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Resumen
LOPEZ ALVARADO CUAUHTEMOC Estudio serolégico y molecular, para determinar

la presencia de Mycoplasma Mycoides subsp. Mycoides SC, en unidades bovinas de
produccion lactea (Bajo la direccion de la Dra. Rosa Elena Miranda Morales, M en C.

Laura Jaramillo Meza y Dr. Francisco J. Trigo Tavera).

Mycoplasma mycoides subsp. mycoides SC. es el agente etiologico de la
Pleuroneumonia Contagiosa Bovina (PCB), una enfermedad respiratoria altamente
contagiosa en el ganado bovino, que se encuentra clasificada en la lista A de la OIE,
asi mismo, esta dentro de la lista de enfermedades exdticas de reporte obligatorio
emitida por el Diario Oficial de la Federacion de México en septiembre del 2007. Un
total de 760 muestras de sueros e hisopos nasales fueron colectados de forma
aleatoria de hembras de diferentes edades de la raza Holstein Friesian, en unidades
en produccion lactea con antecedentes de problemas respiratorios, en diferentes
entidades geograficas de México, con la finalidad de aislar el agente e identificar
anticuerpos contra Mycoplasma Mycoides subsp. Mycoides SC., para lo cual se utilizé
un sistema diagnéstico de ELISA competitiva (C-ELISA), recomendado por la OIE y las
muestras nasales fueron inoculadas en medio de cultivo de Hayflick. Las positivas a
micoplasma, fueron tipificadas molecularmente mediante PCR punto final. Los
resultados obtenidos mediante la (C-ELISA) no mostraron animales seropositivos a
PCB; asi mismo, el microorganismo no fue identificado mediante el aislamiento y
molecularmente, por lo tanto, las especies identificadas de mayor a menor fueron M.
bovis en 96 (44%), seguida de M. dispar en 45 (21%), M. mycoides 22 (10%), y 54
(25%) solo identificadas por el género Mycoplasma spp. M. bovis fue el patégeno mas
comunmente identificado, principalmente en terneros que presentaban neumonias 34
(35%), mediante la prueba no paramétrica de Spearman, se pudo observar una
correlacion entre la sinologia respiratoria y M. bovis, donde el valor calculado con un

Rho de (.136), y respecto a la edad un Rho de (.178).
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Abstract

Mycoplasma mycoides subsp. mycoides SC. is the etiological agent of contagious
bovine pleuropneumonia (PCB), a highly contagious respiratory disease in cattle, which
is classified in the List A of the OIE, itself, is on the list of exotic diseases of mandatory
reporting issued by the Daily Official News of the Goverment of Mexico in September
2007. A total of 760 sera samples and nasal swabs were collected randomly in females
at different ages of the Holstein Friesian breed in units in milk production with a history
of respiratory problems in different Mexican geographical areas, in order to isolate
agent and identify antibodies of Mycoplasma mycoides subsp. Mycoides SC. It was
used a commercial kit competitive ELISA (C-ELISA), prescribed by the OIE and nasal
samples were inoculated into culture medium Hayflick. Positive sample for micoplasma
were typified by PCR molecular endpoint. The results obtained using the (C-ELISA)
showed no seropositive animals to Pleuroneumonia Contagious Bovine (PBC), likewise
the microorganism was not identified by the isolation and molecularly techniques.
Identified species were as follows: M. bovis in 96 (44%), followed by M. dispar in 45
(21%), M. mycoides 22 (10%), and 54 (25%) only identified by the genus Mycoplasma
spp. The most common pathogen identified was M. bovis, mainly in calves wich
presented pneumonias 34 (35%). By Spearman nonparametric test, it was observed a
correlation between respiratory signology and M. bovis, where the calculated value was
less than .000 critical value of P <0.05 with Rho (.136), and with respect to the age of

one Rho (.178).
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1.0 Introduccion

Las enfermedades respiratorias representan la causa mas comun de pérdidas
econdmicas a la ganaderia nacional, su presentacion es favorecida por diversos
factores estresantes medio ambientales, como son el hacinamiento, mezcla de
animales de diferentes tamafos y edades, calor o frio excesivo, elevada humedad
relativa, transportes prolongados, instalaciones con ventilacion deficiente, cambios
bruscos de alimentacion y la alta demanda productiva, los cuales de manera individual
o0 en combinacion afectan las defensas pulmonares del hospedero, favoreciendo el
establecimiento de microorganismos patogenos, virus, bacterias y hongos. Los
micoplasmas son microorganismos que carecen de pared celular por lo que son
resistentes a antibioticos B-lactamicos; para su desarrollo requieren de esteroles que
les confieren una mayor estabilidad de su membrana plasmatica, los cuales adquieren
bajo condiciones naturales en forma de colesterol de los animales que parasita. Su
tamano oscila entre 0.3 a 0.9 ym, debido a su pequefio genoma (0.58-2.20 Mb en
comparacion con los 4.64 Mb de Escherichia coli), tienen una limitada capacidad de
biosintesis dandoles la caracteristica de ser parasitos obligados (Ramirez, 1978,
Razin et al., 1998, Rottem y Yogev, 2000, Rottem 2003).

Las principales especies de micoplasmas que causan enfermedades de gran
relevancia mundial en las unidades de produccién bovina son M. bovis (Mb) M. dispar
(Md) y Micoplasmas del grupo mycoides como son Mycoplasma mycoides subsp.
mycoides SC (MmmSC), Mycoplasma mycoides subsp. capri y Mycoplasma leachii
(Aylinget et al., 2004, Thomas et al., 2002, Manso-Silvan et al, 2009).

MmmSC es el agente etiologico de la Pleuroneumonia Contagiosa Bovina (PCB), una
enfermedad respiratoria altamente contagiosa en el ganado bovino y desde 2004 se
encuentra en la lista A de la OIE (Nicholas, 2009). En México desde septiembre del
2007 esta clasificada en la lista de enfermedades exdéticas de reporte obligatorio,
emitida por el Diario Oficial de la Federacion. La enfermedad es de importancia

econdmica por la alta morbilidad y mortalidad que causa en el ganado, esto conllevé a

pag. 19




generar normas internacionales por parte de la OIE y restricciones para la exportacién
de ganado (OIE,2008).

1.1 Historia de MmmSC

La MmmSCue cultivada y caracterizado por primera vez por Nocard y Roux en 1898
(Bove, 1999). Fue registradapor primera vez en Europa y fue introducida en Africa,
América del Norte, Australia y Nueva Zelanda durante los siglos 18 y 19 a través de
los movimientos de ganado (Fisher, 2006). Hoy en dia, la PCB esta presente solo en
paises Africa y Asia.

1.2 Distribucion de la enfermedad

La OIE (Organizacién Mundial de Sanidad Animal) reporta la PCB solo en paises
africanos de Africa Oriental, Central y Occidental, como enfermedad epidémica o, en
forma endémica, dependiendo del pais, actualmente se considera uno de los
principales obstaculos para el crecimiento de la industria ganadera en el Continente
Africano, ocasiona pérdidas econdmicas anuales directamente o indirectamente
estimadas en 2 billones de dolares estadounidenses (Miltiadou et al., 2009, Food and
Agriculture Organization of the united nations, 2004). En paises endémicos del
suroeste de Europa como Espafia, Portugal, Italia y Francia no se han reportado casos
de la enfermedad desde los 90s (Nicholas et al, 2009). Australia y Nueva Zelanda son
libres desde 1967, Estados Unidos y Canada por mas de 100 anos. En paises
asiaticos la ocurrencia de la PCB, se ha informado en algunos paises como Kuwait
en el 2006, en China se ha obtenido poca informacién, sin embargo; en el 2007, se
identificaron algunos animales seropositivos mediante las pruebas de Fijacion en
complemento (FC) y ELISA competitiva (C-ELISA) en el Tibet, Yunnan y Guizhou (Xin
et al., 2007). En México mediante pruebas diagnédsticas especificas prescritas por la

OIE, no ha sido identificada la presencia de la enfermedad (SAGARPA 2008).
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1.3 Susceptibilidad del hospedero

El ganado bovino es el hospedero principal para MmMmSC; no obstante, existen
reportes de la enfermedad en bufalos asiatico (Bubalus bubalis), bisontes cautivos
(Bison bison), yaks (Poephagus grunnien), ovejas (Ovis aries) y cabras (Capra
aegagrus hircus) (Brandao, 1995, Gongalves et al., 2002). Ovejas con mastitis y
cabras con neumonia, presentaron tos leve y a la necropsia una neumonia intersticial
y engrosamiento de los septos pulmonar (Branddo, 1995, Gongalves et al., 2002).

1.4 Transmisién de la enfermedad y signos clinicos

MmmSC se transmite principalmente de un animal a otro por aerosoles. En general se
cree que es necesario el contacto directo y repetido para la transmision; sin embargo,
puede propagarse a largas distancias si las condiciones climaticas son favorables.
Este agente también aparece en la saliva, orina, membranas fetales y en las
descargas uterinas. Los animales portadores, como el ganado bovino infectado de
forma subclinica, pueden retener organismos viables en las lesiones pulmonares
encapsuladas llamadas secuestros y eliminar el agente especialmente cuando cursan
por un periodo de estrés (Regalla et al., 1996).

El periodo medio de incubaciéon natural de la enfermedad es de 1 a 2 meses, pero
puede presentarse desde la tercera semana hasta los 4 meses. En relacién a ello,
existe un informe de Namibia senalando que bovinos pertenecientes a un hato libre de
PCB al estar en contacto con bovinos naturalmente afectados, se infectaron y la
signologia propia de la enfermedad se observd 6 semanas después de ocurrido el
contagio; la mortalidad se presenté a las 2 semanas después de ocurrido el brote, con
un reporte del 40% (Hubschle et al., 2006).

Los animales infectados por MmmSC, pueden presentar un cuadro hiperagudo, agudo,
subagudo, cronico y subclinico. Algunos bovinos pueden morir de forma hiperaguda
sin mostrar signos, salvo fiebre. Los casos agudos en el ganado bovino se
caracterizan por fiebre, pérdida del apetito, depresion y caida en la produccién de

leche, seguido por signos respiratorios con tos, descargas nasales purulentas o
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mucoides y aumento en la respiracion que progresa hasta convertirse en disnea. Los
animales gravemente afectados generalmente se incorporan con la cabeza y el cuello
extendidos, las patas delanteras separadas y respiran por la boca. La respiracion
puede ser dolorosa, y los animales pueden presentar dolor intenso, si se les palpa
entre las costillas. Se ha observado epistaxis y signos diarreicos. Algunos animales
abortan o tienen mortinatos. En terneros de hasta 6 meses de edad, la enfermedad
respiratoria puede estar acompafada por poliartritis; las articulaciones carpal y tarsal,
pueden inflamarse. Las articulaciones afectadas pueden presentar mucho dolor, lo que
es evidente cuando el animal se rehusa a flexionarlas. El ganado bovino afectado en
forma grave generalmente muere dentro de las 3 semanas. Los que se recuperan
presentan emaciacién y debilitamiento y pueden adquirir la forma crénica (Provost et
al., 1987, Scacchia et al., 2011). Los signos clinicos subagudos son similares a un
cuadro agudo, pero mas leves y estas infecciones generalmente, se hacen cronicas.
Los casos cronicos se caracterizan por fiebre, pérdida de la condicion y signos
respiratorios que pueden observarse cuando el animal esta en ejercicio (Regalla et al.,
1996). El uso de antibiéticos puede ayudar a enmascarar los signos clinicos en los
bovinos infectados. En Africa, se estima que hasta un tercio de los casos al
recuperarse de la enfermedad se convierten en portadores potenciales (Nicholas et al.,
2000, Hubschle, 2006).

1.5 Patogénesis y patologia de la enfermedad

El agente penetra por mucosas respiratorias. Se multiplica lentamente en el epitelio
bronquial, bronquiolar y alveolar, produciendo inflamaciéon que se difunde en tejido
pulmonar. Puede pasar a vasos sanguineos y linfaticos, una vez en el tejido intersticial
localizarse en pleura, mediastino y linfonodos regionales, provoca trombos en el
sistema linfatico, donde las lesiones se desarrollan primero, como consecuencia de
ello, la linfa se coagula con distension de los septos interlobulares e infiltracién de
linfocitos y células plasmaticas alrededor de los vasos sanguineos. La formacion de

esta lesion es la unica caracteristica patognoménica de PCB. La lesién secundaria
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implica a los alvéolos, presentando necrosis rodeada de granulocitos
polimorfonucleares, convirtiéndose en secuestros si las lesiones tienen una resolucion
crénica. Gran cantidad de liquido pleural de color paja se puede encontrar en la
cavidad toracica en casos agudos, los septos interlobulares a menudo se encuentran

distendidos, los pulmones presentan un aspecto de marmoleo, presentado variaciones

de color de rojo, gris 0 amarillo. En casos cronicos el secuestro es el tipo de lesion
principal y consta de material necrético rodeado por una capsula fibrética que fluctua
desde 10 a 100 mm de diametro, estos focos necréticos también han sido reportados
en rifiones y en pericardio en casos severos. Histolégicamente las lesiones de la PCB
comprenden una necrosis bronquiolar y edema, progresando rapidamente a una
bronquiolitis con exudado serofibrinoso extendiéndose hacia los alveolos y vasos
linfaticos (Done et al., 1995). Estos alcanzan rapidamente la saturacion y el proceso se
extiende a los linfonodos traqueo bronquiales y linfa pleural. Los linfonodos
mediastinicos, esternales, adrticos e intercostales pueden estar aumentados de
tamano, edematosos y hemorragicos. Debido a la estasis, los vasos linfaticos
presentan trombos fibrinosos, los Iébulos pulmonares se consolidan con edema
alveolar, fibrina y células inflamatorias (Nicholas et al., 2000, Provost et al., 1987,
Scacchia et al., 2011).

1.6 Inmunopatogenicidad

La consecuencia patoldogica de la MmmSC, es una reaccién inflamatoria masiva en su
mayoria restringida a los pulmones de los bovinos. La muerte es causada por
insuficiencia respiratoria debida por una consolidacion pulmonar. Sin embargo en la
mayoria de los animales afectados, el cuadro de la PBC se manifiesta en forma
cronica, permitiendo a los animales recuperarse de la enfermedad, siendo estos
portadores potenciales del patégeno (Provost et al., 1987; Food and Agriculture
Organization, 2003).

En un estudio realizado para comprender los mecanismos de resistencia inmune entre

los efectos agudos y crénicos, de la PCB en el ganado bovino, demostraron que los
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animales que se recuperaron de la enfermedad, los linfocitos T cooperadores o CD4
(Th1), segregaron niveles significativos de interferon gamma. Por el contrario, en los
animales que desarrollaron un cuadro agudo, las células mononucleares fueron
deficientes para producir el interferén. Estos datos indicaron que en la susceptibilidad
a la infeccion causada por MmmSC esta asociada con la capacidad del hospedador
para montar una respuesta inmune (Dedieu et al., 2005). Se ha demostré6 que MmmSC
es capaz de inducir el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) en los macréfagos
alveolares. El TNF-a actia como un mediador inflamatorio expresado por NF-kB,
pueden actuar como sefiales principales que inducen la apoptosis en las células
huésped (Jungi et al., 1996).

1.7 Genoma

El estudio del genoma de la cepa tipo PG1, indica que es un unico cromosoma
circular de 1,211,703 pb con bajo contenido de G + C (24 mol %) y con alta densidad
de secuencias de insercién (13% del tamafo del genoma). EI genoma contiene 965
genes, con una longitud media de 982 pb. El 59% de éstos estan asociado a alguna
funcién; mientras que, el 27% son unicos para MmmSC y el 14% tienen una funcién
desconocida, pero muestran una homologia significativa a los genes de otras especies
de Mycoplasma (Westberg et al., 2004). Sin embargo debido a que la PG1 es una
cepa de referencia avirulenta, limitaba la compresion de cepas patdégenas; por lo tanto
se reportd la secuencia del genoma completo de la cepa virulenta Gladyslade,
teniendo un genoma circular de 1,193,808 pb ligeramente mas pequefio que la cepa
PG1, solo diferenciandose de la cepa PG1a una variacion en el nimero de copias en
un bloque de genes, probablemente y por multiples polimorfismos de nucleétidos
dispersos a lo largo del cromosoma (Kim et al., 2012).

1.8 Factores de virulencia

Una amplia variedad de posibles factores de virulencia han sido identificados,
incluyendo genes que codifican para proteinas variables de superficie, enzimas

transportadoras responsables de la produccion de peroxido de hidrogeno, asi como de
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la produccién de la capsula de galactano. Esto le permite al agente tener la capacidad
de evadir la respuesta inmune, adherirse, causar efectos toxicos y difundirse en las
células del hospedador, asi como secretar los productos metabdlicos téxicos a la

célula huésped, causandole efectos citotéxicos.

1.8.1 Formacién de biopelicula

Las biopeliculas bacterianas constituyen una matriz extracelular compuesta
basicamente de polisacaridos, donde las células bacterianas se adhieren a una
superficie y forman una comunidad, confiriéndoles proteccion al medio ambiente
adverso que les rodea y a los mecanismos microbicidas, es un factor importante en la
iniciacion de la enfermedad y la persistencia de muchas especies bacterianas. En un
estudio donde se emplearon diferentes especies de Micoplasmas, se encontré una
variacién considerable en su capacidad para formar biopelicula. M. putrefaciens, M.
cottewii, M. yeatsii, M. agalactiae y M. bovis produjeron abundante biopelicula. Por el
contrario MmmSC fue incapaz de formar biopelicula (McAuliffe et al., 2006). Sin
embargo en un estudio mas reciente con diferentes cepas de MmmSC, algunas de
ellas tuvieron la capacidad de formarlo (McAuliffe et al., 2008).

1.8.2 Capsula de galactano

Es una capa de oligosacarido que rodea la membrana celular, le confiere al
microorganismo la capacidad de evadir la fagocitosis, adherirse a la célula huésped,
permitiéndole persistir y diseminarse, ademas de tener un efecto téxico directo sobre

las células del hospedero. Se ha propuesto que un complejo autoinmune se forma

como resultado de una respuesta contra el pneumogalactano del tejido pulmonar,
estimulado por la reaccion de galactano producida por el micoplasma; esto provoca
trombos en el sistema linfatico, donde inician las lesiones. Como consecuencia de ello,
la linfa se coagula con distensién de los septos interlobulillares e infiltracion de
linfocitos y células plasmaticas alrededor de los vasos sanguineos (March y Brodlie

2000). Se demostré que la inyeccion intravenosa de galactano de MmmSC, en
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terneros producia apnea transitoria, aumento de la presion arterial pulmonary edema
pulmonar, lo que indica que el polisacarido de esta especie, tiene un efecto citopatico
directo y parece conducir a la contraccién de los vasos sanguineos, pudiendo iniciar
una trombosis (Buttery et al., 1976).

1.8.3 Variabilidad antigénica

MmmSC es capaz de alternar su composicién de proteinas de superficie, fendmeno
llamado variacion antigénica, con el fin de evadir la respuesta inmune, promover su
colonizacién y adaptarse al tejido del hospedero en las distintas etapas de la infeccion.
Poseen un sistema de encendido y apagado para activar o inactivar genes (Minion,
2012). En este microorganismo se ha identificado y caracterizado una proteina de
superficie, la cual posee variacion de fase reversible, con una tasa de cambio de 9 x
10 a 5 x 107 por célula. Se demostré que el gen vmm codifica una lipoproteina
precursora de 59 aminoacidos, (aa), en tanto que, la proteina madura esta constituida
por solo 36 aa con anclaje a la membrana citoplasmatica. Genes semejantes al gen
vmm se han identificado en cuatro especies de micoplasmas estrechamente
relacionados: Mycoplasma capricolum subsp. capricolum, M. capricolum subsp.
capripneumoniae, Mycoplasma leachii (Mycoplasma sp. serogrupo 7 bovino) vy
Mycoplasma putrefaciens. Sin embargo, la deteccién de la  proteina en lisados
celulares de estas especies mediante el uso del anticuerpo monoclonal MAb 5G1 con
afinidad a la Vmm, no pudo lograrse; lo cual, de acuerdo a Pearson y colaboradores
puede tener dos explicaciones, una que en las proteinas codificadas por los genes de
vmm de estas especies falta el epitopo vinculante para el anticuerpo monoclonal
utilizado, o bien que las proteinas Vmm no se expresan pese a la presencia de los
genes que las codifican (Sachse et al., 2000, Persson et al., 2002).

1.8.4 Proteinas de superficie

Las lipoproteinas son macromoléculas de la membrana altamente antigénicas,

desempenando un papel central en la interaccion del microorganismo y célula

pag. 26




eucariota, desencadenando mecanismos de patogenicidad con respecto a la adhesion,
y estimulo de citocinas pro-inflamatorias (Belloy et al., 2003).

La LppA; es altamente conservada entre micoplasmas del grupo mycoides y se
expresa en especies altamente virulentas; asi como en especies poco virulentas
(Monnerat et al.,, 1999).La LppB; es encontrada en cepas de MmmSC, aisladas en
Africa y Australia (Vilei et al., 2000), sin embargo, también esta presente en otros
micoplasmas del grupo mycoides, en particular con Mycoplasma sp. Grupo 7 bovino.
La LppC; es expresada, en todas las cepas MmMmSC, encontrandose también en otras
especies de micoplasma.

La LppQ; es especifica de MmmSC, aislandose en cepas de campo de Europa, Africa
y Australia, es altamente antigénica en el dominio N-terminal, mientras su dominio C-
terminal se encuentra anclada en la membrana (Belloy et al.,2003, Pilo et al., 2003).
1.8.5 Produccién de per6xido de hidrégeno

El consumo de oxigeno y la produccion de superdxido y peréxido de hidrégeno (H,05)
se han identificado como caracteristicas particulares de MmmSC, siendo éste ultimo
un potente factor de virulencia. El contacto intimo del microrganismo, con la membrana
epitelial ciliada del hospedador facilita la liberacion directa del H,O,, causando pérdida
de la actividad de los cilios y la destruccion final de la capa epitelial, induciendo un
proceso inflamatorio. Comparando con cepas europeas, las cepas africanas y
australianas, producen mayores cantidades de H,O, mediante la oxidacion del glicerol;
genéticamente la diferencia entre las cepas, se encuentra en un segmento de 8,84 kb
que incluye los genes gts ABC, que codifica un sistema de unién a ATP para la
absorcion y transporte activo del glicerol (Daniela et al., 2008). En la cepa PG1 de
MmmSC, se encontraron dos grupos de genes que estan involucrados en el
transporte de glicerol y produccion de H,O,. EIl primer grupo contenia, los genes
glpO, glpK, y glpF, que codifican para glicerol-3-fosfato oxidasa (GIpO), glicerol
kinasa (GlpK) y un captador de glicerol (GlpF). El glicerol es captado por GIpF, es

fosforilado por GIpK y posteriormente se convierte en dihidroxiacetona fosfato y H,O,
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por GIpO. Los genes del segundo grupo (gtsA, gtsB y gtsC) codifican las proteinas

transportadores ABC involucrados en el transporte de glicerol (Vilei et al., 2000).

1.9 Requerimientos nutricionales del género Mycoplasma

Los micoplasmas son exigentes en sus requerimientos nutritivos. EI medio de cultivo
se basa generalmente en la Infusién de corazdn de bovino y extracto de levadura que
proporcionan una variedad de nutrientes, incluyendo nucledétidos, vitaminas, sales
minerales, ADN y la coenzima NADH, favoreciendo su crecimiento mediante las
reacciones redox (oxido-reduccion), llevando electrones de una reaccién a otra en los
procesos metabdlicos (Miles, 1992). El suero de animales (ternero, caballo, cerdo) es
empleado por el microorganismo como fuente esencial de lipidos (Razin, 1991). La
oxidaciéon de glicerol es muy importante para la sintesis de glicofosfolipidos vy
glicéridos. Las peptonas proporcionan al medio dipéptido, polipéptidos, y aminoacidos
(Miles, 1992). La glucosa es la principal fuente de energia en los micoplasmas
fermentativos, asi como fuente de carbono para la sintesis de otros azucares y
polisacaridos (Razin y Freundt 1984). Debido a que carecen de una pared celular, son
mas susceptibles a la lisis en medios de cultivos hiposmaticos, por lo que necesitan de
cloruro de sodio, para aumentar la tonicidad del medio, requiriendo una presion
osmoética de 7-14 atmosferas para su crecimiento, y un pH entre 7 y 8, siendo un pH
optimo de 7.8. Son muy sensibles a cualquier cambio de pH, por lo que una
disminucion a 6.5, debido a la fermentacidn de azucar, limita su crecimiento,
conduciendo a la muerte celular; un aumento en el pH por encima de 8.0 puede
también conducir a lisis celular. Son necesarios inhibidores del crecimiento como
penicilina, colistina o acetato de talio, para evitar el crecimiento de otras bacterias
(Rodwell et al., 1979).

1.10 Diagnéstico de MmmSC

MmmSC, puede ser aislado de muestras de animales vivos a partir de hisopos

nasales, lavados broncoalveolares y liquido pleural, a la necropsia de lesiones
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pulmones se puede obtener liquido pleural, linfonédulos y liquido sinovial de animales
con artritis (Thomas et al., 2002). Actualmente, las técnicas de biologia molecular
como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) han resultado ser mas
conveniente para el diagndstico rapido y asertivo, ademas poseen alta sensibilidad y
especificidad. Se han descrito cebadores especificos para el grupo de Mycoplasma
mycoides y para MmmSC. asi como ensayos de PCR que pueden diferenciar las
cepas de europeas, africanas y australianas. (McAuliffe et al., 2005).

Se pueden identificar antigenos en tejidos o liquidos con inmunoflorescencia e
inmunodifusién en gel de agar. Un estudio sugirié que la deteccién del antigeno puede
dar mejores resultados que el cultivo de muestras de linfonddulos. Generalmente se
utiliza la serologia para hatos en programas de vigilancia y erradicacion mas que
para diagnosticar animales de manera individual. Las pruebas seroldgicas incluyen la
prueba de fijacion del complemento FC modificada de Campbell y Turner, esta prueba
continta siendo el referente de diagndstico prescrito para el comercio internacional
(Marobela-Raborokgwe et al., 2003). Se puede utilizar una prueba de aglutinacion
rapida en portaobjeto (SAT) con sangre entera o suero, sin embargo esta prueba soélo
puede identificar animales en la etapa aguda de la enfermedad. Se ha considerado
una C-ELISA, como una prueba alternativa por el comité internacional de la OIE en
mayo de 2000 y como una prueba prescrita por la OIE para el comercio internacional
en el 2004. En un estudio comparando las pruebas mediante lesiones posmortem
caracteristicas de PCB, la sensibilidad de la C-ELISA fue de 97,8%., categorizandola
por etapas de la enfermedad, en la etapa de inicio de la enfermedad la sensibilidad fue
de 67,7%, en la fase aguda 94,6% en la fase crénica de la infeccion fue de 83,5%.
Cuando se analizaron 202 sueros libres de PCB utilizando esta prueba, 3 muestras de
202 resultaron positivas dando una especificidad de la prueba para ser 98,5%. La FC
mostré una sensibilidad del 78.8%, detectando el mayor nimero de animales positivos

en el estado agudo de la enfermedad; sin embargo, la especificidad fue del 100%.
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1.11 Control de la enfermedad

El control de la PCB se logra eliminando toda la poblacion de bovinos donde se
detecta la enfermedad, mediante el sacrificio sanitario., sin embargo, esto puede no
resultar realista, y la cuarentena junto con la vacunacion contra la enfermedad son las
medida de control mas empleadas. Para que la vacunacion sea eficaz, debe ser
inmunizado el 100% del ganado dentro de un area epidemiolégica y geograficamente
definida. La vacunacion debe ser repetida, en un principio, a intervalos cortos y
después, anualmente durante varios afios, es decir, no menos de 3 a 5 afos. Esta
vacunacion debera mantenerse hasta que la evidencia de erradicacion de la PCB no
sea demostrada mediante una vigilancia estructurada. La cepa vacunal atenuada
(cepa T1) se usa ampliamente en Africa, y sélo aquellos con certificacién de
aseguramiento de la calidad se deben utilizar. El control de calidad de la vacuna es,

por lo tanto, un componente esencial de los programas de control de la PCB (OIE

2008).

pag. 30




2.0 Justificacion

La PCB es altamente contagiosa y los brotes ocurren principalmente cuando ingresa
ganado infectado a unidades de produccion, por lo tanto el riesgo de presentarse la
enfermedad es alta, ya que México es potencialmente importador de ganado de
ganado de remplazo, representado el 1.63 por ciento a nivel mundial. Durante el
2010, México registro un volumen de importaciéon de ganado en pie de mas de 90,000
cabezas (SAGARPA, 2010), por lo que el pais, debe de poner atencion permanente, a
la vigilancia y al diagndstico de la enfermedad de animales que se importan al pais,
asi como considerarse en hatos que presente casos recurrentes de enfermedad
respiratoria por medio de pruebas recomendadas por la OIE, como son el cultivo
bacteriano que puede ser realizado de muestras de animales vivos a partir de hisopos
nasales, lavados broncoalveolares y liquido pleural, a la necropsia de lesiones
pulmones se puede obtener liquido pleural, nddulos linfaticos y liquido sinovial de
animales con artritis seguida de la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), que es sensible y muy especifica para determinar la identificacion del
microorganismo (Thomas et al., 2002). Es recomendada la serologia para hatos en
programas de vigilancia y erradicacién mas que para el diagndstico individual. Las
pruebas seroldgicas incluyen la prueba de fijacion del complemento modificada de
Campbell y Turner esta prueba continua siendo el referente de diagndstico para el
comercio internacional (Marobela-Raborokgwe et al., 2003). La C-ELISA también es
recomendada como una prueba alternativa por el comité internacional de la OIE en
mayo de 2000, por lo tanto para el presente estudio para la identificacion de
anticuerpos contra MmmSC fue empleado el kit de ELISA competitiva (C-ELISA),
prescrito por la OIE por lo que en el presente estudio se realizé la deteccion de
anticuerpos el kit de ELISA competitiva (C-ELISA) contra MmmSC, prescrito por la
OIE, asi como el aislamiento bacteriano de muestras de hisopos nasales y la

tipificacion molecular de especies de micoplasmas asociados con la PCB.
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3.0 Hipotesis
En Meéxico existen unidades de produccidon lactea, que presentan casos de
enfermedades respiratorias en ganado bovino lechero, causadas por Mycoplasma

mycoides subsp. mycoides SC.

4.0 Objetivo general
Determinar la presencia de Mycoplasma mycoides subsp. Mycoides SC, en bovinos

con problemas respiratorios en unidades de produccion lechera.

4.1 Objetivos especificos
= Efectuar el aislamiento bacteriolégico y la reaccion en Cadena de la

Polimerasa punto final, para la identificacion de MmmSC.

= .Determinar mediante un inmunoenzayo competitivo (C-ELISA), la presencia de

anticuerpos contra MmmSC en los bovinos muestreados.
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5.0 Material y métodos

5.1 Zona de estudio

Un total de 760 muestras de sueros e hisopos nasales fueron colectadas de forma
aleatoria en hembras en diferentes edades de la raza Holstein Friesian, en unidades
en produccion lactea de los estados de Hidalgo, Aguascalientes y Querétaro con
antecedentes de problemas respiratorios.

5.2 Toma de muestra

Los hisopos nasales fueron transportados y conservados en medio de cultivo de
Hayflick. La sangre fue obtenida a través de la puncién de la vena yugular y
recolectada en tubos vacutainner estériles de 6 ml; para la obtencion del suero los
tubos fueron centrifugados a 3,000 r.p.m. durante 5 minutos. Las muestras colectadas
se almacenaron en congelacién a -20°C; hasta realizar el cultivo y la prueba de C-
ELISA.

5.3 Determinacion de niumero de muestra

Para determinar el numero de muestra, se utilizé la férmula de poblacion finita descrita

por Daniel, 2004.

2 2
d =(N-1)+Z +p=gq
a

n= Numero minimo de muestra.

N= Total de la poblacién.

Z%-1.96% (Seguridad del 95 %).

P= Proporcién esperada (en este caso el 5% = 0.05).
g= 1-p (en este caso 1-0.05= 0.95).

d= Precisién (0.03)?

El numero total de muestras, fue determinado estraficando las poblaciones analizadas

por edad y entidad geografica. Como se muestra en el ejemplo:
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Poblacion total de 700 becerras pertenecientes a 8 unidades de produccion de la

cuenca lechera de Tizayuca Hidalgo.

2
T00:(1.96) (0.05) «(0.95)
_12 7.68
2 2 8115
(0.03) #(699—1)+(1.96) = (0.05)+(0.95]

n=

=157.3

5.4 Numero muestras colectadas en las diferentes entidades geogréficas de
estudio

5.4.1 Estado de Hidalgo.

Fueron colectadas 356 muestras de 23 hatos de bovinos lecheros en diferentes etapas
zootécnicas que sumaban una poblacién de 7,700 animales de los cuales 158 (44%)

animales muestreados presentaban afecciones respiratorias (Cuadro 1).

Cuadrol. Muestras colectadas de 23 establos en la Cuenca lechera de Tizayuca Hgo.

Numero An:)rg:les Total
Edsade mal?elg'grilae;o An_imales afegcione_s Poblaciones | Identificacion de establo ani(:r?ale
s clinicament | respiratoria | Muestreada s
e sanos S s
la 8
240 E1,E2,E3, E4, E5,
dias 157 91 (58%) 66 (42%) E6,E7,E8 700
Mas 15
de?2
anos 199 107(54%) 92(46%) - 7000
Total 356 198 (56%) | 158 (44%) 23 - 7700
E= Establo

5.4.2 Estado de Aguascalientes.

Se obtuvieron 276 muestras de hembras en diferentes etapas productivas, de las
muestras colectadas 111 (40%) presentaban problemas respiratorios en una poblacion
total de 560 animales. Los establos seleccionados fueron 3 complejos lecheros con
problemas de enfermedad respiratoria, antecedentes de Mycoplasma spp. e
importacion de ganado como remplazo procedente de Estados Unidos y Australia

(Cuadro 2).
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Cuadro2. Muestras colectadas de tres
Aguascalientes.

unidades de produccién lechera en

Namero Animales Animales con Poblaciones | Identificacién | Total de
Edades animales clinicamente afecciones muestreadas de establo | animales
muestreados sanos respiratorias
90 a
240dias 204 110 (54%) 94(46%) 2 Establo 1, 2 450
Mas de
2 afos
72 55(76%) 17(24%) 1 Establo 3 110
Total 276 165(60%) 111(40%) 3 - 560

5.4.3 Estado de Querétaro

Se tomaron 128 muestras de vaquillas de un afio y vacas a partir de 2 afios de edad,

en una unidad de produccion de leche del total de muestras colectadas 33 (26%)

animales presentaban signos respiratorios (cuadro 3).

Cuadro 3. Muestras colectadas en una unidad de produccion lechera en Querétaro.

NG Animales Animal Total
umero clinicamente nimales con Poblaciones Identificaciéon de de
Edades animales afecciones -
sanos : : muestreadas establo animal
muestreados respiratorias es
Vaquillas de
un afo 24 16(54%) 8(46%) - Querétaro 80
Mas de 2
afios 79(76%)
104 25(24%) - Querétaro 280
Total 128 95(60%) 33(40%) 1 - 360

5.5 Metodologia para el aislamiento de micoplasma

Se realizaron dos tratamientos para las muestras de hisopo nasal, primero del medio

de trasporte conteniendo el hisopado se tomaron 30 pl y se inocularon directamente

en medio semisodlido (0.8% de agar). El otro tratamiento consistié en tomar 200 pl del

medio de trasporte y transferirlo a tubos con 1.8 ml de medio liquido de Hayflick

modificado (Hayflick, 1965), con lo cual se tiene una dilucién 10" de la muestra, de

esta dilucion se efectuaron diluciones decimales sucesivas hasta 10*. Los cultivos se

incubaron a 37 °C, en una atmoésfera hiumeda con un 10% de CO,?. EI medio liquido

fue examinado cada 24 horas durante 5 a 7 dias, para observar cambio en el pH
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(cambio de color en el medio). Los cultivos que no mostraron cambio de pH se les
realizé un pase ciego a los 7 dias de 200 pl a 1.8 ml de medio liquido de Hayflick, este
procedimiento se realizd 4 veces para interpretar el resultado como negativo. Las
placas fueron inspeccionadas después de 2 a 3 dias, posteriormente cada semana
hasta 30 dias como maximo en un microscopio estereoscopico ) para observar
formas similares a colonias de micoplasmas, parecidas a un "huevo frito" (Tully et al.,
1983). Los cultivos que desarrollaron colonias con morfologia de huevo frito, se
purificaron mediante la técnica de clonacion triple descritas por Howard et al., 1994.
5.6 Identificacién de género

Se realizaron las pruebas de filtrabilidad, no reversion de formas L y sensibilidad a la
digitonina, a partir de los aislados para determinar si los aislados pertenecian al
género Mycoplasma spp o Acholeplasma.

5.6.1 Filtrabilidad

Se realizo la prueba de filtrabilidad, pasando 2 ml del cultivo por una membrana estéril
con poros de 0.45 um™, el filtrado se sembré en medio de semisélido al 0.8% de
Hayflick modificado, las bacterias filtrables fueron observadas a las 48 horas en
microscopio estereoscépico, observando las colonias tipicas de micoplasma (Tully,
1983).

5.6.2 No reversion de formas L

La prueba fue realizada inoculando el cultivo en medio semisdlido de Hayflick
modificado sin la adicion de penicilina; fueron sembradas en microaerobiosis a 37°C y
fueron revisadas cada 24 horas, buscando observar colonias tipicas de micoplasma
con la finalidad de descartar las formas L de otros géneros bacterianos, cuya sintesis
de pared celular es inhibida por la presencia de la penicilina en el medio de cultivo

(Howard 1986, Tully 1983).

(1)Difco (2) Incubadora FISCHER SCIENTIFIC (3) Microscopio CARL ZEIZZ (4) Millipore
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5.6.3 Sensibilidad a la digitonina.

Con la finalidad de determinar la dependencia de esteroles en el medio de cultivo por
parte de micoplasma que a diferencia del genero Acholeplasma, que no requiere de él
para su crecimiento, fueron saturados discos de 2 mm de diametro con una soluciéon
de etanol y digitonina al 1.5%. Se realizaron diluciones de 10™" hasta 10™ del aislado en
el medio de cultivo de Hayflick, de cada dilucién fueron tomados 20 pl, depositandolo
sobre la superficie del medio semisdlido, deslizando el contenido en linea recta,
dejandolo secar, posteriormente se colocd el disco de digitonina y la placa fue
incubada a 37°C en microaerobiosis, la placa fue observada cada 24 horas. Un halo
de inhibicibn de 3 a 5 mm de didmetro signific6 que correspondia al género
micoplasma, caso contrario al no haber presencia del halo de inhibicién pertenecia al
género Acholeplasma (Howard 1986, Tully 1983).

5.7 Extraccion de ADN

Los diferentes aislamientos purificados por clonacién fueron cultivados masivamente
para extraer el ADN de cada uno de ellos. Para lo cual, se partié de un volumen inicial
2 ml de cultivo en medio de Hayflick modificado, aumentado el volumen gradualmente
hasta obtener 100 ml. El antigeno se centrifugé a 8,000 g por 45 min. a 4°C®, el pellet
obtenido se lavé en 3 ocasiones con una solucion buffer de fosfatos (PBS), pH 7.2
estéril y fue conservado a -20°C hasta la extracciéon de ADN (Tully 1983). EI ADN
gendémico fue extraido y purificado mediante el uso de 500ul Tiocianato de Guanidina
a temperatura ambiente por 10 min, seguido de 125 ul de acetato de amonio a 4°C
por 10 minutos, 500 pl de cloroformo- alcohol isoamilico y centrifugado a 12,000 xg por
5 minutos, recuperado de la superficie la solucion acuosa a la que se le agregaron 500
ml de etanol absoluto y finalmente 1 ml de etanol al 70%. EI ADN se resuspendio6 en
100 pl de agua destilada inyectable y cuantific6 en un espectrofotémetro® para
verificar la cantidad de ADN necesaria para la PCR (10 a 500 ng). Para visualizar el

producto de la extraccion de ADN se corrieron 5 pl en un gel de agarosa al 1% con un
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buffer de carga 0.2% de azul de bromofenol y 0.2% de Xileno-Cianol y 2 pl marcador
de peso molecular 1Kb plus Ladder marca invitrogen; se corrié en una solucion de
TAE al 1 % a 80 volts durante 40 minutos.

5.8 Tipificacion molecular para determinar la especies del género Mycoplasma
spp.

Los aislados fueron identificados molecularmente mediante la PCR punto final para la
identificacion del género Mycoplasma spp., amplificando el gen ADNr 16S mediante
los siguientes Iniciadores Fw CTGGCTGTGTGCCTAATACATGC y Rv
CTTCGGGCATTACCAGCTCC (L'Abee-loun et al., 2001). La amplificacion del ADN
se realizé mediante los siguientes tiempos: Desnaturalizacion inicial: 96°C por 5 min.
Seguido por 30 ciclos de 94°C por 45s, 68°C por 1 min. y 72°C por 2 min. y una
extension final de 72°C por 5 min. El amplicon fue visualizado en gel de agarosa al 1%
tefida con bromuro de etidio, esperando un producto de 1,370 pb, se utilizé el
marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder ©.

5.9 Genes empleados para la identificacion molecular de Micoplasma mycoides y
diferentes especies de Mycoplasmas de importancias en unidades de
produccién lechera

Fue empleada la secuencia que codifica para el gen RNAr16S, para identificar
Mycoplasma sp. grupo mycoides (Rojas TV 2013), Para M. bovis se utilizaron las
secuencias de los genes OppD y OppF que codifican para la oligopéptidopermeasa
(Hotzel et al., 1999), Finalmente para Mycoplasma dispar se utilizé el gen rpoB que
codifica para la subunidad beta de la ARN polimerasa (Rojas, 2013) con la finalidad de
identificar a la especie implicada en los casos de animales con afecciones

respiratorias, los iniciadores empleados son listados en el cuadro 4.

(5) Invitrogen
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Cuadro 4. Iniciadores empleados para la tipificacion molecular de diferentes especies de
micoplasmas en bovinos.

Especie gen Iniciadores Producto
5-3 PCR
Pb
M. bovis oppD y oppF F-CTTTTAGCTCTTTTTGAACAAAT
AF130119 2004 pb R-GGCTCTCATTAAGAATGT 1900
M. dispar rpoB F-GAGTTACTTCTCTTGGTCCTGGAGGTC
DQ112172 1775 pb R-CAATGGAATTGAATCTGATATTGCCCGC 548
M. mycoides RNAr 16S F-GAGAGTTTGATCCTGGCTCAGG
NC005364 1527 pb R-CGGGACCATTCCAAGAAGCAC 970

5.10 Condiciones de las diferentes técnicas de reaccién en cadena de la

polimera (PCR) empleadas para la amplificacion de las especies de
micoplasmas.

Lo reactivos empleados fueron utilizados a las mismas concentraciones para todas las
reacciones , DNTP’S 10mM (Micromolar), buffer 10X, Cloruro de Magnesio 50mM,
TAQ polimerasa fue empleada a una concentracion de 500 Ul (Unidades
Internacionales) y los iniciadores a 20 picomolar.

Las condiciones de reaccion para la amplificacién de las diferentes especies de
micoplasma son enlistadas en el siguiente cuadro 5.

Cuadro 5. Condiciones de amplificacion para las diferentes especies de micoplasma.

Amplificacion | Desnaturalizacion Desnaturalizacion Hibridacion Extension Extension
especie inicial final

M. mycoides 96°C 4 Minutos 94°C 35 Seg. 69°C 50 seg. 72°C60seg | 72°C5 min.

M. bovis 96°C 4 Minutos 94°C 30 Seg. 50°C 45 seg. 72°C30seg | 72°C 7 min.

M. dispar 96°C 4 Minutos 94°C 30 Seg. 63.5°C 40 Seg. 72°C60seg | 72°C5min.

Para la visualizacion de los productos de la PCR, Las reacciones fueron corridas
durante 45 minutos a 80 Volts, en geles de agarosa al 1.5 % en 50 ml de TAE 1X, con
un buffer de carga 0.2% de azul bromofenol y 0.2% de xileno-cianol y fueron
visualizados con 10 mg/ml de bromuro de etidio después de electroforesis. Se utilizd
un marcador de peso molecular 1kb°. Como controles positivos fueron utilizadas las

cepas de Mycoplasma del grupo mycoides, la cepa Donneta PG45 para Mycoplasma
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bovis y para Mycoplasma dispar la cepa 462/2, todas las cepas donadas por la

universidad de Aarhus Dinamarca y como control negativo se utilizé agua destilada.

5.11 Identificacion de MmmSC mediante andlisis del polimorfismo en la longitud
de los fragmentos de restriccion de las regiones amplificadas empleando la
enzima de restriccion Alul

Con la finalidad de determinar la presencia de MmmSC, a los productos obtenidos de
la PCR de Mycoplasma del grupo mycoides, se les realizd6 un ensayo mediante la
enzima de restriccion Alu 1 obtenida de Arthrobacterluteus. Para la diferenciacién de
MmmSC y Mycoplasma mycoides subsp. Capri (MmmC), se realizé una mezcla con
Buffer 10X (2 ul), Alu (1 pl), Producto ADN (10 ul), Agua estéril (7 ul). La mezcla fue
incubada a 37°C por 1 h en bafo de recirculacion para activacién de la enzima,
después fue incubada a 65°C por 20 minutos. Los productos de la digestion se
visualizaron en geles de agarosa al 2% en 50 ml de TAE 1X (Tris, Acido Acético y
EDTA), se utilizd el marcador de peso molecular trackit™ 50 pb, el gel fue corrido a 50
V durante 120 min, tefido con bromuro de etidio. La enzima realiza dos cortes en
MmmSC y tres cortes en MmmC en las posiciones de la secuencia como se muestra
en el cuadro 6, con la finalidad de observar que en el amplicén tres fragmentos en
MmmSC y cuatros fragmentos en MmmC.

Cuadro 6. Tamafio de los fragmentos obtenidos con la Enzima Alul sobre el gen ADNr

16S
Especie Enzima | Secuencia |Frecuencia T?gg';?egfolsos
Mycoplasma mycoides subsp. Capri Alul AGCT 43 235, 421, 605
Mycoplasma mycoides subsp. mycoides SC Alul AGCT 32 235, 605

5.12 Inmunoensayo competitivo para MmmSC (C-ELISA).
Los sueros colectados fueron analizados para detectar anticuerpos de MmmSC
mediante el kit de C-ELISA, obtenido de CIRAD, Instituto Pourquier de Francia

autorizada la importacion al pais por SAGARPA. El kit incluye placas cubiertas con el
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antigeno de MmmSC lisado y anticuerpos monoclonales de ratén (AMR), no tienen
reaccién cruzada con ninguna otra especie de micoplasma, la union de los AMR al
antigeno lisado es inhibida por los sueros que fueran positivos a MmmSC. El punto de
corte que se empled en este estudio fue el mismo determinado por el fabricante, que
corresponde al 50% de inhibicion. La especificidad se definié a través de sueros
colectados de animales negativos a la PBC de zonas reportadas como libres de la
enfermedad; la sensibilidad fue establecida con sueros de animales infectados
artificialmente, asi como de sueros colectados de zonas enzodticas. (Le Goff y

Thiaucourt, 1998, OIE 2008)

5.12.1 Procedimiento de la prueba de C-ELISA.

1. Las muestras de sueros colectados de bovinos, se mezclaron con los
anticuerpos monoclonales de ratén, en una placa de 96 pozos (preplaca),
antes de la transferencia a la placa sensibilizada con MmMmSC. La distribucion
de los controles y los sueros se puede observar en el cuadro 7.

2. Las placas con la mezcla se incubaron durante 1 hora a 37°C con agitacién
moderada.

3. Se realizaron dos lavados con PBS con 0.5 de tween 20.

4. Se afadi6 el conjugado IgG anti-raton con peroxidasa de rabano.

5. Se incubaron durante 30 minutos a 37°C en agitacion.

6. Se realizaron tres lavados con PBS con 0.5 de tween 20.

7. Se afnadié el sustrato TMB (Tetrametilbenzidina). El color del substrato cambio
de verde palido a azul vy viro a amarillo después de afiadir la solucion de
parado.

8. Se incubaron durante 30 minutos a 37°C en agitacion.
9. La reaccion fue parada con (0.5M H2S04).
10. Se realizaron las lecturas a una densidad 6ptica de 450 nm.

11. Se calculd el porcentaje de inhibicién (Pl) para cada suero mediante la
siguiente férmula:

Pl = 100 x [(OD Cm — OD Test) / (OD Cm — OD Cc)]
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Cuadro 7. Distribucion de controles y sueros en las placas de C-ELISA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Cc |Cc 1 2 3 4 5 é 7 8 ? 10
B CP+ |CP+ |11
+ +
C CP+ |CP+ |21
+ +
D CP+ | CP+ | 31
E CP+ | CP+ | 4]
F Cm |Cm |5]
G Cm |Cm |41
H CN |CN |71 80

Cc: Control del conjugado (Sin suero, sin Mab = 100% de inhibicién).
Cm: Control monoclonal (Sin suero = 0% inhibicion)

CP++: Suero fuertemente positivo.

CP+: Suero fuertemente positivo.

CN: Suero fuertemente positivo.

1: Suero sospechoso # 1

2: Suero sospechoso # 2

3. ...

5.12.2 Criterio de validacion de la prueba

La reaccion se considero valida cuando los valores de los diferentes controles se

encontraban dentro de los limites establecidos para el ensayo:

* La OD (Densidad optica) del control monoclonal (Cm) fue entre 0.5 and 2.0
* LA OD del control del conjugado (Cc) fue inferior a 0.3.

» El Porcentaje de inhibicion (PI) del control negativo (CN) fue igual o inferior al
35%.

* El Porcentaje de inhibicion (PI) del control débilmente positivo (CP+) fue entre

entre el 50 y 80%.

» El Porcentaje de inhibicién (PI) del control fuertemente positivo (CP++) se
ubico entre el 60 y 90%.

5.12.3 Interpretacion de la prueba de C-ELISA

El punto de corte establecido en el Kit, establece que sueros con un porcentaje de

inhibicion igual o menor que 40% se consideran negativos entre el 41 y el 50%

dudoso y mayor al 51% positivo.
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6.0 Resultados
6.1 Aislamiento de Mycoplasma spp.

De los 760 hisopos nasales analizados, 318 (42%), procedian de bovinos lecheros
con problemas respiratorios y 442 (58%) de clinicamente sanos. El aislamiento de
Mycoplasma spp., se obtuvo en 198 muestras que representaban el 26% de la
poblacién total, de las cuales 103 (32%) fueron de animales con afecciones

respiratorias (Figura 1).

Figura 1. Porcentaje de animales positivos al aislamiento Mycoplasma spp _respecto al estado sanitario de

los animales de estudio.
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6.2 Aislamiento de Mycoplasma spp. en las diferentes entidades de estudio

En el estado de Hidalgo (Cuenca lechera de Tizayuca), fueron analizadas 356
muestras colectadas en 23 establos de produccion, obteniendo 100 muestras positivas
a Mycoplama spp., 86 de 276 animales en 3 explotaciones lecheras en Aguascalientes
y solo 12 de 128 en una unidad lechera de Querétaro fueron también positivas

(Figura 2
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Figura 2. Porcentaje de aislamientos de Mycoplasma spp. En unidades de produccion lechera
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6.3 Presencia de Mycoplasma spp. de acuerdo a la edad y signologia respiratoria
De las 198 muestras positivas a Mycoplasma spp. de animales con enfermedad
respiratoria fue identificado el microorganismo en 65 animales (48%) de 1 a 365 dias
de edad y 38 (60%) en bovinos en producciéon mayores a 2 afios (Figura 3).

Figura 3. Porcentaje de aislamientos de Mycoplasma spp. en relacion al porcentaje de
de los bovinos analizados.
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6.4 Presencia de Mycoplasma spp. de acuerdo a la edad y signologia respiratoria

en las diferentes entidades de estudio

6.4.1 Estado de Hidalgo

En las unidades de estudio de la cuenca lechera de Tizayuca, de un total de 157
muestras colectadas en becerras de 1 a 365 dias de edad se identifico Micoplasma
spp. en 59 muestras, 26 de ellas con afecciones respiratorias. En bovinos de
produccién mayores a 2 afos fue identificado el género en 42 muestras, 28 animales

con signologia respiratoria (cuadro 8).

Cuadro 8. Aislamientos de Mycoplasma spp., a partir de hisopos nasales en 23 unidades de
produccion de Hidalgo.

. Animales Animales con ) Animales Animales con
Muestras  Micoplasma e ) Micoplasma o )
Edad  Jiizadas ) clinicamente afecciones o clinicamente afecciones
sanos respiratorias sanos respiratorias
la
365 157 59(38%) 33(56%) 26(44%) 98(62%) 58(59%) 40(41%)
dias
> a2
afios 199 41(21%) 13(32%) 28(68%) 158(79%) 79(50%) 79(50%)
Total 356 100(28%) 46(46%) 54(54%) 256(72%) 137(54%) 119(46%)

6.4.2 Estado de Aguascalientes

En las 3 unidades de produccion del estado de Aguascalientes, se identificaron 68
animales positivos a Mycoplasma spp. En becerras de 90 a 240 dias de edad de 172
muestras, 39 de ellas presentaban problemas respiratorios. En animales adultos de
104 muestras, 18 muestras fueron positivas, 10 con afecciones respiratorias (cuadro
9).

Cuadro 9. Aislamientos de Mycoplasma spp., a partir de hisopos nasales en 3 unidades de
produccion de Aguascalientes.

Muestras  Micoplasma Ammales Anlmal.es con Micoplasma Ammales Anlmal_es con
Edad : clinicamente afecciones clinicamente afecciones
analizadas (+) ; - ) ; -
sanos respiratorias sanos respiratorias
la
365 172 68(40%) 29(43%) 39(57%) 104(60%) 58(56%) 46(44%)
dias
> a2
afos 104 18(17%) 8(44%) 10(56%) 86(83%) 73(85%) 13(15%)
Total 276 86(31%) 37(43%) 49(57%) 190(69%) 131(69%) 59(31%)
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6.4.3 Estado de Querétaro
En el establo de Querétaro en vaquillas de 365 dias de edad se logro el aislamiento
en 8 (33%) muestras de 24, en ganado adulto solo fue aislado en 4 (4%) muestras de

104, ninguna de ellas con problemas respiratorios (cuadro 10).

Cuadro 10. Aislamientos de Mycoplasma spp., a partir de hisopos nasales en una unidad de
produccion de Querétaro.

. Animales Animales con . Animales Animales con
Muestras Micoplasma Ay . Micoplasma A A
Edad - clinicamente afecciones clinicamente afecciones
analizadas ()] ; : () ; -
sanos respiratorias sanos respiratorias
&6 16(67%)
365 24 8(33%) 8 (100%) 0(0%) 11(69%) 5(31%)
dias
;ﬁii 104 4(4%) 4(100%) 0(0%) 100(96%) 75(75%) 25(25%)
Total 128 12(9%) 12(100%) 0(0%) 116(91%) 86(74%) 30(26%)

6.5 Correlacion de Mycoplasma spp. respecto a bovinos con enfermedad
respiratoriay a su edad.

Mediante los resultados obtenidos se realizé la prueba no paramétrica de Spearman
utilizando el programa IBM SPSS 20, para correlacionar la presencia de Mycoplasma
spp. y bovinos con enfermedad respiratoria, el valor calculado fue de .001, menor al
valor critico de P<0.05 (alfa de 5%), con un intervalo de confianza del 95%. El valor
calculado de Rho fue de (0.124) habiendo una correlacibn moderada entre la
signologia respiratoria y Mycoplasma spp (Cuadro 11). Respecto a la edad de los
animales vy la prevalencia de Mycoplasma spp., el valor calculado fue de 0.000 menor
al valor critico de P<0.05 (alfa de 5%), con un intervalo de confianza del 95% y un Rho
de (0.248), existiendo también una correlacién entre la edad de los animales y

Mycoplasma spp. (Cuadro 12).

Cuadro 11. Correlacién de Mycoplasma spp. y enfermedad respiratoria de los animales de estudio.

[MYCOPLASMA] Entermedad
respiratoria
Coeficiente de
. 1.000 1243+
correlacion
MYCOPLASMA
Sig. (bilateral) .001
N 761 759
Rho de Spearman
Coeficiente de
N 124** 1.000
Enfermedad correlacion
respiratoria Sig. (bilateral) .001
N 760 760

**. La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
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Cuadro 12. Correlacién de Mycoplasma spp. y edad de los animales de estudio

MICOPLASMA EDAD
Coeﬂmen'gelz de 1.000 248
MY COPLASMA correlacion
Sig. (bilateral) . .000
Rho de Spearman C f.’.\l te d 760 760
oeticiente de 248 1.000
EDAD correlacion
Sig. (bilateral) .000 :
N 760 760

**_La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

6.6 Tipificacion molecular de diferentes especies de micoplasma.

De las 198 muestras positivas a micoplasma, se obtuvieron 217 aislamientos,
identificando mas de una especie en 19 muestras de hisopados nasales (10%). Las
especies identificadas molecularmente con mayor frecuencia fueron Mycoplasma
bovis en 96 (44%), seguida de Mycoplasma dispar en 45 (21%), Mycoplama mycoides
22 (10%), y 54 (25%) solo identificadas como Mycoplasma spp. (Figura 4). Las figuras
1, 2 y 3, representan el producto de la PCR de las especies identificadas de
micoplasmas de algunas muestras de estudio. M. bovis fue la especie identificada con
mayor frecuencia en becerras que presentaban enfermedad respiratoria 34 (35%); sin
embargo, también se pudo identificar en 36 (38%) clinicamente sanas, seguida por M.
dispar de la misma manera en 14 (32%) becerras enfermas y 19 (42%) clinicamente
sanas. El resultado global de las PCR de acuerdo a la edad y estado sanitario de los
bovinos de estudio hubo una correlacién entre la signologia respiratoria y Mycoplasma
bovis, donde el valor calculado fue de 0.000 menor al valor critico de P<0.05 y un Rho
de (0.136), asi como una correlacion entre la edad y Mycoplasma bovis con un Rho de
(0.178) (Cuadro 13).
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Figura 4. Porcentaje de especies identificas molecularmente mediante la PCR punto final.
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Cuadro 13. Frecuencia de especies de micoplasmas con respecto a la edad y estado clinico de la
enfermedad de los bovinos

Clinicamente sanos Enfermedad respiratoria
1 a365dias >a2anos 1 a 365 dias > a 2 afos Total

positivas

M. mycoides 8 (36%) 2 (9%) 7 (32%) 5(23%) 22 (10%)
M. bovis 36 (38%) 6 (6%) 34 (35%) 20 (21%) 96 (44%)

M. dispar 19 (42%) 4 (9%) 14 (31%) 8 (18%) 45 (21%)
Mycgplasma 10 (19%) 22 (41%) 15 (28%) 7 (13%) 54 (25%)
Total p%pSitivaS 73 (34%) 34 (16%) 70 (32%) 40 (18%) 217(100%)
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Cuadro 14. Correlacién de Mycoplasma spp. respecto a la enfermedad respiratoria y edad de los animales

de estudio.
Edad M. Enfermedad
(Dias y afios) bovis respiratoria
Coeficiente de . .
y 1.000| .178 074
Edad correlacion
(Dias y afios) Sig. (bilateral) .000 .043
N 761 759 759
Coeficiente de o ox
» 178 1.000 136
Rho correlacion
M. bovis ) )
Spearman Sig. (bilateral) .000 .000
N 759 759 759
Coeficiente de . »
3 074" | 136 1.000
correlacion
Enfermedad respiratoria .
Sig. (bilateral) .043 .000
N 759 759 759

**_La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

*. La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).

Amplicon de
M. bovis 1.9 Kb

Figura 5. Productos de la PCR de Mycoplasma bovis. 1: marcador de peso molecular 1 kb

2:control positivo 3, 4, 5, 6: muestra positiva 7: Control negativo (Agua destilada).
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Amplicon de
M. dispar
548 pb

Figura 6. Productos de la PCR para Mycoplasma dispar. 1: marcador de peso molecular 1 kb 2: Control
positivo 3, 4, 5, 6, 7: muestras negativas, 8:Muestra positiva 9: Control negativo (Agua destilada).

Amplicon de
M. mycoides
970 pb

Figura 7. Productos de la PCR para Mycoplasma mycoides 1: marcador de peso molecular 1 kb 2:
Control positivo 3: muestra positiva 4, 5, 6, 7: muestras negativas 8 y 9: Muestra positiva 10: Control
negativo (Agua destilada).

6.7 Frecuencia de especies de Mycoplasma identificadas de acuerdo a la edad y
grado de infeccién respiratoria.

Las especies de micoplasmas identificadas molecularmente en becerras en cuadros
agudos fueron Mycoplasma bovis en 23 (24%) casos y Mycoplasma spp. en 12 (22%)
y en los cuadros subagudos fueron identificadas M. dispar 8 (18%) y 6 (27%) de M.
mycoides. En los bovinos adultos Mycoplasma bovis fue el mas frecuente en los casos
subagudos 9 (9%), seguido de M. dispar en 5 (11%) casos, M. Mycoides en 3 (5%) y

23 (24%), solo identificadas como Mycoplasma spp. Figura 8.
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Figura 8. Frecuencia de especies de micoplasmas identificadas en relacion a la edad de los animales y

grado de infeccidn respiratoria.
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Frecuencias de especies identificadas

0 Subaguda| aguda | Cronica | C. sanos \Subaguda| aguda | Cronica | C. sanos
Becerras de 1 a 365 dias Vacas > a 2 afios
WM. bovis 9 23 2 33 9 5 5 9 95
WM. dispra 8 1 19 5 2 0 45
M. mycoides 1 1 2 2 0 22
WMicoplasma spp. 3 12 2 9 3 2 1 23 55
mTotal 21 47 6 69 19 11 6 38 217

6.8 Prueba de Elisa prescrita por la OIE para deteccidon de anticuerpos para

Mycoplasma mycoides subsp. Mycoides SC

De los 760 sueros analizados para detectar anticuerpos contra MmmSC. mediante el
kit de C-ELISA prescrito por la OIE, el porcentaje de inhibicion de todas las reacciones
fue igual o menor al 40% interpretado los resultados como negativos segun las
especificaciones del punto de corte establecido por la prueba, por lo que no se
detectaron anticuerpos contra MmmSC en la unidades estudio. La figura 4 muestra los

resultados de sueros negativos a MmmSC (Tonalidad Azul intenso).

cc
CP++

CP+
cm

CN -

Figura 9. Placa de Elisa para MmmSC. Distribucién de los controles (cuadro rojo) y resultado de sueros
negativos a MmmSC (cuadro azul). Cc: Control del conjugado (Sin suero, sin Mab = 100% de inhibicién),
Cm: Control monoclonal (Sin suero = 0% inhibicion), CP++: Suero fuertemente positivo, CP+: Suero
débilmente positivo. CN: Suero negativos.
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6.9 Identificacién molecular de Mycoplasma mycoides subsp. mycoides SC

Mediante la digestion del producto de la PCR con enzima de restriccion Alu 1,
realizada a las 22 muestras positivas a Mycoplasma del grupo mycoides, solo se
pudieron observar en los productos obtenidos 4 (18%) muestras positivas MmmC,
pertenecientes a una unidad de produccion del estado de Aguascalientes. De 18
(82%) solo detectadas como Mycoplasma del grupo mycoides, por lo que
molecularmente no se identifico la presencia de MmmMSC en las unidades de

producciéon de estudio.

—_——

m Mmycoides
50pb mycoides  Digestion

Alul

Amplicon de
M. mycoides
970 pb

605
421, Digestidén enzima Alul
235,

Figura 10.- Producto de la digestion de la enzima Alul en gel de agarosa al 2%, de la PCR obtenida del
grupo mycoides, carril 1 marcador de peso molecular 50 pb, carril 2 producto de la PCR obtenido para el
grupo mycoides, carril 3 producto de la digestion mediante la enzima alul.
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7.0 Discusion

7.1 Identificacién de Mycoplasma spp.

Las enfermedades respiratorias afectan primordialmente a los bovinos alojados en
producciones intensivas, y son un gran impedimento para la eficiencia en la
produccion, como consecuencia de la morbilidad, la mortalidad y las tasas de
crecimiento pobres, dando lugar a enormes pérdidas econdmicas. Durante la ultima
década, se ha hecho cada vez mas claro que las infecciones por micoplasmas, son
causas primarias y contribuyen a las enfermedades respiratorias bovinas en todo el
mundo. Nicholas et al. 2008, Maunsell y Donovan 2009, Caswell et al. 2010.

En el presente estudio las unidades bovinas de produccion lactea en bovinos con
antecedentes de enfermedad respiratorias, en animales de diferentes edades, se pudo
detectar la presencia de Mycoplasmas spp. a partir de hisopos nasales en el 26%
198/760 de animales en diferentes edades, de los cuales 318, presentaron signologia
respiratoria. Los datos obtenidos muestran también que el microorganismo fue hallado
con mayor frecuencia en becerras de 1 a 365 dias, encontrandose en 135 animales
(68%), de las cuales, 65 (48%), presentaban enfermedad respiratoria. En un estudio
realizado en Japon también a partir de hisopos nasales, de 301 terneros de 1 a 8
meses de edad, 155 muestras de animales que presenten signos de enfermedad
respiratoria y 146 muestras de animales sanos, determinaron una prevalencia similar
al de Mycoplasma spp. del 27.6% 81/298, mediante una PCR empleando la secuencia
del gen para la ARNr 16S, Hirote et al., 2003., De manera similar, Marques et al.
2007, reportaron una prevalencia mayor de micoplamas en 52 % en animales sanos y
100% de las muestras de los animales enfermos.

Mycoplasma spp. también fue identificado en el 79% de muestras obtenidas de
lavados bronquioalveolares en animales que padecian signos recurrentes de
enfermedad respiratoria, Thomas et al. 2002. Por otro lado, en una investigacion
posmortem, el microorganismo, fue aislado en 71.4 % 157/ 220, de pulmones de

bovinos que murieron por enfermedad respiratoria Fulton et al. 2009. Gabinaitiene et
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al. 2011, en Lituania, también, a partir de hisopos nasales lograron aislar a
Mycoplasma ssp., en el 60% de animales con enfermedad respiratoria de 110 dias de
edad, el 40% de 310 dias y el 40% de 510 dias. En un estudio mas reciente a partir
de pulmones e hisopos nasales en cuencas lecheras de importancia en México, se
determiné una prevalencia de Mycoplasma spp., en un 35% 132/374, (Rojas, 2013).
En este estudio, al realizar la PCR punto final para determinar la especie de las 217
cepas de Mycoplasma spp. Los resultados mostraron que M. bovis fue el patégeno
identificado con mayor frecuencia 44% (96), seguido de M. dispar 21% (45), el
10%(22) pertenecientes a Mycoplasma del grupo mycoides y el 25% (54) solo
identificadas como Mycoplasma spp. Thomas et al. 2002. Aislaron de terneros con
enfermedad respiratoria recurrente, M. bovis en un 35.5%, M. dispar 45.5% y M.
bovirhinis 40.9 %. Rojas TV 2013, de 141 aislados a partir de muestras de pulmén e
hisopos nasales, identifico6 molecularmente a Mycoplasma bovis, 40% (56) M. dispar,
25 % (35) Mycoplasma mycoides 16 % (22) y solo Mycoplasma spp. 11% (16) por
PCR punto final.

7.2 Prevalencia de Mycoplasmas del grupo mycoides y Mycoplasma mycoides subsp.
mycoides SC

En general el total de sueros colectados durante el estudio de animales con
antecedentes de enfermedad respiratoria, no presentaron anticuerpos IgG contra
MmmSC, por lo tanto no fueron seropositivos a PBC de acuerdo al punto de corte
establecido por la prueba de ELISA competitiva prescrita por al OIE, asi como no pudo
ser identificado mediante al aislamiento y molecularmente al obtener las 22 (10%)
muestras positivas al grupo mycoides del total de las cepas aisladas, al realizar la
digestion enzimatica con la enzima Alu1, no se visualizaron los tres fragmentos en el
amplicon, por tanto no pudo ser identificada la presencia de MmmSC en las muestras
sospechosas. Actualmente solo la enfermedad es cataloga como endémica en algunos

paises del continente Africano., Thiaucour et al. 2003, comentan que la enfermedad en
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Africa, se ha extendido debido a cuestiones econdmicas, climaticas, factores politicos,
limitantes en la disponiblibilidad de pruebas diagnésticas, lo que marca el detrimento
en el control de la enfermedad. En paises asiaticos, principalmente en China, han sido
reportados algunos animales seropositivos, Xin et al., 2007. En los paises de Europa
que fueron afectados por la enfermedad en los 80’s y 90’s el diagndstico y control de
la enfermedad son permanentes, debido a la intensa comercializacion del ganado a
nivel internacional. Paises como Australia y Nueva Zelanda son reportados como
libres desde 1967; asi como, Estados Unidos y Canada por mas de 100 afos. Paises
de Sudamérica exportadores de ganado de carne se encuentran en vigilancia general,
sin embargo paises vecinos a México de Centroamérica, no se encuentran en
ninguna medida de vigilancia indicada. En México desde el 2008 existe una vigilancia
dirigida hacia la enfermedad, sin embargo aun no ha sido reportada la presencia o
ausencia de la enfermedad ante la OIE, (SAGARPA 2008, WASHID, 2013). Es de
importancia mencionar que el presente estudio es el primer trabajo de investigacion
realizado en el pais para determinar la presencia de la enfermedad, por lo que es
necesario continuar con las medidas de vigilancia, debido a la demandante
importacién de ganado como remplazo al pais.

De manera generalizada 4 muestras positivas al grupo mycoides pertenecientes a
una unidad de produccion del estado de Aguascalientes, se pudieron observar 4
fragmentos en los productos obtenidos por lo que fueron identificadas como MmmC,
las 18 (82%) muestras restantes solo fueron detectadas como Mycoplasma del grupo
mycoides. En un estudio de 60 cepas de 27 especies y subespecies del genero
micoplasma se realizé analisis de restriccion del producto de la PCR del gen para la
RNAr 16S, mediante la enzima de restriccion Alul, en la evaluacién realizada para el
grupo mycoides observaron que para MmmC se observaron cuatro cortes y para
MmmSC tres fragmentos por lo que se mostré lo suficientemente estable como para
ser utilizado para la identificacién del microorganismo, sin embargo no se observaron

diferencias en los amplicones con el resto de los miembros del grupo mycoides a
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excepcion de una banda observada en M. capricolum subsp. capripneumoniae
después de la restriccion con la enzima HpyF10VI (Stakenborg et al. 2005).

7.3 Prevalencia de Mycoplasma bovis

M. bovis es reconocido mundialmente como una causa importante de neumonias en
todo el mundo principalmente en bovinos jévenes, causando bronconeumonia crénica
con necrosis caseosa Yy coagulacion, que se caracterizan por infecciones persistentes
que no responden bien a los antibidticos, ademas de causar artritis y tendosinovitis,
queratoconjuntivitis y abortos, causando pérdidas financieras considerables en las
unidades de produccion bovina (Caswell y Archambault, 2007, Nicholas y Ayling,
2003). Los resultados obtenidos del presente estudio confirmaron la mayor
prevalencia en las unidades de produccién lechera de M. bovis principalmente en
becerras que presentaron enfermedad respiratoria de grado agudo 34 (35%).
También se analizé que el microorganismo se presentd en 57 (81%), animales en las
etapas de destete y desarrollo en 61 a 240 dias, de las cuales 30 (53%), presentaron
enfermedad respiratoria, por lo que estadisticamente pudo mostrarse una correlacion
moderada, entre el microorganismo, la edad y enfermedad respiratoria. Un estudio,
realizado en Canada en becerros de engorda que murieron por cuadros agudos de
neumonia y que a la necropsia presentaron lesiones macroscopicas en pulmones de
bronconeumonia caseonecrdtica, reportaron una prevalencia similar a la del estudio
36% 36/99, Gagea et al. 2006. En estudios epidemioldgicos realizados en Francia del
2003 al 2008, donde participaron 23 laboratorios de referencia, reportaron que la
especie de micoplasma mayormente aislada fue M. bovis en un 55% de 1142
muestras colectadas (Chazel et al. 2010). Asi mismo en el Reino Unido en los afios
1995-2005, determinaron una prevalencia del 42,4 % (Lawes et al. 2008. Rojas, 2013),
de 141 aislados a partir de muestras de pulmén e hisopos nasales, identifico
molecularmente a Mycoplasma bovis, en un 40%. Sin embargo en Bosnia y
Herzegovina, de 221 hisopos nasales de animales clinicamente sanos y 107 con

signos clinicos de infeccion respiratoria y 59 muestras de pulmoén de animales que
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presentaban neumonia, solo lograron la identificacién de Mycoplasma spp. en 27
(6.9%) muestras y solo 8 hisopos nasales y 2 muestras de pulmones, fueron positivos
a M. bovis, (Maksimovi¢ et al. 2012).

En otro estudio mediante aislamiento de 70 pulmones de bovinos jévenes y 70
bovinos adultos, M. bovis, solo fue aislado en el 25% (16/64) de los pulmones de
bovinos jovenes que presentaron lesiones neumonicas, sin embargo este no pudo ser
aislado en ningun caso de los pulmones de bovinos adultos., al realizar una Elisa
indirecta de sueros colectados antes de su sacrificio todos los animales jovenes
resultaron ser seropositivos 100% (70/70) a M. bovis y el 76% (53/70) de los adultos.
Gabinaitiene et al. 2011. Mediante un estudio serolégico, detectaron anticuerpos
contra M. bovis en un 75% de los sueros en grupos de bovinos con enfermedad
respiratoria de 110 dias de edad, 50% de 310 dias y 55% de 510 dias. Estudios post
mortem de ganado en corrales de engorda en Meéxico localizados en General
Escobedo Nuevo Ledn; Morelia, Michoacan, Mexicali, Baja California, Culiacan y
Sinaloa (Romero et al., 2010). De ocho pulmones de casos cronicos de
bronconeumonia supurativa con focos de necrosis caseosa, mediante las pruebas de
inmunohistoquimica resultaron positivas, y confirmaron la presencia de M. bovis en
todos los casos.

7.4 Prevalencia de Mycoplasma dispar

M. dispar se identificd en 45 (21%) muestras de becerras, 14 (32%) con enfermedad
respiratoria y 19 (42%) clinicamente sanas. Se pudo analizar que 10 (22%) muestras
estuvieron asociadas con M. bovis. En el afo1997 hasta el 2000, fueron examinadas
un total de 150 becerras sanas y 238 animales con enfermedad respiratoria, para seis
especies de micoplasma, dentro de ellas M. dispar, que fue aislado de 45,5 % de los
terneros que padecian enfermedades respiratoria recurrente, asociada en el mayor
numero de los casos con M. bovis (Thomas et al. 2002). En un estudio similar a partir
de hisopos nasales recogidos de 301 terneros, donde 155 muestras pertenecian a

animales con enfermedad respiratoria y 146 muestras de clinicamente sanos. M.
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dispar fue detectada en 6 % de los animales sanos y en 35 % de los animales
enfermos, Marques et al. 2007. En un estudio mediante bacteriologia y una PCR a
partir de lavados endotraqueales de 56 becerras sin enfermedad respiratoria y 34 con
neumonia, realizado en 6 unidades bovinas de produccion lechera, mediante el cultivo
bacteriano no pudo ser identificada M. dispar; y solo al realizar una PCR pudo ser
identificado en 21 animales clinicamente sanos y 79 con neumonia (Angen et al.

2008).
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8.0 Conclusiones

- se aislé Mycoplasma spp. en las unidades bovinas de produccién lactea con
antecedentes de enfermedad respiratoria y en animales de diferente edad, en
un 26% (198/760) del total de muestras de exudados nasales, analizadas; de
los cuales 318 provenian de animales con signologia de enfermedad

respiratoria.

- De los 760 sueros analizados para detectar anticuerpos contra MmmSC.
mediante el kit de C-ELISA prescrito por la OIE, el porcentaje de inhibicién de
todas las reacciones fue igual o menor al 40% interpretado los resultados como
negativos segun las especificaciones del punto de corte establecido por la
prueba, por lo que no se detectaron anticuerpos contra MmmSC en la unidades

estudio.

- De 22 muestras positivas identificadas por PCR como Mycoplasma del grupo
mycoides., se determiné mediante digestion de los amplicones con la enzima
de restriccion Alul, que solo cuatro de los productos (18%) correspondian a
Mycoplasma mycoides subsp. capri (MmmC), pertenecientes a una unidad de
produccién del estado de Aguascalientes. Sin embargo para poder identificar
la especie y subespecie de las 18 muestras restantes que fueron identificadas
como Mycoplasma del grupo mycoides, implicados en los procesos
respiratorios de bovinos lecheros, deben de ser empleadas otras técnicas para

su identificacion.
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Los resultados obtenidos molecularmente confirmaron la mayor prevalencia
en las unidades de produccion lechera de M. bovis, principalmente en
becerras que presentaron enfermedad respiratoria de grado agudo 34 (35%).
También se analiz6 que el microorganismo se presentd en 57 (81%), de
animales positivos en las etapas de destete y desarrollo (61 a 240 dias), de

las cuales 30 (53%), presentaron enfermedad respiratoria

Se realizé la prueba no paramétrica de Spearman, para correlacionar la
presencia de Mycoplasma spp. y bovinos con enfermedad respiratoria, el valor
calculado fue de .001, menor al valor critico de P<0.05 (alfa de 5%), con un
intervalo de confianza del 95%. El valor calculado de Rho fue de (0.124)
habiendo una correlacibn moderada entre la signologia respiratoria y
Mycoplasma spp. Respecto a la edad de los animales vy la prevalencia de
Mycoplasma spp., el valor calculado fue de 0.000 menor al valor critico de
P<0.05 (alfa de 5%), con un intervalo de confianza del 95% y un Rho de
(0.248), existiendo también una correlacion entre la edad de los animales y

Mycoplasma spp.

De las especies de micoplasmas identificadas, solo se pudo observar una
correlacion entre la signologia respiratoria y Mycoplasma bovis, donde el valor
calculado fue de 0.000 menor al valor critico de P<0.05 y un Rho de (0.136),
asi como una correlacion entre la edad y Mycoplasma bovis con un Rho de

(0.178).
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