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SUMMARY

Infectious bovine keratoconjunctivitis (lBK) is a
severe ocular disease that affects cattle and has
a significant economic impact. 18K is produced
by strains that belong to the genus MoraxelLa:
Moraxella bovis and Moraxella bovoculi. Seve­
ral measures have been performed for the pre­
vention and treatment of the disease. Molecular
characterization and genetic diversity between
strains is a major challenge for the design of
vaccines, most of them so far based on chemi­
cally inactivated bacterins. The analysis of local
transmitted Moraxella spp. clinical strains is
crucial for a successfuL prophyLactic program.
The main goal of this work was to genetically
characterize a group of isolates collected from
clinical sources during IBK outbreaks in Uru­
guay.

RESUMEN

La Queratoconjuntivitis Infecciosa Bovina (QIB)
es una enfermedad ocular grave que afecta al
ganado y tiene un impacto econ6mico significa­
tivo en eL mundo.La QIB es producida principal­
mente por cepas que pertenecen at genero Mo­
raxella: MoraxeLla bovis y Moraxella bovocuLi.
En la actuaLidad, varias estrategias se han ge­
nerado para la prevenci6n y el tratamiento de la
enfermedad, entre eLLas el desarrollo de vacu­
nas. La caracterizaci6n molecular y los aniHisis
de diversidad genetica de (as cepas es un rete
importante para el diseiio de dichas vacunas,
ya que la mayoria de ellas son basadas en bac­
terina inactivada qufmicamente. El analisis de
las cepas clfnicas de Moraxetla spp. localmente
transmitidas es un requisito previa para un pro­
grama profilactico exitoso.

INTROOUCCI6N

La Queratoconjuntivitis Infecciosa Bovina (QIB)
es una severa enfermedad ocular altamente
contagiosa que afecta al ganado bovino en to­
das sus categorfas (Punch, 1985; McConnel et
al., Z007). Es raramente fatal, perc las perdi­
das econ6micas asociadas a la reducci6n de la
producci6n de leche, tratamientos costosos y
mayor demanda de mano de obra, son amplia­
mente conocidas en todo el mundo (Thrift et aL,
1974; Slatter el aI., 1982). La QIB esl' amplia­
mente presente en Uruguay y aunque no existen
registros precisos, las perdidas econ6micas son
significativas.
Los agentes etiol6gicos mas comunmente aso­
ciados a la QIB son MoraxeUa bovis y MoraxeUa
bovoculi. Ambos, cocobacilos Gram negativos,
pertenecen at genero Moraxella y pueden en­
contrarse formando parte de la microbiota de
la conjuntiva y en secreciones nasales (Pugh
et al., 1986). Por esta raz6n, son considerados
pat6genos oportunistas. En particular, reportes
previos han confirmado la presencia de estas
especies en casos clfnicos de QIB en Uruguay
(Sosa el aI., 2012).
Una estrategia para la prevenci6n de casos de
QIB es la vacunaci6n. Por lo tanto,la identifica­
ci6n y caracterizaci6n de antlgenos protectores
es crucial para el desarrollo de programas pro­
filacticos efectivos.

OBJETIVO

El objetivo general de este trabajo fue caracte­
rizar geneticamente un grupo de aislamientos
obtenidos de fuentes cUnicas durante los brotes
IBK en Uruguay.



MATERIALES VM[TOOOS

En este trabajo se utiliz6 una colecci6n de ais­
lamientos cLfnicos de Moraxetla spp., obtenidos
entre los aiios 1983 y 2009 en diferentes depar­
tamentos de Uruguay.
Se seleccionaron 7 genes que codifican factores
de viruLencia de MoraxelLa spp., Los cuaLes fue­
ron amplificados parcialmente con primers es·
pecificos por peR a tiempo finaL (Angelos et al.,
2007; Acquistapace, 2014; Sosa et aI., 2015). El
criteria de selecci6n de dichos genes se bas6 en
que pudieran seT genes conservados y por con­
siguiente, pudieran estar presentes en todas
las cepas, tanto de M. bovis como de M. bovo­
cull. los genes seleccionados incluyeron tolC
(proteina de membrana externa (PME)), omp79
(PME, involucrada en adquisici6n de hierro). fur
(proteina de adquisici6n de hierro), plb (lipasal
fosfolipasa), mbxA (citotoxina), pme-CD (PME)
y fim-I (subunidad fimbrial) de M. bovis.
Debido a que la secuencia del genoma de M. bo­
vocuLi esta siendo anotada, y que se contaba en
la bibliografia con secuencias para estos genes
seleccionados en M. bovis, se utilizaron secuen­
cias de este ultimo pat6geno para el diseiio de
primers.

RESULTADOS

los analisis de PCR demostraron la presencia
de todos los genes de virulencia evaluados en
la coLecci6n de aisLamientos clinicos de QIB.
los genes fueron mayormente amplificados
en Las cepas de M. bovis, mientras que mbxA y
pme-CD amplificaron tanto en cepas de M. bo­
vis como de M. bovoculi. Estas observaciones
podrian deberse a que Los primers fueron dise­
iiados a partir de secuencias disponibles de M.
bovis, y demuestran claras diferencias entre las
especies en el caso de los genes omp79, plb,
tolC, tim-I y fur. Por el contra rio, y teniendo en
cuenta las mismas consideraciones anteriores,
mbxA y pme-CD serian genes mas conservados
entre ambas especies. Por otra parte, cuando se
analiz61a diversidad genetica del gen mbxA, las
secuencias nucleotidicas y traducidas analiza­
das se agruparon de acuerdo a ta especie a la
cual pertenecian.

OISCUSION VCONCLUSION

los resultados de este trabajo sugieren la ocu­
rrencia de diferencias patogenicas entre las es­
pedes de Moraxella, respecto a la presencia de
los genes de virulencia omp79, plb, tolC y fim-I.

En particular, los resultados de amplificaci6n
del gen fim-I concuerdan con lo planteado por
Calcutt y colaboradoras en el articulo publi­
cado recientemente (CaLcutt et aI., 2014) con
la secuenciaci6n del genoma de M. bovoculi
BAA1259. En dicho articulo se expone que M.
bovoculi presenta un tipo de fimbria (tipo IV)
que carece del mecanisme de cambio de fase a
diferencia de M. bovis con la fimbria Q y la fim­
bria I,lo que explicaria las diferencias de ampli­
ficaci6n observadas en nuestra colecci6n. las
fimbrias tienen un roL fundamental en La ad he­
si6n deL pat6geno at epitelio corneal, favore­
ciendo el proceso infectivo (Postma et al., 2008)
y por ello pueden ser consideradas importantes
blanco para vacunas. Asimismo, y teniendo en
cuenta su amplia variabHidad, seria interesante
compLementar su uso con otros antigenos mas
conservados en el genero MoraxeUa.
Para avanzar hacia ta prevencion y tratamiento
de la QIB es importante definir La distribucion y
la variabilidad gen6mica de los potenciates fac­
tores de virutencia presentes en M. bovis y M.
bovoculi. las diferencias genotfpicas observa­
das en nuestra colecci6n resaltan la importan­
cia de continuar evaluando las cepas Localmen­
te transmitidas para el desarrollo de vacunas
efectivas. En particular, la secuenciaci6n de los
genomas de M. bovis y M. bovoculi permitira
comprender mejor la diversidad genetica obser­
vada entre ambas especies causantes de QIB.
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RESUMEN

El complejo respiratorio bovino, es una afec­
ci6n importante y costosa que afecta a los sis­
temas de producci6n de bovinos de carne en
Uruguay. Debido a sus causas muLtifactoriaLes
ha sido diffciL desarroLlar estrategias eficaces
para su control. Las vacunas que se comercia­
Lizan actualmente para esta enfermedad en
nuestro pais se basan en cuttivos inactivados
de los principales pat6genos virales y bacte­
rianos asociados con el complejo. Se identifi­
caron Los principales componentes antigenicos
de Mannheimia haemoLytica, la principal causa
bacteriana de esta patoLogia, centrandose en
Leucotoxina A, su principal factor de virulencia.
Se verific6 La presencia de esta toxina en sobre­
nadantes de cuLtivo de Mannheimia haemolyti­
ca asi como otras diez proteinas por espectro­
metria de masas, atgunas de las cuales son los
principales antigenos protectores.

SUMMARY

Bovine Respiratory Disease is an important and
costly disease that affects beef cattle industry
in Uruguay. Effective control strategies have
been difficult to develop due to its multifacto­
riaL causes. The vaccines currently markets for
this disease are based on inactivated cultures of
the main viraL and bacteriaL pathogens involved

in this disease. In order to characterize these
vaccines we aimed to identify the main antige­
nic components of Mannheimia haemolytica,
the leading cause of Boviane Respiratory Disea­
se, focusing on Leukotoxin A, its main virulence
factor. We verified the presence of Leukotoxin
A in Mannheimia haemolytica culture super­
natants as well as we identified, by mass spec­
trometry, other ten proteins, some of which are
major protective antigens.

INTROOUCCI6N

El Complejo Respiratorio Bovino (CRB) consti­
tuye una de las principales patologias que afec­
tan al ganado bovino y causa importantes per­
didas econ6micas en ta producci6n en nuestro
pais. Se desarroLLa por ta existencia de facto res
de predisposici6n (est res, transporte, cambios
en la aLimentaci6n, entre otros), que desenca­
denan, generalmente, una infecci6n viral pri­
maria. Esto facitita e( establecimiento de una
infecci6n bacteriana secundaria, La que es cau­
sa de las elevadas tasas de morbi-mortalidad
asociadas al CRB. Mannheimia haemolytica (M.
haemolytica) es reconocida como el principal
agente etioL6gico de esta enfermedad, causan­
te de mas de un 50% de la mortalidad asociada
(1).
AL tratarse de una enfermedad muLtifactorial ha
resultado dificH el desarrollo de estrategias de
control efectivas. Para mejorar la eficacia de las


