extraccion de ADN

Una vez realizado el analisis macroscopico y microscopico de cada caso, se continud con la
extraccion de ADN de los pulmones embebidos en bloques de parafina. Un total de 38
muestras fueron procesadas para la obtencion de ADN, el cual fue cuantificado (Tabla 12).

Tabla 12. Cuantificacion de ADN extraido a partir de las muestras de pulmén de bovino
embebidas en parafina.

NUmero ADN NUmero ADN

de ng/ul de ng/ ul
caso caso

1 1339.5 21 3829.75
2 355.34 22 844.75
3 2928.03 23 290.68
4 2562.03 24 783.36
5 1246.02 25 193.66
6 715.6 26 348.49
7 1194.42 27 115.2
8 2199.82 28 1089.95
9 88 29 297.95
10 2696.32 30 67.89
11 27.52 31 26.81
12 462.33 32 161.58
13 170.59 33 1333.34
14 109.86 34 48.19
15 784.86 35 282.15
16 1840.23 36 215.28
17 1186.5 37 1921.1
18 261.01 38 371.78
19 329.6

20 292.81

7.4. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Empleando el ADN extraido de las cepas ATCC se estandarizaron las condiciones de
amplificacion de los genes de cada uno de los microorganismos a identificar en las muestras
de pulmones (Figura 27).

Para Mannheimia haemolytica se amplificé el gen de la subunidad ribosomal 16S (304 pb),
el gen de la leucotoxina, Ikt (206 pb) y el gen de una proteina hipotética, HP (90 pb) (Figura
27A). Para Pasteurella multocida se amplificé el gen de un regulador transcripcional,
pm0762 (597 pb) (Figura 27B). Para Histophilus somni y Mycoplasma bovis se amplificé un
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fragmento del gen 16S conservado en cada una de ellas (314 pb y 198 pb, respectivamente)
(Figura 27C y D). Para Trueperella pyogenes se amplifico el gen de la piolisina, plo (150 pb)
(Figura 27E); sin embargo no se contaba con cepa ATCC por lo que aquellos primeros
fragmentos amplificados de las muestras de pulmoén se purificaron y se enviaron a
secuenciacion al Instituto de Biotecnologia de la UNAM para confirmar que correspondian
a T. pyogenes y posteriormente estos fueron utilizados como controles positivos para el resto
de las muestras.
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Figura 27. Electroforesis de los productos de amplificacién empleados como controles
positivos.
A: M. haemolytica. B: P. multocida. C: H. somni. D: M. bovis. E: T. pyogenes. Carril 1: MPM (A,
Dy E 50 pb; By C 100 pb). Carriles 2-3: controles positivos. Carriles 4: Controles negativos.

Después de haber estandarizado las reacciones con los controles positivos, se continud con
las PCRs empleando el ADN extraido de las muestras de pulmon de los 38 bovinos
analizados. En la figura 28 se muestran algunos casos positivos representativos de cada
género identificado y en la Tabla 13 se muestran los genes amplificados en cada uno de los

38 casos.
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Figura 28. Electroforesis de los productos de amplificacion a partir de las muestras de
pulmones de bovinos.
A: Mannheimia spp., genes 16s (304 pb), Ikt (206 pb) y hp (90 pb). B: P. multocida, gen pm0762
(597 pb). C: H. somni, gen 16S (314 pb). D: M. bovis, gen 16s (198 pb). Carriles 1: MPM (A,DY E
50 pb; By C 100 pb). Carriles 2: controles positivos. Carriles 3-8: muestras de bovinos.
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Tabla 13. Resultados de las PCRs realizadas con las muestras de los pulmones de bovinos.
Con (+) se indica las PCRs positivas y con (-) las PCRs negativas.

Numero 16S Ikt HP pm0762 16S 16S plo
decaso Mannheimiaspp P.multocida M. bovis H.somni T. pyogenes

1 + - + + - + -
2 + - + + + + -
3 + - + + - + -
4 + - + + + + -
5 + - + + - - +
6 + - + + + - +
7 + - + + + + -
8 + - + + + + -
9 + + + + + + -
10 + - + + - + -
11 + + + - + + +
12 + - + + + + +
13 + + + - + + -
14 + + + + + + -
15 + - + - + + -
16 + - + - - - -
17 + - + - + - -
18 + + + - - - -
19 + + + - - + -
20 + + + - - + -
21 + + + - + + -
22 + + + + + + +
23 + + + + + + -
24 + + + - + + -
25 + + + + + + -
26 + + + + - + -
27 - - - + - + -
28 + + + + + + -
29 + + + + - + +
30 + + + + - + +
31 + - + + - + -
32 + - + - - + +
33 + + + - + + -
34 + - + + + - -
35 + - + + - + -
36 + - + + + - +
37 + - + + + + +
38 + - + + - + +




El género bacteriano méas frecuente entre los casos fue H. somni (31 casos), seguido de P.
multocida (27 casos), M. bovis (22 casos), M. ruminalis (20 casos), M. haemolytica (17 casos)
y T. pyogenes (11 casos) (Figura 29).
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H. somni P. multocida M bovis M ruminalis M haemolytica T. pyogenes

Figura 29. Numero de casos en los que se detectaron los diferentes géneros bacterianos.

La figura 30 muestra las bacterias que fueron identificadas en cada caso. Se observa que
Unicamente los casos 16 y 18 presentaron una especie bacteriana. En el caso 16 se detecto a
M. ruminalis y microscépicamente se diagnosticd como neumonia intersticial. Por otro lado,
en el caso 18 se detectd a M. haemolytica (Tabla 13) microscopicamente se diagnosticé como
neumonia piogranulomatosa; lo que probablemente sugiere la presencia de otros
microorganismos asociados con Mannheimia.

En cuatro casos se encontraron 2 especies bacterianas, en 13 casos se encontraron 3 especies,
en 16 casos, 4 especies y en 3 casos 5 especies bacterianas. Indistintamente, la mayoria de
los casos tuvo una puntuacion de dafio superior a 12, lo que quiere decir que las estructuras
pulmonares se encontraban afectadas en méas de un 50%. No se encontrd relacion entre la
cantidad de bacterias detectadas y la puntuacion de dafio.
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Figura 30. Bacterias encontradas en cada caso.

7.5. Relacion entre los diagndésticos morfoldgicos y la identificacion de los géneros
bacterianos

Una vez detectadas las bacterias presentes en cada uno de los casos, se compararon estos
resultados con el diagnostico morfoldgico, con el fin de establecer asociaciones y analizar
qué bacterias podrian estar involucradas en cada tipo de neumonia (Figura 31).
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Figura 31. Grafica de las diferentes bacterias en relacion con el tipo de neumonia.
Frecuencia de especies bacterianas detectadas en cada tipo de neumonia.
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Las 6 bacterias detectadas por PCR (M. haemolytica, M. ruminalis, H. somni, P. multocida,
M. bovis y T. pyogenes) se encontraron involucradas en mayor o menor frecuencia en los
cuatro tipos de neumonia estudiados (bronconeumonia supurativa, bronconeumonia
fibrinosa, neumonia intersticial y neumonia granulomatosa). Considerando que el 46% del
total de los casos se diagnostic6 como bronconeumonia supurativa, 24% como
bronconeumonia fibrinosa, 23% como neumonia intersticial y 7% como neumonia
granulomatosa, tiene sentido que haya méas bacterias involucradas en la bronconeumonia
supurativa, ya que fue ésta la clasificacion donde se agruparon la mayoria de los casos. En
esta clasificacion se observa que la bacteria méas frecuentemente encontrada fue H. somni,
seguida de P. multocida, M. bovis, M. ruminalis, M. haemolytica y T. pyogenes. En la
bronconeumonia fibrinosa se observa la misma tendencia.

Con respecto a la neumonia intersticial, H. somni y M. ruminalis estuvieron presentes en 9
casos, P. multocida en 8, M. bovis en 7, M. haemolytica y T. pyogenes en 4 casos. Esto pone
en evidencia que cualquiera de las 5 bacterias de interés puede estar relacionada con cualquier
tipo de neumonia de acuerdo con la clasificacion utilizada en este estudio.

En la neumonia granulomatosa se encontraron también los 5 géneros. Con mayor frecuencia
se encontré a P. multocida en 4 casos, M. bovis e H. somni en 3 casos, M. ruminalis, M.
haemolytica en 2 casos y T. pyogenes en 1 caso.

Posterior a esto, se realizd un andlisis para evaluar la relacion de la cantidad de
géneros/especies bacterianas presentes en cada caso y la puntuacién de dafio (Figura 32). Con
este andlisis se observé que no hubo ninguna tendencia ni relacion bacteria/puntuacion de
dafio, tomando en cuenta que la mayor puntuacién es 15y la mayor cantidad de bacterias es
5. Por ejemplo, en los casos 16 y 18 se encontrd solo una especie bacteriana y aun asi, el
dafio es severo con una puntuacion de 12/15 y 15/15, respectivamente. En algunos casos
como el 7y 24 se detectaron 4 y 3 géneros bacterianos, respectivamente y en ambos el puntaje
de dafio fue 10 puntos (Figura 32). Estos datos confirman que no existe relacion directa entre
el grado de dafio y la cantidad de bacterias involucradas en el proceso. Tampoco se encontro
que alguna bacteria en particular estuviera en todos los casos con mayor puntuacion, o
ausente en los de menor puntuacién de dafio.

59



16 15 1515 15 15 15 151515 151515 15 151515151515151515151515
13 14 _ 1414 _ 1414 14 14
14

12 1 12
12 10 10

Bacterias / puntuacion

o N B~ O

123456 7 8 91011121314151617 18192021 222324252627 28 29 3031 32 33 34 3536 37 38
Numero de caso

mmmm Puntuacion lesiones === Bacterias encontradas

Figura 32. Grafica de la cantidad de bacterias encontradas en cada caso y la puntuacién de
dafio del parénquima pulmonar.
Relacion entre la cantidad de bacterias detectadas en cada caso y la puntuacion de dafio del
parénquima pulmonar.

En conjunto, nuestros datos muestran que las lesiones del parénquima pulmonar son muy
variadas y aunque tengan un patron de distribucion, este no siempre coincide con el agente
causal al que se le ha asociado en la literatura.

No se encontraron patrones de dafio especificos para una especie bacteriana en particular; en
todos los casos habia particularidades y distintos grados de afecciones. Este hecho se entiende
debido a que el proceso inflamatorio que se desencadena en el parénquima pulmonar es muy
variado entre cada individuo por lo que la presencia de alguna bacteria en particular no refleja
un mismo patrén de dafio en todos los individuos.
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8. DISCUSION

El objetivo principal de este trabajo fue identificar a los principales agentes bacterianos
asociados con neumonias en bovinos, para lo cual se trabajo con muestras de pulmén de
bovinos neumonicos en las que se realizo el diagndstico morfolégico macro y microscépico
y se determind mediante PCR la presencia de bacterias comdnmente asociadas a estos
procesos, tales como M. haemolytica, H. somni, P. multocida, M. bovis y T. pyogenes.

Entre los hallazgos macroscopicos méas importantes de este trabajo se destaca que el tipo de
neumonia mas frecuente fue la bronconeumonia supurativa (42%, 16 casos de 38).
Macroscopicamente este tipo de neumonia se caracteriza por la consolidacion bien delimitada
de los Iébulos craneales; dentro de esta clasificacion se pueden encontrar patrones
morfologicos variados, por ejemplo, el patrén de tablero de ajedrez irregular que corresponde
a la mezclas de lobulillos sanos y lobulillos consolidados. Las diferentes lesiones
macroscopicas que se observaron dentro de esta clasificacion, asi como su distribucién, son
resultado de varios factores. Uno de los mas importantes son los patégenos involucrados y la
cronicidad. Conforme avanza el proceso inflamatorio puede extenderse a los demas I6bulos,
o0 incluso compartimentalizarse; como resultado de este observamos la bronquiectasia o los
abscesos, en un intento del organismo por mantener la inflamacion localizada (Caswell y
William, 2017).

En los casos diagnosticados como bronconeumonia supurativa se detectaron las 5 bacterias
de interés y M. ruminalis; sin embargo, las bacterias detectadas con mayor frecuencia fueron
H. somni y P. multocida.

Los casos de bronconeumonia causada por H. somni estan relacionados con bronconeumonia
supurativa y fibrinosa. En las bronconeumonias, las regiones craneoventrales del pulmén
suelen estar consolidadas y tanto los alvéolos como los bronquiolos pequefios pueden estar
Ilenos de neutrofilos, macrofagos, fibrina, edema, eritrocitos, restos celulares y agregados de
bacterias. La fibrina se debe a los cambios vasculares ocasionados por H. somni, aunque no
se comprende con exactitud como es que H. somni promueve este dafio vascular. El dafio al
parénquima pulmonar se le atribuye en mayor medida al LOS que puede inducir la activacion
de caspasas y por tanto la apoptosis en células endoteliales bovinas (Kuckleburg et al., 2008)
y a la proteina de union a inmunoglobulina A (IbpA) que es capaz de generar la muerte de
las células endoteliales al inactivar las Rho GTPasas de las células del hospedero, provocando
asi el colapso del citoesqueleto (Zekarias et al., 2010; Caswell y William, 2017).

Por otro lado, P. multocida posee fimbrias, factores de adherencia, enzimas extracelulares
(neuraminidasa, hialuronidasa y superéxido dismutasa) y una gran variedad de proteinas de
membrana externa que pueden funcionar como PAMPs e interactuar con los TLR de los
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macrofagos alveolares y favorecer el reclutamiento de neutréfilos tras su activacion, sin
embargo, el LPS es el factor de virulencia mas importante de esta bacteria. El LPS interactua
con el receptor CD14 en la superficie de los macrdéfagos alveolares; esta interaccion da como
resultado la liberacion de citocinas proinflamatorias lo que resulta en la atraccion de més
células inflamatorias (neutrofilos) y de ahi la presencia de piocitos en la bronconeumonia
supurativa (Harper et al., 2006; Snyder y Credille, 2020).

La bronconeumonia supurativa ha sido reportada en otros estudios como el tipo de neumonia
mas comun en los bovinos (Panciera y Confer, 2010; Murray et al., 2017; Fernandez et al.,
2020). A pesar de las diferencias reportadas en estos estudios, tales como la localizacion
geogréfica y tamafio de muestra, es probable que este sea el tipo de neumonia mas comun
debido a la impactacion de los patégenos en la entrada del pulmdn por la estrechez de las
vias aéreas en esa porcion, donde por gravedad sedimentan en los I6bulos craneales y
comienza la colonizacion bacteriana. Como regla general, los patégenos que causan la
bronconeumonia llegan a los pulmones a través del aire inspirado (via aerdgena), ya sea por
aerosoles infectados o por arrastre de la microbiota del tracto respiratorio superior (Lopez y
Martinson, 2017).

Los resultados del presente estudio coinciden con lo reportado por Murray et al. (2017),
quienes refieren infiltrado polimorfonuclear (piocitos) y macrofagos alveolares desde la
unién broncoalveolar hasta los alvéolos. También con lo reportado por Fernandez et al.
(2020) quienes reportaron neutrofilos y macrofagos activados que ocupan la luz
bronquioalveolar y ademas observaron areas correspondientes con atelectasia, asociadas a
oclusion de la luz bronquiolar por exudado inflamatorio.

Los diferentes hallazgos microscdpicos en la bronconeumonia supurativa dependen de la
etapa en la que se encuentre el proceso inflamatorio, como lo describen Lopez y Martinson
(2017). La lesion inicial en las bronconeumonias se centra en la mucosa de los bronguiolos
y desde alli, el proceso inflamatorio puede extenderse hacia los bronquios y a los alvéolos a
través de los poros de Kohn. El exudado se puede expectorar y luego aspirar, de modo que
llega a otros l6bulos pulmonares y entonces el proceso inflamatorio se propaga. En las
primeras etapas de la bronconeumonia, hay hiperemia activa en los vasos sanguineos
pulmonares; los bronguios, bronquiolos y alvéolos contienen edema provocado por el
aumento de la permeabilidad vascular. Si la infeccién no logra ser controlada por el
hospedero, eventualmente el dafio pulmonar progresara a una fase cronica de modo que se
genera atelectasia obstructiva (por el exudado), infiltrado de células mononucleares,
hiperplasia linfoide peribronquial y peribronquiolar y fibrosis alveolar (Caswell y Williams,
2016).
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El segundo tipo de neumonia mas frecuente en este estudio fue la bronconeumonia fibrinosa
(13 casos, 34%). Al igual que nuestro estudio, Ferndndez et al. (2020) reportaron que la
bronconeumonia fibrinosa fue el segundo tipo de bronconeumonia mas comun y reportan las
misma lesiones que nosotros: consolidacion de los I6bulos craneales asi como de multiples
lobulillos, deposito de exudado fibrinoso y multiples areas de congestion. En nuestro estudio,
en todos los casos la arquitectura del parénquima pulmonar se vio afectada y mas del 50%
del pulmdn en cada caso present6 deposito de fibrina en los I6bulos craneales y caudales.

En la bronconeumonia fibrinosa, las bacterias también impactan en la primera porcion de la
entrada del pulmon, sedimentan y comienzan su colonizacion, pero si la colonizacion
bacteriana persiste, se vuelve crdnica. En ocasiones la carga bacteriana puede ser tan elevada
que no permite que el proceso progrese y la muerte del animal es mas rapida; también debe
considerarse que aungue la carga bacteriana no sea tan alta, la patogenicidad, sinergia de las
bacterias y respuesta inmune del hospedero pueden determinar el curso de la enfermedad y
el desarrollo de las lesiones. Macroscopicamente, las primeras etapas de las
bronconeumonias fibrinosas se caracterizan por congestion severa y hemorragia, 1o que da a
los pulmones afectados un color rojo intenso; conforme avanza la infeccion, se comienza a
apreciar el deposito de fibrina (Panciera y Confer, 2010; L6opez y Martinson, 2017).

Como observamos, en los casos 1, 10, 13-15, 18, 21-23, 25, 35, 36 y 38 que fueron
clasificados como neumonia fibrinosa, se identifico a M. haemolytica, H. somni y/o M. bovis,
lo cual explica la aparicion de hemorragias y deposito de fibrina, pues estos microorganismos
poseen factores de virulencia que generan dafio al endotelio vascular favoreciendo asi el
depdsito de fibrina sobre la superficie pleural. En el caso de M. haemolytica, el LPS
interactta con el receptor CD14 de macrofagos vy se libera TNF-a e IL-1p, lo cual produce
fugas vasculares, generando asi el edemay acumulacion de fibrina (Snyder y Credille, 2020).
IbpA y el LOS de H. somni inducen un mecanismo similar al de M. haemolytica y la
retraccion del endotelio por parte de IbpA (Zekarias et al., 2010), mientras que la NOX de
M. bovis dafia el endotelio vascular por el estallido oxidativo que produce (Josi et al., 2019).

Con respecto a la neumonia intersticial, Lépez y Martinson (2017) refieren tres caracteristicas
macroscopicas importantes: (1) incapacidad de los pulmones para colapsar cuando se abre la
cavidad torécica, (2) la presencia ocasional de impresiones de costillas en la superficie pleural
del pulmén vy (3) la falta de exudados visibles en las vias respiratorias, lo que concuerda con
las caracteristicas encontradas en nuestro estudio. Este tipo de neumonia es la mas dificil de
diagnosticar, porque se requiere analisis microscopico para confirmar la hiperplasia de
neumocitos tipo Il que se da para reemplazar a los neumocitos tipo | dafiados.
Microscopicamente se detectd dafio alveolar generalizado, lesiones tanto en neumocitos
como en células endoteliales, edema, formacion de membranas hialinas, hemorragias,
fibrosis intersticial, hiperplasia de neumocitos tipo Il y un leve infiltrado de células
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inflamatorias mononucleares. Nuestros hallazgos coinciden con lo informado por Murray et
al. (2017), quienes refieren estos mismos hallazgos en sus casos de neumonia intersticial.

Como consecuencia de la hiperplasia de los neumocitos tipo 1, las paredes alveolares se
vuelven cada vez mas gruesas y esto contribuye a que los pulmones adquieran aspecto
gomoso Yy no colapsen después de abrir la cavidad toracica. En este tipo de neumonia los
principales patdégenos asociados son los agentes virales; se podria pensar que la lesion es
generalizada debido al tamafio de estos agentes, ya que logran pasar mas alla de la primera
porcion del pulmon 'y por eso la distribucion de dafio tiende a extenderse (LOpez y Martinson,
2017). Aungue en este tipo de neumonias se encontraron todas las bacterias de interés, M.
ruminalis e H. somni se detectaron con mayor frecuencia. Hasta el momento se desconoce la
patogenia de M. ruminalis. No obstante, Poulsen et al. (2006) demostraron que M. ruminalis
produce B hemolisis, lo que indica que probablemente produce también alguna hemolisina.
Aunque este precedente es sumamente relevante, la patogenia sigue siendo desconocida, por
lo que se ignora la implicacion que pueda tener esta bacteria en el desarrollo de la neumonia
intersticial. Por otro lado, la patogenia de H. somni esta relacionada con bronconeumonia y
con otros procesos infecciosos como pleuritis, pericarditis, poliartritis y meningoencefalitis
trombdtica infecciosa (Caswell y Williams, 2016). Se desconoce su relacion directa con la
neumonia intersticial, pero existen varias causas tanto infecciosas como no infecciosas
(toxicos) que pueden provocar neumonia intersticial en los bovinos, siendo los agentes virales
los més comunes en esta especie. Por tanto, es probable que dichos agentes hayan estado
presentes en estos casos diagnosticados como neumonia intersticial y que hayan coexistido
las bacterias antes mencionadas. Sin embargo, no hubo presencia de exudado supurativo por
lo que la patogenia en este tipo de interacciones parece ser distinta.

Unicamente uno de los casos (el caso 33) presentd neumonia granulomatosa. Los hallazgos
macroscopicos en éste fueron el parénquima pulmonar congestionado, consolidacion lobular
mixta y la presencia de mdaltiples nodulos blanco-amarillentos bien delimitados de
consistencia firme distribuidos entre los l6bulos craneales y caudales. Murray et al. (2017)
describieron 5 casos como ‘“bronconeumonia caseonecrotica”, quizd refiriéndose a la
necrosis caseosa que se presenta en granulomas; sin embargo, los autores refieren la
presencia de abscesos y los definen como acumulacion de exudado “licuado” quizé
refiriéndose a necrosis licuefactiva. Debido a la diferencia de terminologia, no hay seguridad
de que se trate del mismo tipo de neumonia, por lo que los datos en este punto no son
comparables en esta clasificacion.

Como se menciono anteriormente, sobre la superficie pulmonar del caso 33 hubo multiples
nodulos blancos amarillentos bien delimitados de consistencia firme, distribuidos entre los
I6bulos craneales y caudales, en este caso se detectd a M. bovis la cual es capaz de producir
nodulos con necrosis caseosa por el dafio oxidativo que genera al expresar la NOX (Josi et
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al., 2019). A pesar de que a las bacterias de interés en este estudio no se les ha relacionado
directamente con la formacion de granulomas, estos no se podrian descartar como parte de
la respuesta inmune al tratar de contener la infeccion. También debemos considerar otros
agentes que ya han sido investigados y se sabe que son causantes de la neumonia
granulomatosa, tales como Mycobacterium tuberculosis y Aspergillus spp (Panciera y
Confer, 2010).

Suwanruengstri et al. (2022) estudiaron la formacion de granulomas asociada con la infeccion
causada por Mycoplasma bovis en varios 6rganos de 21 bovinos negros japoneses, de los
cuales 11 casos se confirmaron como neumonia granulomatosa. Ese fue el primer estudio
que reporta la formacién de granulomas provocados por una bacteria distinta a
Mycobacterium bovis. En él describen 3 éareas distinguibles en los granulomas: un ndcleo
caseonecrotico con neutréfilos degenerados, numerosos macréfagos grandes que rodean este
nucleo en el area media o interna y un area externa que consta de macrofagos mezclados con
linfocitos, células plasmaticas y tejido fibroso. Estas caracteristicas microscopicas coinciden
con los hallazgos que nosotros reportamos en este trabajo. Estos hallazgos invitan a
considerar a otros patégenos como posibles causales de heumonia granulomatosa.

En algunos reportes existe discrepancia entre los casos con granulomas y aquellos con
reaccion inflamatoria granulomatosa. En términos estrictos, Lopez y Martinson (2017)
mencionan que el sello distintivo de la neumonia granulomatosa es la respuesta inflamatoria
que resulta en la formacién de granulomas. Siguiendo este fundamento algunas veces solo
engloban en esta clasificacion los casos que presentan granulomas bien formados; no
obstante, también se ha mencionado que los granulomas tienen un proceso de maduracion
por lo que no se podrian descartar aquellos casos en los que se observo inflamacion
granulomatosa, lo que puede ser un estadio temprano de la formacion del granuloma. Esta
premisa se respalda con el estudio de Shah et al., (2017), quienes mencionan que la
inflamacién granulomatosa puede tener patrones de reaccion comunes que incluyen
granulomas necrotizantes, no necrotizantes, supurativos, inflamaciéon granulomatosa
generalizada y reaccion de células gigantes a cuerpo extrafio. Bajo estos conceptos, no suena
ilégico englobar los otros casos que no tuvieron la formacién del granuloma pero si
presentaron inflamacidn granulomatosa; sin embargo, queda mucho por investigar para poder
clasificar con mas certeza las lesiones de tipo granulomatosas en los pulmones de bovinos.

En la evaluacion macroscépica de los 38 casos, se encontrd que 16 casos presentaron mas de
un tipo de exudado, lesiones o infiltrado inflamatorio, dando asi patrones clasificados como
mixtos. Microscopicamente, se detectaron 10 casos con més de un proceso inflamatorio bien
delimitado y 12 casos mas con patrones de dafio mixto, por ejemplo fibrinosupurativo y
broncointersticial (Tabla 11). Esto puede deberse a la presencia de varios microorganismos
involucrados en el proceso y a que la respuesta inmunolégica contra estos es muy variada y
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particular en cada individuo. Independientemente de la cantidad de géneros bacterianos
detectados, todos los casos presentaron puntuaciones iguales o superiores a los 10 puntos
cuando la méaxima era 15, siendo el alvéolo la estructura mas afectada en todos los casos. El
dafio fue muy severo en todos los casos y no encontramos una asociacion en particular de
dafo/ bacteria/cantidad de bacterias; este dato nos muestra lo patdégenas que pueden ser estas
bacterias en el parénquima pulmonar por si solas o actuando en sinergia.

Se cree gque las neumonias inician por infeccién viral y se complican con la presencia de
bacterias oportunistas, sin embargo no siempre es asi. Existen estudios in vivo sobre
coinfecciones virales y bacterianas donde se demuestra que una infeccidn viral primaria
también podria aumentar la patogenicidad de una infeccion viral secundaria y, de manera
similar, las infecciones duales con dos patégenos bacterianos podrian aumentar la gravedad
de las lesiones neumdnicas sin que haya un agente viral primario (Gaudino et al., 2020). Por
tanto, es importante no generalizar estos procesos inflamatorios del pulmén, suponiendo
siempre la llegada inicial de un agente viral.

La especie bacteriana que se identificé con mayor frecuencia fue H. somni, encontrada en 31
casos, seguida de P. multocida presente en 27 casos, M. bovis en 22 casos, M. ruminalis en
20 casos, M. haemolytica en 17 casos y T. pyogenes en 11 casos. T. pyogenes también estuvo
presente en todas las clasificaciones pero no fue la mas comdn en ninguna de ellas. A este
patdgeno se le conoce como patégeno secundario oportunista usualmente encontrado en
procesos de bronconeumonia cronica (Caswell y Williams, 2016). Entre los factores de
virulencia de T. pyogenes se incluyen una exotoxina con actividad hemolitica llamada
piolisina (PLO) (Rzewuska et al., 2019). PLO es el factor de virulencia mas importante de
esta bacteria ya que es capaz de generar poros transmembranales en las células del
hospedador, lo que genera la lisis celular; ademas tiene efecto citotoxico sobre los neutrofilos,
macrdfagos, células epiteliales y eritrocitos. Tras su colonizacion se puede observar exudado
supurativo y también se podrian encontrar dafios vasculares debido a su accién sobre el
endotelio vascular (Caswell y Williams, 2016; Rzewuska et al., 2019).

Existen diversos estudios que reportan las especies bacterianas encontradas en bovinos que
cursaron con procesos neumonicos. A diferencia de este estudio, en ellos no se reportan los
diagnosticos morfoldgicos, excepto en el trabajo de Murray et al. (2017), quienes reportaron
a M. haemolytica, P. multocida y H. somni en los casos de bronconeumonia supurativa y
fibrinosa, mientras que en casos de neumonia intersticial encontraron a M. haemolytica e H.
somni. Realizamos una comparacion de estos estudios para comparar las bacterias
identificadas en cada uno (Figura 40). Todos los valores se expresan en porcentaje para
comparar los datos, ya que en todos los estudios el tamafio de muestra fue diferente. En dos
estudios (Murray et al., 2017 y Fernandez et al., 2020) P. multocida fue la bacteria aislada
con mayor frecuencia, a diferencia de nuestro estudio que fue la segunda después de H.
somni. Al igual que Murray et al. (2017), la tercera bacteria mas detectada fue M. bovis.
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Independientemente de la cantidad de veces encontradas, en todos los estudios se puede
apreciar que la tendencia entre las bacterias de interés no es tan distinta a pesar de la zona
geogréfica de estudio. Se tiene en comun con estos estudios la edad de los animales, los
cuales no superan los 6 meses de vida.

Este estudio
N=38

Bemal et al., 2023
N=156

Estudios

Fernandez et al., 2020
N=50

Murray et al., 2017
N=66

Anbholt et al., 2017
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Figura 33. Comparacion de bacterias detectadas en diferentes estudios sobre neumonias en
bovinos.

Como se mencion0 anteriormente, M. haemolytica, H. somni, P. multocida y M. bovis pueden
formar parte de la microbiota del tracto respiratorio superior del bovino (Holman et al., 2015;
Anholt et al., 2017; Amat et al., 2019), por lo que se entiende que estas sean las que estan
mayormente implicadas en los procesos neumonicos participando como agentes oportunistas
en mayor o menor medida. Se sabe que los terneros estresados tienen una mayor densidad de
estas bacterias en el tracto respiratorio superior; las bacterias se inhalan a través de gotas que
llegan a los pulmones y luego pueden adherirse a la superficie epitelial y colonizarla,
desencadenando asi los procesos neumaonicos (Griffin et al., 2010).

Anholt et al. (2017) diagnosticaron 480 casos de neumonias a partir de cultivos bacterianos
de muestras de pulman, en los cuales se encontro a M. bovis, M. haemolytica, P. multocida,
H. somni y T. pyogenes. La presencia de las 4 primeras fue confirmada mediante
desorcion/ionizacion laser asistida por matriz-tiempo de vuelo (Maldi-Tof); la bacteria que
aislaron con mas frecuencia fue M. haemolytica con 213 casos positivos, seguida de M. bovis
con 198 casos, P. multocida con 86 casos, H. somni con 64 casos y T. pyogenes con 69 casos.
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T. pyogenes solo fue reportada en dos estudios (Anholt et al., 2017 y Murray et al., 2017)
con una incidencia del 14.3 % (69 casos) y del 10% (10 casos de 66), respectivamente. En
el pulmon, este microorganismo es un invasor secundario que generalmente sélo establece la
infeccion luego de la supresion de los mecanismos de defensa fisicos, celulares o secretores
del hospedero (Peek et al., 2018). A pesar de que no se le considere como patdgeno principal
de los procesos neumdnicos, cada vez se aisla con mayor frecuencia y se debe dar mas
visibilidad ya que se ha demostrado su presencia en los reportes ya mencionados.

Por otro lado, Algammal et al. (2020) realizaron un estudio en Egipto. De 170 terneros con
signos clinicos de neumonia aislaron a Escherichia coli (E. coli) en el 23.5% de sus casos,
Proteus vulgaris (P. vulgaris) en 12.4%, Staphylococcus aureus (S. aureus) en 11.8%, P.
multocida en 1.8% y M. haemolytica en 0.6%. En este caso las muestras provenian de
hisopados nasales que posteriormente fueron cultivados; se realizé PCR Unicamente para las
3 primeras especies mencionadas. A pesar de estas diferencias en metodologia y ubicacion,
estos resultados son un precedente para considerar a mas bacterias que pueden estar
involucradas en los procesos neumonicos en bovinos.

En nuestro estudio, 32 de 38 casos presentaron mas de dos géneros bacterianos; el 42% (16
casos) presento 4 géneros bacterianas, 34.2% (13 casos) 3 género, 10.5% (4 casos) 2 generos,
7.8% (3 casos) 5 géneros y el 5.2% restante (2 casos) presento solo un género bacteriano. No
se encontraron asociaciones claras entre las bacterias aisladas; se detectdé con mayor
frecuencia a H. somni junto con P. multocida, sin embargo, estos patégenos también se
encontraron con M. bovis, M. haemolytica y T. pyogenes. Similar a nuestros resultados
Murray et al. (2017) mencionan que la asociacion mas comun en su estudio fue H. somni y
M. haemolytica, pero también se encontraron a estas bacterias con P. multocida o con M.
bovis. Fernandez et al. (2020) mencionan que en 24 casos de 50, hubo coinfecciones con méas
de una especie bacteriana, aunque no mencionan cuéles pero también sostienen la idea de
que diversos microorganismos pueden coexistir en la misma infeccion.

Como se mencion6 anteriormente, algunas de las bacterias de interés son parte de distintos
nichos del aparato respiratorio bovino en un estado de salud sano, por lo que el desarrollo de
un proceso neumonico dependera de la carga bacteriana y otros factores que predisponen al
hospedero, tales como estrés por transporte, destete precoz, infeccion viral previa, interaccion
con bovinos provenientes de diferentes regiones, etc. Sin embargo, no siempre requieren la
ayuda de factores estresantes ambientales, de manejo u otros agentes infecciosos para que
sean capaces de producir neumonia (Peek et al., 2018). Debido a las evidencias de mas de un
patégeno implicado en las neumonias en bovinos, a éstas también se les reconoce como
enfermedades polimicrobianas y por tanto, el margen de bacterias asociadas a cada
clasificacion de las ya mencionadas se amplia (Gaudino et al., 2022).

Uno de los hallazgos mas relevantes en nuestro estudio fue la alta incidencia de H. somni y
la deteccidon de M. ruminalis en 20 casos. Este seria el primer reporte que relacione a M.
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ruminalis con neumonias en bovinos. Este hallazgo es novedoso ya que demuestra que otras
especies bacterianas también pueden estar relacionadas con las neumonias en bovinos, pero
quizé se encuentran subdetectadas y aunque se hallen, no se ha estudiado qué tanta influencia
pueden estar teniendo en el desarrollo de enfermedades, sobre todo si hay otras bacterias
implicadas también en el proceso, que puedan enmascarar el efecto de estas otras especies.
Estos resultados cuestionan el concepto que hay sobre la relacion entre el tipo de neumonia
y las bacterias involucradas en su desarrollo.

El primer reporte de M. ruminalis fue por Angen et al. (1999) quienes la aislaron del rumen
de bovinos y ovinos y la describieron como bacteria no patdgena. En otro estudio realizado
por Poulsen et al. (2006) en Noruega, se analizaron hisopados nasales de ovinos sanos y
encontraron a M. ruminalis. Asi mismo, se ha reportado la presencia de esta bacteria en casos
de mastitis aguda en ovejas (Omaleki et al., 2010) y en casos de periodontitis ovina (Riggio
et al., 2013). Estos antecedentes refuerzan el hecho de que esta bacteria puede estar
relacionada con diversas enfermedades. Existen varios estudios que confirman la presencia
de M. ruminalis tanto en animales sanos como asociada a alguna enfermedad. En nuestro
estudio, suponemos que la bacteria se pudo translocar del sistema digestivo al sistema
respiratorio y pudo formar parte de las bacterias oportunistas que desarrollan procesos
neumonicos. No se puede saber a ciencia cierta esta afirmacion, sobre todo por el antecedente
de Guenther et al. (2008), quienes la aislaron de pulmén de bovino sano; sin embargo, este
hallazgo nos invita a seguir realizando mas experimentos para comprender mejor la presencia
de esta bacteria y su implicacién en los procesos neumonicos de los bovinos.

9. CONCLUSIONES

Nuestros resultados indican que no existe exclusividad entre la bacteria identificada y el tipo
de neumonia, ya que se demostré que M. haemolytica, M. ruminalis, H. somni, P. multocida,
M. bovis y T. pyogenes pueden estar involucrados en el desarrollo de bronconeumonia,
neumonia intersticial y granulomatosa y pueden encontrarse coexistiendo en el mismo caso,
lo que da como resultado patrones de dafio mixtos, tanto macroscopicos como microscopicos.

Este es el primer estudio que reporta a M. ruminalis asociada a neumonias en bovinos. Es
importante considerar que puede haber otros patdgenos implicados en los procesos
neumonicos, los cuales pueden estar subdiagnosticados por las asociaciones que
cominmente se hacen con respecto a lesion/agente involucrado. Se deben realizar mas
analisis para poder comprender mejor la participacion de M. ruminalis en los procesos
neumonicos del bovino.
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