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RESUMEN



La Queratoconjuntivitis Infecciosa Bovina (QIB) es una severa enfermedad ocular que
afecta al ganado y que tiene un importante impacto econémico y sanitario. La
identificacion de los agentes etiologicos asociados a la enfermedad asi como el analisis
de la diversidad fenotipica y genotipica de cepas clinicas de Moraxella es el principal
desafio para el disefio de un exitoso programa inmunoprofilactico.

La identificacion de los aislamientos llevada a cabo en este trabajo indico la presencia
de Moraxella bovis y Moraxella bovoculi asociadas a casos de QIB, constituyendo esta
la primera descripcion de M. bovoculi en nuestro pais. Otros aislamientos bacterianos
asociados a la QIB e identificados por técnicas de andlisis fenotipicos y genotipicos
pertenenecieron a diferentes géneros bacterianos.

Cuando la diversidad fenotipica fue analizada se encontr6 que los aislamientos
mostraron una amplia diversidad en lo que respecta a factores de virulencia que
estarian involucrados en el establecimiento o desarrollo de la QIB. A su vez, la
coleccion de aislamientos de Moraxella spp. fue caracterizada genotipicamente por
técnicas de ADN-fingerprinting observandose que todos los aislamientos fueron
tipificables por las técnicas evaluadas. A nivel genotipico también se hallé6 una gran
heterogeneidad dado por el amplio perfil de patrones de banda obtenidos. Incluso se
observd que en un brote coexistio6 mas de una especie del género Moraxella. Con
respecto a la distribucion de factores de virulencia se observo que el gen mbxA, que
codifica la subunidad estructural de las hemolisinas MbxA, fue amplificado tanto en
aislamientos de M. bovis como de M. bovoculi y se observaron diferencias genéticas a
nivel de este gen en ambas especies como se corrobord cuando se realizaron estudios
filogenéticos. Con los cebadores utilizados no fue posible amplificar los genes omp79,
plb, tolC y fur en la mayoria de los aislamientos de M. bovoculi. Esto no significa que
estos genes no estén presentes en esta especie bacteriana, pero si que si estan presentes
la secuencia nucleotidica de los mismos es probable que sea diferente a la secuencia
nucleotidica de los genes de M. bovis.

Con ninguna de las técnicas de caracterizacion evaluada se pudo agrupar los
aislamientos en base al departamento ni al afio de obtenido el mismo, a caracteristicas
fenotipicas o genotipicas.

Los resultados obtenidos indican la existencia de aislamientos de M. bovoculi en
nuestro pais y que los mismos se diferencian de M. bovis a nivel fenotipico y
genotipico. Estas diferencias deberian ser tenidas en cuenta al momento de disefiar
estrategias de tratamiento y prevencion de la QIB.



I NTRODUCCION



La ganaderia a nivel mundial y nacional

A nivel mundial, la produccién ganadera ocupa el 30% de la superficie terrestre
(Steinfeld et al., 2006). Este es el subsector méas importante de la economia agricola en

la mayoria de los paises desarrollados y en vias de desarrollo.

En Uruguay, la ganaderia constituye una de las actividades econdémicas mas
importantes, ocupando unas 15.500.000 hectéreas (aproximadamente un 90% de la
superficie total del pais). Actualmente el sector ganadero comprende alrededor de
10.500.000 vacunos destinados a la produccion de carne y unos 680.000 vacunos
destinados a la produccion lechera (DIGESA, 2012). Durante el afio 2012 se faenaron
2.078.783 vacunos en establecimientos habilitados, correspondiendo un 46% a vacas
y un 52% a novillos (INAC, 2013). A su vez, durante ese afio, las exportaciones de
carnes, menudencias, productos carnicos y subproductos, sumaron 1.772 millones de
ddlares (INAC, 2013). Los ingresos obtenidos por carne vacuna representaron un 81%
del total embarcado en el sector carnico. Estas caracteristicas ubican a la ganaderia
como una actividad clave para el desarrollo nacional, tanto por su aporte a la

economia, como por el aprovechamiento del territorio.

Las principales razas bovinas de carne en Uruguay son de origen britanico como
Hereford, Polled Hereford, Aberdeen Angus y Shorton, mientras que las principales
razas bovinas de leche estan representadas principalmente por Holando-Holstein y en

menor medida Jersey (DIGESA, 2012).



Enfermedades que afectan a la ganaderia

Las enfermedades del ganado constituyen uno de los principales obstaculos para su
explotacion eficiente. El estado sanitario ganadero depende principalmente de las
condiciones del animal, de las condiciones del medio en que se encuentra y de la
presencia de agentes que pueden producir enfermedades. La sanidad de los rodeos de
cria es uno de los pilares mas importantes en la productividad de un pais, dado el serio
impacto econdémico que puede causar. Las pérdidas econdmicas ocasionadas por
diversas enfermedades ganaderas son cuantiosas a nivel nacional, estimandose las
mismas en millones de dolares al afio. Mientras que las enfermedades infecciosas
constituian en la década de los 80 pérdidas de alrededor de un 11% en la ganaderia de
Estados Unidos, en paises que contaban con servicios veterinarios insuficientes, las
pérdidas se reportaban del 30 al 50% de la potencial produccion ganadera (Petterson
& Ramos, 1982). Esto ocasiona un marcado contraste en la productividad entre los

paises desarrollados y los que se encuentran en etapa de desarrollo.

Los nuevos sistemas de produccion que tienden a la intensificacion requieren una
especial atencién en el manejo del riesgo sanitario particularmente asociado a las
enfermedades de caracter infectocontagiosas. Sin lugar a duda la profilaxis de las
enfermedades tiene un impacto directo a nivel sanitario y econdmico.
Afortunadamente, para muchas de estas enfermedades se cuenta con vacunas que con
un buen programa inmunoprofilactico, complementado con normas sanitarias y de

manejo, rinden resultados satisfactorios.



Queratoconjuntivitis Infecciosa Bovina

La queratoconjuntivitis infecciosa bovina (QIB) constituye la enfermedad ocular mas
frecuentemente detectada en bovinos, estimandose por ejemplo en lowa, Estados
Unidos, una prevalencia del 23% (O’Conner et al., 2012; Punch, 1985). Es una
enfermedad que puede afectar uno o ambos 0jos, es altamente contagiosa, de etiologia
multifactorial y que si bien afecta animales jovenes puede manifestarse en todas las

categorias de bovinos (Killinger, 1977).

Aunqgue la QIB es una enfermedad raramente fatal, las pérdidas econdmicas asociadas
a la enfermedad son ampliamente conocidas en todo el mundo y se generan por
diversas causas. Entre éstas encontramos estrés provocado por el permanente malestar
que ocurre en los animales durante la fase aguda de la enfermedad, dado que los
bovinos enfermos buscan aliviar su disconfort haciendo contacto con otros bovinos u
objetos del ambiente (Hughes, 1981). El resultado de esta hiper-actividad y la
reduccion del tiempo de alimentacion, llevan a una disminucion de la produccion de
leche y del crecimiento, que en el caso de los terneros puede llegar a ser del 20% de su
peso (Angelos, 2010; Funk et al, 2009). A su vez, el tratamiento asociado a la
enfermedad requiere manipulacion de los animales y los costos pueden ser atribuidos
directamente a honorarios veterinarios, drogas, analisis de laboratorio y mayor

demanda de mano de obra (Hughes, 1981; Postma et al., 2008).



Historia de la QIB

Las primeras descripciones del principal agente bacteriano responsable de la QIB
fueron realizadas por Akkerman en 1886, Schimmel en 1888 y por Billings en 1889,
quienes detectaron la presencia de finos y cortos bacilos con extremos redondeados en
la cérnea de bovinos afectados (Hughes, 1981). El patbgeno Gram negativo aislado,
identificado como bacilo Morax-Axenfeld (Morax, 1896; Axenfeld, 1897) fue incapaz
de producir la enfermedad en vacas normales y conejos. Aunque Mitter, en 1915
tampoco logré reproducir la enfermedad en vacas asintomaticas, sugirié que el
contacto de estos microorganismos con superficies erosionadas era probablemente

necesario para reproducir la enfermedad (Mitter, 1915).

En Escocia, Poels (1911) aisl6 Bacillus pyogenes de ojos de bovinos infectados y fue
capaz de reproducir la enfermedad inyectando cultivo bacteriano en la cérnea de
animales normales. Otros dos microorganismos, un coco Gram negativo y uno Gram
positivo también fueron aislados y los mismos fueron considerados invasores
secundarios. En el afio 1919 se aisl6 un corto diplobacilo Gram negativo de cultivos de
ojos afectados con QIB (Allen, 1919). Este bacilo fue asociado con el Morax-Axenfeld y
se sugirié que la QIB se encontraba distribuida mundialmente y que ésta podia ser
causada por el mismo microorganismo en diferentes paises. Jones y Little (1923)
también aislaron un diplobacilo Gram negativo y reprodujeron la inflamacion
caracteristica mediante la inoculacion de un cultivo puro en los ojos de bovinos. A su

vez, estudiaron las caracteristicas bioquimicas de estos microorganismos y observaron



gue los mismos producian hemolisis en placas de agar suplementadas con sangre
equina, licuaban la gelatina luego de 10 dias de incubacion a 22°C, no fermentaban
carbohidratos, presentaban células de 1-2 um en longitud y 0,5 um de ancho, eran

capsulados, no moviles y no producian esporas (Jones & Little, 1923).

Jones y Little (1924) demostraron que los microorganismos responsables de la QIB
eran rapidamente destruidos en el intestino de las moscas y que no vivian mas de tres
horas en la superficie de las mismas. Estos datos sugirieron que la enfermedad era
probablemente distribuida por transmisidn mecanica. En 1937, Hauduroy vy
colaboradores clasificaron la bacteria descrita por Jones y Little como perteneciente al
género Haemophilus. Posteriormente, Lwoff en 1939 la reclasifico dentro del género
Moraxella, el cual incluia diplococos Gram negativos aislados de la mucosa

nasofaringea, conjuntiva y tracto urogenital.

La QIB fue transmitida por transferencia directa de exudado ocular o nasal de bovinos
infectados a bovinos sanos (Reid & Anigstein, 1945). Posteriormente, fue posible
producir la infeccion experimental en terneros usando un cultivo puro de Moraxella
bovis (Barner, 1952). A partir de este estudio se propuso desarrollar un agente
inmunizador dado que los animales que se recuperaron de la QIB no fueron
susceptibles a una reinfeccion con el mismo patdgeno luego de un afio de la infeccion
experimental. A su vez, Barner encontré que la enfermedad Ilamada “ojo rosado” (del
inglés pink eye) y que era causada por M. bovis en ganado bovino, era naturalmente
infecciosa y por este motivo la queratoconjuntivitis fue llamada “Queratoconjuntivitis

Infecciosa Bovina”.



Sintomatologia asociada a la QIB

El periodo de incubacion de la QIB frecuentemente es de 2-3 dias, aunque se registran
intervalos de hasta 3 semanas después de la inoculacion experimental. Entre los signos
mas tempranos cabe destacar la hiperemia de los vasos corneales y el edema
conjuntival, casi siempre acompafiado de abundante lagrimeo acuoso, blefarospasmo,
fotofobia y en algunos casos fiebre, anorexia y disminucién en la produccion de leche
(Angelos, 2010; Carmo et al., 2011). Transcurridos 1-2 dias aparece una pequefia
opacidad en el centro de la cornea que puede llegar a ulcerarse. Esta opacidad se va
haciendo cada vez mas extensa y en el momento de inflamacion méaxima, alrededor de
6 dias después de los primeros signos, puede cubrir toda la cérnea (Angelos, 2010). A
medida que mejora la inflamacién aguda, las secreciones oculares se tornan
purulentas y la opacidad se comienza a contraer para curarse por completo al cabo de

un curso total de 3 a 5 semanas (Blood & Radostits, 1992).

Se ha descrito que en el transcurso de un mes se puede constatar sintomatologia en
préacticamente la totalidad del ganado (Baptista, 1979). Se calcula que sélo en un bajo
porcentaje de los casos quedan opacidades residuales (Blood & Radostits, 1992).
Unicamente en los casos en los cuales la enfermedad es grave, la cérnea adopta forma
cbnica, con intensa vascularizacion y la ulceracion del vértice de la zona inflamada
produce trayectos profundos en el 6rgano, repletos de pus y rodeados de una zona de
eritematosa. En estos casos es cuando puede llegar a suceder ruptura de la cdrnea y

eventualmente ceguera (Carmo et al., 2011).



Transmision de la QIB

Los bovinos representan el Unico reservorio natural conocido de M. bovis y se ha
sugerido que podrian mantener la bacteria durante el invierno y ser fuente de
infeccion para animales mas jovenes durante el verano (Pugh & Hughes, 1966).
Existen diversos serotipos de M. bovis y se ha observado que el mismo serotipo puede
prevalecer de afio en afio en un predio, probablemente en los animales portadores

(Moore & Rutter, 1987).

La enfermedad es més frecuente en verano y otofio y alcanza caracter epizodtico
cuando hay abundancia de pasturas, moscas y polvo, por lo que se cree que alguno de
estos podria ser el agente transmisor al estar contaminado por secreciones oculares de
animales enfermos. La mosca Musca autumnales, conocida como mosca de la cara por
su preferencia por la zona que rodea a los ojos, podria ser un vector importante de la
infeccion pues se ha determinado que es portadora de M. bovis durante periodos de al
menos 3 dias (Alexander, 2011; Glass & Gerhardt, 1983). En condiciones
experimentales, se ha determinado que la transmision de QIB no suele ocurrir en

ausencia de moscas y si en su presencia (Kolpecky et al., 1986).
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Agentes predisponentes de la QIB

Existen distintos factores epidemiologicos que se suman a los agentes etiologicos y
juegan un papel importante en la ocurrencia y/o severidad clinica de la QIB. Entre los
mas importantes se encuentran el estrés, condiciones ambientales predisponentes
(viento, polvo y aumento de intensidad de radiacion solar que irritan los 0jos), fisicos
(pastos encafiados, alimentos en batea con polvillo, traumas fisicos entre animales) y
bioldgicos (alérgenos en el aire, moscas vectores del agente, virus y bacterias asociadas
a los agentes etioldgicos de la enfermedad, raza y edad del bovino, cepa causante de la
enfermedad y estado inmune de los bovinos) (Baptista, 1979; Brown et al., 1998). No
obstante, es importante tener claro que sin el agente etiolégico responsable de la
enfermedad no se producen la queratitis y conjuntivitis tipicas de la afeccion, aunque

se trate de una enfermedad considerada como un sindrome multifactorial.

La radiacion ultravioleta (UV), particularmente la parte del espectro que causa
guemaduras solares (<320 nm) varia de acuerdo a la latitud, altitud y época del afio
(Hughes, 1981). Estos rayos UV, abundantes en el verano y el polvo ambiental
provocan irritacion de los ojos. Bajo condiciones de campo a largo plazo, Hughes y
Pugh (1970) y Lepper y Barton (1987) demostraron que el aumento de la radiacion
solar incrementaba la tasa de infeccion y la aparicion de signos clinicos de QIB. A su
vez, la irradiacion experimental de los ojos de vacas con radiacion UV, antes de la
inoculacion con M. bovis, facilito la infeccidén y causé graves signos clinicos (Hughes

etal., 1965; Hughes et al., 1968a; Kopecky et al., 1980; Pederson et al., 1972).

11



Pese a que los casos de QIB ocurren predominantemente durante los meses de
temperatura mas alta del afio, también se reportan brotes en invierno cuando el
ganado se encuentra confinado en establos cerrados o en lotes de engorde intensivo

(Hughes & Pugh, 1970; Snowder et al., 2005; Thrift & Overfield, 1974).

Los traumas fisicos se originan por la agresion, golpes y choques entre animales
durante la manipulacién que pueden dafiar los 0jos. Los cuerpos extrafios tales como
la paja, el pienso, forraje y granos de arena pueden ocasionar el desgaste de la cornea.
A su vez la cornea se puede dafiar por el pastoreo cerca de los margenes del campo, las
espinas, los alambres de puas y los tallos secos de hierba. En conjunto, estos agentes
traumatizantes podrian potencialmente facilitar el ingreso a la cornea de agentes

patdgenos (Alexander, 2011).

Por otro lado, las moscas de la cara no s6lo actan como vectores, como se Vio
previamente, sino que también son irritantes oculares que permiten el establecimiento
de la infeccion. EI movimiento de la mosca mientras esta posada en el o0jo causa dafio
ocular y un aumento de las secreciones (Van Geem & Broce, 1985). Existen también
otros agentes causales que pueden aparecer en forma combinada con M. bovis y de esa
manera provocar lesiones mas graves. Entre éstos agentes encontramos el Herpes virus
Bovino, Moraxella catarrhalis, Mycoplasma spp. y Chlamydia spp. colaborando
sinérgicamente con la patogenicidad caracteristica de la QIB (Langford & Dorward,
1969; Mohanty & Lillie 1970; Sykes et al., 1962). La mayoria de los autores considera
a los agentes nombrados anteriormente como microorganismos asociados a casos de
QIB, siendo los Unicos agentes etioldgicos que producen QIB bacterias pertenecientes

al género Moraxella spp..

12



A pesar de que todas las razas de bovinos pueden ser afectadas por la QIB,
comunmente se observa que existe una prevalencia mucho maés alta de la enfermedad
en las razas europeas (Dodt, 1977; Makinde et al, 1985; Snowder et al., 2005;
Webber & Selby, 1981). A su vez, no solo la prevalencia de la enfermedad es mayor
sino que la severidad y la afeccion uni o bilateral en los 0jos es mucho mas marcada en
el ganado tipo europeo que en el ganado cebuino y sus cruzas. Experimentalmente
también se ha observado que la raza Hereford y sus cruzas son mas susceptibles a la
enfermedad (Snowder et al., 2005; Ward & Nielson, 1979), seguidas por las razas
Aberdeen Angus y Charolais. La falta de pigmentacion de los parpados es un factor
fundamental en esta variacion de la susceptibilidad observada (Pugh et al., 1986;

Ward & Nielson, 1979).

Snowder y colaboradores (2005) determinaron que la incidencia de QIB también
estaria relacionada a la edad de los animales, observandose un aumento significativo
en el nimero de casos a partir de los 45 dias de edad y comenzando a declinar a partir
de los 130 dias. A pesar que los terneros son generalmente mas susceptibles a la QIB
que los animales de mas edad (Hughes & Pugh, 1970; Slatter et al., 1982; Webber &
Selby, 1981;), los adultos pueden ser afectados gravemente cuando el rodeo no ha sido

expuesto previamente al agente etioldgico (Baptista, 1979; Hughes & Pugh, 1970).
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Agentes etioldgicos de la QIB

Como se comentd anteriormente, tradicionalmente se ha considerado a la bacteria
Gram negativa M. bovis, perteneciente a la familia Moraxellaceae, como el agente
etiologico de la QIB (Alexander, 2011; Baptista, 1979; Barner, 1952; Bryan et al.,
1973; Hughes et al., 1965; Jackson, 1953; Jones & Little, 1924; Pederson et al., 1972;
Pugh et al., 1968). Sin embargo, estudios recientes han establecido la existencia de
otras especies pertenecientes al género Moraxella, Moraxella ovis (anteriormente
denominada Branhamella ovis) y Moraxella bovoculi, asociadas a casos de QIB
(Angelos et al., 2007a; Cerny et al., 2006; Elad et al., 1988; Nagy et al., 1989). Sin
embargo, alin no se ha establecido exactamente el papel de estas dos Ultimas especies

en la patogenia de la enfermedad.

Moraxella bovis

M. bovis es un patégeno oportunista, que se encontré no solo en animales con
sintomatologia clinica de QIB sino que incluso se lo encontro en la conjuntiva y en las
secreciones nasales de bovinos sin ningun signo o antecedente de infeccion (Pugh &
McDonald, 1986). O’Connor y colaboradores (2012) en un estudio cohorte realizado
con 478 0jos no encontraron una asociacion entre una previa exposicion a M. bovis y

la subsecuente incidencia de QIB. Sin embargo, estos autores determinaron que M.
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bovis es mas frecuentemente recuperada de 0jos con lesiones por QIB que de ojos no

afectados y por este motivo se lo considera su agente causal.

Moraxella bovoculi

M. bovoculi fue propuesta hace pocos afios como una nueva especie del género
Moraxella, muy cercana filogenéticamente a M. bovis y M. ovis (Angelos et al., 2007a).
M. bovoculi es un coco Gram negativo que fue aislado de corneas ulceradas de bovino
en el verano del aflo 2002 durante un brote de QIB ocurrido en el norte de California,
Estados Unidos (Angelos et al., 2007a). Durante este brote se tomaron muestras de 138
ojos de bovinos de entre 3 y 9 meses de edad con sintomatologia clinica de QIB. Los
examenes microbioldgicos permitieron aislar 29 cepas de M. bovis y 18 cepas B-
hemoliticas con forma de cocos Gram negativos. Las secuencias del ADNr 16S de estas
18 cepas presentaron un 99,9% de homologia entre ellas y el analisis filogenético
permitid colocarlas dentro del grupo de similaridad a M. bovis y M. ovis (Pettersson et
al.,, 1998). Sin embargo, los porcentajes de homologia obtenidos entre las tres especies
de Moraxella con morfologia de cocos fueron inferiores al 96%. Las caracteristicas
fenotipicas y genotipicas permitieron a Angelos y colaboradores (2007) definir estas

nuevas cepas e incluirlas en una nueva especie a la que denominaron M. bovoculi.

M. bovoculi se describié como un nuevo miembro del género Moraxella en base a la
secuencia nucleotidica de seis genes housekeeping (aquellos que codifican para
proteinas esenciales para el funcionamiento general de las células), de los genes que
codifican para las subunidades de ARNr 16S y 23S asi como de la region intergénica

ubicada entre ambos (ITS). A su vez, los analisis bioquimicos mostraron diferencias
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entre los aislamientos de M. bovoculi, M. bovis y M. ovis (Angelos et al., 2007a;
Angelos & Ball, 2007a). Se encontr6 que M. bovoculi podia ser diferenciada
bioquimicamente de M. bovis en base a la actividad fenilalanina desaminasa positiva y
a la incapacidad de expresar gelatinasa (Angelos et al., 2007a). No obstante, luego de
la primera identificacion de M. bovoculi fenilalanina desaminasa positivos se
identificaron aislamientos de M. bovoculi, pero que resultaron fenilalanina

desaminasa negativos (Angelos & Ball, 2007a).

Segun Angelos (2010) M. bovoculi es causante de QIB, aunque aun no haya

demasiados estudios sobre la patogenicidad de esta nueva especie.

Moraxella ovis

M. ovis ha sido aislada de casos de QIB, principalmente de animales jovenes, aunque
aun no estd completamente dilucidado su papel en la patogénesis de la enfermedad
(Elad et al.,, 1988; Nagy et al., 1989). Cerny y colaboradores (2006) examinaron la
presencia de factores de virulencia descritos en M. bovis en aislamientos clinicos de M.
ovis con el objetivo de dilucidar la importancia de esta Ultima en la etiologia y
desarrollo de la QIB. Estos autores evaluaron el efecto de cultivos de M. ovis sobre
diferentes tipos de células de origen bovino y encontraron que los aislamientos
exhibieron actividad hemolitica sobre eritrocitos y actividad citotoxica sobre células
mononucleares sanguineas y células del epitelio de la cérnea, lo que sugiere que M.

ovis juega un papel en la patogénesis de la QIB.
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Cada vez son mas los investigadores que sugieren que los aislamientos clasificados
como M. ovis corresponderian a la especie que hoy en dia se denomina M. bovoculi

(Angelos, 2010; O’Connor et al., 2012).

Factores de virulencia de Moraxella spp. asociados a QIB

Las lesiones ocasionadas por la QIB generalmente se localizan en el ojo sin llegar el
microorganismo a la corriente sanguinea de los animales afectados. La infeccion
experimental de M. bovis en bovinos ha resultado en Ulceras de cdrnea, erosiones
conjuntivales y la acumulacion de fibrina, neutrofilos y bacterias en el estroma corneal
(Rogers et al, 1987a, 1987b). En base a los experimentos para reproducir la
enfermedad en terneros gnotobidticos (Pugh et al.,, 1978) y a los estudios de cultivos
sobre tejido corneal (Chandler et al., 1985), se ha sugerido que probablemente exista

una gran variacion de virulencia entre cepas de M. bovis (Pugh & Hughes, 1970a).

Entre los factores de virulencia que se asocian a la patogenicidad de Moraxella spp., se
encuentran la expresion de fimbrias, hemaglutininas, hemolisinas, fosfolipasas,
sistemas de adquisicion de hierro y enzimas proteoliticas e hidroliticas (Postma et al.,

2008).
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Fimbrias, Hemaglutininas y Biofilms

Fimbrias

Las fimbrias son proteinas de superficie cuya funcion es la adhesion de la bacteria a
receptores especificos presentes en las células blanco (Chandler et al., 1979; Gil
Turnes, 1983). Las fimbrias de M. bovis son del tipo 1V, resisten 65 °C durante una
hora y se inactivan luego de 30 min a 100 °C. En M. bovis las fimbrias se encuentran
distribuidas alrededor de la célula y las mismas miden de 1 a 4 um de largo y

aproximadamente 6 nm de didmetro (Keizer et al., 2001).

La expresion de las fimbrias de M. bovis se pierde luego de varios pasajes por cultivo,
resultando en un fenotipo liso. Las cepas fimbriadas se adhieren a superficies celulares
bovinas mejor que las cepas no-fimbriadas (Annuar & Wilcox, 1985). A su vez, se ha
propuesto que solo las cepas fimbriadas de M. bovis son capaces de establecer
infeccion ocular y causar signos clinicos de QIB en bovinos inoculados
experimentalmente (Chandler et al., 1979; Jayappa & Lehr, 1986; Lepper & Power,

1988; Pugh & Hughes, 1971).

Dos tipos funcionalmente diferentes de fimbrias, llamadas | y Q han sido identificadas
(Marrs et al., 1985). La fimbria Q (previamente llamada ) estimula la union inicial de
la bacteria a la cornea bovina, mientras que la fimbria | (previamente llamada o) se
asocia a la persistencia local y mantenimiento de la infeccién (Ruehl et al.,, 1993). Una
cepa de M. bovis es capaz de producir ambos tipos de fimbrias (Marrs et al., 1985) y
transiciones bidireccionales entre la expresion de ellas ocurren como resultado del
“switch” en una region cromosomal de 2.1 kb (variacion de fase, Figura 1) (Marrs et

al., 1988).
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Figura 1. Representacion esquematica de la region de inversion del ADN que codifica las fimbrias de
tipo IV de M. bovis. Entre paréntesis se indica el segmento de ADN invertible. La flecha indica el
comienzo y sentido de la transcripcion. Figura adaptada de Heinrich & Glasgow (1997).

—<

Los segmentos génicos que codifican para el extremo carboxi terminal de las proteinas
fimbriales Q e | estan orientados en direcciones opuestas del segmento invertible. La
orientacion de este segmento determina la proteina que sera producida. Un gen, piv,
localizado inmediatamente adyacente al segmento invertible, codifica una invertasa de
ADN sitio-especifica que determina el gen fimbrial a transcribir (Heinrich & Glasgow,
1997; Lenich & Glasgow, 1994; Marrs et al., 1990). Un marco de lectura (ORF del
inglés Open Reading Frame) tfpB fue encontrado en el segmento invertible, pero su

funcién no ha sido claramente dilucidada hasta el momento.

Diversos estudios han demostrado que cepas de M. bovis que expresan fimbrias de tipo
Q son mas eficientes en establecer la infeccidon y por lo tanto son méas patogénicas que
cepas que expresan fimbrias de tipo | (Ruehl et al., 1988; 1993). El cambio entre
fimbrias | y fimbrias Q de M. bovis es probable que sea importante en la evasion de la

respuesta inmune del hospedador (Angelos, 2010).

Por medio de andlisis inmunoldgicos basados en la técnica de ELISA fueron descritos
seis serogrupos de fimbrias de M. bovis (Lepper & Hermans, 1986). Posteriormente, un
estudio con mayor numero de cepas usando aglutinacion, ELISA e

inmunoelectroforesis describid, en base a diferencias en determinantes antigénicos,
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siete serogrupos fimbriales (Moore & Lepper, 1991). La presencia de al menos siete
serogrupos fimbriales asi como la posibilidad de variacion de fase determinada por la
recombinacion sitio especifica de un segmento de ADN cromosomal determina una

elevada variabilidad antigénica.

Finalmente, es importante resaltar que las fimbrias de M. bovis no s6lo son esenciales
para la colonizacion del hospedero sino que también son importantes inmund6genos

(Lehr et al., 1985; Moore & Rutter, 1987).

Hemaglutininas

Las cepas de M. bovis son capaces de aglutinar eritrocitos ovinos a temperatura
ambiente y de cerdo a 4°C (Gil Turnes, 1983). Se ha descrito que las hemaglutininas
de M. bovis podrian tener un papel importante en la adhesion, ya que se ha observado
que cepas no fimbriadas se adhieren a varios tipos de células, a pesar de hacerlo
menos eficientemente que las cepas fimbriadas (Annuar & Wilcox, 1985). La
hemaglutinacion de M. bovis se estudi6 con suspensiones bacterianas
autoaglutinantes. Suspensiones bacterianas tratadas con MgCl, fueron no

autoaglutinantes y no hemaglutinantes (Gil Turnes, 1983).

En el 2006 Kakuda y colaboradores identificaron en M. bovis dos ORFs denominados
flpA y flpB, en un plasmido de 44 kb, pMBO-1. Estos ORFs posiblemente codifiquen
proteinas homologas con las hemaglutininas filamentosas de Bordetella pertussis
(FHA) que le permiten a este patogeno adherirse a las superficies mucosas. En el
plasmido pMBO-1 también fue descrito un ORF que posiblemente codifique para una

proteina involucrada en la secrecién de las hemaglutininas y un ORF que codificaria
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una proteina accesoria de Flp (Fap). Esta ultima tiene similitud con la proteina
accesoria FhaC necesaria para la interaccion con FHA de B. pertussis permitiéndole

atravesar el espacio periplasmico de la superficie celular (Kakuda et al., 2006).

Biofilms

La gran mayoria de la vida bacteriana en la naturaleza en vez de encontrarse en estado
planctdnico, se encuentra formando comunidades llamadas biofilms (Costerton, 1995;
Kolter & Greenberg, 2006). Los biofilms estan constituidos por una o varias especies
bacterianas que se adhieren entre si y a superficies o interfaces expuestas, bidticas o
abidticas y que se encuentran incluidas en una matriz polimérica hidratada de
produccién propia (Davey & O’Toole, 2000; Donlan, 2002). La importancia de los
biofilms se destaca por su papel en muchas enfermedades cronicas, la resistencia a los
antibidticos, la contaminacion biologica y el tratamiento de las aguas residuales (Fux et

al,, 2005).

El crecimiento de los biofilms suele ser representado como una serie de discretas fases
de un ciclo de vida (Stoodley et al., 2002) que comienza cuando las células entran en
contacto con una superficie, ya sea al azar o por quimiotaxis hacia atrayentes
quimicos (Freter, 1981; Pratt & Kolter, 1998). La adhesion inicial a esta superficie es a
menudo reversible, de tal manera que las células pueden separarse si las condiciones
cambian. Tras la unién, las bacterias se multiplican para formar grupos densos de
células que caracterizan a los biofilms. Dentro de esta estructura, junto con las celulas
se encuentran atrapados: el agua, iones solubles de bajo y alto peso molecular,

polisacaridos y ADN. En muchos biofilms esta matriz retiene agua y al estar hidratados
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adoptan un estado semisolido, en el cual el principal componente de la matriz es agua,

Ilegando a ocupar hasta un 97% del mismo (Zhang et al., 1998).

A pesar de que la capacidad de M. bovis de formar biofilm ha sido escasamente
estudiada, una gran variedad de infecciones oculares se han asociado a los biofilm
(Elder et al., 1995; Murugan et al., 2010). Se ha descrito que las fimbrias de tipo IV son
los factores méas importantes en la union de M. bovis a la superficie de las células
corneales epiteliales in vitro y en el establecimiento de la infeccidn en los ojos de los
bovinos (Lepper & Power, 1988), pudiendo jugar éstas un papel importante en el

desarrollo de biofilms por este patdgeno.

Hemolisinas

La mayoria de las cepas de M. bovis sintetizan hemolisinas que tienen propiedades
hemoliticas dependientes de calcio, corneotdxicas y leucotdxicas y, por lo tanto, tienen
una importante funcion en la patogénesis de este microorganismo (Billson et al., 2000;
Gray et al., 1995). Estas toxinas tienen la propiedad de degradarse muy facilmente una
vez que son liberadas por la bacteria, pero a pesar de ello son capaces de producir

dafo en la cornea.

Se encontro una correlacion entre la capacidad de M. bovis de producir f-hemolisinas
sobre agar sangre y la capacidad de este patdgeno de producir enfermedad clinica en
animales susceptibles experimentalmente desafiados (Nayar & Saunders, 1975; Pugh &
Hughes, 1968; 1971) y en brotes epidémicos (Hughes et al., 1970; Lepper & Barton,

1987).
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Cepas no hemoliticas de M. bovis son aisladas frecuentemente de bovinos y su papel en
la patogenia es controversial. Inicialmente se sugirio que estas cepas eran capaces de
desarrollar QIB (Pugh & Hughes, 1970a). Sin embargo, estudios posteriores

demostraron que no estarian asociadas a la enfermedad (Brown et al., 1998).

La B-hemolisina de M. bovis (MbxA) pertenece a la familia RTX de exo-proteinas
bacterianas y se caracteriza por producir poros en la membrana citoplasmatica de
diversas células, provocando eflujo de potasio, desequilibrio osmotico y lisis (Angelos
et al, 2001; Billson et al., 2000). Esta exotoxina esta codificada en un operén
compuesto por 5 genes denominados 5’-mbxC-mbxA-mbxB-mbxD-tolC-3’. El gen
mbxA codifica una proteina de aproximadamente 98,8 kDa, MbxA (Angelos et al.,
2001). En MbxA existe una secuencia de aminoacidos caracteristica de las toxinas
RTX, incluyendo repetidos ricos en glicina en el extremo carboxi-terminal (Angelos et
al,, 2001). La toxina MbxA es activada por el producto del gen mbxC y transportada
por proteinas de membrana codificadas por los genes mbxB y mbxD (Angelos et al.,

2001).

Angelos y colaboradores (2003) observaron por PCR y Southern blot la ausencia de
hibridacion entre sondas especificas para el gen mbx y ADN gendmico aislado de
cepas no hemoliticas de M. bovis. Cuando se analizé el ADN que rodeaba los extremos
5y 3 de mbxCABDtolC en cepas hemoliticas se encontraron diversas regiones
repetidas de aproximadamente 700 pb rodeando al operdn (Hess & Angelos, 2006).
Sin embargo, cuando se analizaron cepas no-hemoliticas de M. bovis las mismas
tenian sélo uno o directamente no tenian estas secuencias repetidas. La organizacion

genética, el menor contenido G+C de mbxCABDtoIC, las secuencias repetidas en las
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cepas hemoliticas de M. bovis y su ausencia en cepas no hemoliticas de M. bovis,
sugieren que el operon mbx de M. bovis esta localizado en un elemento genético
movil, especificamente en una isla de patogenicidad (PAls del inglés Pathogenicity
Associated Islands). Este es el primer elemento perteneciente a una PAI demostrado en
M. bovis y ha sido denominado PAI I+ison 1. Hess y Angelos (2006) sugirieron que las
cepas no-hemoliticas de M. bovis pueden convertirse en hemoliticas y potencialmente

patogénicas por adquisicion directa del operon mbx.

Operones RTX completos han sido identificados en M. bovoculi y M. ovis (Angelos et
al.,, 2007b). En M. bovoculi el operén fue denominado mbv y comprende los genes
mbvCABDtolIC, mientras que en M. ovis el operén fue denominado mov y comprende
los genes movCABDtolC. Se ha descrito que el suero policlonal obtenido en conejo
contra MbvA neutralizé la actividad hemolitica de M. bovoculi y M. ovis, pero no asi la
actividad hemolitica de M. bovis. El suero policlonal obtenido en conejo contra MbxA
neutraliza sélo parcialmente la actividad hemolitica de M. bovoculi y M. ovis (Angelos
et al, 2007b). MbvA y MovA tienen aproximadamente un 98% de identidad en la
secuencia de aminodcidos deducida, mientras que en la secuencia aminoacidica
deducida de M. bovis MbxA tiene aproximadamente un 83% de identidad con MbvA y

MovA (Angelos et al., 2007b).

Las hemolisinas de Moraxella spp. son de naturaleza proteica, lo que les confiere la
capacidad para actuar como antigenos en vacunas, A su vez, Angelos y Ball (2007a)
demostraron la homogeneidad genética a nivel de citotoxinas de M. bovis de cepas de

M. bovis obtenidas de diversos origenes geograficos. Por estos motivos se ha sugerido
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gue una vacuna basada en citotoxinas puede prevenir la QIB ocasionada por multiples

cepas de M. bovis.

Se ha descrito que el ganado recuperado de casos de QIB desarrolla respuesta en
anticuerpos anti-hemolisinas que puede neutralizar las hemolisinas de varias cepas de
M. bovis (Billson et al., 1994; Hoien-Dalen et al., 1990; Ostle & Rosenbusch, 1985). A
su vez, el ganado que ha sido vacunado con hemolisinas de M. bovis resultd protegido

contra desafios heterdlogos (Billson et al., 1994).

Fosfolipasa B y enzimas hidroliticas y proteoliticas

En M. bovis se ha descrito la presencia de un gen llamado plb que codifica una
fosfolipasa B (Farn et al., 2001). Plb, una proteina compacta, globular, soluble, con una
estructura tipica de autotransportadores convencional. La actividad enzimatica de la
fosfolipasa B de 66 kDa sobre fosfolipidos de membrana puede resultar en la lisis
celular. Esta proteina es una lipasa serina triacilglicerol y contiene un motivo
aminoacidico compuesto de Gly-Asp-Ser-Leu alrededor de su sitio activo y por esta
razon pertenece a la familia GDSL de proteinas lipoliticas (Farn et al., 2001). Aunque
aun no esté claro el papel de la proteina Plb en la patogénesis de M. bovis, se ha
sugerido que podria ser un antigeno candidato para su inclusion en vacunas contra
QIB (Angelos et al., 2010). Esto se debe a que Plb fue detectada por Western blot en
cepas representativas de todos los serogrupos descritos de M. bovis (Farn et al., 2001).
Los genes que codifican Plb pudieron ser expresados en forma recombinante en
Escherichia coli con alto grado de pureza y rendimiento (Shiell et al., 2007). Plb fue

secretada bajo dos formas que tuvieron secuencias aminoacidicas idénticas pero que
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difirieron en tamafio y punto isoeléctrico, indicando que la fosfolipasa B nativa puede
existir en dos posibles estados que posiblemente difieran en su estado de oxidacion de

los residuos de cisteina (Shiell et al., 2007).

Enzimas hidroliticas (esterasa C4, esterasa-lipasa C8, lipasa C14, fosfoamidasa,
hialuronidasa y fosfatasa) y enzimas proteoliticas (aminopeptidasas y gelatinasa)
también han sido identificadas en el sobrenadante de cultivos de M. bovis y M.
bovoculi. Se ha sugerido que las mismas participarian en la produccion de ulceras
corneales junto a fibrinolisinas y las enzimas con actividad hemolitica, anteriormente

descritas (Angelos et al., 2007; Frank & Gerber, 1981).

Sistemas de adquisicion de hierro

El hierro es un elemento esencial para el crecimiento de practicamente toda forma de
vida ya que se necesita en la produccion proteica y para la sintesis de ADN y ARN
(Fenwick et al.,, 1996). Las bacterias presentan diversos mecanismos para obtener
hierro, dentro de estos se encuentra la secrecion de sideroforos que forman complejos
con la fuente de hierro y se unen a la superficie bacteriana mediante receptores
especificos. La capacidad que tienen las bacterias patdégenas de captar el hierro en el
organismo hospedador contribuye a la patogenicidad del mismo ya que facilita su
persistencia y crecimiento. Estudios in vitro sugieren que M. bovis posee un eficiente
sistema de adquisicion de hierro constituido por sideroforos y proteinas de membrana
externa (PME) que reconocen lactoferrina y transferrina bovina, dos proteinas capaces
de quelar el hierro presente en secreciones mucosas y en el suero sanguineo,

respectivamente (Brown et al., 1998; Fenwick et al., 1996). Yu y Schryvers (1994)
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identificaron dos proteinas de union a la transferrina, Tbpl y Tbp2, en la membrana
celular de M. bovis. Estas proteinas resultaron especificas para transferrina bovina
pero no para la ovina o caprina. En trabajos posteriores realizados por los mismos
investigadores se identificaron en M. bovis las proteinas de unién a transferrina ThpA
y TbpB asi como proteinas de union a la lactoferrina LbpA y LbpB (Yu & Schryvers,
2002). La capacidad de M. bovis de multiplicarse en medios con bajo contenido de
hierro sugiere un papel de este atributo en la virulencia. Mutantes isogénicas
deficientes en las proteinas LbpA y/o LbpB demostraron una reduccién en la unién a
lactoferrina y fueron incapaces de utilizar la lactoferrina bovina para crecer. Se ha
postulado que la proteina LbpB podria ser un candidato para su incorporacioén en

vacunas contra QIB (Angelos et al., 2010).

Fenwick y colaboradores (1996), por su parte, también estudiaron el efecto de la
limitacion de hierro sobre la expresion de proteinas de M. bovis y descubrieron dos
PME asi como posibles siderdforos que se inducirian en estas condiciones. Una de estas
PME, de aproximadamente 78 kDa ha sido propuesta como receptor de sideroforos. El
mecanismo de regulacion de la expresion de proteinas en M. bovis en respuesta a la
disminucion de la concentracion de hierro ambiental fue estudiado por Kakuda y
colaboradores (2003a). Este grupo de investigadores encontré que M. bovis poseia el
gen fur (ferric uptake regulator), el cual fue clonado y caracterizado, encontrando que
la expresion de Fur disminuye cuando existe hierro disponible y que Fur se une a un
fragmento de ADN upstream del gen fur. Estos autores también describieron una
proteina de 79 kDa reprimible por hierro denominada IrpA y negativamente regulada
por Fur. Cepas de M. bovis deficientes en IrpA vieron reducida su capacidad de crecer

en condiciones donde la fuente de hierro en el medio es transferrina bovina o
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lactoferrina bovina (Kakuda et al., 2003b). A su vez, IrpA fue propuesta como
candidata de vacunas dado que se encontré conservada en una coleccion de

aislamientos de M. bovis (Kakuda et al., 2003b).

Estrategias de tratamiento y prevencion de la QIB

Tratamiento

El tratamiento de los casos clinicos de QIB debe comenzar inmediatamente que la
enfermedad ha sido diagnosticada evitando de esta forma que ocurran lesiones
irreparables en la coérnea del animal. Diversas medidas terapéuticas locales y
sistémicas han sido usadas largamente para el tratamiento de la QIB. Tradicionalmente
los antibidticos se han empleado para tratar los animales con QIB y disminuir la
posibilidad de contagio del resto de los animales. La cdrnea bovina posee la capacidad
de una buena cicatrizacion de Ulceras profundas. Este hecho combinado con la amplia
gama de antibidticos que se usan para combatir los casos de QIB lleva a que gran parte

de los tratamientos sean eficaces (Angelos, 2010).

En general, para la administracion de los antibi6ticos y antiinflamatorios via local se
utilizan aerosoles asi como pomadas o unguentos (Blood & Radostits, 1992). Su empleo
resulta efectivo si la dosificacion puede repetirse de acuerdo a las indicaciones

terapéuticas, prolongandose el tratamiento al menos por varios dias. El efecto de
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barrido y diluyente de las lagrimas conspira contra la permanencia de los productos
en dosis terapéutica sobre la conjuntiva y cérnea, lo que hace necesario repetir las
aplicaciones. Sin embargo, es casi imposible hacer uso de estas formas
medicamentosas en rodeos numerosos con indices de incidencia elevados por la
dificultad que implica movilizar los animales repetidamente (Blood & Radostits, 1992).
En estos casos la utilizacion de drogas de larga accion por via parenteral sistémica o
local es la opcion mas indicada, ya que mantiene una concentracion elevada en
lagrimas por 48 a 72 hs. Entre las drogas con efectividad contra M. bovis se pueden
mencionar oxitetraciclina, gentamicina, cefalosporinas, trimetroprim, nitrofuranos
amoxicilina y tilmicosin (George et al., 1984). Sin embargo, hay que tener presente
que M. bovis recuperada de diferentes rodeos (George et al., 1984) o de diferentes
animales del mismo rodeo varia en su respuesta a drogas antimicrobianas (Gil Turnes
& Albuquerque, 1984). Por estos motivos la terapia antibidtica no asegura ni la
curacion clinica ni la eliminacion del agente en los animales portadores (Nagy et al.,

1989; Punch, 1985).

La deteccion temprana de animales con signos de QIB, el aislamiento y la
identificacion del agente patogénico si es posible y el control de los insectos vectores

son de gran importancia para el manejo de los rodeos con casos clinicos de QIB.

Prevencion
Entre las medidas profil&cticas m&s comUnmente empleadas para proteger a los
animales de la QIB se encuentra la vacunacion ya sea con ceélulas totales inactivadas

(bacterinas) o proteinas bacterianas purificadas o recombinantes (Hughes & Pugh,
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1971; Lepper et al., 1993; Pugh & McDonald, 1982; Smith et al., 1990; Webber &
Selby, 1981). Sin embargo, con frecuencia la proteccion inducida por estas vacunas no

es total (Burns & O’Connor, 2008).

Vacunas basadas en células bacterianas

Los primeros estudios sobre inmunidad frente a la QIB fueron realizados por Hughes y
colaboradores (1968b), quienes inmunizaron vacunos con diferentes cepas de M.
bovis y los re-expusieron a cepas homologas y heterdlogas. Luego de una primera
exposicion el 100% de los animales result6 infectado y un 66% desarroll6 queratitis,
mientras que luego de la segunda y tercera exposicion el 55% resultd infectado y sélo
un 3,4% desarroll6 queratitis. Este 3,4% correspondié a animales que fueron re-
expuestos a cepas heterdlogas de M. bovis. La reduccion en la tasa de infeccion se
asocio al desarrollo de inmunidad. A su vez, se observd que animales vacunados
intramuscularmente con cepas vivas de M. bovis desarrollaron menor tasa de QIB
luego del desafio experimental en comparacion al grupo control (Hughes & Pugh,
1971). También se ha descrito que las vacunas formuladas con cepas de M. bovis
inactivadas por formol son efectivas en la prevencion de la QIB inducida
experimentalmente (Hughes & Pugh, 1972). En condiciones de campo, sin embargo,
bacterinas autégenas inactivadas por formol no resultaron protectoras (Hughes et al.,
1976). Pugh y Hughes (1975) también evaluaron el efecto de la inmunizacién de
bovinos con células totales, células lisadas y fracciones fimbriales de tres cepas de M.
bovis y posterior desafio de los animales con cultivos virulentos de M. bovis. El suero

de los animales no susceptibles tuvo mayor titulo en anticuerpos contra las fimbrias
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homdlogas que el suero de animales susceptibles. A su vez, los animales vacunados con
lisado celular no fueron resistentes a la QIB y en el suero de esos animales no se

detectaron anticuerpos contra fimbrias.

La proteccion con una bacterina monovalente tiene por lo general una respuesta
antigénica muy buena, pero sélo si el serogrupo homélogo de la fimbria que conforma
la cepa infectante esta contenido en la vacuna (Pugh et al., 1977). Se sugiere que la
limitada reactividad cruzada a nivel antigénico entre fimbrias heterdlogas y el
surgimiento de nuevos tipos de fimbrias puede llevar a la produccion de brotes de QIB

(Vandergaast & Rosenbusch, 1989).

Por otro lado, Prieto y colaboradores (2003; 2008) han procurado desarrollar métodos
para mejorar la expresion de fimbrias de cultivos de M. bovis para la produccién de
vacunas en biorreactores. Ellos encontraron que la adicién de carboximetilcelulosa en
el medio de cultivo mejoraba la fimbriacion sin alterar las propiedades antigénicas de

las fimbrias (Prieto et al., 2008).

En lo que respecta a M. bovoculi y debido a su reciente descripcion son pocos los
estudios donde se evalud la inmunizacion contra este patégeno. Funk y colaboradores
(2009) encontraron que una vacuna autogena (formada por aislamientos de M.
bovoculi obtenidos de ese mismo animal ese mismo afio) no fue efectiva en prevenir la
QIB natural. A su vez, un estudio reciente realizado por Gould y colaboradores (2013)
evalud la relacion entre M. bovoculi y QIB usando un modelo animal en terneros. Estos
autores establecieron tres grupos al azar, a uno de estos solo se le realizo escarificacion
corneal, a otro se le realizd escarificacion corneal e inoculacién de M. bovoculi y al

tercero se le realizé escarificacion corneal e inoculacion de M. bovis. El 90% de los
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animales inoculados con M. bovis desarrollaron Glceras debidas a QIB, mientras que
los animales inoculados con M. bovoculi no desarrollaron la enfermedad usando este
modelo, sugiriendo que este ultimo podria no ser el organismo causal de la QIB. La
incapacidad de reproducir la infeccion por M. bovoculi puede estar ocasionada por la
dificultad que presenta la reproduccion experimental de la enfermedad. Como se
menciond previamente, es imposible llegar a conclusiones exhaustivas dado el bajo

numero de estudios in vivo realizados con M. bovoculi.

La capacidad protectora de cepas de M. ovis también fue evaluada, encontrandose que
una vacuna formada por cepas de M. ovis autdgenas no fue capaz de proteger a los

animales inmunizados contra la QIB (Funk et al., 2009).

Vacunas basadas en subunidades proteicas

Otra de las opciones de inmunizacion es el uso de vacunas constituidas por
subunidades proteicas. En un ensayo de inmunizacién donde se evalu6 la respuesta a
fimbrias de cepas homologas y heterologas, se demostré que la virulencia de M. bovis
podria ser reducida en presencia de anticuerpos contra fimbrias homologas. No
obstante, en un mismo rodeo se han observado diferentes tipos fimbriales infectando
los ojos de los bovinos; por esta razdn, los anticuerpos protectores tendrian que estar
dirigidos contra todos los tipos fimbriales que posee M. bovis. Esto tiene que ser tenido
en cuenta al momento de formular una vacuna contra QIB basada en subunidades

fimbriales.

Fimbrias purificadas también fueron evaluadas por Zbrun y colaboradores (2012),

quienes las usaron junto a diferentes adyuvantes para determinar cuél de ellos
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brindaba mejor respuesta en anticuerpos IgA locales luego de la administracion
intranasal de vacunas experimentales. La respuesta fue comparada con la respuesta
IgA producida luego de la inoculacién con adyuvante placebo y con una infeccién
natural de QIB. Se observé un aumento significativo en la respuesta IgA anti-fimbrias
cuando los animales se inmunizaron intranasalmente con fimbrias-QuilA y con
fimbrias-Marcol Span, sin embargo, esta respuesta no se asocié con proteccion contra

la QIB ocasionada por M. bovis (Zbrun et al., 2012).

Vacunas recombinantes basadas en las fimbrias de tipo IV de M. bovis también han
sido propuestas y en este sentido fimbrias de M. bovis producidas de forma
recombinante en Pseudomonas aeruginosa han protegido exitosamente a bovinos de

un desafio homologo (Elleman et al., 1990; Lepper et al., 1993).

Por otro lado, otra subunidad bacteriana que ha sido evaluada como posible candidata
de vacunas para prevenir la QIB son las hemolisinas de Moraxella spp.. Ganado
bovino inmunizado con una hemolisina parcialmente purificada de M. bovis fue
protegido de la QIB luego de un desafio experimental con una cepa heterologa de M.
bovis (Billson et al., 1994). George y colaboradores (2005) evaluaron la eficacia de la
inmunizacion con hemolisina de M. bovis parcialmente purificada usando como
adyuvante QuilA. Estos autores observaron que la vacunacion fue efectiva en reducir

los brotes de QIB.

Las limitaciones en la produccion a gran escala de la hemolisina parcialmente
purificada de M. bovis llevaron a investigar la generacion de vacunas recombinantes.
Angelos y colaboradores (2004, 2007c¢) evaluaron si el extremo carboxi-terminal de

MbxA o el extremo carboxi terminal de MbxA unido a las fimbrias, expresados en
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forma recombinante, protegia contra QIB. En estas pruebas, se observo una tendencia
a la reduccion de la ocurrencia de QIB en los animales vacunados comparados con los
animales control. Sin embargo, las diferencias entre ambos grupos no fueron
significativas. Posteriormente, Angelos y colaboradores (2010) inmunizaron de forma
subcutanea bovinos con una vacuna recombinante formada por subunidades del
extremo carboxi-terminal de la citotoxina de M. bovoculi (MbvA) junto a adyuvante
ISCOM vy evaluaron su capacidad de prevenir naturalmente la QIB. En los animales
vacunados con MbvA se observé un aumento significativo de anticuerpos en suero,
respecto a los animales que recibieron sélo adyuvante (control), aunque no se
observaron diferencias significativas en la proporcion de animales que desarrollaron

Ulceras de cérnea.

34



I I IPOTESIS



M. bovis y M. bovoculi son los principales agentes etiologicos de QIB y se sabe que
existen diferentes cepas de estos patogenos circulando simultdneamente a nivel
mundial. Estas dos especies presentan diferencias genéticas y fenotipicas aunque
algunos de los factores de virulencia estan conservados y podrian usarse para el
desarrollo de vacunas contra la QIB. El avance en el conocimiento de las
caracteristicas de estos patdgenos involucrados en la QIB en nuestro pais permitira

contribuir al desarrollo de estrategias efectivas para el control de la enfermedad.
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O BJETIVOS



Objetivo general

El objetivo del presente trabajo consistié en realizar un estudio microbioldgico de la
QIB a nivel nacional con el fin de identificar y caracterizar las cepas asociadas a brotes

clinicos que se encuentran en circulacion.

Objetivos especificos

¢ Identificar fenotipica y genotipicamente aislamientos de Moraxella spp. obtenidos
de brotes de QIB en Uruguay y estudiar la relacién filogenética entre los mismos.

e Caracterizar fenotipicamente una coleccion de aislamientos nativos de Moraxella
spp. por medio de sensibilidad a antibidticos, capacidad de formar biofilms sobre
superficies abioticas, hemaglutinacion, autoaglutinacion y analisis del patron de
proteinas de membrana externa.

e Caracterizar genotipicamente una coleccién de aislamientos nativos de Moraxella
spp. mediante el analisis de la variacion global del genoma empleando RAPD-PCR,
REP-PCR y PFGE, asi como la variacion de genes codificantes de factores de
virulencia.

e Analizar la microbiota bacteriana ocular asociada a los brotes de QIB.
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Coleccion de aislamientos

Se analizé una coleccion de aislamientos bacterianos perteneciente al Departamento
de Microbiologia del IIBCE compuesta de 67 aislamientos clinicos de QIB colectados
en diferentes departamentos de Uruguay (Artigas, Canelones, Cerro Largo, Flores,
Florida, Maldonado, Mercedes, Paysandu, Rocha, San José, Salto, Tacuarembo, Treinta y
Tres) y tomadas en distintos afios (de 1983 a 2009). Cada aislamiento pertenece a un
bovino. Se incluyeron 8 aislamientos obtenidos de un brote de QIB en el estado de
Kansas, Estados Unidos, gentilmente cedidas por el Dr. Brad Fenwick (Kansas State
University) (Tabla 1). A su vez, la coleccion de aislamientos estuvo formada por tres
cepas de referencia (ATCC), Epp63 de M. bovis, BAA1259 de M. bovoculi y 33078 de

M. ovis.

Los aislamientos generados durante la realizacion de esta tesis se obtuvieron por medio
de la introduccion de un hisopo estéril en el saco conjuntival de bovinos con
sintomatologia de QIB; estas manipulaciones fueron realizadas por personal
especializado en cada uno de los establecimientos que remitieron muestras al
Laboratorio. En el lugar de muestreo el hisopo se descargd sobre una placa de agar
suplementada con sangre ovina al 5% (AS) y la placa inoculada se remitio de forma
refrigerada al Laboratorio donde se procesaron. Una vez en el Laboratorio, las placas
inoculadas fueron incubadas durante 24 hs a 37°C. Posteriormente se seleccionaron

las presuntas colonias de Moraxella spp. como aquellas de color gris-blanquecino, de
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hasta 3 mm de diametro y que exhibieron un halo de B-hemdlisis a su alrededor. Por
otro lado, se seleccionaron colonias cuyas caracteristicas macroscopicas no parecian

ser de Moraxella spp. pero que crecieron al menos tres colonias iguales por placa.

Tabla 1. Coleccidn de aislamientos obtenidos a partir de casos clinicos de QIB.

Nombre Origen geografico Afo
Epp63 Cepa referencia (M. bovis, ATCC), Marrs et al., 1985
BAA1259 Cepa referencia (M. bovoculi, ATCC), Angelos et al., 2007a
33078 Cepa referencia (M. ovis, ATCC), Bryn et al., 1977
Fs327 Kansas, EEUU
Fs328 Kansas, EEUU
Fs330 Kansas, EEUU
Fs337 Kansas, EEUU
Fs343 Kansas, EEUU
Sp346 Kansas, EEUU
Fs347 Kansas, EEUU
Fs467 Kansas, EEUU
2419 Uruguay, Florida 1983
2358% Uruguay, Salto 1983
2959 ¢ Uruguay, Salto 1983
2439-2 Uruguay, San José 1983
3346-1° Uruguay, Soriano 1983
3346-11° Uruguay, Soriano 1983
Art Uruguay, Artigas 2004
SES Uruguay, Salto 2004
SER’ Uruguay, Rocha 2005
2693° Uruguay, Rocha 2005
PRO Uruguay, Canelones 2007
T3 Uruguay, Treintay Tres 2007
1965 Uruguay, San José 2008
BM3A* Uruguay, Cerro Largo 2005
BM3B* Uruguay, Cerro Largo 2005
BMb5A* Uruguay, Cerro Largo 2005
BM5B* Uruguay, Cerro Largo 2005
BM6* Uruguay, Cerro Largo 2005
EV083° Uruguay, Maldonado 2006
EV094° Uruguay, Maldonado 2006
Ev121° Uruguay, Maldonado 2006
EV228° Uruguay, Maldonado 2006
EV250° Uruguay, Maldonado 2006
EV345° Uruguay, Maldonado 2006
EV366° Uruguay, Maldonado 2006
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EV378° Uruguay, Maldonado 2006

EV450A° Uruguay, Maldonado 2006
EV450B° Uruguay, Maldonado 2006
EV458° Uruguay, Maldonado 2006
EV541° Uruguay, Maldonado 2006
LC2747° Uruguay, Flores 2006
LC190" Uruguay, Flores 2006
Lco10® Uruguay, Flores 2006
LCc3718° Uruguay, Flores 2006
LC2842F Uruguay, Flores 2006
LC2694° Uruguay, Flores 2006
LCc2852° Uruguay, Flores 2006
LC2680° Uruguay, Flores 2006
Lcoog’ Uruguay, Flores 2006
LCo09* Uruguay, Flores 2006
NIN1° Uruguay, Tacuarembd 2007
NIN9® Uruguay, Tacuarembd 2007
SJo1* Uruguay, San José 2007
SJo2* Uruguay, San José 2007
SJIO3A% Uruguay, San José 2007
SJo3B* Uruguay, San José 2007
SJo4* Uruguay, San José 2007
SJo7* Uruguay, San José 2007
sJog* Uruguay, San José 2007
CANIA® Uruguay, Canelones 2008
CANIB? Uruguay, Canelones 2008
CANII? Uruguay, Canelones 2008
CANIIIA®? Uruguay, Canelones 2008
CANIIIB® Uruguay, Canelones 2008
CANVIA® Uruguay, Canelones 2008
CANVIb?® Uruguay, Canelones 2008
1A1* Uruguay, Treintay Tres 2008
3 A8 Uruguay, Treintay Tres 2008
5120° Uruguay, Paysandu 2009
5148 Uruguay, Paysandu 2009
T71A™ Uruguay, Florida 2009
771B" Uruguay, Florida 2009
FVL® Uruguay, San José 2009
64’ Uruguay, San José 2009
M1° Uruguay, Rocha 2009
M2° Uruguay, Rocha 2009
M3° Uruguay, Rocha 2009

Los aislamientos obtenidos de un mismo brote de QIB estan identificados con igual
simbolo. En lila se indican las cepas ATCC para M. bovis, M. bovoculi y M. ovis. En gris
se marcan los aislamientos evaluados en el Capitulo IV de esta Tesis. En negrita se
marcan los aislamientos obtenidos de brotes de Kansas, EEUU.



Medios y condiciones de cultivo

Los aislamientos puros fueron rutinariamente recuperados en agar base sangre
suplementado con sangre ovina al 5% (AS) o infusion cerebro corazén (Brain Heart
Infusion, BHI) suplementado con sangre ovina e incubados durante 24 hs a 37°C. El
suplemento de los medios con sangre permite un mejor crecimiento de M. bovis y M.
bovoculi. Los aislamientos se conservaron a -20°C en caldo BHI suplementado con
glicerol al 12% con el fin de tenerlos disponibles para el trabajo diario de laboratorio,

y a -80°C en las mismas condiciones para asegurar su preservacion a largo plazo.

Identificacion fenotipica de los aislamientos

Identificacién morfoldgica

La identificacion morfolégica de los aislamientos se realiz6 de manera macroscopica
mediante la observacion de las colonias (tamafio, color y forma) a partir de un cultivo
puro en AS de 24 hs de incubacién a 37°C y mediante el examen microscépico de los

frotis con tincidon de Gram.
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Identificacion bioquimica

Se realizaron las siguientes pruebas bioguimicas convencionales: movilidad
bacteriana, produccion de oxidasa y catalasa (enzimas vinculadas con la respiracion),
produccién de acido o &cido y gas a partir de glucosa, sacarosa y lactosa (TSI),
desaminacion del triptofano y la fenilalanina para formar indol y acido fenilpiravico,
respectivamente, produccion de ureasa, deteccion de aislamientos fermentadores de
lactosa y produccion de exoenzimas como gelatinasas, desoxirribonucleasas y

hemolisinas.

También se evalud la actividad B-hemolitica por la aparicion de un halo transparente

en el medio de cultivo alrededor de las colonias aisladas.

Susceptibilidad antibidtica

La resistencia de Moraxella spp. a los diferentes antibidticos se determind mediante

difusion en placa de agar.

A partir de los cultivos frescos se prepararon suspensiones 0,5 McFarland en solucion
fosfato salino (PBS) y las mismas se inocularon por medio de hisopos de algodon
estériles sobre la superficie de placas de agar Mueller-Hinton (MH) suplementado con
sangre ovina al 6%. Una vez inoculadas, se coloc6 sobre la superficie del agar discos de
papel de filtro conteniendo oxitetraciclina (T, 30 pg), sulfisoxazole (G, 300 ug),
nitrofurantoina (FD300, 300 pg), cloranfenicol (C30, 30 ug), cloxacilina (CX1, 1 ug),
neomicina (N30, 30ug), polimixina B (PB300, 300 ug), tetraciclina (TE30, 30 ug),

trimetoprim sulfametoxazol (SXT25, 25 pg), eritromicina (E15, 15 pg), norfloxacina
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(NOR10, 10 pg), cefalotina (CR30, 30 ug) y rifampicina (RA5, 5 ug). Las placas fueron
incubadas a 37°C y a las 24 hs se determiné el halo de inhibicién alrededor de los
discos conteniendo la droga. El ensayo fue hecho por duplicado. Dado que no hay
estandarizacion sobre criterios disponibles para correlacionar zonas de inhibicion
alrededor de los discos con susceptibilidad o resistencia contra drogas
antimicrobianas, los aislamientos de Moraxella spp. fueron arbitrariamente
considerados resistentes in vitro cuando el crecimiento no fue inhibido. Esta técnica

fue utilizada con la finalidad de biotipificar la coleccion de aislamientos.

Las diferencias en el nimero de aislamientos de M. bovis y M. bovoculi resistentes a

distintos antibi6ticos fueron evaluadas usando el test de Chi-cuadrado.

Formacion del biofilms

La cuantificacion indirecta del biofilms formado por Moraxella spp. sobre superficies
abidticas se evalué empleando el método de tincidn con cristal violeta (CV) (O’'Toole &
Kolter, 1998). Los diferentes aislamientos de Moraxella spp. fueron incubados
estaticamente en placas de poliestireno de 96 pocillos conteniendo BHI. Para visualizar
el biofilm formado se removié el medio, se realizaron lavados con agua destilada y las
células adheridas se tifieron con CV al 1% (p/v) por 20 min. Para la cuantificacion
indirecta del biofilm el CV asociado a las células se solubilizé con etanol 95% y se
determiné la densidad optica a 540 nm (DOsg0). Los ensayos se realizaron por
triplicado. La cuantificacion del biofilms formado por M. bovis y M. bovoculi fue

analizada estadisticamente usando el test no paramétrico de Mann-Whitney.

45



Hemaglutinacion

Con el objetivo de evaluar la capacidad hemaglutinante de los diferentes aislamientos
de Moraxella spp. se empled la técnica descrita por Adegbola y colaboradores (1983).
A partir de cultivos bacterianos frescos incubados a 37°C en condiciones estaticas en
caldo BHI, se prepar6 una suspension en PBS (10° ufc/ml). La actividad
hemaglutinante se determind al mezclar en una placa de hemaglutinacién volimenes
iguales de la suspension bacteriana y de una suspension de eritrocitos frescos de
ovinos al 3% en PBS. Se consider6 un resultado positivo la formacion de grumos
visibles de eritrocitos luego de la incubacion a 37°C con agitacion durante
aproximadamente 5 min. Como control negativo se empleé PBS en lugar de la
suspension bacteriana. Se considerd que un aislamiento era no hemaglutinante luego

de realizar tres ensayos y que todos resultaran negativos.

Autoaglutinacion

Para determinar la capacidad de autoagregacion de la coleccion de aislamientos de
Moraxella spp. se emple6 la técnica descrita por Bibiloni y colaboradores (2001). A
partir de cultivos frescos se realizaron suspensiones bacterianas en PBS a una
DOe0o=1, se agitaron vigorosamente y se midid su DOgoo a distintos intervalos de
tiempo hasta observar saturacion. El coeficiente de autoagregacion (%C) se calculo
empleando la siguiente formula: [1-(DO¢DO;)]*100, donde DO es la DO a un tiempo
dado y DO;la DO inicial. Este coeficiente es un indice que determina la capacidad que
tienen los aislamientos de adherirse entre si. Cuanto mayor es la capacidad de

adherirse, los aislamientos tendran una relacion DO/DQO; tendiendo a 0 y por lo tanto

46



el coeficiente de autoagregacion tendera al 100%. En cambio en los aislamientos que
no se adhieran la relacion DO¢YDO; tendera a 1 y el coeficiente de autoagregacion

tendera al 0%.

Los ensayos se hicieron por triplicado. Los coeficientes de autoaglutinacion de M. bovis
y M. bovoculi fueron analizados estadisticamente usando el test de Mann-Whitney. La
correlacion entre la autoaglutinacion y la formacion de biofilms fue analizada usando

el test no paramétrico de Spearman.

Identificacion de proteinas de membrana externa por espectrometria de masas

Extraccion de Proteinas de Membrana Externa (PME)

La extraccién de PME se llevo a cabo empleando el procedimiento descrito por Piccini
y colaboradores (1998). Se centrifug6 un cultivo bacteriano de la cepa Epp63 (cepa de
referencia para M. bovis) (de 48 hs a 37°C, con agitacion) a 10.000 g durante 5 min.
El sedimento conteniendo las células se lavo con solucion tampon Tris-HCI 10 mM, pH
8,0 y se resuspendié en la misma solucidn. Esta suspension bacteriana fue sometida a
ultrasonido (Ultrasonic Homogenizer, Cole-Parmer Instrument Co) en hielo en forma
intermitente hasta que se observo lisis celular. Posteriormente, la suspension se
centrifugd durante 10 min a 10.000 g y el sobrenadante obtenido conteniendo las
PME se centrifugd a 13.000 g (45 min, 4°C). El sedimento logrado se resuspendi6 en
0,5 ml de solucion tampon (Tris-HCI 10 mM, pH 8.0; MgClI2 10 mM; Triton 2%) y se
incub6 por 60 min a 37°C para solubilizar los lipidos de membrana. Por ultimo, la
muestra se centrifugé durante 45 min a 13.000 rpm y 4°C. El sedimento obtenido

(rico en PME) se resuspendio en voliumenes iguales de solucion tampon (Tris-HCI 100
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mM; SDS 2%; pH 8.0) y solucion de muestra de doble concentracion. La extraccion de

PME fue corroborada en un SDS-PAGE.

Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (PAGE-SDS)
Esta técnica fue realizada de acuerdo al protocolo descrito en Sambrook y

colaboradores (1989).

Para la preparacion de los geles se usé una relacion de acrilamida/bisacrilamida de
29:1 respectivamente. El gel concentrador se prepard a una concentracion final de
acrilamida del 5%, mientras que el gel separador se prepar6 a una concentracion final
de acrilamida del 10%. La corrida electroforética se realizé en una cuba electroforética
Mini Protean Il de Bio-Rad a 100 V hasta que el frente de corrida alcanzo el gel
separador y luego se continud a 140 V. La solucion buffer utilizada en la electroforesis

fue Tris-Glicina (Tris 0.3%,; Glicina 1.9%; SDS 1%).

Las bandas proteicas se visualizaron por tincion de los geles con Azul brillante de
Coomassie (0,25 gr de Azul brillante de Coomassie en 90 ml de etanol absoluto al 50%
en agua destilada y 10 ml de &cido acético glacial) y posterior decoloracion de los

mismos con solucidn decolorante (etanol 25%, AcOH 8%).

Cuantificacion proteica

La cuantificacion de PME se realizé empleando el ensayo de Bradford que se basa en la
union del colorante Coomassie Blue a las proteinas (Bradford, 1976). Esta union
provoca un cambio en el maximo de absorcion del colorante desde 465 a 595 nm. Este

método es sensible, rpido, barato y con pocas interferencias. Para la cuantificacion de
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las PME se construy6 una curva de calibracion empleando como estandar albumina
sérica bovina a diferentes concentraciones. Tanto a las muestras de la curva de
calibracion asi como a las muestras de PME se les afiadio el reactivo de Bradford, los

mismos se agitaron y se leyo la absorbancia a 595nm.

Gelen 2-D
La separacion de las proteinas mediante electroforesis en geles 2-D se realiz6 en la
Unidad de Bioquimica y Protedmica Analitica (UByPA) del Institut Pasteur de

Montevideo.

En una primera etapa, las PME se purificaron usando el kit comercial 2D-Clean Up Kit
(GE Healthcare). Posteriormente la muestra se resuspendio en buffer de rehidratacion
(urea 7M, tiourea 2M, CHAPS 2%, IPG Buffer 3-10 0,5%, azul de bromofenol 0,002%)
y DTT (17 mM). Las proteinas contenidas en 20 ug del extracto de PME se separaron
en primera dimension por punto isoeléctrico en geles de poliacrilamida con gradiente
de pH de 3-10 por rehidratacion pasiva durante toda la noche a temperatura
ambiente en un equipo Protean IEF cell. El programa de IEF fue de 300 V constante
durante 60 min, 1000 V en gradiente durante 30 min, seguido de 5000 V en
gradiente durante 80 min y finalmente 5000 V constante hasta 2 kVh. Los parametros

alcanzados fueron de 5000 V, 21 pA en un tiempo de 2 h con 53 miny a 6476 Vhs

La segunda dimension se realiz6 mediante SDS-PAGE al 12,5 % a 10 mA/gel durante
15 min y posteriormente a 20 mA/gel, hasta que el frente de corrida alcanza el borde
del gel. Se emple6 un marcador de peso molecular Amersham Low Molecular Weight

Calibration Kit for SDS Electrophoresis.
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Espectrometria de masas MALDI-TOF
Luego de la separacion mediante electroforesis en geles 2-D, las PME se identificaron
en base a espectrometria de masas en la Unidad de Bioguimica y Proteémica Analitica

(UByPA) del Institut Pasteur de Montevideo.

Una vez obtenido el gel en 2 dimensiones, se identificaron las proteinas de interés y se
extrajeron del gel donde fueron separadas. El siguiente paso consistié en la digestion
de las proteinas mediante una proteasa especifica (tripsina) que genera un conjunto de

péptidos que se analizé por espectrometria de masas.

BUsqueda en bases de datos.
La identificacion de las proteinas se realizé con los péptidos resultantes de la digestion.
Los datos obtenidos se analizaron en la base de datos del NCBInr, mediante el motor de

busqueda MASCOT (Matrix Science, USA, http://www.matrixscience.com/).

Identificacidon molecular de los aislamientos

Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN gendmico se prepararon suspensiones bacterianas en agua

milliQ a partir de cultivos puros en medio solido de los diferentes aislamientos y se
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realizé la extraccion utilizando un kit comercial (EZ-DNA Simple Genomic DNA

Isolation Reagent, Biological Industries) de acuerdo a las indicaciones del fabricante.

Reaccion en cadena de la polimerasa

La técnica de PCR fue usada para la amplificacion del gen ADNr 16S, la amplificacion
del ITS (espaciador intergénico)/parte del gen ADNr 16S/parte del gen que codifica
para el ADNr 23S, la amplificacion de regiones del genoma bacteriano por técnicas de
ADN-fingerprinting asi como para amplificar genes de virulencia de Moraxella spp.
en la coleccion de aislamientos. Los cebadores utilizados para la amplificacion de los
diferentes genes en estudio asi como las condiciones en las cuales se llevaron a cabo
las diferentes reacciones de PCR se presentan en la Tabla 2. El disefio de los cebadores
se realizd empleando la  herramienta  bioinformatica  Primer3Plus
(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi/).  Todos  los
cebadores fueron sintetizaron por Integrated DNA Technologies (IDT, USA)

(http://www.idtdna.com).

La amplificacion mediante PCR se realizd en un termociclador T1 (Biometra). Como
sustrato se utilizo ADN gendémico obtenido de un cultivo bacteriano puro y controles
negativos conteniendo agua en lugar de ADN molde fueron realizados en paralelo a
cada corrida. En todos los casos, el producto amplificado se analiz6 por electroforesis
en gel de agarosa al 0,8% empleando solucién tampdn de corrida TBE (10,8 g/l de Tris;
55 g/l de &cido bdrico; 0.4% de EDTA 0,5 M, pH 8). La corrida electroforética se
realiz6 a 110 V durante 40 minutos para verificar la amplificacion de los genes. En

paralelo a la muestra a analizar se corrié un marcador de peso molecular 1 Kb
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(Fermentas) con el objetivo de conocer el tamafio de los amplicones obtenidos. Una vez
finalizada la corrida, el gel se incubd durantel5 min en bromuro de etidio 0,5 pg/mly

se analizé en un transiluminador de luz UV.

En el caso de la amplificacion de los genes ribosomales, la purificacion y secuenciacion
de la banda correspondiente al fragmento amplificado fue realizada por MACROGEN

Inc. (Corea del Sur).
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Tabla 2. Secuencia de cebadores y condiciones de PCR

Gen Cebador i Tamarfio . . L
. - Referencia L Mezcla de reaccion Condiciones de reaccion
amplificado Nombre Secuencia (5’-3") amplicon
27f agagtttgatc(a/c)tggctcag 95°C 3’, 30 ciclos de 95°C 30, 50°C 30",
ADNr 16S Kaneetal, 1993 1500 pb ) .
1492r acgg(c/t)taccttgttacgactt 72°C 90" y un ciclo final de 72°C 10’
ADNr 165- MorNeissDn5 gctgeatggctgtegtcagcet Angelos et al., 2500 bb 95°C 3, 30 ciclos de 95°C 1’, 60°C 45",
ITS-23S MorRRL1R gettttcctggaagcagggtatt 2007a P 72°C 1"y un ciclo final de 72°C 10’
P-hem start  athgaytggathgencenttyggngay  Angelos & Ball 95 °C 1’, 30 ciclos de 95 °C 1’, 56 °C 30",
mbxA 2007k 3703 pb 72 °C 2’y extension final a 72°C durante
New B gene up  accttatccatcacaacctgaaaaaac ( ) 5
Mbfur_fwd gttttggtattttagatgg . »
fur Este trabajo 336 pb 2l de ADN, solucion
Mbfur_rev agtgccttatacacgtct )
MbTolC_fwd t ttctatt tampan 1X, 0.6 \M de
0 ctgcacagcaacattcta
tolC GT IC_ 9eacad J Este trabajo 886 pb  cada cebador, MgCl, 3 o~ o e Ao s
olC_rev tttagcgattcacgcatc mM. dNTP’s 2 nM. 0.1 94°C 3’,30ciclosde 94°C 1',40°C 1’y
Mbomp79_fwd atttgctaaaacacactga : 72°C 1’ y una extension final a 72°C 5.
omp79 P gt g Este trabajo 1138 pb U Taq polimerasa Y
Mbomp79_rev tggcttgttctgcttttg (INVITROGEN)
Mbplb_fwd cgcaaatcaccgaccattt .
plb Este trabajo 1490 pb
Mbplb_rev aaacatcaagcgaaccccaa
ERIC-PCR ERIC-1R atgtaagctcctggggattcac Versalovic et al.,
ERIC-2 aagtagtgactggggtgagcg 1994 Bandas d 94°C 5’, 40 ciclos de 94°C 1’, 40°C 2,
andas de
Dombek et al., ) 72°C 8’ y un ciclo final a 65°C 16’
BOX-PCR BOXA1R ctaccgcaaggcgacgctgac 2000 diferentes
— tamarios -
RAPD-PCR JWP1 gcactgaagtgaccaagcgg Mahenthiralingam 94°C 3’, 34 ciclos de 94°C 1’, 36°C 1,
JWOPA7 gaaacgggtg etal., 1996 72°C 2’y unciclo finala 72°C 7'.

fur: gen involucrado en la regulacion de la captacion de hierro, mbxA: gen que codifica una hemolisina, tolC: PME involucrada en la secrecion de proteinas, omp79:

corresponde a una proteina de membrana externa de 79 kDa involucrada en la captacion de hierro, plb: corresponde a una lipasa/fosfolipasa.
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Electroforesis en campo pulsado

Para la electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE del inglés Pulsed Field Gel
Electrophoresis) fue necesario adecuar algunas variables tomando como punto de
partida el protocolo propuesto por el CDC (Centro para el Control y la Prevencion de

Enfermedades, http://www.cdc.gov/pulsenet/PDF/ecoli-shigella-salmonella-pfge-

protocol-508c.pdf).

La realizacion de esta técnica se llevd a cabo en el Departamento de Bacteriologia y

Virologia del Instituto de Higiene, Facultad de Medicina.

Preparacion del ADN bacteriano

A partir de un cultivo fresco de los diferentes aislamientos de Moraxella spp. se
prepararon suspensiones bacterianas en buffer de suspension celular (Tris 100 mM
pH 8; EDTA 100 mM, pH 8). En este paso se emplearon tres concentraciones

bacterianas diferentes con la finalidad de poner a punto la técnica.

La suspension celular se calentd a 37°C, se mezclé con un volumen igual de agarosa de
bajo punto de fusion (Agarosa Seakem Gold) al 1% junto a proteinasa K (20 mg/ml) y
se distribuy6 en moldes para la formacién de bloques o moldes. Los insertos de agarosa
se incubaron en buffer de lisis conteniendo Proteinasa K a 50-55°C durante toda la

noche.
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Lisis bacteriana

Los bloques de agarosa fueron lisados en buffer (50mM Tris-EDTA pH 8 y 1% de
lauril-sarcosina) y 25 pl de Proteinasa K (20mg/ml) en un bafio de agua a 55°C toda la
noche con agitacion suave. Los lavados de los bloques de DNA se realizaron cuatro
veces con buffer TE 1X (Tris-HCI EDTA), durante 15 min; cada lavado fue realizado a

50°C con agitacion.

Digestion con enzimas de restriccion

Para generar los patrones de fragmentos de restriccion se emplearon las enzimas Xbal
y Smal, de dos origenes diferentes (NewEngland y PROMEGA) para evaluar con cudl
de ellas se obtenian mejores resultados. La restriccion se llevé a cabo a 25°C durante

18 hs.

Electroforesis por campo pulsado

El gel para la electroforesis por campo pulsado fue preparado con agarosa Seakem
Gold al 1% en buffer TBE 0,5X (Tris-Borato-EDTA). Las condiciones de corrida fueron
de un angulo de 120°, a 14°C, un tiempo inicial de pulso de 5 seg y un tiempo final de
pulso de 20 seg con un voltaje de 6V. Para la puesta a punto de la técnica se evalu6é un
tiempo total de corrida de 18 y 20 horas. La corrida electroforética se realiz6 en una

unidad CHEF DR 11l (Bio Rad).

Luego de la corrida el gel de agarosa se tifid con bromuro de etidio (0.5 pg/ml) durante

30 min. a temperatura ambiente y posteriormente se destifid durante 1 h en agua
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destilada. Finalmente se observo el gel en un transiluminador con lampara UV y se
fotografié usando una cadmara equipada con el filtro adecuado. Posteriormente se

realizo el analisis visual de los perfiles electroforéticos.

Analisis de los resultados

El andlisis estadistico se realizd empleando el programa estadistico PAST, version 2.17c

(Ryan et al., 1995).

Una vez obtenidas las secuencias nucleotidicas, las mismas se editaron y alinearon en
el programa DNA Baser y las secuencias obtenidas se compararon con las publicadas
en la base de datos del NCBI por medio de la herramienta informética BLASTn para
determinar la identidad de las mismas. EI BLAST es un programa informaético de
alineamiento de secuencias de tipo local, ya sea de ADN, ARN o de proteinas. Este
programa es capaz de comparar la secuencia en estudio contra una gran cantidad de
secuencias que se encuentren en la base de datos. El algoritmo encuentra las

secuencias de la base de datos que tienen mayor parecido a la secuencia problema.

Para el analisis filogenético de las secuencias se empled el programa bioinformatico
MEGA (Kumar et al., 2001), el cual construye arboles filogenéticos a partir de los
alineamientos usando métodos basados en caracteres (consideran cada sitio como un
caracter e intentan relacionarlos) y métodos basados en distancias (establecen
relaciones entre las secuencias transformadas en distancia). Mediante estos analisis fue
posible establecer la relacion filogenética entre los distintos aislamientos de la

coleccion.
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Con el objetivo de realizar el andlisis de cluster se construy6 una matriz de O (ausencia
de banda) — 1 (presencia de banda) y la misma se analizé usando el algoritmo UPGMA.
El algoritmo UPGMA (del inglés Unweighted Pair Group Method using Arithmetic
averages) es un método de agrupacion jerarquica que asume una tasa constante de la
evolucion y construye un dendograma que refleja la estructura actual en una matriz
de similitud. Como medida de similitud se emple6 el coeficiente de correlacién no

paramétrico de Spearman (Rho)

Los arboles filogenéticos se construyeron usando el método de Mé&xima Verosimilitud
(del inglés Maximum Likelihood) y el modelo Kimura 2-pardmetros. EI modelo de
Kimura 2-parametros asume que las mutaciones (sustitucion de nucleétidos) ocurren
aleatoriamente e incluye dos pardmetros, uno para transiciones y otro para

tranversiones (Kimura, 1980).

Para el analisis de los resultados obtenidos de la diversidad fenotipica y genotipica se
construyé una matriz con los resultados de formacion de biofilms (se le asign6 1
cuando el aislamiento formaba biofilms y O cuando el aislamiento no formé biofilms),
capacidad de autoagregacion (dado que todos los aislamientos autoaglutinaron se les
dio a todos un valor de 1), hemaglutinacion (se le asigné un valor de 1 cuando el
aislamiento era hemaglutinante y de O cuando el aislamiento no poseia esta
capacidad), resistencia a los diferentes antibioticos (se le asign6 un valor de O cuando
el aislamiento fue sensible y de 1 cuando el aislamiento fue resistente) y
presencia/ausencia de los diferentes genes de virulencia (se le asigné un valor de 1

cuando el aislamiento presentaba el gen y de O cuando no se amplifico el gen en el
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aislamiento en estudio). Esta planilla fue analizada usando el programa PAST (Ryan et

al., 1995).

58



CAPITULO |

DENTIFICACION FENOTIPICA Y GENOTIPICA
DE AISLAMIENTOS DE MORAXELLA  SPP.
OBTENIDOS A PARTIR DE BROTES DE QIB EN

URUGUAY
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1. Antecedentes

Los métodos de identificacion fenotipica se basan en la obtencion de cultivos puros y la
realizacion de distintas pruebas dependientes del crecimiento, ya sea de indole
morfoldgicas, bioquimicas y/o fisioldgicas. Estos métodos en general son laboriosos y
consumen mucho tiempo, aunque hasta hace pocos afios eran los Unicos utilizados

para un diagndstico fiable.

La mayor parte de las cepas de M. bovis luego de 24 hs de incubacion a 37°C en agar
sangre forman colonias circulares de 1 a 3 mm de didmetro y con un halo de B-
hemolisis a su alrededor de aproximadamente 0,5 a 1,0 mm. Estas colonias son firmes
pero tienden a fragmentarse cuando se mueven a través de la superficie del medio.
Suspensiones de colonias de M. bovis autoaglutinan en solucién salina, excepto
cuando estan en presencia de MgCl, al 10% (Hughes, 1981). Luego de la incubacién a
25°C las colonias incrementan su diametro de 3 a 4 mm, tienen apariencia mas plana
y la zona de hemolisis ocupa 1-1,5 mm alrededor de ellas (Hughes, 1981). La
remocion de las colonias de M. bovis de la superficie de agar sangre permite la
visualizacion de una impresion negativa de la colonia removida, presentando una

pequefia excavacion en el agar.

Las colonias de M. bovis pueden tener una morfologia lisa o rugosa. EI margen de las
colonias rugosas se erosiona y ocurren depresiones en diversos grados, pudiéndose

involucrar una pequefia porcion o todo el borde (Hughes, 1981). Para algunos autores

60



las colonias lisas de M. bovis pertenecen a las cepas patogénicas, mientras que las

colonias rugosas son no patogenas.

Las colonias de M. bovoculi tienen de 0,7-1,3 mm de didmetro, son blancas, circulares
y convexas. Todas las cepas crecen a 25 y 35°C en medio conteniendo sangre ovina al
5% y muchas de ellas crecen a 42°C (Angelos et al., 2007a). La mayoria de las cepas
son B-hemoliticas, mientras que se han descrito muy pocas que expresen o-

hemolisinas (Angelos et al., 2007a).

Con respecto a M. ovis, se ha descrito que las condiciones Optimas de temperatura
para su crecimiento es a 37°C en condiciones aerobicas. El crecimiento bacteriano se
observa luego de 24 hs de incubacién por la observacion de turbidez en caldo o por la
aparicion de colonias en agar. Las colonias son circulares, con una elevacion convexa,
un margen entero, una superficie suave y un halo de B-hemodlisis a su alrededor

(Angelos et al., 2007a).

En la Tabla 1.1 se presenta un resumen de las caracteristicas macroscopicas,
microscépicas y bioquimicas esperadas para las diferentes especies de Moraxella spp.

involucradas en brotes de QIB (Angelos et al., 2007a; Angelos & Ball, 2007a).
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Tabla I.1. Caracteristicas macroscopicas, microscopicas y bioquimicas de M. bovis, M. bovoculiy M. ovis

Caracteristicas M. bovis M. bovoculi

Morfologia C,B C,DC C
Tincion de Gram = - -
Respiracion aerobia aerobia aerobia
Movilidad = - -
Actividad catalasa ) + +
Actividad oxidasa + + +

Crecimiento MacConkey - - -
Produccion de acido a partir de glucosa - - -
Crecimiento  sobre medio  minimo - - -
conteniendo acetato y amonio

Hemolisis + (+) (+)
Reduccion del nitrato (=) (+) -
Licuefaccion de la gelatina + - -
Actividad ADNasa + - -
Protedlisis sobre medio Loffler + - (#/-)
Indol - - -
Actividad fenilalanina desaminasa - (+) -
Hidrolisis del Tween 80 + (+) -
Actividad fosfatasa alcalina - (-) H
Actividad esterasa C4 y C8 + + +
Actividad fosfatasa acida w - -

Abreviaciones: C coco, DC diplococo, B bacilo, - reaccién negativa, + reaccién positiva, w:
reaccion débil, (+) la mayoria de las cepas positivas, (-) la mayoria de las cepas negativas, (+/-)
50% de las cepas positivas (Angelos et al., 2007a; Angelos & Ball, 2007a; Fraser & Gilmour, 1979).

Los inconvenientes que presentan los métodos tradicionales de identificacion han
estimulado el desarrollo de estrategias alternativas. La aplicacién de herramientas
moleculares ofrece un gran potencial para la identificacién de los microorganismos.
Diversos autores publicaron a finales de la década de los 80 las primeras
aproximaciones hacia la evolucion y ecologia de los microorganismos utilizando
técnicas moleculares (Olsen et al., 1986; Pace et al., 1986; Woese, 1987; Woese et al.,

1990). La propuesta mas ampliamente utilizada para la identificacion bacteriana se
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basa en el analisis del gen ADNr 16S, gen que ha sido utilizado como un cronémetro
evolutivo. El gen ADNr 16S codifica para la molécula ARNr 16S la cual es parte de la
subunidad menor de los ribosomas junto con unas 20 proteinas. Una caracteristica por
la que ha sido posible definir relaciones filogenéticas entre organismos tan distantes
con este gen es que tiene tasas de cambio muy distintas a lo largo de su secuencia

(Woese, 1987).

Una vez determinada la secuencia de nucledtidos de las diferentes bacterias en estudio
y establecidas las comparaciones correspondientes, seré el grado de similitud entre las
secuencias de los ADNr 16S lo que indique su relacion evolutiva. ElI analisis
comparativo de secuencias es lo que permite construir arboles filogenéticos, que
reflejan graficamente la genealogia molecular de la bacteria, mostrando su posiciéon
evolutiva en el contexto de los organismos comparados. Sin embargo, hay que tener en
cuenta, que es la comparacion de genomas completos, y no la comparacion de los
ADNr 168, la que aporta una indicacion exacta de las relaciones evolutivas. En este
sentido, Stackebrandt y Goebel (1994) demostraron que cepas con una similitud del
70% 0 mé&s en experimento de reasociacion ADN-ADN, presentan tipicamente una
identidad del 97% o mas entre sus genes ARNr 16S. Asi, cepas con menos del 97% de
identidad en las secuencias de sus ADNr 16S es improbable que lleguen a estar
relacionadas a nivel de especie. Sin embargo, existen cepas que comparten una
similitud inferior al 50% en experimentos de reasociacion, y son por lo tanto
clasificadas en especies diferentes, pero presentan una identidad del 99-100% a nivel
de ADNr 16S. Por ello, en taxonomia, actualmente se recomienda la identificacion
polifasica, que utiliza criterios fenotipicos junto con datos de secuenciacion

(Stackebrandt et al., 2002).
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2. Objetivo

El objetivo de este capitulo fue identificar aislamientos de Moraxella spp. vinculados a
la etiologia de la QIB en Uruguay asi como establecer relaciones filogenéticas entre

ellos.

3. Resultados

Caracterizacion fenotipica de la coleccion de aislamientos de Moraxella spp.

Caracterizacién macroscopica, microscopica y bioquimica

La caracterizacion macroscopica de las colonias correspondientes al género Moraxella
revel6 que todos los aislamientos presentaron un aspecto similar cuando crecieron en
AS. Todos los aislamientos formaron colonias circulares, grisaceas-blancuzcas, lisas o

rugosas, de aproximadamente 0,8-3 mm y de consistencia friable.

Por otra parte, la caracterizacion microscopica de los diferentes aislamientos indico
que los mismas pertenecieron al grupo de bacterias Gram negativas, su morfologia
varié de cocos a cocobacilos y bacilos y usualmente se encontraron dispuestos de a

pares o en cortas cadenas.
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Por ultimo, la caracterizacion bioquimica (Tabla 1.2) indic6 que ninguno de los
aislamientos era movil ni produjo acido y/o gas, desamino el triptéfano o la

fenilalanina, fermentd la lactosa y tampoco hidrolizé la urea.

Tabla 1.2. Caracterizacién bioquimica de la coleccion de aislamientos de Moraxella spp. obtenidos a
partir de brotes de QIB

Fermentacion

o

E E g g & 3 TSI

2 S 8 5 & £ 2 % o & £ Pco Fondo Gas
Eppe3 ) } * * * - - - + - Alc  Alc -
BAA1259 - o - - - + - Al Al -
33078 - - + + + - - - - - Alc Alc -
Fs 327 ) ) B * * - - - + - Alc Al -
Fs 328 - - - + + - - - + - Alc Alc -
Fs330 ) ) -t - - - + - Al Al -
Fs 343 - - + T + - - - + - Alc Al -
Sp 346 - - + + + - - - + - Alc  Alc -
Fo 34 ) ) ¥ ¥ * - - - + - Alc  Alc -
Fs 467 - e - - - + - Al Al .
2419 ) - - - - - - Al Al -
2358 - o - - - - - Al Al -
2439-2 - - + + + - - - + - Alc Al -
Art - - + + + - - - + - Alc Alc -
SES - - + + + - - - - - Alc Alc -
PRO ) - - - - + - Al Al -
TT3 - -+ 4+ - - - - - Ac A -
2693 - - + + + - - - - - Alc Alc -
1965 ND - + o+ o+ - - -+ - Ac Al -
o4 - -+ 4+ o+ - - - 4+ - Ac A -
334611 B B * * * - - - - - Alc Alc -
BM3A* - - - + + - - - + - Alc Alc -
BM3B* - -+ &+ - - - - - At A -
EV121° - - + + + - - - + - Al Al -
EV250° - - + + + - - - + - Alc Alc -
EV345° ) ) ¥ ¥ * - - - + - Alc Al -
EV366° - -+ - - - + - Al Al -
EV378° - - 4+ + 4+ - - - 4+ - Ac A -
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EV450A° - - + + + - - - + - Alc  Alc -
EV450B° - - + + + - - - + - Alc  Alc -
EV458° - - + + + - - - + - Alc Alc -
LC27478 _ - + + + - - - + - Alc Alc -
LC190" - - + + + - - - + - Alc Alc -
LCO10" - - + + + - - - + - Alc Alc -
NIN1® - - + + + - - - + - Alc Alc -
NIN9® - - + + + - - - + - Alc Alc -
SJ01* _ _ ¥ + + - - - + - Alc Alc -
5J02" _ _ + n n - - - + - Alc Alc -
SJO3A* _ _ + + + - - - - - Alc Alc -
SJ03B% - - + + + - - - + - Alc Alc -
SJO7* _ _ - + + - - - + - Alc Alc -
5J08* _ _ i + + - - - + - Alc Alc -
CANIA? - - + + + - - - + - Alc Alc -
CANII® _ _ _ n n - - - + - Alc Alc -
CANIIIA® _ - + + + - - - + - Alc Alc -
CANIIIB® - - + + + - - - + - Alc Alc -
1 A1* - - + + + - - - + - Alc Alc -
3 A8 _ - + + + - - - + - Alc Alc -
5120¢ _ - + + + - - - + - Alc Alc -
5148< _ _ + + + - - - + - Alc Alc -
771A" _ _ - + + - - - + - Alc Alc -
771B" _ _ " n ¥ - - - - - Alc Alc -
M1© _ - + + + - - - + - Alc Alc -
M2 _ _ n + + - - - + - Alc Alc -
M3° - - + + + - - - + - Alc Alc -

Abreviaciones: FD: expresion de fenilalanina desaminasa; McC: crecimiento en agar MacConkey;
Alc; alcalino; + reaccién positiva; - reaccion negativa.
Los aislamientos obtenidos de un mismo brote de QIB estan identificados con igual simbolo.

Contrariamente, se observé que todos los aislamientos resultaron positivos para la
produccién de oxidasa. Todas estas caracteristicas eran esperadas para M. bovis. En lo
que se refiere a la catalasa se observd que la expresion de esta enzima fue variable al
igual que la produccion de gelatinasa en cuyo caso se observO que nueve de los

aislamientos resultaron incapaces de expresar estas enzimas.
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Identificacidn molecular de la coleccion de aislamientos de Moraxella spp.

La amplificacion del gen ADNr 16S fue realizada en todos los aislamientos,
exceptuando las cepas ATCC. Para la amplificacion del gen ADNr 16S se usaron los
cebadores universales 27f y 1492r. La reaccion de PCR dio como resultado un
amplicon de aproximadamente 1500 pb, de acuerdo al tamafio esperado para este gen

(Figura I.1).
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Figura I.1. Productos de la amplificacion por PCR del gen ADNr 168.
L: Marcador de tamafio molecular (Fermentas 1kb). Carril 1-3: amplicones
correspondientes a diferentes aislamientos.

Una vez que los fragmentos de ADN correspondientes al ADNr 16S fueron
amplificados y purificados, se los secuencid. La secuencia nucleotidica obtenida se la

identifico usando el software BLAST y buscando en la base de datos del NCBI.

En la Tabla 1.3 se presentan los resultados del andlisis de similitud de secuencias
obtenido para cada aislamiento con sus respectivos valores de “Puntuacion”, “% de
secuencia cubierta” y “% de identidad”. El valor de puntuacion se calcula a partir de

una formula que tiene en cuenta la alineacion de residuos similares o idénticos, asi
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como cualquier hueco introducido para alinear las secuencias. El “% de secuencia
cubierta” representa el porcentaje de la longitud de la secuencia remitida a la base de
datos que ha encontrado homologia y el valor de “% de identidad” se trata del
porcentaje de identidad que posee la secuencia introducida y la secuencia publicada
en la base de datos. La mayoria de las secuencias obtenidas en este estudio fueron
publicadas en la base de datos del GenBank (columna 2 de la Tabla 1.3, N° acceso

GenBank).

La secuenciacion del ADNr 16S determiné que los aislamientos presentaron una alta
homologia (97-100 %) con secuencias publicadas del ADNr 16S de M. bovis y de M.
bovoculi (25 y 27 aislamientos, respectivamente). Estos resultados revelaron por
primera vez la presencia en Uruguay de dos especies del género Moraxella spp., M.

bovis y M. bovoculi asociadas a brotes de QIB.

Tabla 1.3. Identificacion molecular de los aislamientos de Moraxella spp. a través de la secuenciacion del
gen ADNr 16S

Homologia obtenida a partir del GenBank

. . N acceso % de
Aislamiento N° acceso L . . % de
GenBank Descripcion (cepa) Puntuaciéon  secuencia
GenBank . identidad
cubierta
CANIIIA JNO01954 AF005183.1 M. bovis 1705 98% 99%
CANIIIB JNO01941 AF005183.1 M. bovis 2519 100% 98%
EV250 JN001943 AF005183.1 M. bovis 2545 100% 99%
EV450B JNO01949 AF005183.1 M. bovis 2479 98% 98%
Fs327 JN0O01951 AF005183.1 M. bovis 2501 98% 98%
Fs328 JNO01948 AF005183.1 M. bovis 2542 98% 99%
Fs330 JNO01945 AF005183.1 M. bovis 2518 98% 99%
Sp346 JN001947 AF005183.1 M. bovis 2531 98% 99%
64 JNO01939 AF005183.1 M. bovis 2503 100% 98%
BM3A JN001940 NR028668.1 M. bovis (L-3) 2569 98% 99%
EV121 JNO01942 NR028668.1 M. bovis (L-3) 2630 100% 100%
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EV345
EV366
EV450A
LC190
Siol
Si02
SJo3B
Sio7
T71A
5120
5148
SJo8
CANII
EV378
NIN9
BM3B*
CANIA
Fs347
Fs343
LCO10
LC2747
M1
M2
M3
NIN1
PRO
3346-II*
2419*
Art
2358*
SES*
SJO3A*
TT3*
1A1
3A8
771B*
1965
2439-2
2693*
EV458
Fs467

IN001944
JNO01956
JN001950
JNO01953
JNO01955
JNO01957
JNO01946
JN001952
JNO01958
JNO01937
JNO01938

JN005929
JNO01980
JNO01966
JNO01968
JNO01981
JN001984
JN001969
JNO01959
JN001960
JNO01961
JN001970
IJNO01971
JNO01974
JNO01972
JN001982
JNO01976
INO01975
JNO01977
JN001978
JN001962
JN001964
JNO01965
JN001983
JN001973
JNO01963
JNO01967

NR028668.1
NR028668.1
NR028668.1
NR028668.1
NR028668.1
NR028668.1
NR028668.1
NR028668.1
NR028668.1
NR028668.1
NR028668.1

GUI181221.1
GU181221.1
GU181221.1
GU181221.1
GU181221.1
GU181221.1
GU181221.1
GU181221.1
GU181221.1
GU181221.1
GU181221.1
GU181221.1
GU181221.1
GU181221.1
GU181221.1
GU181221.1
GU181221.1
GU181221.1
GU181221.1
GU181221.1
GU181221.1
GU181221.1
GU181221.1
GU181221.1
GU181221.1
DQ153085.1

LT LT ZLZCLEZLZLZLTLZEZEZLTZLTEETEZLEZEZEZEZLEZELEZELELELEzLELE=EgExgLzgEEeEkE

. bovis (L-3)
. bovis (L-3)
. bovis (L-3)
. bovis (L-3)
. bovis (L-3)
. bovis (L-3)
. bovis (L-3)
. bovis (L-3)
. bovis (L-3)
. bovis (L-3)
. bovis (L-3)

bovis
bovis
bovis

. bovoculi (3709)
. bovoculi (3709)
. bovoculi (3709)
. bovoculi (3709)
. bovoculi (3709)
. bovoculi (3709)
. bovoculi (3709)
. bovoculi (3709)
. bovoculi (3709)
. bovoculi (3709)
. bovoculi (3709)
. bovoculi (3709)
. bovoculi (3709)
. bovoculi (3709)
. bovoculi (3709)
. bovoculi (3709)
. bovoculi (3709)
. bovoculi (3709)
. bovoculi (3709)
. bovoculi (3709)
. bovoculi (3709)
. bovoculi (3709)
. bovoculi (3709)
. bovoculi (3709)
. bovoculi (3709)
. bovoculi (371)

. bovoculi

2604
1725
2516
2523
2582
2588
2549
1533
1703
2586
2573
2519
1518
1912
2492
2534
2558
2560
2538
2499
2560
2562
2566
2569
2553
2527
2510
2536
2551
2431
2473
2514
2499
2545
2556
2577
2492
2545
2566
2573
2435

100%
98%
97%
97%
98%
99%
98%
97%
99%

100%

100%
99%
98%
98%
97%
97%
98%
98%
97%
98%

100%

100%

100%

100%
98%
98%
97%
97%
98%
98%
97%
98%
97%
98%
98%

100%
99%
98%

100%
99%
97%

99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
100%
99%
98%
99%
99%
98%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
98%
98%
99%
99%
99%
99%
100%
98%
99%
99%
100%
98%

*: aislamientos negativos para la hidrolisis de gelatina.
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Con el objetivo de corroborar estos resultados se amplifico en algunos de los
aislamientos que presentaron homologia con M. bovoculi parte del gen que codifica
para la subunidad ADNr 16S, el espaciador intergénico (ITS) y parte del gen que
codifica para el ADNr 23S (Figura 1.2). Se seleccionaron 7 aislamientos al azar ya que

se considero que este era un namero significativo.

De acuerdo a las secuencias publicadas y los cebadores empleados, MorNeissDn5 y
MorRRL1R, el tamafio de los amplicones fue de aproximadamente 2500 pb, tal como

era esperado.
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Figura 1.2. Productos de la amplificacion por PCR de parte del gen que codifica
para la subunidad ADNr 1685, el espaciador intergénico (ITS) y parte del gen que
codifica para la subunidad ADNr 23S. L: Marcador de tamafio molecular
(Fermentas 1kb). Carriles 1-4: amplicones correspondientes a diferentes
aislamientos.

Los resultados obtenidos del andlisis de similitud de secuencias cuando se
determinaron las homologias de las secuencias que codifican para este locus (16S-1TS-

23S) se muestran en la Tabla 1.4.
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Tabla 1.4. Identificacion molecular de algunos aislamientos de M. bovoculi resultado de la
secuenciacion de un segmento del gen ADNr 168, el ITS y un segmento del gen ADNr 23S

% de
. . N° acceso L » ’ . % de
Aislamiento Descripcion Puntuacion secuencia . .
GenBank . identidad
cubierta
2419 DQ153089.1 M. bovoculi (3709) 1386 100 % 100 %
2358 DQ153089.1 M. bovoculi (3709) 1369 99 % 99 %
3346-I1 DQ153089.1 M. bovoculi (3709) 1380 100 % 99 %
BM3B DQ153089.1 M. bovoculi (3709) 1373 100 % 99 %
SES DQ153089.1 M. bovoculi (3709) 1384 100 % 100 %
SIO3A DQ153089.1 M. bovoculi (3709) 1386 100 % 100 %
T3 DQ153089.1 M. bovoculi (3709) 1386 100 % 100 %

Los resultados de la comparacion nucleotidica de las secuencias obtenidas cuando se
amplificd y secuencidé un segmento del gen ADNr 168, el ITS y parte del gen del ADNr
23S, confirmaron la homologia de las secuencias de la coleccion de aislamientos con

otras publicadas de M. bovoculi.

Relacion filogenética de la coleccion de aislamientos de Moraxella spp.

Con el objetivo de determinar la relacion filogenética de la coleccion de aislamientos
de Moraxella spp., las secuencias nucleotidicas del ADNr 16S se compar6 empleando
la herramienta informatica ClustalW. El arbol filogenético obtenido usando el

programa bioinformatico MEGA se presenta en la Figura I.3.

En la representacion grafica de la relacion filogenética de la coleccion de aislamientos
basada en la comparacion de las secuencias nucleotidicas se observaron tres ramas
principales: una formada exclusivamente por aislamientos que presentaron homologia

con M. bovis, otra integrada por los aislamientos con homologia a M. bovoculi y en
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forma separada se ubica la cepa de referencia de M. ovis. También se observa que los
aislamientos que integran la rama donde se ubican los aislamientos con homologia

con M. bovoculi presentaron una alta homologia de secuencia.

En base a estos resultados, los aislamientos se asignaron a las especies M. bovis 0 M.

bovoculi segun los datos de homologia molecular.
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Moraxella bovoculi

7 o

> Moraxella bovis

Moraxella ovis

Figura 1.3. Filogenia molecular del ADNr 16S analizado por el método de Maxima verosimilitud.
El bootstrap del arbol consenso es producto de 1000 réplicas.
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4. Discusion

La etiologia de la QIB ha sido tradicionalmente asociada con la presencia de M. bovis.
Sin embargo, recientemente, ademas de M. bovis también se ha descrito a las especies
M. ovis y M. bovoculi, vinculadas con la etiologia de la enfermedad. De acuerdo a estas
consideraciones, el andlisis actualizado de la etiologia de la QIB en nuestro pais se
torna relevante con la finalidad de contribuir con el desarrollo de estrategias de

prevencion.

En el presente trabajo se identificoO fenotipica y genotipicamente una coleccion de
aislamientos de Moraxella spp. vinculados a brotes de QIB que fueron recuperados de
brotes clinicos ocurridos en distintos afios y provenientes de diversos origenes

geograficos de Uruguay.

Todos los aislamientos estudiados presentaron inicialmente las caracteristicas
macroscépicas y microscopicas descritas para Moraxella spp.. Ademas, se realizdé una
amplia variedad de pruebas bioquimicas con el fin de caracterizar los diferentes
aislamientos. Cuando se evalud en la coleccién de aislamientos la capacidad de
expresar gelatinasas, enzimas descritas en cepas de M. bovis pero no en M. bovoculi o
M. ovis (Angelos et al., 2007a), se observO que 9 aislamientos (posteriormente
identificados como M. bovoculi) no fueron capaces de expresar esta enzima. Ademas
de esta propiedad, de acuerdo a lo descrito por Angelos y colaboradores (2007a), la

actividad fenilalanina desaminasa distinguiria a M. bovoculi (reaccion positiva) de M.
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ovis 0 M. bovis (reaccidn negativa) (Angelos et al., 2007a). Sin embargo, los mismos
autores posteriormente identificaron cepas de M. bovoculi fenilalanina desaminasa
negativas (Angelos & Ball, 2007a). En este trabajo, todos los aislamientos fueron
fenilalanina desaminasa negativos. Por lo tanto, los resultados obtenidos en este
estudio sugieren que las caracteristicas bioguimicas son variables y no permiten
distinguir inequivocamente ambas especies de Moraxella. Esta consideracion esta con
concordancia con Angelos y Ball (2007a) que recomiendan la secuenciacién de los

genes ribosomales para identificar la especie de Moraxella responsable de los brotes de

QIB.

Con el fin de identificar molecularmente la coleccion de aislamientos se amplificé el
gen ADNr 16S. Luego de secuenciar y comparar las secuencias de nucleétidos de los
aislamientos con otras presentes en la base de datos del NCBI, se demostré que 25
aislamientos fueron M. bovis mientras que fueron M. bovoculi. Las diferencias en el
numero de aislamientos de M. bovis y M. bovoculi no fueron significativas, al igual
que lo observado recientemente por O’ Coonor y colaboradores (2012). Se observo, a
su vez, que los nueve aislamientos que no hidrolizaron la gelatina mostraron
homologia con M. bovoculi. A su vez, los aislamientos catalasa negativos
correspondieron a aislamientos de M. bovis. Esto estd de acuerdo a la descripcion
realizada por Angelos y colaboradores (2007a) para M. bovis, que la describen
variable en la expresion de catalasa y para M. bovoculi que segun estos mismos

autores hasta el momento sélo se han descrito aislamientos catalasa positivos.

Ninguno de los aislamientos mostré homologia con M. ovis, una especie descrita como

potencial causa de QIB en otras regiones (Elad et al.,, 1988; Libardoni et al.,, 2012;
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Yeruham et al,, 2001). Este resultado coincidié con el observado por O’ Connor y
colaboradores (2012) cuando identificaron los agentes responsables de la QIB de 77
animales con sintomatologia clinica de la enfermedad en el Estado de lowa (Estados

Unidos).

De acuerdo a Angelos y colaboradores (2007a) la amplificacion de regiones de los
genes que codifican para la subunidad 23S, el espaciador intergénico (ITS) y la
subunidad ribosomal 16S (16S-1TS-23S) puede complementar la informacion para la
identificacion de M. bovoculi y su diferenciacién de M. bovis. Esta region se emplea
usualmente para analizar diferencias filogenéticas entre microorganismos
cercanamente emparentados, incluso pertenecientes a la misma especie (Ludwing &
Schleifer, 1994). En consecuencia, en el presente trabajo se amplificaron estos genes
para confirmar la identidad de los aislamientos de M. bovoculi gelatinasa negativos. En
todos los casos se observO que los aislamientos presentaron una alta homologia
nucleotidica con secuencias presentes en bases de datos para esta especie bacteriana

recientemente descrita.

Una vez determinadas las secuencias nucleotidicas del gen ADNr 16S bacteriano, las
mismas se pueden comparar y evaluar el grado de similitud entre ellas para establecer
su relacion evolutiva (Cai et al., 2003). Esta es una herramienta ampliamente utilizada
en el analisis filogenético de diversas especies bacterianas (Lane et al., 1985; Olsen &
Woese, 1993; Stackebrandt, 1988; Woese, 1987). En este trabajo, los estudios
filogenéticos realizados en base a la secuencia del ADNr 16S confirmaron los

resultados de la identificacion molecular y agruparon los aislamientos en dos ramas
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claramente diferenciables desde el punto de vista filogenético incluso de la cepa de

referencia de M. ovis incluida en el analisis.

En base a estos resultados se puede decir que este es el primer estudio etiolégico
realizado en nuestro pais que detecta la presencia de dos especies del género
Moraxella spp., M. bovis y M. bovoculi, vinculadas a brotes clinicos de QIB. Hasta el
momento, M. bovoculi sélo habia sido asociado a brotes de QIB en Estados Unidos
(Angelos et al., 2007a) y recientemente en Brasil (Libardoni et al., 2012). En este
estudio se constatd la presencia de M. bovoculi en la coleccion de aislamientos,
constituyendo este el primer trabajo que la asocia a brotes de QIB en Uruguay. Estos
aislamientos pertenecieron a diferentes departamentos (Artigas, Canelones, Cerro
Largo, Flores, Florida, Maldonado, Rocha, Salto, San José, Soriano, Tacuarembd y
Treinta y Tres) y fueron obtenidas en aislamientos obtenidos desde 1983. En
consecuencia, a partir de este trabajo se sugiere que esta nueva especie de Moraxella
haya estado circulando en nuestro pais desde hace varios afios. Angelos (2010) y
Libardoni y colaboradores (2012) también sugirieron que M. bovoculi haya estado
presente pero probablemente errbneamente identificado desde hace varios afios atras

en Estados Unidos y Brasil, respectivamente.

Los resultados obtenidos en este trabajo demostraron que M. bovoculi podria ser una
importante causa de QIB en el ganado uruguayo y confirmaron que la secuenciacion
de los genes ribosomales es necesaria para diferenciar M. bovis de M. bovoculi. A su
vez, en este trabajo no fue posible correlacionar la identificacion del aislamiento con el

anoy el departamento de donde fue obtenido el mismo.
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Los resultados presentados en este Capitulo fueron publicados en The Veterinary
Journal (V. Sosa, P. Zunino. “Molecular and phenotypic analysis of Moraxella spp.

associated to infectious bovine keratoconjunctivitis”, 193: 595-597; 2012).

Con los resultados presentados en este Capitulo se elabord el trabajo “Etiologia de la
Queratoconjuntivitis Infecciosa bovina en Uruguay” de los autores Vanessa Sosa,
Cecilia Cortinas, Ana Claudia Pereiro y Pablo Zunino que obtuvo el Premio de la
Academia Nacional de Veterinaria, 2009, financiado por la Sociedad Uruguaya de

Buiatria, Academia Nacional de Veterinaria.
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CArPITULO I

ARACTERIZACION Y VARIABILIDAD

FENOTIPICA DE AISLAMIENTOS DE

MORAXELLA SPP. RECUPERADOS

DE BROTES DE QIB
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1. Antecedentes

Diversos trabajos coinciden en que Moraxella spp. presenta una significativa
diversidad intra e interespecifica que lleva a que la proteccion conferida por el uso de
vacunas contra QIB sea variable. En este sentido, Conceicédo y colaboradores (2003)
demostraron la necesidad de contar con un sistema de vigilancia de la diversidad de
cepas de M. bovis recuperadas de animales rutinariamente vacunados, con la finalidad
de formular vacunas con los antigenos prevalentes en una region geogréafica
determinada. Este hecho ha llevado a varios autores a caracterizar las cepas de
Moraxella spp. asociadas a la QIB. Varias caracteristicas fenotipicas asociadas a la
biologia de M. bovis han sido estudiadas, incluyendo anélisis de proteinas de
membrana externa (PME), lipopolisacaridos (LPS) y fimbrias, asi como también se han
realizado andlisis de susceptibilidad a antibioticos (Atwell et al., 1984; Gil Turnes &
Albuquerque, 1984, Prieto et al., 1999). La mayoria de estos trabajos se han realizado
solamente con aislamientos de M. bovis obtenidos de brotes de QIB. Hasta el momento
y debido a su reciente identificacion, son muy pocos los estudios sobre la diversidad
fenotipica de M. bovoculi, en la region y en el mundo. Los Unicos trabajos donde se
evalan cepas de M. bovoculi son aquellos donde se determina

susceptibilidad/resistencia a diversos antibioticos (Angelos et al., 2011).

Los métodos de tipificacion se clasifican en dos grandes grupos: fenotipicos (basados
en caracteristicas fisiolégicas o bioquimicas) y genotipicos (basados en el estudio del

ADN). Los métodos fenotipicos de tipificacion son menos reproducibles y poseen
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menor poder de discriminacion que los métodos genotipicos. Ello se debe a que la
expresion de un caracter fenotipico es el resultado de la interaccion del genotipo con
el ambiente y, por tanto, es susceptible de modificarse cuando las condiciones
ambientales varian (Gil Turnes & Araljo, 1982; Lepper & Hermans, 1986; Moore &

Rutter, 1987).

Susceptibilidad a antibidticos

El antibiotipo es una forma préctica y sencilla de expresar la resistencia de una cepa
ante un panel escogido de antibidticos y permite diferenciar varias cepas de una
especie, de una manera facil y sencilla. La resistencia bacteriana no solo es el reflejo
fenotipico de la adquisicién de genes que expresan mecanismos de resistencia de las
bacterias sino que también puede darse por mutaciones especificas del

microorganismo.

La susceptibilidad in vitro de 84 aislamientos de M. bovis obtenidos de diferentes
zonas de Estados Unidos fue evaluada contra diversos antibiéticos usando el método de
difusion en agar. Se encontr6 que todos los aislamientos fueron resistentes a la
cloxacilina y un 68% lo fueron a la estreptomicina (Webber et al., 1982). Esta
colecciéon de aislamientos fue sensible al resto de los antibidticos evaluados que
incluyé ampicilina, bacitracina, cloranfenicol, gentamicina, kanamicina, neomicina,
nitrofurazone, oxitetraciclina, penicilina, polimixina B, sulfa triple y tilosina. En lo que
refiere a trabajos regionales, Concei¢do y colaboradores (2004) evaluaron por el
método de Kirby-Bauer y por la determinacion de la concentracion inhibitoria

minima, la susceptibilidad a la estreptomicina, neomicina, tetraciclina, kanamicina,
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eritromicina y nitrofurantoina de treinta cepas de M. bovis recuperadas de brotes de
QIB en Argentina, Brasil y Uruguay entre 1974 y 2001. Ellos encontraron que la
mayoria de las cepas fueron susceptibles a los antibidticos usados rutinariamente en el
tratamiento de la QIB y que la susceptibilidad a los antibidticos varié con el

departamento y el momento de recuperar la cepa.

Hasta el momento sélo hay un estudio en el cual se evalu6 la susceptibilidad a distintos
antibidticos (ampicilina, ceftiofur, clortetraciclina, clindamicina, danofloxacina,
enrofloxacina, florfenicol, gentamicina, neomicina, oxitetraciclina, penicilina,
espectinomicina, sulfadimetoxina, tiamulin, tilmicosina, trimetropim-sulfametoxazole,
tulatromicina y tilosina) de 57 cepas de M. bovoculi aisladas de brotes de QIB
ocurridos entre el 2002 y el 2007 en California, Estados Unidos (Angelos et al., 2011).
En ese trabajo, se encontré una baja concentracion inhibitoria minima para todos los
antibidticos evaluados y se sugirié que los antibioticos cominmente usados contra M.
bovis podrian ser también efectivos para tratar las infecciones causadas por M.

bovoculi.

Diversidad antigénica

Gil Turnes y Araujo en 1982 caracterizaron seroldégicamente las fimbrias de M. bovis
utilizando un test de doble inmunodifusion y a partir de este trabajo sugirieron
agrupar las cepas de M. bovis en seis serogrupos diferentes (A, B, C, D, E, F) en base a
la composicion antigénica. Se encontraron diferencias entre los aislamientos de
diferentes localizaciones geograficas y que algunas cepas eran antigénicamente mas

complejas que otras. Lepper y Hermans (1986) también propusieron agrupar los
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aislamientos de M. bovis en seis serogrupos luego de evaluar por ELISA aislamientos de
M. bovis obtenidos de brotes clinicos de QIB en Australia. En 1987, Moore y Rutter
extrajeron proteinas fimbriales y establecieron la relacion antigénica de las fimbrias
de una coleccién de aislamientos de M. bovis aisladas de Reino Unido. A partir de 38
cepas, estos autores establecieron siete serogrupos fimbriales diferentes a través de

seroaglutinacion.

Moore y Lepper en 1991 procuraron llegar a un sistema de caracterizacion unificado
dado que habia discrepancia entre los diferentes agrupamientos antigénicos, parte de
las cuales se debian a las variadas técnicas usadas para acordar la caracterizacion. A
partir de este estudio se logr6 agrupar a los aislamientos de M. bovis en siete
serogrupos diferentes. Pese a este sistema de agrupamiento en base a las caracteristicas
antigénicas, diversos investigadores han encontrado reactividad cruzada entre cepas
pertenecientes a diferentes serogrupos fimbriales (Conceicao et al., 2003; Gil Turnes &
Aleixo, 1991; McConnel et al., 2008; Moore & Rutter, 1987; Vandergaast &

Rosenbusch, 1989).

En los trabajos anteriormente expuestos y en otros también realizados sobre este
topico, se ha demostrado que las fimbrias difieren antigénicamente tanto entre
aislamientos recuperados de diferentes lugares asi como de diferentes animales de un
mismo lugar geografico (Gil Turnes & Albuquerque, 1984; Gil Turnes & Aradjo, 1982;
Lepper & Hermans, 1986; Moore & Rutter, 1987). Algunos estudios también
encontraron que aislamientos recuperados del mismo animal en diferentes momentos
o0 de diferentes animales en un mismo momento no siempre pertenecieron al mismo

serogrupo (Gil Turnes & Albuquerque, 1984). Son pocos los estudios que encuentran
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baja variabilidad antigénica asociada a las fimbrias de M. bovis. En este sentido, un
trabajo realizado en Australia donde se determiné la variabilidad antigénica de M.
bovis concluy6 que los antigenos fimbriales de cepas aisladas de brotes de QIB en ese
pais han permanecido relativamente estables durante los Gltimos 20 afios (McConnel

et al., 2008).

En lo que respecta a diversidad de otros antigenos de M. bovis, en 1999 Prieto y
colaboradores analizaron una coleccion de 57 aislamientos clinicos de M. bovis
obtenidos de brotes de QIB en Argentina y tres cepas de referencia e identificaron tres
perfiles de LPS y tres perfiles de PME, reflejando una baja heterogeneidad de los
antigenos de superficie evaluados. Este resultado es contradictorio al obtenido cuando
se analizd el patron de PME de diez aislamientos britanicos de M. bovis (Horsnell &
Teale, 1987). En este caso los patrones proteicos de los diferentes aislamientos fueron
similares pero no idénticos y sélo se encontraron tres proteinas en comuan para todos
los aislamientos. Estas diferencias entre ambos trabajos pueden deberse a diferencias

locales o temporales de las cepas.
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2. Objetivos

Caracterizar fenotipicamente una coleccion de aislamientos nativos de Moraxella spp.
por medio de ensayos de sensibilidad a antibioticos, capacidad de formar biofilms
sobre superficies abidticas, ensayos de hemaglutinacion y autoagregacion y analisis del

perfil de PME de una cepa de M. bovis.

3. Resultados

Evaluacion de la sensibilidad a antibioticos de la coleccion de aislamientos de

Moraxella spp.

La sensibilidad de la coleccién de aislamientos de Moraxella spp. a diferentes
antibidticos se determiné siguiendo el método de difusién en placa de agar MH
suplementado con sangre ovina al 5%, tal como se describe en materiales y métodos
(Tabla I1.1). Un aislamiento fue considerado resistente cuando no se observd inhibicion

alguno del crecimiento alrededor del disco conteniendo el antimicrobiano.
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Tabla 1.1, Patrén de sensibilidad de una coleccidon de aislamientos de Moraxella spp. a diversos

antibioticos
g ANTIBIOTICO EVALUADO'
‘_Es o o S o

Epp63 11 34 25 R 19 2.2 3.2 3.0 38 10 44 35 2.8
BAA1259 1.2 30 20 30 15 25 25 2.8 30 30 2.8 2.8 25
Fs 327 11 3.0 25 35 18 25 2.0 30 40 34 40 35 R
Fs 328 10 31 20 30 15 2.0 25 30 36 30 36 30 2.8
Fs 330 12 3.2 25 29 17 2.3 2.0 26 40 26 36 30 24
Fs 343 18 30 18 30 17 2.3 15 13 30 29 30 30 2.8
Sp 346 16 25 24 2.8 14 R 3.0 30 40 24 30 2.7 18
Fs 347 12 25 20 2.7 17 24 14 25 2.7 10 30 2.7 24
Fs 467 18 R 2.3 25 14 18 R 25 25 25 34 35 25
2419 19 3.0 15 35 15 2.0 25 25 25 30 40 30 25
2358 12 2.8 18 30 16 24 20 2.8 2.6 1.2 30 2.6 2.7
2439-2 24 30 17 25 15 2.3 3.6 3.2 34 12 3.0 25 3.0
Art 18 35 25 25 15 25 3.0 3.0 30 28 28 34 30
SES 20 34 17 2.8 15 24 25 25 25 30 30 2.6 29
PRO 15 2.8 20 2.6 14 22 2.0 2.3 2.8 14 36 2.8 13
TT3 19 2.8 20 25 15 2.0 18 24 25 26 30 32 2.8
2693 20 28 18 25 15 2.3 25 3.0 2.9 20 30 24 2.0
1965 25 30 20 29 15 2.8 25 29 2.8 30 30 2.7 R
64 13 3.6 R 32 10 R 15 2.0 34 38 35 30 3.2
3346-11 20 30 16 30 15 25 24 29 2.8 10 30 2.3 14
BM3A 1.2 30 15 30 17 24 18 25 30 27 38 40 12
BM3B 2.1 31 20 2.8 15 19 2.7 2.9 2.9 38 33 30 3.9
EV121 2.6 2.7 28 30 R 2.8 3.0 R 40 25 35 40 40
EV250 20 30 22 31 18 3.0 2.8 3.0 3.2 35 40 2.8 15
EV345 10 38 2.7 32 15 3.2 34 30 32 36 35 32 35
EV366 17 2.8 18 33 10 19 3.0 13 25 11 33 29 25
EV450A R 35 25 34 14 25 3.0 30 R 37 40 39 2.3
EV4508B 20 35 24 34 15 30 30 30 30 32 40 30 29
EV458 20 32 20 30 17 2.8 25 2.8 3.0 12 28 38 33
LC2747 20 30 20 25 14 20 24 25 29 36 36 29 40
LC190 19 32 25 30 09 3.0 3.2 R 3.2 2.0 29 2.6 3.6
LCO10 20 30 18 30 15 2.0 25 2.7 2.3 13 31 35 39
NIN1 20 30 20 24 15 25 25 15 25 R 30 25 2.6
NIN9 20 30 18 30 15 24 20 15 3.0 16 30 30 3.7
Sio1 20 35 20 30 12 2.0 25 30 30 1.2 36 34 24
Si02 R 2.0 19 24 14 2.0 2.0 1.2 2.6 2.4 2.8 31 2.3
SIO3A 14 30 20 2.7 15 25 25 2.2 25 35 28 35 25
SJ03B 16 2.0 20 2.8 18 25 25 19 3.0 16 30 30 2.8
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SJo7 15 35 25 31 15 20 30 25 30 26 36 26 30

SJos 11 40 30 25 22 32 40 33 53 14 28 36 30
CANIA 24 32 22 30 15 24 30 30 26 34 34 30 29
CANII R 32 24 30 18 28 30 30 30 30 40 30 32
CANIIA 20 30 20 27 15 25 25 28 26 28 32 26 27
CANIIB R 30 18 35 20 12 25 25 28 25 30 12 30
1A1 19 30 20 30 36 20 20 30 26 24 14 37 33
3A8 12 40 20 28 20 30 40 30 40 13 40 29 29
5120 26 24 30 30 12 32 14 25 28 R 40 30 30
5148 20 32 20 26 22 16 19 27 40 29 16 29 33
771A 16 36 10 27 14 30 25 30 30 32 30 25 32
771B 14 26 14 30 R 27 12 20 28 22 28 40 28
M1 R 24 28 33 12 16 40 30 29 18 30 36 40
M2 13 29 24 35 18 18 12 15 31 29 19 30 26
M3 18 33 25 29 14 30 28 26 33 28 23 26 30

" Se informa el tamafio del halo de inhibicién observado (en mm) luego de incubar los aislamientos con
los diferentes antibi6ticos.

R resistente (un aislamiento se considerd resistente cuando no se inhibio crecimiento alrededor del disco
conteniendo la droga); CX1: cloxacilina 1 pg; C30: cloranfenicol 30 ug; N30: neomicina 30 pg; T30:
oxitetraciclina 30 pg; PB300: polimixina B 300 pg; SXT25: trimetoprim sulfametoxazol 25 pg; E15:
eritromicina 15 pug; TE30: tetraciclina 30 pg; NOR10: norfloxacina 10 pg; FD300: nitrofurantoina 300
ug; CR30: cefalotina 30 pug; RAS: rifampicina 5 pg; G300: sulfisoxazole 300 ug.

En general, el crecimiento de los aislamientos de Moraxella spp. fue inhibido alrededor
de la mayoria de los antibidticos evaluados, presentando aislamientos de diferentes
departamentos y obtenidos en distintos afios un similar patron de comportamiento
frente a un antibiético. No hubo ningun aislamiento que fuera resistente in vitro a mas
de dos antibidticos. En el caso de la cloxacilina se encontraron 5 aislamientos
resistentes (9,4%), siendo éste el mayor numero de aislamientos resistentes a un
antibidtico. Estos 5 aislamientos fueron obtenidos de diferentes departamentos y en

distintos afios.

Cuando se compard el porcentaje de aislamientos resistentes en M. bovis y M. bovoculi
se observaron diferencias significativas en el patron de resistencia de la cloxacilina,

trimetroprim sulfametoxazol y tetraciclina (P=0.004 en los tres casos) (Tabla 11.2). En
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todos los casos M. bovis mostr6 mayor numero de aislamientos resistentes en

comparacion a M. bovoculi.

Tabla 11.2. Resistencia in vitro de aislamientos de M. bovisy M. bovoculi determinados por difusién en
placa de agar

% de aislamientos resistentes*
Especie de

Moraxella

CX1
C30
N30
T30
PB300
SXT25
E15
TE30
NOR10
FD300
CR30
RA5
G300

M. bovis 16 0 4 4 4 8 0 8 4 4 0 0 4

Mbovoculi 4 4 0 0 4 0o 4 06 o0 4 0 0 4

* Los aislamientos fueron considerados resistentes cuando el crecimiento no fue inhibido alrededor del
disco conteniendo la droga.

£ Diferencias significativas fueron observadas entre M. bovis y M. bovoculi (P < 0.05).

R resistente; CX1 cloxacilina 1 pg; C30 cloranfenicol 30 pg; N30 neomicina 30 pg; T30 oxitetraciclina
30 pg; PB300 polimixina B 300 pg; SXT25 trimetoprim sulfametoxazol 25 pg; E15 eritromicina 15 pg;
TE30 tetraciclina 30 pg; NOR10 norfloxacina 10 pg; FD300 nitrofurantoina 300 pg; CR30 cefalotina
30 pg; RAS5 rifampicina 5 pg; G300 sulfisoxazole 300 pg.

Hemaglutinacion de la coleccién de aislamientos de Moraxella spp.

Con el objetivo de determinar si existian diferencias en la coleccion de aislamientos de
Moraxella spp. con respecto a la expresion de hemaglutininas, se realizdé un ensayo de
hemaglutinacion empleando eritrocitos ovinos. En la Figura I1.1 se observan a modo de
ejemplo aislamientos de Moraxella spp. que fueron capaces de hemaglutinar

eritrocitos ovinos y aislamientos que no expresaron hemaglutininas.
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Hemaglutinacién
- +

33078 Epp63

PBS
BAA1259

Figura 11.1. Hemaglutinacion positiva y negativa.

Ejemplo de cepas hemaglutinantes (Epp63 y BAA1259) y de
una cepa no hemaglutinate (33078). También se observa la
visualizacion de un control negativo realizado con PBS en
lugar de una suspension bacteriana.

Los resultados obtenidos luego de la incubacion de los eritrocitos ovinos con
suspensiones bacterianas de Moraxella spp. se detallan en la Tabla 11.3. Todas las

determinaciones se realizaron por triplicado.

Tabla I1.3. Aglutinacion de Moraxella spp. a eritrocitos frescos de oveja

Aislamiento Especie Hemaglutinacion*

Epp63 Moraxella bovis +
BAA1259 Moraxella bovoculi +
33078 Moraxella ovis -
Fs327 Moraxella bovis -
Fs328 Moraxella bovis +
Fs330 Moraxella bovis +
Fs343 Moraxella bovoculi +
Sp346 Moraxella bovis -
Fs347 Moraxella bovoculi +
Fs467 Moraxella bovoculi +
2419 Moraxella bovoculi -
2358 Moraxella bovoculi -
2439-2 Moraxella bovoculi +
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3346-II
Art
SES
PRO
TT3

2693
1965
64
BM3A
BM3B
EVi21
EV250
EV345
EV366
EV450A
Ev450B
Ev458
LC2747
LC190
LCO010
NIN1
NIN9
Siol
SJ02
SJI03A
SJ03B
sio7
SJo8
CANIA
CANII

CANIIIA

CANIIIB

1A1
3 A8
5120
5148
771A
771B
M1
M2
M3

Moraxella bovoculi
Moraxella bovoculi
Moraxella bovoculi
Moraxella bovoculi
Moraxella bovoculi
Moraxella bovoculi
Moraxella bovoculi
Moraxella bovis
Moraxella bovis
Moraxella bovoculi
Moraxella bovis
Moraxella bovis
Moraxella bovis
Moraxella bovis
Moraxella bovis
Moraxella bovis
Moraxella bovoculi
Moraxella bovoculi
Moraxella bovis
Moraxella bovoculi
Moraxella bovoculi
Moraxella bovoculi
Moraxella bovis
Moraxella bovis
Moraxella bovoculi
Moraxella bovis
Moraxella bovis
Moraxella bovis
Moraxella bovoculi
Moraxella bovis
Moraxella bovis
Moraxella bovis
Moraxella bovoculi
Moraxella bovoculi
Moraxella bovis
Moraxella bovis
Moraxella bovis
Moraxella bovoculi
Moraxella bovoculi
Moraxella bovoculi
Moraxella bovoculi

* + presencia de hemaglutinacién; - ausencia de hemaglutinacion.

Los ensayos se realizaron por triplicado.



Doce aislamientos de M. bovis de un total de 24 fueron capaces de aglutinar
eritrocitos, mientras que en el caso de M. bovoculi presentaron esta capacidad 15
aislamientos de un total de 27. La expresién de hemaglutininas fue independiente del
lugar y fecha de obtenido el aislamiento. A su vez, se determind que no existieron
diferencias interespecificas entre M. bovis y M. bovoculi con respecto a la

hemaglutinacion de eritrocitos ovinos (Figura 11.2).

Figura 11.2. Porcentaje de aislamientos hemaglutinantes de M.
bovisy M. bovoculi. En violeta oscuro se observa el porcentaje de
aislamientos de M. bovis y M. bovoculi capaces de hemaglutinar.
En violeta claro se observa el porcentaje de aislamientos de M.
bovis y M. bovoculi que no fueron capaces de hemaglutinar
eritrocitos ovinos.

Cuantificacion del biofilms formado por aislamientos de Moraxella spp.

Para cuantificar la formacion de biofilm de la coleccion de aislamientos de Moraxella
spp. se realiz6 la tincion con CV de las células adheridas al poliestireno y posterior
solubilizacion del mismo con etanol. En la Figura 11.3 se presentan los resultados de la

DOs40 determinada por el CV asociado a las células de Moraxella spp..
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Figura 11.3. Cuantificacion de la formacion de biofilm de los aislamientos de Moraxella spp. Cada
barra representa la media de la DOs4o del CV asociado a las células adheridas al poliestireno. Cada
linea vertical representa el desvio estdndar de tres ensayos independientes. Con un asterisco (*) se
indica la cepa de M. ovis.

Como se puede observar en la Figura 11.3 no todos los aislamientos fueron capaces de
formar biofilm sobre una superficie abiética como es el poliestireno. La formacion de
biofilm no estuvo relacionada ni a la fecha ni al origen el aislamiento. De todas
maneras, se puede percibir una clara diferencia entre los aislamientos de M. bovis y
los de M. bovoculi con respecto a su capacidad para formar biofilm. En el gréfico de la
Figura 11.4 se representa el porcentaje de aislamientos de M. bovis y M. bovoculi
capaces de formar biofilm. EI 18% de los aislamientos de M. bovis formaron biofilm,
mientras que en el caso de M. bovoculi el porcentaje fue del 68%. Las diferencias
observadas en la capacidad de formar biofilm entre ambas especies de Moraxella spp.
fueron significativas (P=0,0006). A su vez, no sblo se observaron diferencias en la
cantidad de aislamientos de una especie u otra capaz de formar biofilm, sino en la
cuantificacion del biofilm formado. En la Figura 11.3 se puede apreciar que los

aislamientos de M. bovoculi forman biofilm compuestos significativamente por mayor
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cantidad de células que los biofilms formados por los aislamientos de M. bovis

(P=7.7x107*®).

Figura 11.4. Porcentaje de aislamientos formadores de biofilmsen M. bovisy
M. bovoculi. En violeta oscuro se observa el porcentaje de aislamientos de
M. bovis y M. bovoculi capaces de formar biofilms. En violeta claro se
observa el porcentaje de aislamientos de M. bovis y M. bovoculi que no
fueron capaces de formar biofilms.

Autoagregacion de la coleccion de aislamientos de Moraxella spp.

El coeficiente de autoagregacion fue analizado por triplicado y calculado para todos

los aislamientos de Moraxella spp. usando la formula: %C=[1-(DOt=30min/DO,_,)]*100

(Figura 11.5).

Cuando se comparo el coeficiente de autoagregacion de los aislamientos de M. bovis
con el coeficiente de autoagregacion de los aislamientos de M. bovoculi no se

observaron diferencias significativas interespecificas (P=0.465; Figura I1.6).
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Figura I1.5. Coeficiente de autoagregacion de la coleccion de aislamientos de Moraxella spp. Cada
barra representa la media del coeficiente de autoagregacion con su desvio estandar. Con un asterisco
(*) se indica la cepa de M. ovis.
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Figura 11.6. Coeficiente de agregacion para M. bovisy M . bovoculi..
Se presenta la media con su desvio estandar del coeficiente de
agregacion de M. bovis y M .bovoculi.

No se encontrd una asociacion entre la expresion de hemaglutininas y el coeficiente de
autoaglutinacion. A su vez, no se encontré una correlacion entre el coeficiente de

autoagregacion y la capacidad de formar biofilms (P=0.27).
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Analisis de PME de M. bovis

Con la finalidad de analizar las PME de M. bovis se realizé la identificacion de las

mismas por mapeo peptidico. En la figura I1.7A se observa el gel en 2D que se obtuvo

luego de la corrida de PME de la cepa Epp63 de M. bovis.

a7
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Figura 11.7. Gel 2-D de PME de la cepa Epp63 de M. bovis.. En A se observan las proteinas separadas

luego de la corrida en dos dimensiones y en B se observan las proteinas seleccionadas para su
analisis por MALDI-TOF,

A partir de este gel se seleccionaron 5 proteinas (Figura 11.7B) que se digirieron con

tripsina y el extracto proteico resultante se identifico por MALDI-TOF (Tabla 11.4).
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Tabla I1.4. Identificacion de proteinas de M. bovis por MALDI-TOF

Masa molecular Proteina Masa molecular

) . L. Homologia por BLAST del NCBI
enel gel (kDa.) identificada por EM  tedrica (kDa.)

Lipasa/fosfolipasa B

68 Mb1739 70 .
(Moraxella bovis)
Proteina fimbrial
62 Mb1970 76 )
(Psychrobacter arcticus)
PME E
50 Mb1032 52 )
(Moraxella catarrhalis)
PME M35
34 Mb0279 38 .
(Moraxella catarrhalis)
PMEJ
31 Mb3526 22

(Moraxella catarrhalis)

Todas las proteinas seleccionadas mostraron homologia con proteinas aisladas de M.
bovis (lipasa/fosfolipasa) o Moraxella catarrhalis (proteinas de membrana externa),
con la excepcion de la proteina Mb1970 que mostré homologia con una proteina

fimbrial de Psychrobacter arcticus.

4. Discusion

El anélisis de la diversidad de cepas de Moraxella spp. asociadas a brotes de QIB es un
requisito para un exitoso programa inmunoprofilactico debido a que las cepas

circulantes varian durante los brotes de la enfermedad exigiendo una caracterizacion
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continua. A pesar de que la QIB causa serias pérdidas econdmicas en Uruguay, existen
pocos datos disponibles acerca de la diversidad de las cepas circulantes. En este
trabajo, la diversidad fenotipica de la coleccion de aislamientos de Moraxella spp.
obtenidos de brotes clinicos de QIB fue analizada por medio del patrén de resistencia a
antibidticos comunmente utilizados contra la QIB, evaluacion de la hemaglutinacion y
autoagregacion, la cuantificacion del biofilm formado sobre superficies abidticas y la

caracterizacion de PME presentes en M. bovis.

Uno de los métodos clasicos utilizados ampliamente para estudios epidemiolégicos de
muchas especies bacterianas es la serotipificacion. Este continua siendo un método
clave para la tipificacion, por ejemplo, de aislamientos de Salmonellay E. coli (Ahmed
et al, 2010; Eheita et al., 2005). La principal limitante de esta técnica consiste en
generar el panel de antisueros adecuados para cada caso. Con respecto a Moraxella
spp. se ha sugerido que la inmunidad contra la QIB se vincula al serogrupo de la cepa
responsable del brote, lo cual puede explicar que cepas recuperadas de animales
enfermos deben ser continuamente monitoreadas para detectar el surgimiento de
aislamientos no incluidos en las vacunas (Gil-Turnes & Aleixo, 1991, Lepper et al.,

1992).

En este trabajo, se intentd inicialmente poner a punto un método basado en ELISA y
posteriormente un método basado en Western blot con el objetivo de serotipificar la
coleccion de aislamientos de Moraxella spp. Se emplearon sueros policlonales
obtenidos en conejos contra diversos aislamientos de Moraxella spp. y cedidos por el
Dr. Gil-Turnes de la Facultad de Veterinaria, Universidad Federal de Pelotas, Brasil.

Con estas técnicas se observO una gran reactividad cruzada entre aislamientos
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pertenecientes a diferentes serogrupos, motivo por el cual no fue posible utilizarlas
para serotipificar la coleccion de aislamientos de Moraxella spp. (datos no
presentados). Estos resultados sugieren un bajo poder discriminatorio de la técnica de

serotipificacion.

Con el fin de tipificar la coleccidn de aislamientos en base a perfiles de sensibilidad a
antimicrobianos se evalu6 la sensibilidad de la coleccion de aislamientos de Moraxella
spp. a una amplia gama de antibidticos. Algunos de estos antibidticos se emplean en
Uruguay contra la QIB y otros, pese a que no son frecuentemente usados con fines
terapéuticos en nuestro pais, han sido usados por investigadores de paises de la region
con la finalidad de antibiotipificar cepas de Moraxella spp. (Angelos et al., 2011;
Conceicdo et al., 2004; Gil Turnes & Albuquerque, 1984; McConnel et al., 2007;
Zielinski et al., 2000). En este trabajo no se establecié un patron de susceptibilidad
bacteriana, sino que se identificaron los aislamientos resistentes, de acuerdo a los
criterios planteados en la seccion Materiales y Métodos de esta Tesis. Al no haber

puntos de cortes posiblemente las resistencias determinadas estén subestimadas.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que la mayoria de los aislamientos
presentaron un halo de inhibicion alrededor de los antibioticos usados frecuentemente
en el tratamiento de la QIB. Se encontrd que el antibidtico que presentd mayor nimero
de cepas resistentes fue cloxacilina. La resistencia a esta droga no es sorprendente ya
que existen antecedentes de ello en la literatura (Brown et al.,, 1998; Webber et al.,
1982). La coleccion de aislamientos de Moraxella spp. fue en general sensible a la
eritromicina, resultados que concuerdan con los observados por Zielinski y

colaboradores (2000). Sin embargo, fueron discordantes a los observados por George
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(1990) y Shryock y colaboradores (1998) que encontraron un alto nimero de cepas
de M. bovis resistente a este antibiotico. Con respecto a la tetraciclina y al
trimetoprim-sulfametoxazol, se observd que M. bovis presentd significativamente un
mayor numero de aislamientos resistentes en comparacion a M. bovoculi. De todas
formas el porcentaje de aislamientos resistentes fue bajo en M. bovis (6%),
coincidiendo con los resultados obtenidos por Angelos y colaboradores (2011) y
Zielinski y colaboradores (2000) para el caso del trimetoprim-sulfametoxazol y con

Carmo y colaboradores (2011) en el caso de la tetraciclina.

Aunqgue previamente se encontrd que el 3,5% de los aislamientos de M. bovoculi y un
20% de los aislamientos de M. bovis (Shryock et al, 1998) eran resistentes a la
oxitetraciclina (Angelos et al., 2011), en nuestro estudio todos los aislamientos fueron
sensibles a este antibidtico, resultado comparable al obtenido por Zielinski y
colaboradores (2000) al analizar la sensibilidad de una coleccion de cepas de M. bovis
a este antibiotico. Se ha sugerido que la administracion parenteral de oxitetraciclina
seria un tratamiento adecuado en vista de la buena difusién de la droga en la

conjuntiva ocular (George, 1990).

La tipificacion por perfiles de sensibilidad a antimicrobianos es de bajo poder
discriminatorio, debido a que la resistencia a antimicrobianos muchas veces es portada
por plasmidos que son facilmente transferibles entre cepas y dependen de factores de
seleccion para su estabilidad, por lo que muchas veces se pierden en los cultivos (Kado,
1998). Por esto la antibiotipificacion no es viable para ser utilizada como uUnico
método de tipificacion ya que muchas veces aislamientos epidemiolégicamente

relacionados y genéticamente indistinguibles pertenecen a antibiotipos diferentes y a
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la inversa (Labarca, 2002). En este estudio, aislamientos de Moraxella spp. no
relacionados presentaron el mismo perfil de resistencia a antibidticos, lo cual puede
representar la adquisicion del mismo plasmido por cepas diferentes (brote plasmidico).
En tres de los antimicrobianos evaluados se observaron diferencias significativas en el

porcentaje de aislamientos resistentes al comparar M. bovis con M. bovoculi.

La union de la bacteria a las células de la superficie del hospedador es un paso critico
en el desarrollo de una infeccion. En M. bovis se han identificado fimbrias y
hemaglutininas como factores de virulencia que jugarian un papel importante en la
adhesion bacteriana a diferentes tipos de superficies. En este trabajo se evalud si la
coleccion de aislamientos de Moraxella spp. presentaba diferencias en lo que respecta
a su capacidad de aglutinar eritrocitos ovinos. Se observd que el 50% de los
aislamientos fueron capaces de hemaglutinar y no se encontraron diferencias
interespecificas. En nuestro estudio todos los aislamientos de la coleccién se asociaron
a casos clinicos y por lo tanto se los podria considerar patogénicos, aunque no todos
fueron hemaglutinantes, por lo cual la patogenicidad no tendria relacion con la

hemaglutinacion.

Por otro lado, dentro de la evaluacion de la diversidad fenotipica se valord la
capacidad de los diferentes aislamientos de Moraxella spp. de formar biofilms sobre
una superficie abiotica como es el poliestireno. A pesar de que se ha asociado la
formacion de biofilms como responsable de una variedad de infecciones oculares
(Murugan et al., 2010) aun no hay estudios exhaustivos sobre la formacion de biofilms
por M. bovis o M. bovoculi. Este trabajo es el primero que describe la formacion de

biofilms por aislamientos de M. bovis y M. bovoculi. Se observd una gran
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heterogeneidad con respecto a la capacidad de formar biofilms. Esto significa que en la
coleccién se encontraron aislamientos capaces de formar biofilms (un 43% de los
mismos), mientras que otros aislamientos no presentaron esta propiedad. A su vez,
tanto los aislamientos de M. bovis como los de M. bovoculi formaron biofilms, pero el
porcentaje de aislamientos de M. bovis que formaron biofilms fue significativamente
menor que el de M. bovoculi. Los aislamientos evaluados en este estudio fueron
obtenidos de brotes clinicos de QIB; sin embargo, no todos ellos fueron capaces de
formar biofilms, por lo cual se puede sugerir que la formacién de biofilms no es un
requisito indispensable en la patogenicidad de Moraxella spp. como agente etiol6gico

de la QIB.

En este trabajo también se evalud la capacidad autoaglutinante de la coleccidon de
aislamientos, una medida de adhesion interbacteriana (Rickard et al., 2003) que
podria tener un papel importante en la formacion de biofilms (Nyenje et al., 2012). En
este trabajo todos los aislamientos fueron capaces de autoaglutinar, sin embargo, no se
encontrd asociacion entre autoaglutinacion y formacion de biofilm. Esto demuestra
que la formacién de biofilm es un proceso complejo que involucra diversos factores

microbianos.

Finalmente, en el marco de la caracterizacion fenotipica se realizé la identificacion de
PME de M. bovis. Se obtuvieron PME que se separaron por geles 2-D y a partir de esta
separacion se seleccionaron cinco PME para su analisis por MALDI-TOF. Hay que
tener presente que los resultados obtenidos se compararon con la informacion
incluida en bases de datos publicas ya que hasta el momento no estan disponibles los

genomas de M. bovis y M. bovoculi. Los resultados del MALDI-TOF indicaron que las
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proteinas seleccionadas presentaron homologia con una lipasa/fosfolipasa B de M.
bovis, una proteina fimbrial de Psychrobacter arcticus y con tres PME de Moraxella
catarrhalis. Hasta el momento so6lo se ha caracterizado una lipasa/fosfolipasa B de M.
bovis, la cual fue descrita en el afio 2001 por Farn y colaboradores. Esta proteina esta
conformada por 616 aminoacidos y tiene un peso molecular estimado de 65,8 kDa. En
nuestro estudio la proteina que presenta homologia con la lipasa/fosfolipasa de M.
bovis presenta una masa molecular estimada de 68 kDa. Otra de las proteinas
identificadas presenté una masa estimada de 62 kDa y tuvo homologia con una
proteina fimbrial de Psychrobacter arcticus, miembro de la Familia de las
Moraxellaceae. Esta bacteria posee el gen pilB que codifica para un sistema proteico

involucrado en el ensamblaje fimbrial (www.ebi.ac.uk/ena/data/view/AAZ17938). El

gen pilB tiene una longitud de 1776 pb y codifica para una proteina de 591 aa con
una masa molecular de 65,4 kDa. Finalmente las PME E, M35 y J de M. catarrhalis
codifican para proteinas de 459, 358 y 191 aminoécidos, respectivamente (Bhushan et
al.,, 1994; Easton et al., 2005; Hays et al., 2005). A partir de los resultados obtenidos se
puede sugerir que la técnica de extraccion de PME, originalmente desarrollada para
Proteus mirabilis, un uropatégeno Gram negativo, también puede ser usado para el
género Moraxella. A su vez, con esta técnica se pudieron extraer PME que luego

fueron identificadas como tales a través de MALDI-TOF.

Este trabajo describe por primera vez la capacidad de M. bovis y M. bovoculi de
formar biofilms sobre superficies abiéticas y registra la capacidad hemaglutinante y
autoaglutinante de M. bovoculi. Los diferentes analisis llevados a cabo para
caracterizar la coleccion de aislamientos de Moraxella spp. desde el punto de vista

fenotipico demostraron que existen aislamientos con diferentes combinaciones de
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factores de virulencia. Al momento de desarrollar o formular una vacuna contra QIB
es importante que la mayor diversidad de factores involucrados en la patogenicidad

bacteriana esté presentes en la misma.

Parte de los resultados presentados en este Capitulo fueron publicados en The Journal
of Infection in Developing Countries (V. Sosa, P. Zunino. “Diversity of Moraxella spp.
strains recovered from infectious bovine keratoconjunctivitis cases in Uruguay”, 7:

819-824; 2013).
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CAPITULO Il

ARACTERIZACION GENOTIPICA DE

AISLAMIENTOS DE MORAXELLA

SPP. RECUPERADOS DE BROTES DE

QIB
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1. Antecedentes

Con el progreso de la biologia molecular se han desarrollado técnicas que facilitan el
estudio de la diversidad bacteriana a nivel genético e introducen la posibilidad de
caracterizar incluso diferentes cepas de una misma especie. Estas técnicas son rapidas,
reproducibles y en general permiten discriminar entre microorganismos
cercanamente relacionados en base a pequefas diferencias en las secuencias del ADN
(Johnsen & Nielsen, 1999). Por estos motivos, estas técnicas son ampliamente utilizadas
para estudios epidemioldgicos y han sido empleadas exitosamente para detectar
diversidad genética en plantas, parasitos, animales y microorganismos (Lupski &

Weinstock, 1992).

Como se vio en el capitulo anterior, el analisis de la diversidad de las cepas de
Moraxella spp. es un requisito para un exitoso programa inmunoprofilactico debido a
que las cepas circulantes varian durante los brotes de la enfermedad exigiendo una
caracterizacion continua. La importancia del tema ha llevado a que en los ultimos afios
se hayan realizados estudios no sélo de la diversidad fenotipica (Capitulo Il de esta
tesis) sino que también se han realizado estudios de diversidad genotipica tanto en
paises de la region como en el mundo entero (Angelos & Ball, 2007b; Conceicéo et al.,

2004; Kakuda et al., 2003b; 2006; Prieto et al., 1999).
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Estudio de la diversidad molecular del genoma bacteriano

Muchas de las técnicas moleculares usadas hoy en dia para realizar estudios de
tipificacion se basan en la separacion electroforética de fragmentos de ADN de
diferentes tamafios moleculares. El resultado de la electroforesis se representa como un
patron de bandas sobre un gel. Estos patrones pueden ser extremadamente complejos y
su analisis debe ser tenido en cuenta al momento de seleccionar una técnica basada en
ADN-fingerprinting. No sélo la dificultad técnica sino que también los costos y el
tiempo que insume obtener un resultado deben ser evaluados para la seleccion de la

utilidad de un método de tipificacion en particular.

REP-PCR

Generalmente las bacterias contienen en su genoma varias copias de una serie de
secuencias repetitivas tales como REP (Repetitive Extragenic Palindromic), ERIC
(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) y BOX (secuencias conservadas de
ADN repetitivo del elemento BOX de Streptococcus pneumoniae) (Versalovic et al.,
1994). Las unidades repetidas estan separadas por regiones de ADN no repetitivo, de
modo que los cebadores para amplificar estas zonas por PCR se disefian desde cada
una de las mitades del elemento repetitivo y se dirigen hacia el exterior.
Se ha encontrado que la técnica de REP-PCR es extremadamente confiable,

reproducible, rapida y altamente discriminatoria (Versalovic et al., 1994).

En Argentina, Prieto y colaboradores (1999) subdividieron 60 aislamientos de M. bovis

en 5 grupos diferentes usando para ello la técnica de ERIC-PCR. En ese estudio
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también se analizo la diversidad de LPS y el perfil de PME y se encontr6 que el método

mas discriminatorio para tipificar cepas fue el basado en técnicas moleculares.

Hasta el momento, no se han realizado estudios de diversidad genotipica para cepas de
M. bovoculi empleando la metodologia REP-PCR y para M. bovis s6lo hay estudios de

tipificacion con ERIC-PCR empleando nimeros pequerios de cepas.

Amplificacion aleatoria de los fragmentos polimorficos de ADN (RAPD)

La técnica de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) se basa en el uso de
cebadores universales cuya secuencia es independiente del genoma del organismo que
es objeto de estudio. Por lo tanto, esta técnica amplifica secuencias al azar dentro del
ADN genomico. Los cebadores se usan solos o en parejas, en condiciones de baja
astringencia para unirse en varios sitios al ADN diana, ya sea de modo total o
parcialmente complementario y, como consecuencia, se genera un patrén de

amplificacién caracteristico (Welsh & McClelland, 1990; Williams et al., 1990).

En Brasil, Conceicédo y colaboradores (2004) analizaron una coleccién de 30 cepas de
M. bovis y encontraron 15 perfiles moleculares resultado de la combinacion de datos
obtenidos luego de evaluar la coleccion de aislamientos con 3 cebadores diferentes
para RAPD-PCR. La coleccion de aislamientos estaba formada por cepas de M. bovis
recuperadas de brotes de QIB ocurridos entre 1974 y el 2001 en Argentina, Brasil y
Uruguay. En este mismo estudio se demostré que cepas pertenecientes a diferentes
serogrupos tuvieron idéntico perfil de RAPD, demostrando que esta técnica no seria

capaz de discriminar cepas pertenecientes a diferentes serotipos.
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La diversidad genotipica de cepas de M. bovoculi con la técnica de RAPD hasta el

momento no ha sido evaluada.

Electroforesis en campo pulsado

La electroforesis en campo pulsado es una de las técnicas de tipificacion mas
reproducibles y altamente discriminatorias en comparacion con otras técnicas
moleculares (Goering, 1993; Maslow et al., 1993; Tenover et al., 1997; Warner &
Onderdonk, 2003). En este caso, el genoma bacteriano es digerido con una enzima de
restriccion que tiene pocos sitios de reconocimiento y que genera de 10 a 30
fragmentos que van de 10 a 800 kb. Estos fragmentos de gran tamafio no pueden
separarse como un patron de diferentes bandas mediante electroforesis convencional,
pero si mediante PFGE (Schwartz & Cantor, 1984). Para esto se usa una camara
disefiada especialmente que cambia de posiciones en el gel de agarosa entre tres juegos
de electrodos que forman un hexagono alrededor del gel (Tenover et al., 1997,
Warner & Onderdonk, 2003). En general las moléculas de ADN tan grandes tienen
tendencia a fraccionarse durante los procesos preparativos normales, por lo cual en
esta técnica se han desarrollado métodos de extraccion de ADN cromosomico de
células intactas embebidas en bloques de agarosa de baja temperatura de fusion,
seguida de lisis in situ (Matushek et al., 1996). Tras la consiguiente digestion y
separacion electroforética, los patrones de bandas resultantes pueden ser Utiles en el

estudio de la diversidad intraespecifica (Méndez-Alvarez et al., 1995).

Hasta el momento no existen estudios que analicen la diversidad de cepas de M. bovis

0 M. bovoculi empleando la técnica de PFGE.
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Diversidad basada en el estudio de genes bacterianos especificos

Es importante conocer la distribucion y diversidad de genes codificantes de factores de
virulencia ya que hay que tener presente que un candidato considerado como
componente de vacunas deberia estar presente y conservado entre la mayoria de los
aislamientos clinicos locales. La bioinformatica permite evaluar la variacion geneética
de inmundgenos potenciales y detectar los candidatos que podran ser en un futuro

clonados, expresados y purificados como proteinas recombinantes.

Como ya se menciond, M. bovis posee diversos factores de virulencia que son
responsables de su patogenicidad, incluyendo la expresién de fimbrias, hemolisinas,
LPS, fosfolipasas, sistemas de adquisicion de hierro mediados por PME y enzimas
proteoliticas e hidroliticas. Con respecto a M. bovoculi existen pocos estudios que
vinculen factores de virulencia y patogenicidad. En este sentido hasta el momento solo
el operdn RTX, responsable de la actividad hemolitica en cepas de M. bovis, ha sido
descrito en M. bovoculi y se ha sugerido que el mismo podria estar implicado en la

patogenicidad de esta especie bacteriana (Angelos, 2010).

Kakuda y colaboradores (2006) evaluaron por Southern blot la presencia de los genes
flp y fap en una coleccion de aislamientos clinicos de M. bovis obtenidos de diversas
zonas geograficas. Estos genes codifican para proteinas similares a las hemaglutininas
filamentosas de Bordetella pertussis y para una proteina accesoria especifica
involucrada en la secrecion de las hemaglutininas, respectivamente. Ellos encontraron
que los genes flp y fap estan presentes en 9 de 10 cepas de M. bovis y sugieren que
estos genes y sus productos pueden influenciar la infectividad o virulencia de este

patdgeno.
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Cuando se evalud en una coleccion de cepas de M. bovis la variacion aminoacidica
existente en la citotoxina MbxA se encontro que la misma esta conservada en Estados
Unidos (Angelos & Ball, 2007b). Los autores de este trabajo sugieren que las vacunas
contra QIB podrian incorporar MbxA como antigeno protector contra QIB causada

por M. bovis.

Otra subunidad bacteriana que se recomienda como componente de vacunas es la
PME IrpA codificada por el gen omp79 (Kakuda et al., 2003b). Esta proteina fue
detectada en aislamientos clinicos de M. bovis de diversos origenes geograficos y se

observo que su antigenicidad permanecié conservada en los mismos.

2. ODbjetivos

e Caracterizar genotipicamente una coleccién de aislamientos nativos de Moraxella
spp. mediante el andlisis de patrones de DNA-fingerprinting obtenidos por el

empleo de técnicas de REP-PCR, RAPD-PCR y PFGE.

e Determinar la distribucion y variabilidad genética de genes codificantes de factores
de virulencia descritos para M. bovis en una coleccion de aislamientos de M. bovis y

M. bovoculi.
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e Analizar la variabilidad observada en la coleccion de aislamientos de Moraxella

spp. por medio de estudios multivariados.

3. Resultados

ERIC-PCR
Cuando se empleo la técnica de ERIC-PCR para evaluar la diversidad genética de la
coleccién de aislamientos de Moraxella spp. obtenidos de brotes clinicos de QIB se

obtuvieron los patrones de banda que se observan en la Figura I11.1.
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Figura II1.1. Patrén de bandas generado por ERIC-PCR. Marcador de tamafio molecular (Ladder)
1 kb (Fermentas). Gel de agarosa 0.8%.
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Todos los aislamientos de la coleccion fueron tipificables usando este juego de

cebadores y se obtuvieron entre 5y 20 bandas en el rango de 250 a 5000 pb.

Con el objetivo de determinar si la técnica de ERIC-PCR permitia agrupar a los
aislamientos en base a sus atributos, se construyé un dendograma usando el algoritmo
UPGMA y como medida de similitud el coeficiente de correlacion no paramétrico de

Spearman (Rho) (Figura 111.2).
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Figura I11.2. Dendograma obtenido a partir del analisis por UPGMA, usando coeficiente Rho, del patrén
de bandas obtenido al realizar la técnica de ERIC-PCR.
a: M. bovis, b: M. bovoculi. El bootstrap del arbol consenso es producto de 1000 réplicas.
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En base al dendograma obtenido a partir del analisis de los patrones de bandas
generados por ERIC-PCR se observaron principalmente dos grupos filogenéticamente
diferenciados (mostrados en la Figura I11.2 con color verde y anaranjado), segun lo
indican los valores de bootstrap. En cada uno de estos grupos coexistieron aislamientos
de M. bovis y M. bovoculi de diferente origen geogréafico y temporal y que expresan

distintos factores de virulencia.

BOX-PCR
En la figura I11.3 se observan los patrones de bandas obtenidos cuando se realizd la
técnica de BOX-PCR a la coleccion de aislamientos de Moraxella spp. Se observo

amplificacién en todos los aislamientos, tanto de M. bovis como de M. bovoculi.
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Figura I11.3. Patron de bandas generado por BOX-PCR. Marcador de tamafio molecular (Ladder) 1
kb (Fermentas). Gel de agarosa 0.8%.
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El nimero de bandas obtenido usando la técnica de BOX-PCR fue de entre 5 a 21
bandas que estuvieron en el rango de 250 pb hasta las 6000 pb. En este caso, y al igual
gue lo observado cuando se realizd ERIC-PCR, el elevado nimero de patrones de
bandas obtenidos indicaron que existe una elevada heterogeneidad genética entre los

aislamientos de Moraxella spp. circulantes en nuestro pais.

Cuando se analiz6 la relacion filogenética existente entre los aislamientos de la

coleccidn, producto de la técnica de BOX-PCR, se obtuvo el dendograma observado en
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Figura I11.4. Dendograma obtenido a partir del andlisis por UPGMA, usando coeficiente Rho, del
patrén de bandas obtenido al realizar la técnica de BOX-PCR.
a: M. bovis, b: M. bovoculi. El bootstrap del arbol consenso es producto de 1000 réplicas.
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Usando esta técnica de tipificacion también se obtuvieron principalmente dos grupos
filogenéticos (indicados en color anaranjado y verde en la figura 111.4), segun lo marca
el valor de boostrap, que agruparon aislamientos que no compartieron caracteristicas

en comun.

RAPD-PCR

Los patrones de bandas de los aislamientos de Moraxella spp. generados por RAPD-
PCR cuando se usaron los cebadores JWOPA7 y JWP1 fueron heterogéneos (Figura
I11.5). Estos cebadores eran la primera vez que se evaluaban en Moraxella spp. y

fueron capaces de amplificar todos los aislamientos de la coleccion.

El nimero de bandas polimdrficas obtenido con RAPD-PCR fue de 1 a 12 bandas. Estas
bandas se ubicaron en el rango de 250-6000 pb cuando se usoé el cebador JWP1 y de
250-5000 pb cuando se usé el cebador JWOPA7. Cuando se realiz6 RAPD-PCR
usando el cebador JWP1 se evalu6 el aislamiento LC2852 como grupo externo. Este
aislamiento, identificado en este mismo estudio como Microbacterium schleiferi,
también fue aislado de un brote de QIB y fue considerado microbiota asociada a la
conjuntiva bovina. LC2852 presentd un perfil de bandas Unico que fue similar al

generado por los aislamientos de Moraxella spp.
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Figura Il1.5. Patron de bandas generado por RAPD-PCR usando los cebadores JWOPA7 (figura
superior) y JWP1 (figura inferior). Marcador de tamafio molecular (Ladder) 1 kb (Fermentas). Gel de
agarosa 0.8%.

En base al andlisis de los patrones de bandas generados con los cebadores JWOPA7 y
JWP1 se construyeron los dendogramas presentados en la figura I11.6, superior e
inferior, respectivamente. El elevado numero de patrones de bandas diferentes
obtenidos indican, como a su vez lo corrobora el valor de boostrap obtenido, que existe

una elevada heterogeneidad genética entre aislamientos circulantes en nuestro pais
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tanto de M. bovis como de M. bovoculi. Pese a que en este caso también se observaron
grupos filogenéticamente definidos (indicados en color anaranjado y verde en la
Figura 111.6), tampoco fue posible correlacionar los patrones de banda con especie,
origen, caracteristicas fenotipicas u otras caracteristicas genotipicas de los

aislamientos.
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Figura 111.6. Dendograma obtenido a partir del analisis por UPGMA, usando coeficiente Rho, del
patron de bandas obtenido al realizar la técnica de RAPD-PCR con los cebadores JWP1 (panel

superior) y JWOPA7 (panel inferior).

a: M. bovis, b: M. bovoculi. El bootstrap del arbol consenso es producto de 1000 réplicas.
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Evaluacion de la diversidad molecular por PFGE

De acuerdo a la literatura no existen hasta el momento estudios realizados en los
cuales se analice la diversidad de cepas de M. bovis 0 M. bovoculi por PFGE. Por este
motivo, para la puesta a punto de la técnica se tuvieron presentes lineamientos
generales del CDC y protocolos utilizados para cepas de Moraxella catharralis. Para la
puesta a punto de la suspension bacteriana se emplearon suspensiones bacterianas
correspondientes a la escala MacFarland N° 3, 4,5y 6. Los resultados obtenidos con las
concentraciones correspondientes a la escala MacFarland N° 4,5 y 6 fueron similares
en cuanto a la intensidad de banda obtenida, por lo que se eligi6 la correspondiente a

la N°6 para analizar la coleccion de aislamientos de Moraxella spp.

A su vez, se evaluaron dos enzimas de restriccion, Xbal y Smal, para determinar con
cudl de ellas se obtenian mejores resultados. Se escogio la enzima Smal de PROMEGA
como la més adecuada para la caracterizacion de M. bovis y M. bovoculi ya que

produjo bandas claras y bien separadas.

Finalmente, se establecié que una corrida de 20 horas brindaba los mejores resultados.

Corrida de PFGE
La corrida electroforética en campo pulsado se realiz6 evaluando 24 aislamientos de la
coleccion que incluyeron aislamientos de M. bovis y M. bovoculi. Los resultados de la

corrida se presentan en la figura I11.7.

119



Figura I11.7. Patrones de bandas obtenidos usando la técnica de PFGE. Fragmentos de restriccion
generados por la enzima de restriccion Smal.

La digestion con la enzima de restriccion Smal generd entre 9 y 12 fragmentos de
ADN gendmico. En la figura 111.8 se presenta el dendograma generado a partir del
patrén de bandas generado con la técnica de PFGE y usando el algoritmo UPGMA 'y la

medida de similaridad euclidiana.
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El andlisis de patrones de bandas obtenidos con la técnica de PFGE revel6 que los
aislamientos de M. bovis y M. bovoculi se agruparon en clusters diferenciados
(indicados en circulos de color rojo para el caso de los aislamientos de M. bovoculi y

en color violeta para el caso de los aislamientos de M. bovis).

Diversidad molecular basada en el estudio de la distribucion y variabilidad de

genes de virulencia

Se seleccionaron cinco genes que codifican factores que estarian involucrados en la
virulencia de M. bovis y potencialmente en la virulencia de M. bovoculi. La
amplificacién de estos genes por PCR fue evaluada en toda la coleccion de
aislamientos. Estos genes fueron tolC (codifica una PME cuya asociacion con otras
proteinas genera un poro de salida al exterior celular), omp79 (codifica una PME de
79 kDa involucrada en la captacion de hierro), fur (gen involucrado en la regulacion
de la captacion de hierro), mbxA (gen que codifica una citotoxina) y plb (codifica una

lipasa/fosfolipasa).

Las fimbrias también son un importante factor de virulencia de Moraxella spp. pero la
amplificacion de los genes que las codifican no fue evaluada dado que se escogieron
para su analisis antigenos con mayor probabilidad de estar conservados en los
distintos aislamientos. Las fimbrias son antigenos altamente variables, dado por la
posibilidad de recombinacién sitio especifica que tienen asi como la existencia de

varios serotipos fimbriales, como se mencioné anteriormente.
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La distribucion de los genes tolC, omp79, fur, mbxA y plb que codifican potenciales
factores involucrados en la virulencia de M. bovis y M. bovoculi se presentan en la
tabla 111.1. Se considerd un ensayo negativo cuando no se pudo amplificar el gen luego
de tres ensayos independientes dando negativo y si se pudo amplificar en el control

positivo (que en todos los casos fue la cepa Epp63 de M. bovis).

Tabla I11.1. Distribucién de factores de virulencia en aislamientos de M. bovisy M. bovoculi

Aislamiento Origen Especie tolC omp79 fur mbxA  plb
Epp63 ATCC M. bovis + + + + +
CANIIIA Uy, Canelones (2009) M. bovis - - - + -
CANIIIB Uy, Canelones (2009) M. bovis - - - + -
EV250 Uy, Maldonado (2006) M. bovis + + + + +
EV450B Uy, Maldonado (2006) M. bovis - - - + -
Fs327 USA, Kansas M. bovis + + - + +
Fs328 USA, Kansas M. bovis + + + + +
Fs330 USA, Kansas M. bovis + + - + +
Sp346 USA, Kansas M. bovis - - - + -
64 Uy (2009) M. bovis - - - + -
BM3A Uy, Cerro Largo (2005) M. bovis + + + + +
EV121 Uy, Maldonado (2006) M. bovis + + + + +
EV345 Uy, Maldonado (2006) M. bovis + + + + +
EV366 Uy, Maldonado (2006) M. bovis + + - + +
EV450A Uy, Maldonado (2006) M. bovis + - - + -
LC190 Uy, Flores (2006) M. bovis + + + + +
Sio1 Uy, San José (2007) M. bovis + + + + -
Sio2 Uy, San José (2007) M. bovis + + - + +
SJo3B Uy, San José (2007) M. bovis + + - + +
sio7 Uy, San José (2007) M. bovis + + + + +
T71A Uy, Florida (2009) M. bovis + + - + +
CANII Uy, Canelones (2009) M. bovis + + - + +
SJo8 Uy, San José (2007) M. bovis + + + + +
5120 Uy, Paysand( (2009) M. bovis + + - + +
5148 Uy, Paysand (2009) M. bovis + + - + -
BAA1259 ATCC M. bovoculi - - - + -
NIN9 Uy, Tacuarembé (2007) M. bovoculi - - - + -
BM3B Uy, Cerro Largo (2005) M. bovoculi - - + + -
CANIA Uy, Canelones (2009) M. bovoculi - - - + -
Fs347 USA, Kansas M. bovoculi - - - + -
Fs343 USA, Kansas M. bovoculi - - - + -
LCo10 Uy, Flores (2006) M. bovoculi - - - + -
LC2747 Uy, Flores (2006) M. bovoculi - - - + -
M1 Uy, Rocha (2009) M. bovoculi - - - + -
M2 Uy, Rocha (2009) M. bovoculi - - - + -
M3 Uy, Rocha (2009) M. bovoculi - - - + -
NIN1 Uy, Tacuarembd (2007) M. bovoculi - - - + -
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PRO Uy, Canelones (2007) M. bovoculi - - - + -
3346-11 Uy, Mercedes (1983) M. bovoculi - - - + -
2419 Uy, Florida (1983) M. bovoculi - - - + -
Art Uy, Florida (1983) M. bovoculi - - - + -
2358 Uy, Salto (2004) M. bovoculi - - - + -
SES Uy, Salto (2004) M. bovoculi - - - + -
SI03A Uy, San José (2007) M. bovoculi - - - + -
TT3 Uy, Treinta y Tres (2007) M. bovoculi - - - + -
1A1 Uy, Treintay Tres (2008) M. bovoculi - - - + -
3A8 Uy, Treinta y Tres (2008) M. bovoculi - - - + +
771B Uy, Paysandu (2009) M. bovoculi - - - + -
1965 Uy, San José (2008) M. bovoculi - - - + -
Fs467 USA, Kansas M. bovoculi - - - + -
2439-2 Uy, San José (1983) M. bovoculi - + - + -
2693 Uy (2008) M. bovoculi - - - + -
EV458 Uy, Maldonado (2006) M. bovoculi - - - + -

+ amplificacion del gen; —: no amplificacion del gen.

Como se puede observar en la tabla I11.1 los genes que codifican los diferentes factores
de virulencia de Moraxella spp. en estudio se pudieron amplificar en la mayoria de los
aislamientos de M. bovis y solamente en algunos de los aislamientos de M. bovoculi.
Estas diferencias observadas probablemente se deban a que los cebadores fueron
disefiados en base a la secuencia nucleotidica de aislamientos de M. bovis y no de M.
bovoculi (estos genes no estan aun descritos en M. bovoculi y no se cuenta con el

genoma de M. bovoculi aun de libre acceso).

Cuando se analizo la distribucion de los genes de virulencia plb, tolC, fur, mbxA vy
omp79 en la coleccion de aislamientos de M. bovis y M. bovoculi no se observé que los
aislamientos se agruparan segun su origen geografico (Figura 111.9A) o afio de

aislamiento (Figura 111.9B).
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Figura 111.9. Dendograma obtenido a partir del analisis por UPGMA, usando coeficiente Rho, de la
distribucién de genes codificantes de factores de virulencia en M. bovis y M. bovoculi. En A los
aislamientos se encuentran marcados con diferentes colores dependiendo del origen geografico. En B
los aislamientos se encuentran marcados en diferentes colores dependiendo del afio de obtenido el

aislamiento.
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Distribucion y variabilidad del gen omp79

El gen omp79 de M. bovis codifica una PME de 79 KDa, IrpA, que se reprime en
presencia de hierro (Kakuda et al., 2003a). Este gen tiene 2750 pb de los cuales en este
trabajo se amplificaron 1138 pb que fueron de la posicion 840 a la 1980
aproximadamente (Figura I11.10). El 80% de los aislamientos de M. bovis amplificé el
gen omp79. En M. bovoculi se observo la amplificacion de este gen en s6lo 1 de los 28

aislamientos analizados (3.6% de los casos) (Tabla 111.1).

10000

3000

1000
500
250

Figura I11.10. Amplificacién por PCR del gen omp79. L: marcador de tamafio
molecular (Fermentas 1Kb). Carril 1: Epp63; carril 2: EV366; carril 3: 64; carril 4:
CANIIIB; carril 5: BAA1259; carril 6: EV250; carril 7: Fs327; carril 8: Fs328; carril
9: Fs330; carril 10: BM3A.

Todos los genes amplificados fueron purificados, secuenciados y su secuencia editada
fue comparada con las que se encuentran en la base de datos del GenBank. En todos
los casos los genes amplificados presentaron homologia (97-100%) con el gen omp79
descrito para M. bovis. Las secuencias nucleotidicas del gen omp79 fueron alineadas
usando el programa ClustalX y en base a esta alineacion se estudid la relacion

filogenética entre los aislamientos (Figura I11.11).
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A partir del dendograma obtenido y de sus valores de boostrap se pudo observar que
filogenéticamente el gen omp79 estaria conservado solamente en alguno de los
aislamientos tal como lo indican los agrupamientos obtenidos (remarcados en violeta
en la Figura I11.11). No se observaron diferencias notorias cuando se compararon los
agrupamientos obtenidos con la secuencia nucleotidica con los obtenidos con las
secuencias traducidas. En ninguno de los casos estos agrupamientos estuvieron
relacionados con caracteristicas fenotipicas, de patrones de bandas generados por las

técnicas de DNA fingerprinting, ni con el afio ni lugar de obtenido el aislamiento.
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Figura 111.11. Filogenia molecular de la secuencia nucleotidica (A) y traducida (B) del gen omp79
analizada por el método de Maxima verosimilitud. El bootstrap del arbol consenso es producto de 500
réplicas. El tipo de sustitucion que se evalu6 fue el nucleotidico y el aminoacidico, segiin correspondiera.
Para el analisis de la secuencia nucleotidica se emple6 el modelo de Kimura 2-pardmetros y para el
analisis aminoacidico se empled el codigo genético estandar y el modelo de Jones-Taylor-Thornton.
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El Unico aislamiento de M. bovoculi que amplificé el gen omp79, el aislamiento 2439-
2, agrupo con un cepa obtenida en el Estado de Kansas, EE.UU. tanto cuando se analizo

la secuencia nucleotidica como cuando se analiz6 la secuencia traducida.

Distribucion y variabilidad del gen p/b

El gen plb de M. bovis de 2067 pb codifica una proteina de 616 aa, la fosfolipasa B
(Farn et al, 2001). La actividad enzimatica de esta proteina sobre fosfolipidos de
membrana puede llevar a la lisis de las células eucariotas (Postma et al., 2008). En este
trabajo se amplificaron 1360 pb que van de la posicion 550 a la 1910

aproximadamente (Figura 111.12).
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Figura I11.12. Amplificacion por PCR del gen p/b. L: marcador de tamafio molecular
(Fermentas 1Kb). Carril 1: Epp63; carril 2: BAA1259; carril 3: SJ02; carril 4: EV250;
carril 5: Fs330; carril 6: Fs327.

Cuando se analizé por PCR la presencia del gen plb en la coleccion de aislamientos se
encontrd que el 76% de los aislamientos de M. bovis presentaron este gen, mientras
que en M. bovoculi s6lo uno de los 28 aislamientos de la coleccion lo hizo (3,6%)

(Tabla 111.1). Una vez que las secuencias fueron amplificadas por PCR se procedio a la
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purificacion del amplicén observado para su posterior secuenciacion. Las secuencias
nucleotidicas obtenidas fueron procesadas y su homologia corroborada con el gen plb
de M. bovis publicado en la base de datos del GenBank. Dado que todas las secuencias
presentaron homologia (mayor del 98%) con el gen plb de M. bovis, las mismas fueron
alineadas usando el programa bioinformatico ClustalX. A partir de las secuencias
nucleotidicas alineadas se construyeron arboles filogenéticos (basados en la secuencia
nucleotidica y la secuencia traducida) para estudiar la relacion molecular de los
aislamientos basadas en el gen plb (Figura 111.13). Para la construccion de los arboles
se agregod la secuencia nucleotidica del gen plb de la cepa Dalton 2d de M. bovis
(indicada en la Figura 111.13 como “secuencia publicada”) accesible en el GenBank (N°

acceso AY032849.1; Farn et al., 2001).

El andlisis de la secuencia nucleotidica del gen plb que codifica para la fosfolipasa B de
M. bovis demostré6 que aproximadamente el 50% de estas secuencias estarian
conservadas entre de los aislamientos de M. bovis (indicadas en la Figura 111.13 en
color rojo) tanto a nivel nucleotidico como a nivel de secuencias aminoacidicas
deducidas. Las diferencias observadas a nivel de la topologia del &rbol filogenético
observado con las secuencias nucleotidicas se mantuvieron a nivel de secuencia
traducida. La secuencia nucleotidica de la cepa publicada en el GenBank se agrup6

con la mayoria de las cepas conservadas.
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Figura 111.13. Filogenia molecular de la secuencia nucleotidica (A) y traducida (B) del gen p/b analizada
por el método de Maxima verosimilitud. El bootstrap del arbol consenso es producto de 500 réplicas. El
tipo de sustitucion que se evalué fue el nucleotidico y el aminoacidico, seguin correspondiera. Para el
analisis de la secuencia nucleotidica se empled el modelo de Kimura 2-pardmetros y para el analisis
aminoacidico se empled el codigo genético estandar y el modelo de Jones-Taylor-Thornton (JTT).

Distribucion y variabilidad del gen to/C

El gen tolC que codifica la proteina TolC de M. bovis y que esta involucrada en la
secrecion de la toxina MbxA junto a la accién de las proteinas MbxB y MbxD (Angelos
et al., 2001; Wandersman & Delepelaire, 1990), fue evaluado en toda la coleccion de
aislamientos. En este trabajo, de los 1300 pb que posee el gen tolC se amplificaron 886

pb (Figura 111.14).
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Figura I11.14. Amplificacion por PCR del gen to/C. L: marcador de tamafio molecular
(Fermentas 1Kb). Carril 1: BAA1259; carril 2: NINZ1; carril 3; 64; carril 4: EV250;
carril 5: Epp63; carril 6: Fs327.

Se observé amplificacion del gen tolC en el 84% de los aislamientos de M. bovis. No se
amplifico este gen en ninguno de los aislamientos de M. bovoculi (Tabla 111.1). Las
secuencias nucleotidicas del gen tolC fueron editadas y corroborada su similitud con
secuencias publicadas en la base de datos del GenBank. Una vez que se comprob6 que
todas las secuencias presentaban homologia (que estuvo entre 97-100%) con el gen
tolC, las mismas fueron alineadas usando el programa ClustalX. A partir del
alineamiento de las secuencias nucleotidicas se construyd un arbol filogenético usando
ademas de las secuencias nucleotidicas de los aislamientos de la coleccién, secuencias
nucleotidicas disponibles en el GenBank para genes tolC de Moraxella spp.. En este
sentido, se evalud la secuencia nucleotidica del gen tolC de la cepa Tifton de M. bovis
(N° acceso al GenBank: AF205359.3), la cepa 237 de M. bovoculi (N° acceso al
GenBank: DQ155435.1) y la cepa ATCC 33078 de M. ovis (N° acceso al GenBank:
DQ155443.1) (Figura I11.15). Ademas de estas secuencias se evalué como secuencia
externa la secuencia nucleotidica del gen plb que codifica para una fosfolipasa B de la

cepa Dalton 2d de M. bovis (N° acceso al GenBank: AY032849; Farn et al., 2001).
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También se construyé un arbol filogenético empleando para esto la secuencia que se
obtiene de la traduccion de la secuencia nucleotidica (Figura 111.15B). En este caso
también se emplearon las secuencias externas que habian sido evaluadas para la

construccion del arbol basado en secuencias nucleotidicas.
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Figura 111.15. Filogenia molecular de la secuencia nucleotidica (A) y traducida (B) del gen folC
analizada por el método de Maxima verosimilitud. El bootstrap del arbol consenso es producto de 500
réplicas. El tipo de sustitucion que se evalué fue el nucleotidico y el aminoacidico, segin
correspondiera. Para el analisis de la secuencia nucleotidica se empleé el modelo de Kimura 2-
parametros y para el andlisis aminoacidico se emple6 el codigo genético estandar y el modelo de Jones-
Taylor-Thornton (JTT).

Como se puede apreciar en la Figura 111.15 el 62% de los aislamientos de la coleccion
presentaron homologia del gen tolC a nivel nucleotidico. Este porcentaje fue mayor

(86%) cuando se analizd la secuencia traducida de este gen. Estos resultados
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demuestran que este gen esta conservado en la coleccion de aislamientos de Moraxella

spp..

Como se puede apreciar en la figura 111.15 Ay B la secuencia que codifica para tolC de
los aislamientos de M. bovis de la coleccion agruparon con la cepa Tifton de M. bovis
que fue usada como secuencia de referencia. Sin embargo, las secuencias que
codifican para el gen tolC en M. bovoculi y en M. ovis no agruparon ni entre ellas ni
con ninguna de las secuencias del resto de la coleccién. La secuencia nucleotidica y
aminoacidica del gen plb de M. bovis tampoco agrup6 con ninguna de las secuencias

tolC de M. bovis.

Distribucion y variabilidad del gen mbxA

La hemolisina MbxA, codificada por el gen mbxA y que fue identificada inicialmente
en M. bovis y posteriormente fue identificada una homologa en M. bovoculi (en este
caso fue llamada MbvA), también es un importante factor de virulencia bacteriano
para ambas especies bacterianas (Angelos et al., 2007). El gen mbxA fue amplificado
tanto en aislamientos de M. bovis como en aislamientos de M. bovoculi. (Tabla 111.1)
usando los cebadores P-hem start y New B gene up, previamente empleados por
Angelos y Ball (2007b) para estudiar la relacion genética entre citotoxinas de M. bovis
de diferentes origenes geograficos. Con estos cebadores se obtuvo un amplicon de
aproximadamente 3500 pb que incluyé los genes mbxC y mbxB, los cuales se

encuentran adyacentes a mbxA (Figura 111.16).
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Figura 111.16. Amplificacion por PCR del gen mbxA. L: marcador de tamafio
molecular (Fermentas 1Kb). Carril 1: BAA1259; carril 2: Epp63; carril 3: NIN1.

Con las secuencias nucleotidicas editadas, lo primero que se hizo fue corroborar la
homologia del amplicon obtenido. Posteriormente y con el objetivo de determinar si las
secuencias codificantes de la proteina MbxA de M. bovis estaban conservadas entre los
aislamientos de M. bovis y M. bovoculi se compararon las secuencias nucleotidicas y
traducidas del gen mbxA, figura 111.17 y 111.18, respectivamente. En este trabajo se
estudiaron los extremos 3" y 5° de forma separada y se secuencié al azar el 60% de los

aislamientos.
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Figura I11.17. Filogenia molecular de la secuencia nucleotidica del extremo 5° (A) y 3" (B) del gen
mbxA analizado por el método de Maxima verosimilitud. El bootstrap del arbol consenso es producto
de 500 réplicas. El tipo de sustitucién que se evalu6 fue el nucleotidico y el modelo fue el de Kimura
2-parédmetros. En rojo se muestran los aislamientos de M. bovis, mientras que en azul se muestran

los aislamientos de M. bovoculi.

Al analizar la secuencia nucleotidica (Figura 111.17) y traducida (Figura 111.18) de los

extremos 5° y 3" del gen mbxA se observa que los aislamientos de la coleccion de

Moraxella spp. se agrupan mayoritariamente de acuerdo a la especie a la cual

pertenecen (en las Figuras 111.17 y 111.18 se observa en grupos delimitados en rojo los

aislamientos de M. bovis y en azul los de M. bovoculi). Los agrupamientos obtenidos

estuvieron respaldados por el valor de bootstrap obtenido.
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Los aislamientos no solo presentaron diferencias interespecificas sino también

intraespecie (este se puede determinar al observar los valores obtenidos de bootstrap

dentro de cada especie).
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Figura 111.18. Filogenia molecular de la secuencia traducida del extremo 5° (panel A) y 3" (panel B) del
gen mbxA analizado por el método de Méaxima verosimilitud. El bootstrap del arbol consenso es

producto de 500 réplicas. El tipo de sustitucion que se evalud fue el aminoacidico, el codigo genético

estandar y el modelo fue el de Jones-Taylor-Thornton (JTT). En rojo se muestran los aislamientos de M.

bovis, mientras que en azul se muestran los aislamientos de M. bovoculi.

Distribucion y variabilidad del gen fur

El gen fur de M. bovis esta involucrado en la adquisicion de hierro por este patdgeno,

cuando el mismo se encuentra en limitacién de este elemento en la naturaleza. Este
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gen esta formado por 729 pb y codifica para una proteina de 151 aa (Kakuda et al.,
2003b). En este trabajo de los 729 pb se amplificé un segmento de 338 pb (Figura

111.19).
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Figura 111.19. Amplificacion por PCR del gen fur. L: marcador de
tamarfio molecular (Fermentas 1Kb). Carril 1: BAA1259; carril 2:
NINZ1; carril 3: Epp63; carril 4: LC190; carril 5: SJO7.

La presencia de fur fue evaluada en la coleccion de aislamientos de Moraxella spp. y se
encontr6 que ninguno de los aislamientos de M. bovoculi amplificé este gen, mientras
que el 44% de los de M. bovis si lo hizo (Tabla I11.1). Las secuencias nucleotidicas del
gen que codifica la proteina Fur de los distintos aislamientos de M. bovis que
componen la coleccion fueron editadas y una vez que se evalué su homologia con
secuencias publicadas en el Genbank para el gen fur (en todos los casos la homologia
fue mayor del 97%), se las alined y se estudio su relacion filogenética (Figura 111.20).
En base a los valores de boostrap obtenidos se pudo observar que este gen no se
encuentra conservado a nivel de secuencia nucleotidica en los diferentes aislamientos

de M. bovis de la coleccion. En el caso de las secuencias traducidas se observd menor
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diversidad genética en el gen fur, tal como lo determinan los valores de bootstrap

obtenidos.
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Figura 111.20. Filogenia molecular de la secuencia nucleotidica (A) y traducida (B) del gen fur analizada
por el método de Méaxima verosimilitud. El bootstrap del &rbol consenso es producto de 500 réplicas. El
tipo de sustitucion que se evalu6 fue el nucleotidico y el aminoacidico, segun correspondiera. Para el
analisis de la secuencia nucleotidica se empled el modelo de Kimura 2-parametros y para el andlisis
aminoacidico se empled el codigo genético estandar y el modelo de Jones-Taylor-Thornton (JTT).

Andlisis global caracterizacion fenotipica y genotipica

En base a los resultados fenotipicos y genotipicos (solo se incluy6é para el analisis
genotipico la distribucion de genes que codifican potenciales factores de virulencia de
M. bovis y M. bovoculi) obtenidos se construy6 una matriz de 0-1 tal como se detalla
en Materiales y Métodos y se evalud si existian relaciones que permitieran discriminar

o relacionar los diferentes aislamientos (Figura Ill. 21).
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Figura 111.21. Andlisis de Cluster usando UPGMA y coeficiente de similaridad de Rho. Los aislamientos
de M. bovis se encuentran en color rojo mientras que los aislamientos de M. bovoculi se encuentran
en color azul.

Se observd que en términos generales los aislamientos de M. bovis aparecieron
agrupados al igual que lo que sucedié con los aislamientos de M. bovoculi. Estos
resultados es altamente probable que estén condicionados a la no amplificacion de los

genes omp79, fur, tolC y plb en aislamientos de M. bovoculi.

Dentro del grupo de aislamientos de M. bovis no se observo ningun aislamiento de M.
bovoculi. Sin embargo, dentro del grupo de M. bovoculi si se observaron cinco
aislamientos de M. bovis. Cuatro de estos aislamientos de M. bovis que agruparon con
M. bovoculi (EV450A. EV450B. CANIIIA y CANIIIB) fueron capaces de formar biofilms
(esta capacidad estuvo presente en sélo 5 aislamientos de M. bovis). Otra caracteristica

que comparten estos aislamientos es que en los cinco casos ninguno amplifico los
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genes omp79, fur y plb. Cuatro de ellos tampoco fueron capaces de amplificar tolC,

mientras que uno si lo hizo (EV450A)

4. Discusion

Para un exitoso programa inmunoprofilactico es necesario analizar la divergencia
entre las cepas que conforman las vacunas y las cepas circulantes ya que se ha
propuesto que la inmunizacion favorece la seleccion de cepas que son diferentes de las
cepas componentes de vacunas. Es importante que las vacunas incluyan la mayor
diversidad de cepas circulantes para que el espectro de proteccion de las mismas sea el
mayor posible. Por lo tanto, conocer la diversidad genética de cepas de Moraxella spp.
involucradas en el establecimiento y desarrollo de la QIB permitird desarrollar

vacunas mas eficientes contra la enfermedad.

En este capitulo de la Tesis se evalud la diversidad genotipica de la coleccion de
aislamientos de Moraxella spp. empleando para esto diferentes aproximaciones. Por
un lado, se evalud la diversidad en lo que respecta a la generacion de patrones de
ADN-fingerprinting resultado de las técnicas de ERIC-PCR, BOX-PCR, RAPD-PCR y
PFGE. Por otro lado, se analizé la distribucién y variabilidad de genes que codifican
para factores de virulencia de M. bovis y posibles marcadores patogenicos de M.

bovoculi como lo son los genes omp79, plb, tolC, mbxA y fur.
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Cuando la diversidad genotipica de los aislamientos fue analizada usando RAPD-PCR,
una alta heterogeneidad de patrones de bandas fue observado. Este resultado fue
similar al obtenido por Concei¢do y colaboradores (2004) cuando analizaron una
coleccion de cepas clinicas de M. bovis obtenidas de Argentina, Brasil y Uruguay
usando la misma técnica pero con otros cebadores y un numero menor de

aislamientos.

Se encontré que secuencias tanto del tipo ERIC como BOX estdn presentes en el
genoma de M. bovis y M. bovoculi. Cuando la coleccion de aislamientos fue analizada
por ERIC-PCR, los resultados obtenidos fueron similares a los obtenidos por Prieto y
colaboradores (1999). Estos autores analizaron cepas de M. bovis obtenidas de
Argentina y observaron un alto grado de heterogeneidad intraespecifica. Por otro lado,
la técnica de BOX-PCR fue usada por primera vez para tipificar cepas de M. bovisy M.
bovoculi. Los resultados obtenidos indicaron que BOX-PCR permitio tipificar las
diferentes cepas y que la heterogeneidad intra-especifica fue alta y no fue posible
correlacionar perfiles de bandas y caracteristicas de las cepas. Este resultado fue

similar al obtenido en el caso de RAPD y ERIC-PCR.

Con respecto a PFGE se logré poner a punto la técnica por primera vez para el analisis
de M. bovis y M. bovoculi. Los resultados obtenidos con la técnica de PFGE fueron una
primera aproximacion dado que no se evalué la totalidad de la coleccion de
aislamientos. Se encontré una gran diversidad genética por lo que no fue posible
agrupar a los aislamientos en base a su origen geografico o espacial, pero si se observo

una tendencia a agrupar los aislamientos en base a su especie.
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Este es el primer trabajo que describe la diversidad genotipica de M. bovoculi usando
distintas técnicas de ADN-fingerprinting. Los resultados obtenidos indicaron que no
existio una relacion entre origen geogréfico y/o temporal de los aislamientos, atributos
asociados a la patogenicidad de M. bovis y M. bovoculi y los perfiles de ADN-
fingerprinting obtenidos. En general, todas las técnicas evaluadas produjeron
complejos patrones de ADN-fingerprinting para todos los aislamientos evaluados
mostrando un alto poder discriminatorio para la tipificacion de Moraxella spp. Esta
amplia diversidad genética probablemente esté asociado a la facilidad de intercambio
o rearreglo genéticos de aislamientos de Moraxella spp. asociados a brotes clinicos de
QIB. Los resultados obtenidos en este trabajo ratifican la necesidad de realizar
monitoreos para evaluar la situacion en forma periddica y optimizar las estrategias de

elaboracion de vacunas e inmunizacion contra la QIB.

Para avanzar en la comprension de los mecanismos de Moraxella spp. involucrados en
la patogénesis de la QIB, asi como para plantear estrategias de tratamiento o
inmunizacion también es importante determinar la distribucion y variabilidad de
genes codificadores de potenciales factores de virulencia presentes en M. bovis y M.
bovoculi. En este sentido se evaluaron genes codificantes de factores de virulencia en
M. bovis y potencialmente en M. bovoculi que se encontrarian relacionados con la
patogenesis de la QIB causada por estos patogenos. Estos antigenos deben estar
conservados entre la mayoria de los aislamientos clinicos locales para poder tener un

papel efectivo en la prevencion de la enfermedad.

La mayoria de los genes en estudio fueron amplificados mayoritariamente en M. bovis.

Este fue el caso de los genes omp79, plb, tolC y fur. Estos resultados no significan que
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los aislamientos de M. bovoculi no presenten estos genes, pero si que probablemente
existan diferencias en sus secuencias que no le permitieron a los cebadores, disefiados
en base a las secuencias nucleotidicas publicadas de M. bovis, amplificar el ADN de los
aislamientos de M. bovoculi. Al momento de realizar este trabajo ain no se contaba
con el genoma secuenciado de M. bovis y M. bovoculi por lo cual, el disefio de
cebadores se realiz6 teniendo en cuenta las secuencias nucleotidicas de genes

publicados en el GenBank que correspondieron a M. bovis.

En el caso de los genes tolC, omp79, plb y fur se observd que la secuencia nucleotidica
que los codifica presenta diversidad genética en la coleccién de aislamientos de M.
bovis. En el caso de estos genes, se observo que las secuencias traducidas estuvieron
mas conservadas que las secuencias nucleotidicas. Este resultado es de esperar ya que

un aminoacido puede estar codificado por méas de un triplete de nucle6tidos.

El gen mbxA fue el Unico que pudo ser amplificado en la totalidad de la coleccion de
aislamientos de M. bovis y M. bovoculi. Este resultado era de esperar ya que éste fue
un criterio de inclusion. A pesar de que este gen present6 diversidad intraespecifica e
interespecifica, a partir de este trabajo se puede sugerir que las hemolisinas serian los
mejores componentes de vacunas basadas en subunidades proteicas dado que se
encontrd que este gen fue el Unico que se pudo amplificar en el 100% de la coleccion
de aislamientos con el mismo conjunto de cebadores. Considerar el producto de este
gen como candidato de vacunas habia sido previamente propuesto por Angelos y Ball

(2007b).

El analisis realizado en base a los resultados de la caracterizacion fenotipica y

genotipica de factores de virulencia en la coleccion de aislamientos demostro que los
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mismos no se agruparian en base al origen del cual fueron obtenidos ni al afio de
obtenidos asi como tampoco a las caracteristicas patogénicas de los mismos. Las
diferencias fenotipicas y genotipicas que se observaron en los aislamientos de M. bovis
y M. bovoculi es importante que sean tenidas en cuenta al momento del disefio de

estrategias de tratamiento y prevencién de la QIB.

Parte de los resultados presentados en este Capitulo fueron publicados en The Journal
of Infection in Developing Countries (V. Sosa, P. Zunino. “Diversity of Moraxella spp.
strains recovered from infectious bovine keratoconjunctivitis cases in Uruguay”, 7:

819-824; 2013).

143



CAPITULO |V

NALISIS DE LA BIOTA BACTERIANA

ASOCIADA A BROTES DE QIB
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1. Antecedentes

La biota bacteriana y fungica de la conjuntiva sana ha sido estudiada en diversas
especies animales, incluyendo perros, gatos, ovejas, llamas, cerdos, caballos, bisontes,
conejos, pajaros, ciervos, zarigueyas y mapaches (Cooper et al., 2001; Davidson et al.,
1994, 1999; Dubay et al., 2000; Miller et al., 1995; Moore et al., 1988; Pinard et al.,
2002). La poblacion bacteriana de 0jos sanos estd compuesta predominantemente por
microorganismos Gram positivos (Dupont et al., 1994; Haghkhan et al., 2005; Prado et
al., 2005). En general, se considera que la presencia de hongos en la conjuntiva de
diversos animales es transitoria y podria ser explicada por la exposicion de los
animales al medio ambiente (Gerding et al., 1993). Sin embargo, frecuentemente se
aislan hongos en equinos y bovinos dado que el ambiente en el cual habitan contiene
alta concentracion de materia organica. Aspergillus spp. es el hongo mas
frecuentemente aislado y la infeccién con este potencial patégeno puede provocar
trauma ocular (Samuelson et al., 1984).

Con respecto a la biota conjuntival bacteriana normal de bovinos, Barbar vy
colaboradores (1986) estudiaron la flora normal de terneros sanos y encontraron que
M. bovis, Moraxella catarrhalis y Mycoplasma bovoculi serian los principales
componentes de la biota normal bovina. Por otro lado, Sarma y colaboradores (1989)
aislaron en la biota normal de bovinos principalmente Streptococcus spp. y en menor

proporcién Mannheimia haemolytica, Corynebacterium bovis y Micrococcus spp..
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Los microorganismos que habitan la superficie externa del ojo pueden jugar un papel
fundamental en los mecanismos de defensa. Estos microorganismos pueden proteger
los ojos secuestrando los nutrientes de los organismos invasores o mediante la
secrecion de sustancias con propiedades antimicrobianas (Eichenbaum et al.,, 1987;
Chandler & Gilette, 1983). En este sentido, se ha demostrado que Staphylococcus spp.
produce lisis y agentes inhibidores de microorganismos (Hsu & Wiseman, 1967). Estos
agentes son activos contra un gran namero de bacterias Gram positivas y en menor
ndmero contra bacterias Gram negativas.

Desbalances en la biota microbiana normal pueden ocurrir luego del tratamiento con
antibioticos o cuando los mecanismos de defensa inmune del hospedador estan
comprometidos (Gerding & Kokamo, 1990). Esto puede favorecer la colonizacion
microbiana asi como la seleccion de especies resistentes a antibidticos. Esta
colonizacion puede ser por microorganismos que se conformaban la biota del animal
sin sintomatologia clinica de infeccion (Gerding et al., 1988; Murphy et al., 1978).
Tradicionalmente se ha considerado a M. bovis, perteneciente a la familia
Moraxellaceae, como el agente etiolégico de los brotes de QIB (Baptista, 1979; Gil
Turnes & Albuquergue, 1984). Estudios recientes han establecido la existencia de otras
especies pertenecientes al género Moraxella, M. ovis (anteriormente denominada
Branhamella ovis) y M. bovoculi asociadas a brotes de QIB, aunque aun no se ha
establecido su papel en la etiologia y patogénesis de la enfermedad (Angelos et al.,
2007; Elad et al., 1988).

Un estudio realizado por Hare y colaboradores (2008) encontrd que Moraxella spp. se
aislo en muy baja proporcion de animales con QIB. Otros microorganismos se

encontraron con mayor frecuencia asociados a brotes de QIB. Dentro de estos se
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encontrd Exiguobacterium acetylicum, Arthrobacter gandavensis y Arthrobacter
luteolus, que son bacilos Gram positivos, dificiles de identificar y cuyo habitat puede
ser el suelo pero que se han adaptado a vivir en condiciones adversas. También se aislo
Pseudomonas spp, un patégeno asociado a diferentes enfermedades de vacunos;
Aeromonas spp., un patégeno Gram negativo descrito como el agente etioldgico de
diversas enfermedades animales y Acinetobacter spp., una bacteria distribuida

ampliamente en la naturaleza, principalmente en el suelo (Hare et al., 2008).

2. ODbjetivos

Identificar componentes de la biota bacteriana asociada a brotes de QIB utilizando

técnicas microbioldgicas clasicas asi como técnicas moleculares.

3. Resultados

En este trabajo se escogieron 20 aislamientos con el objetivo de analizar fenotipica y
genotipicamente componentes de la biota bacteriana asociada a brotes de QIB. Estos

aislamientos son parte de este trabajo y se detallan sus caracteristicas geograficas y
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espaciales en la Tabla 1. Se seleccionaron colonias cuyas caracteristicas macroscopicas

no correspondian con las descritas para Moraxella spp.. El criterio de seleccion de las

mismas fue que hubiese al menos tres colonias iguales por placa.

Caracteristicas fenotipicas de la biota bacteriana asociada a brotes de QIB

A los aislamientos de brotes de QIB, no identificadas como Moraxella spp., se les

evaluo su tipo de tincidn al realizar la técnica de Gram y sus caracteristicas celulares

al observarlas al microscopio Optico (Tabla IV-1).

Tabla IV-1. Caracteristicas morfoldgicas de la biota bacteriana asociada a brotes de QIB

S Tincion Forma Asociacion

de Gram celular celular
Fs337 Positivo Cocos Pares, tétradas
2959 Negativo Cocobacilos Pares o cadenas
SER Positivo Bacilos Solos, pares o cadenas
FVL Negativo Coco Pares
3346-I Negativo Bacilo Pares
BM5A Negativo Cocobacilos Pares o cadenas
BM5B Positivo Cocos Pares o cadenas
BM6 Positivo Cocos Solos, cortas cadenas
EV083 Negativo Cocobacilos Pares
EV094 Positivo Bacilos Ramificados
EV228 Positivo Coco Cadenas
EV541 Positivo Coco Pares
LC3718 Positivo Bacilos Cortos, aislados
LC2842 Positivo Bacilos Pares
LC2694 Positivo Cocobacilo Pares
LC2680 Positivo Bacilos Cadenas
LC2852 Positivo Cocobacilos Cadenas
LC008 Positivo Coco Cadenas
Sio4 Negativo Coco Pares
CANVIA Positivo Cocobacilos Pares
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La mayoria de las bacterias aisladas (14 de un total de 20) fueron Gram positivas. Se

encontré una amplia diversidad de tipos de colonias, tanto en lo que respecta a su

tamafio como a su coloracion. La forma celular y su tipo de asociacion también

abarcaron un amplio espectro.

Una vez determinadas las caracteristicas morfolégicas microscopicas, se estudiaron las

caracteristicas bioquimicas de la coleccion de aislamientos (Tabla 1V-2).

Tabla IV-2. Caracteristicas bioquimicas de la biota bacteriana asociada a brotes de QIB

FERMENTACION

2 = - b

g § 2 % ->g< 5 g 2 [a) % ! Pico Fondo GAS
< 2 = O O T £ o g O =

Fs337 + - + - + + + - + - Ac Ac -
2959 -+ - - - - + - ND Alc Alc -
SER - ND - - + - - + Ac Ac -
FVL - + o+ - - ND - + + Ac Ac -
3346-1 - + + + + - - - - + Alc Alc -
BM5A - - + - ND ND + + - ND ND ND ND
BM5B ND - + + o+ - + ND + + Ac Ac -
BM6 - - - + + - + - Alc Alc -
EV083 - - + + - + + - + - Ac Alc -
EV094 - -+ o+ - - + - + - ND ND -
EV228 + -+ - + + + - 4+ - Ac Ac -
EV541 + -+ o+ - - + - - - ND ND ND
LC3718 - -+ - - - + - + - Alc Al -
LC2842 - - + ND - + - - - - Alc Alc -
LC2694 - - - - + + - - + - Alc Alc -
LC2680 - - + - - + - - + - Alc Alc -
LC2852 - - + + - - - - + - Alc Alc -
LCcoo8 ND - + - + ND ND - + - Ac Ac -
Sio4 ND - + - + ND - - - + Alc Alc -
CANVIA + -+ - - - ND - ND - Alc Al -

Abreviaciones: FD expresion de fenilalanina desaminasa; McC crecimiento en medio

MacConkey; + reaccion positiva; - reaccién negativa, ND no determinado.
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Caracteristicas genotipicas de la biota bacteriana asociada a brotes de QIB

Para conocer la identidad molecular de los aislamientos asociados a brotes de QIB y no
pertenecientes al genero Moraxella se realizé la extraccion de ADN de la coleccion de
aislamientos y el mismo se utilizé para amplificar por PCR el gen que codifica para el
ADNTr 16S usando los cebadores 1492r y 27f. EI amplicon obtenido fue purificado y
secuenciado. Las secuencias obtenidas fueron editadas usando el programa
bioinformatico DNA Baser y comparado su secuencia con secuencias publicadas en la

base de datos del GenBank (Tabla I1V-3).

Tabla IV-3. Identificacion molecular de la biota bacteriana asociada a casos de QIB

e . % Secuencia .
Cepa Descripcion Puntaje . % ldentidad
cubierta

Fs337 Staphylococcus pasteuri 2582 97% 99%
2959 Acinetobacter spp. 2054 75% 99%
SER Desemzia incerta 2532 100% 99%
FVL Pantoea spp. 1376 98% 84%
3346-1 Pseudomonas spp. 1413 89% 97%
BM5A Acinetobacter spp. 2577 99% 99%
BM5B Streptococcus pluranimalium 2601 99% 99%
BM6 Granulicatella spp. 1982 95% 93%
EV083 Pasteurella multocida 2608 98% 99%
EV094 Cellulomonas spp. 1864 100% 91%
EV228 Staphylococcus spp. 2449 99% 98%
EV541 Cellulomonas flavigena 2433 99% 98%
LC3718 Aeromicrobium spp. 2407 97% 98%
LC2842 Microbacterium spp. 2358 99% 99%
LC2694 Trueperella pyogenes 1572 97% 88%
LC2680 Microbacterium spp. 2370 98% 98%
LC2852 Microbacterium schleiferi 2368 96% 98%
LC008 Staphylococcus spp. 2519 98% 99%
LCO09 Streptococcus pluranimalium 2564 99% 99%
Sio4 Acetobacter spp. 2021 100% 99%
CANIB Desemzia incerta 2610 100% 100%
CANVIA Arthrobacter spp. 2200 98% 95%
CANVIB Desemzia incerta 2663 100% 99%
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La caracterizacion fenotipica ya habia sugerido una amplia diversidad de géneros y
especies bacterianas asociadas a brotes de QIB. Esto fue corroborado por la
secuenciacion del gen ADNr 16S. Entre las bacterias identificadas luego de la
secuenciacion encontramos aquellas que son patégenos o potencialmente patégenos
de animales y/o humanos como Staphylococcus pasteuri, Streptococcus
pluranimalium, Granulicatella spp., Pasteurella multocida, Trueperella pyogenes,
Acinetobacter spp., Pantoea spp. y Pseudomonas spp. y otras que son componentes de
la biota ambiental como Desemzia incerta y Cellulomonas spp..

Las secuencias nucleotidicas de la biota bacteriana asociada a brotes de QIB fueron
alineadas usando el programa bioinforméatico ClustalX y evaluada su relacion
filogenética empleando el programa MEGA (Figura IV-1) con el método de Maxima
Verosimilitud y el modelo Kimura 2-pardmetros. En el estudio filogenético se
incluyeron todas las cepas obtenidas de brotes clinicos de QIB, no solo las identificadas
en este capitulo de la Tesis sino que también las que presentaron homologia con M.
bovis y M. bovoculi y secuencias nucleotidicas publicadas en el GenBank para diverso
tipo de bacterias.

El resultado de la afiliacidn filogenética de los diferentes aislamientos se presenta en la
Figura IV-1. En el arbol filogenético obtenido se observé por un lado los aislamientos
de M. bovis y por otro lado los aislamientos de M. bovoculi, pero ambas especies
cercanas filogenéticamente. Por otro lado se encontrd al resto de los aislamientos
secuenciados en este capitulo del trabajo. Finalmente se ingresaron para el analisis
secuencias que se encuentran accesibles en el GenBank y que no fueron obtenidas de
brotes de QIB. Estas ultimas se usaron como grupos externos de secuencias obtenidas

en otros trabajos.
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Figura IV-1. Filogenia molecular del ADNr de cepas obtenidas de casos de QIB y de secuencias externas
(marcadas con un *) analizadas por el método de Maxima verosimilitud. El bootstrap es producto de
1000 réplicas.
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4. Discusion

La microbiota asociada a los brotes de QIB podria llegar a tener un papel importante
en la patogénesis de la enfermedad. Hasta el momento son escasos los estudios sobre la
biota de bovinos sanos y la de bovinos con sintomatologia de QIB. El objetivo de este
capitulo de la Tesis fue realizar una primera aproximacion al estudio de la microbiota
asociada a brotes de QIB.

Al momento de obtener los presuntos aislamientos de Moraxella spp. de las placas
donde se realizd el cultivo del hisopado de la conjuntiva de animales con
sintomatologia clinica de QIB también se observaron otras colonias cuya descripcion
no era la esperada para M. bovis 0 M. bovoculi.. Estas colonias fueron seleccionadas
con la finalidad de caracterizar la biota bacteriana que se encuentra asociada a brotes
de QIB. En este sentido, el objetivo de este capitulo de la Tesis fue caracterizar
aislamientos bacterianos obtenidos de brotes de QIB pero no identificadas como
Moraxella spp. Se realiz6 una identificacion fenotipica que consistio en la
caracterizacion macroscopica, microscopica y bioquimica y una identificacion
molecular que consistio en la secuenciacion del gen ADNr 16S. Finalmente se estudio
la relacion filogenética de todos los aislamientos analizados en esta Tesis y de
secuencias externas no obtenidas en esta Tesis y cuya secuencia fue obtenida de la base
de datos del GenBank.

La caracterizacion fenotipica y genotipica demostrd que los aislamientos asociados a
brotes de QIB pertenecieron a diversos géneros y familias bacterianas. La mayoria de

las bacterias aisladas fueron Gram positivas (70%). Se ha descrito que la microbiota
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bacteriana cultivable ocular normal de bovinos esta predominantemente formada por
bacterias Gram positiva (Dupont et al.,, 1994; Haghkhan et al., 2005; Kudirkiene et al.,
2006; Prado et al., 2005).

Se encontraron cepas pertenecientes a los siguientes géneros y especies:
Staphylococcus, Streptococcus, Granulicatella, Acinetobacter, Pantoea, Pseudomonas,
P. multocida, T. pyogenes, D. incerta, Cellulomonas, Aeromicrobium, Microbacterium,
Acetobacter yArthrobacter.

Staphylococcus y Streptococcus son géneros bacterianos cominmente aislados de la
conjuntiva de animales con sintomatologia clinica (Kudirkien et al, 2006).
Staphylococcus es el género bacteriano de mayor importancia clinica dentro de la
familia Staphylococcacea. En la actualidad el género Staphylococcus comprende mas
de 30 especies diferentes. En este trabajo se identificaron dos aislamientos
pertenecientes al género Staphyloccocus sin poder determinar a qué especie
correspondian y se identifico un aislamiento con homologia con S. pasteuri. Esta es
una especie coagulasa-negativa del género Staphylocccus, descrita por primera vez en
1993 por Chesneau y colaboradores y es un patégeno que afecta tanto a animales
como a humanos.

Por otro lado, el género Streptococcus comprende una amplia diversidad de especies,
incluyendo S. pluranimalium. Esta fue una especie aislada en este trabajo en 2 de los
20 casos y se ha descrito que se ha obtenido de casos de mastitis subclinica, del tracto
genital y amigdalas de ganado, de amigdalas de cabra y gatos y del tracto respiratorio
de canarios (Devriese et al., 1999).

El género Acinetobacter fue otro de los géneros identificados en este trabajo. EI mismo

se distribuye ampliamente en la naturaleza, esta compuesto por bacterias importantes
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en el suelo, contribuyendo a su mineralizacion y son una importante fuente de
infeccion en los hospitales para los pacientes inmunocomprometidos. Este
microorganismo ya fue previamente asociado a brotes de QIB por Hare y
colaboradores (2008). Actinobacter puede ser recuperada de cultivos enriquecidos de
practicamente todo tipo de muestras obtenidas del suelo o agua (Peleg et al., 2008).
Esto junto a la capacidad de estas bacterias de colonizar cualquier superficie
(Doughari et al,, 2011) hace que sea probable que la misma sea un contaminante
ambiental que en condiciones favorables se asocie a casos de QIB.

Por su parte, Pantoea spp. fue otro género identificado en este trabajo. Este es un
género bacteriano que incluye varias especies y que esta ampliamente distribuido en la
naturaleza. Se lo aisla con frecuencia del agua, tierra, plantas (ya sea como epifitas asi
como patdgenas), heces animales y también como patégeno de humanos. Por este
motivo esta bacteria probablemente también sea un contaminante ambiental que en
situacién propicia colonice la conjuntiva bovina.

En este trabajo Pseudomonas fue un patdégeno también asociado a brotes de QIB. Este
patdgeno ya habia sido asociado a la conjuntiva de bovinos con QIB (Hare et al.,
2008). El género Pseudomonas demuestra una gran diversidad metabdlica lo que lo
hace capaz de colonizar un amplio rango de nichos (Madigan & Martinko, 2005).
Otro aislamiento identificado en este trabajo pertenecié al género Granulicatella el
cual comprende varias especies que pueden causar infecciones oportunistas en
pacientes inmunocomprometidos y pueden ser aislados de una variedad de muestras
clinicas incluyendo sangre, orina, fluido cerebroespinal, heridas de tejidos y otros
especimenes. Esta es la primera vez que se describe este microorganismo asociado a

brotes de QIB.
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Otro género identificado en este trabajo fue Pasteurella el cudl se encuentran
habitualmente como comensal de las mucosas del tracto digestivo y respiratorio
superior de mamiferos y aves aparentemente sanos de todo el mundo. En ese caso se
lleg6 a identificar a nivel de especie, siendo P. multocida la especie identificada. P.
multocida ha sido aislada de muchas especies animales (vacas, bafalos, cerdos, cabras,
pavos, pollos, patos, gansos, gatos, perros, etc.), tanto domésticas como salvajes, a partir
de animales aparentemente sanos y enfermos (Snipes et al., 1988a; Rimler & Rhoades,
1989). Estos microorganismos de las vias respiratorias posiblemente puedan invadir
nichos cercanos como son las conjuntivas.

Trueperella pyogenes, previamente denominada Arcanobacterium, es aislada
comunmente de rumiantes domesticados y salvajes como un patégeno oportunista.
Este patdgeno causa mastitis, abortos y diversas infecciones piogénicas (Oikonomou et
al., 2012). Su similaridad de nichos podria hacer que T. pyogenes pueda bajo
condiciones favorables colonizar la conjuntiva bovina.

Desemzia incerta, por su parte, ha sido asociada a insectos (Steinhaus, 1941). En este
caso dado que los insectos son los principales vectores de la enfermedad, es posible
que haya sido a través de ellos que esta bacteria colonizara la conjuntiva bovina.

Las Cellulomonas son un género bacteriano capaz de degradar la celulosa. Enzimas
que degradan polisacaridos, tal como la celulasa, estdn ampliamente distribuidas en la
naturaleza. Pueden ser encontradas en todo tipo de organismos incluyendo mamiferos,
plantas, algas, mohos, bacterias y fagos (Bhat, 2000; Oshima et al., 2002). En los
rumiantes existe una amplia diversidad de microorganismos capaces de degradar
componentes fibrosos, tal como la celulosa y hemicelulosa, por lo cual las

Cellulomonas spp. son biota normal de esta especie animal. En tal sentido, se ha

156



descrito hace pocos afos dos nuevas especies de Celullomonas, Cellulomonas
chitinilytica y Cellulomonas composti, ambas aisladas del compost de granjas
productoras de ganado (Kang et al., 2007; Yoon et al., 2008). Por estos motivos no fue
sorprendente encontrar un aislamiento perteneciente a este género bacteriano como
biota asociada a brotes de QIB.

El género Aeromicrobium fue descrito por primera vez por Miller y colaboradores en
1991. Las especies asignadas al género Aeromicrobium han sido aisladas de zonas con
hierbas y suelos. En este trabajo un aislamiento presentd6 homologia con el género
Aeromicrobium. Al ser este un microorganismo ambiental es probable que pueda
colonizar la conjuntiva bovina en situaciones favorables.

Por otra parte, los miembros del género Microbacterium han sido aislados de un
amplio rango de hébitats ambientales que incluyen plantas, suelo, agua, productos
lacteos y humanos. Existen mas de 50 especies descritas para este género bacteriano
(Dastager et al, 2008). Al ser Microbacterium un microorganismo ambiental es
probable que el mismo también encuentre las condiciones mas favorables para
colonizar la conjuntiva bovina cuando se haya desarrollado la QIB.

Acetobacter es un género de bacterias del &cido acético (BAA) caracterizado por su
habilidad de convertir el etanol en acido acético en presencia de aire. Las BAA estan
presentes en frutas, flores, sabia de palma, suelo y abejas (Park et al., 2012), por este
motivo es posible de sugerir su posible colonizacién ocular cuando las condiciones asi
la favorezcan.

Arthrobacter es otro género de bacterias cominmente encontradas en el suelo. Es mas,
la mayoria de los componentes cultivables de la comunidad microbiana aerobica

pertenece al género Arthrobacter (Crocker et al., 2000). Este género bacteriano, a su
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vez, ha sido detectado en varias superficies ambientales, tales como sedimentos, minas
profundas, acuiferos, volcanes (Crocker et al., 2000) y ha sido previamente asociada
su presencia a brotes de QIB (Hare et al., 2008).

Es probable que muchas de las bacterias identificadas en este trabajo y cuyo habitat es
el medio ambiente en el cual habita el ganado, sean patdgenos oportunistas capaces de
colonizar la conjuntiva en condiciones favorables o sean un contaminante ambiental
al momento de obtener la muestra de la conjuntiva de los animales enfermos. Estas
muestras son muestras clinicas de campo y se obtienen tomando todas las
precauciones posibles para no sobrecontaminarlas pero no son obviamente obtenidas
en condiciones estériles.

Las bacterias identificadas como biota asociada a QIB fueron filogenéticamente
diversas. El papel de esta biota no esté esclarecido aun. Los resultados obtenidos en este
trabajo permitieron realizar una primera aproximacion al estudio de la biota

bacteriana asociada con la QIB en nuestro pais.
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ONCLUSIONES
Y PERSPECTIVAS




La QIB es una enfermedad de importante relevancia, constituyendo un grave problema
economico y sanitario que afecta a la produccion bovina en nuestro pais.

Este trabajo constituyé la primera descripcidn sobre la deteccién de aislamientos de M.
bovoculi vinculados a brotes clinicos de QIB en Uruguay. Asimismo, se detectaron
aislamientos de M. bovis asociadas a la enfermedad, pero no de M. ovis. Tanto M. bovis
como M. bovoculi se encontraron en igual proporcién. Las cepas de M. bovoculi
pertenecieron a diversos departamentos de Uruguay, incluyendo los departamentos de
Artigas, Salto, Soriano, Cerro Largo, Treinta y Tres, Flores, San José, Tacuarembd y
Canelones. Se confirmo que M. bovoculi se diferencia claramente de M. bovis desde el
punto de vista fenotipico y genotipico. A su vez, a partir de este trabajo se sugirié que
M. bovoculi existe desde hace méas de dos décadas en nuestro pais y ha sido mal
clasificada. Es importante que las vacunas comerciales contra QIB estén compuestas
por ambas especies de Moraxella spp. para tener un mayor porcentaje de cobertura

contra la enfermedad.

La coleccion de aislamientos fue caracterizada fenotipicamente, encontrandose que
hasta el momento de realizar esta tesis, ésta era la primera evaluacion de la capacidad
de patdgenos de bovinos de formar biofilm sobre superficies abioticas. Se observo que
la proporcion de aislamientos de M. bovoculi que formaron biofilms fue mayor que la
de aislamientos de M. bovis. A su vez, la cuantificacion del biofilm formado también
fue mayor para M. bovoculi. Dentro de las perspectivas de este trabajo se encuentra
avanzar en el analisis de la formacion de biofilms en superficies abioticas y bioticas

por parte de los aislamientos de Moraxella spp..

Asimismo se evaluo la capacidad de los aislamientos de autoaglutinar y se encontro

que todos los aislamientos presentaron esta propiedad. Otra propiedad asociada a la
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capacidad de adhesiébn que se evalu6 fue la expresion de hemaglutininas,
encontrandose que su expresion in vivo fue similar en las dos especies de Moraxella
spp. Por otro lado, se realizé la extraccion e identificacion de PME de la cepa de
referencia de M. bovis y se encontré que las proteinas extraidas presentaron
homologia con PME de otros patdgenos, ya que hasta el momento de realizar esta tesis
no se contaba con el genoma de M. bovis de libre acceso. Finalmente se evalué el
patron de resistencia de la coleccion de aislamientos de Moraxella spp. a diferentes
antibioticos, encontrandose que la mayoria de los aislamientos fueron sensibles a la
mayor parte de antibidticos evaluados y que existieron diferencias en tres de estas

drogas antibacterianas.

Cuando se evalu6 la diversidad gendmica con las tecnicas de ADN-fingerprinting se
observd la existencia de distintos genotipos correspondientes a los aislamientos de
Moraxella spp. causantes de QIB en nuestro pais. Si bien todas las técnicas usadas
difirieron en la heterogeneidad de genotipos en los cuales se agruparian los
aislamientos nativos de Moraxella spp., en ninguno de los casos fue posible
correlacionar los patrones de banda con datos epidemioldgicos o caracteristicas
patogenicas. Hay que tener en cuenta que las técnicas de ERIC, BOX y RAPD-PCR son
utilizadas en general para ver diversidad en un grupo de aislamientos que presentan
caracteristicas en comun y no para estudios epidemiologicos. PFGE fue la Unica técnica
de ADN-fingerprinting que no se realizd con la totalidad de la coleccion de
aislamientos y fue la Unica cuyos resultados preliminares sugieren una agrupacion de
los aislamientos en base a su especie. Como perspectiva de este trabajo se encuentra
terminar de analizar la coleccion de aislamientos para ampliar los resultados aqui

presentados. Con los datos que contamos, de todas formas, se puede afirmar que los
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aislamientos clinicos de Moraxella spp. en nuestro medio presentarian una elevada
heterogeneidad genética, probablemente asociada a la facilidad de intercambio o
rearreglo genéticos de estas bacterias. Los resultados obtenidos ratifican la necesidad
de realizar monitoreos periddicos para evaluar la situacion epidemioldgica de la QIB
en nuestro pais.

La distribucion y variabilidad de factores de virulencia también fue estudiada
encontrandose que los genes plb, tolC, fur y omp79 fueron amplificados
mayoritariamente en M. bovis pero no en M. bovoculi. El gen mbxA fue el Gnico que
con el mismo juego de cebadores usados pudo ser amplificado en aislamientos de M.
bovis y M. bovoculi, por lo tanto, se consideré que podria ser un candidato para
vacunas basadas en subunidades bacterianas. Como perspectiva de este trabajo se
encuentra evaluar la presencia de los genes plb, tolC, fur y omp79 en M. bovoculi
usando para esto cebadores degenerados, bajando las condiciones de annealing u otras
técnicas moleculares para este fin. Los resultados aqui presentados sugieren posibles
diferencias con respecto a la virulencia de ambas especies de Moraxella asociadas a
QIB. Este aspecto también es importante que sea profundizado en su estudio y tiene
que ser tenido en cuenta en la formulacion de vacunas contra QIB.

Finalmente, se realiz6 una primera aproximacion al estudio de la biota bacteriana
asociada a brotes de QIB. A partir de este estudio se encontraron patdgenos animales
que por su cercania de nicho podrian, bajo condiciones favorables, colonizar la
conjuntiva de los bovinos. Por otro lado, se identificaron bacterias cuyo habitat es el
ambiente, pudiendo en casos propicios colonizar la conjuntiva bovina. Como parte de
la perspectiva de este trabajo seria importante hacer un estudio de la biota de los

animales sanos y animales con sintomatologia de QIB para de esta forma establecer
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con mayor certeza la naturaleza de la biota asociada a brotes de QIB. También seria
interesante determinar si la biota se ve alterada luego de un programa de
inmunizacion.

Los resultados obtenidos en este trabajo contribuyen con la comprension de diversos
aspectos vinculados a la etiologia y la patogenia de la QIB asi como al disefio de
estrategias dirigidas a su prevencion. En especial, los resultados demuestran que existe
una alta heterogeneidad en lo que respecta a las cepas de M. bovis y M. bovoculi
causantes de QIB cuya dispersion en el pais no se correlaciona con patrones

geograficos o temporales.

Los resultados de estos trabajos ya han sido tomados en cuenta por un Laboratorio
uruguayo dedicado a la elaboracion de vacunas contra QIB, con el fin de reformular e

incrementar la cobertura de estos productos.
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