Deteccion de anticuerpos contra Haemophilus somnus
en bovinos del municipio de Tuxtepec, Oaxaca, México

Resumen

Se buscod la identificacién de anticuerpos contra
Haemophilus somnus en bovinos del municipio de Tux-
tepec, Oaxaca. De eneroa junio de 1989, se colectaron
300 muestras séricas de bovinos clinicamente sanos
seleccionados al azar, las cuales fueron procesadas
mediante la prueba de Inmunodifusién en gel, por
poseerunaalta especificidad ante este microorganismo.
Los resultados mostraron 2% de seropositividad.

Introduccion

Haemophilus somnus es una bacteria que afecta a los
bovinos, produciendo una amplia variedad de altera-
ciones septicémicas; entre ellas, la meningoencefalitis
tromboembélica infecciosa destaca por sus lesiones a
nivel de sistema nervioso central.®® %15 H. somnus no
requiere de factores nutricionales especificos del géne-
ro, por lo que se le considera un Haemophilusno verda-
dero, y una especie de clasificacién incierta.

Desde que la meningoencefalitis tromboembdlica
infecciosa fue descrita por primera vez en 1959 en
Colorado, EUA.21.242 [T somnusse ha encontrado con
una amplia distribucién en el mundo, con mayor pre-
sentacién de octubrea diciembre.? Enalgunas areas de
Estados Unidos se ha observado hasta un 25% de
bovinos con anticuerpos contra H. somnus. En Canada,
de 1969 a 1978, se registraron 838 casos; también se ha
notificado en diversos paises europeos,®® %2 ep
Japén,” Rusia'* y Nueva Zelanda.?’ ‘

En México, Correa ¢t al.t encontraron 25% de sero-
positividad en bovinos con problemas reproductivos y
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respiratorios en el Estado de México, en los de Puebla
y Yucatdn, asi como en el Distrito Federal. Aguilar et a2
aislaron H. somnus en lavados prepuciales de toros
clinicamente sanos. En otro estudio, encontraron un
6% de seropositividad mediante la prueba de Inmunodi-
fusién en Gel (IDG), asi como el aislamiento en pul-
mones de becerros con problemas neuménicos en los
estados de Chihuahua, Tamaulipas, Puebla e Hidalgo.!

El microorganismo es capaz de producir diversas
afecciones, con cuadros clinicos que incluyen la
meningoencefalitis tromboembélica infecciosa, neu-
monias,’ artritis, infeccién genital,® 101216, 20.22.28 g5
to,*” infertilidad,® mastitis,”! conjuntivitis,'” sindrome
de becerros débiles,”® orquiepidedimitis’® y muerte
embrionaria temprana,'* Para el diagnéstico se han
empleado diversas pruebas serolégicas;* ' sin embar-
go, presentan gran cantidad de reacciones, indeseables
o cruzadas.'® Garcia-Delgado et al. encontraron que la
prueba de Inmfinodifusién en Gel (IDG) es muy espe-
cifica, mas poco sensible.?’

En México, falta mayor conocimiento del microor-
ganismo, ya que su presencia puede confundirse con
otras enfermedades de cuadros clinicos similares, lo
quedificulta el diagnéstico, pudiendo estarinvolucrado
en procesos patologicos que ocasionan pérdidas, sobre
todo en regiones eminentemente ganaderas, por lo
que es indispensable realizar inicialmente estudios
encaminados a determinar la magnitud del problema.

Material y métodos

De eneroajunio de 1989, se colectaron 300 sueros de
bovinos clinicamente sanos, de diferente edad, sexo,
propdsito y raza, en diez ranchos escogidos aleatoria-
mente mediante un muestreo sistematico en el munici-
pio de Tuxtepec, Oaxaca, tomando 30 animales en cada
rancho.

Los sueros se mantuvieron en refrigeracién durante
su transporte al laboratorio del proyecto Enfermeda-
des Bacterianas de los Rumiantes del Centro Nacional
de Investigaciones Disciplinarias en Microbiologia
(CENID-M), del INIFAP-SARH, donde se conservaron
en congelacién a-20 C, hasta el momento de realizar la
prueba.

Obtencién del antigeno inmunizante. Se utilizé la
cepa de referencia 2336 de H. somnus, la cual fue

Vet Méx;, 24 (4) 1993 303



sembrada en agar chocolate y sus agregados como
medio especifico’ para obtener suficientes microor-
ganismos. Después de 48 h de incubacién la cepa se
cosechdylas células fueron diluidas con solucién salina
formolizadaal 0.5% y ajustada a una densidad éptica de
0.39 a 550 nm en un espectofotémetro,’-* lo cual se
utiliz6é para la inmunizacién de conejos.

Obtencién del suero hiperinmune. Se realiz6 en dos
conejas clinicamente sanas, siguiendo el protocolo de
inmunizacién sugerido por Cantb y Biberstein.® Se
efectud un sangrado en blanco el dia 21, para obtener
el testigo positivo; previamente a la ‘inmunizacién se
obtuvo suero como testigo negativo, manteniéndose en
congelacion hasta su uso.

Preparacion del antigeno parala prueba. Elantigeno
se preparé destruyendo las estructuras bacterianas por
ultrasonido, de acuerdo al método citado por Williams
et al® ymodificado por Aguilar et al! al centrifugar este
antigeno a 3000 gravedades (xg) en vez de 1086 xg
durante 10 min y ajustar el sobrenadante a una densi-
dad éptica de 1.0 a 550 nm.

Prueba de inmunodifusién. Antes de probar los sue-
ros, se verificaron los testigos y el antigeno.?® Para la
IDG se us6 la técnica descrita por Williams et aP'con la
diferencia de que se empled agar noble al 1% en lugar
de agar purificado, utilizando 10 ml en cada caja de
Petri en lugar de 5 ml.! Las cajas se perforaron, hacien-
do 8 grupos de 7 pozos;* en cada grupo, 6 pozos fueron
colocados en forma simétrica alrededor de un pozo
central,! los que fueron identificados en forma progre-
siva siguiendo el sentido de las manecillas del reloj. En
el pozo centralseagregaron diez microlitros deantigeno
y en los pozos marcados con los niimeros marcados 1y
4 se agreg6 la misma cantidad de suero testigo positivo
y testigo negativo respectivamente, empleando los cua-
tro pozos restantes para los sueros problema. Las cajas
fueron colocadas en una cimara hiimeda y se incuba-
ron a 37C durante 72 h.°

Lalecturase realizd alas 24, 48y 72 h de acuerdo con
el criterio usado por Williams et al®!

Los resultados se expresan en porcentaje de seropo-
sitivos en la poblacién animal muestreada consideran-
do algunos otros factores como edad y sexo.

Para el anilisis estadistico de los resultados, se utilizé
una diferencia de medias considerando una prueba de
2% con un nivel de significancia de 0.05.

El tamano de la muestra se determind tomando en
cuenta la prevalencia de 6%' y un coeficiente en el
estimador de 5% a través de la siguiente ecuacién: N =
(1-P) /(PV) donde N = Tamano de la muestra; P =
Prevalencia y V = Coeficiente de variacién, lo que da
como resultado 313 muestras,” valor que se redonde6
a 300.

Resultados

De los 300 sueros de bovinos analizados, 6 (2%)
resultaron positivos.

En relacion con la edad, de los animales positivos, 1
(16.6%) tenia aproximadamente 1.8 afios, 2 (33.3%)
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deaproximadamente 4 anos, 2 (33.3%) de5anosy1de

6 afios (13.3%).

Respecto al sexo, los 6 positivos fueron hembras.
Discusion

En el muestreo efectuado en el municipio de Tux-
tepec, Oaxaca, se encontré un 2% de seropositividad a
H. somnus, cifra menor que la encontrada por otros
autores en diferentes lugares, empleando la misma
técnica;! sin embargo, no se encontrd una diferencia
estadisticamente significativa (P < 0.05). Cabe senalar
quelascifrasencontradas en el estado de Puebla (2.9%)!
son similares a las halladas en la presente investigacién;
dicha similitud pudo deberse a la proximidad geogra-
fica entre ambas regiones.

En cuanto al sexo, el que todos los positivos hayan
sidohembras, pudo deberse a que éstas se conservan en
el hato hasta la vida adulta para pie de cria, mientras
que los machos son enviados a ranchos o potreros de
engorda y en general son llevados a sacrificio a mas
temprana edad;ademads, los pocosmachos muestreados
en el estudio fueron terneros antes del destete y
sementales. También pudo haber sucedido que los
ganaderos presentaban sélo a ciertos grupos de anima-
les durante el muestreo, por ejemplo, a aquellos que se
agrupan mads ficilmente. Por lo anterior y sobre todo
por el poco niimero de positivos, no fue posible compa-
rar los resultados en este rubro.

Respecto a edad, se muestrearon animales de dife-
rentes edades y aunque se observa una tendencia a
aumentay y posteriormente a disminuir, con dificultad
pueden hacerse inferencias al respecto, por el poco
niimero de reactores positivos. El bajo porcentaje de
seropositivos encontrados pudo deberse a varios facto-
res:

Origen de los animales: Todos los animales mues-
treados eran originarios de la regién, lo que pudo
influir sobre las bajas tasas del problema, pudiendo
variar en zonas con mayor movimiento de animales.

Tipo de explotacion: Generalmente en la zona se
presenta un sistema de explotacién extensivo. Segiin
algunos autores citados por Humphrey e al,'? se ha
encontrado mayor porcentaje de seropositivos en ani-
males sometidos a un sistema intensivo, donde factores
como el hacinamiento y manejo facilitan la difusién del
microorganismo.

Tipo de prueba: Aunque la ventaja de la prueba es
una alta especificidad,® tiene el defecto de ser poco
sensible,”® lo que se traduce en una menor capacidad
para detectar todos los sueros verdaderamente positi-
vos.'" En cambio, la prueba de ELISA posee una sensi-
bilidad, mas presenta el riesgo dereaccionar de manera
“cruzada”. Por ende, hay que buscar pruebas mas sen-
sibles y especificas.

Dado que en el drea se comprobé la presencia de
animales seropositivos, convendria aislar e identificar
H. somnus paravalidar las pruebas serolégicas, asi como
dilucidar en forma mds concreta sus caracteristicas
epidemioldgicas, mediantela estratificacion delamues-



tra por grupos de edad, sexo, tipo de explotacion,
etcétera.

Abstract

Identification of antibodies against Haemophilus somnus
in cattle from Tuxtepec, Oaxaca, Mexico, was searched.
Three hundred samples at random of healthy bovine
serum were collected from January to June 1989. These
samples were processed by the immunodifusion gel test,
which has a high specificity towards the microorganism.
Results showed a 2% seropositivity. -
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