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RESUMEN

El estudio presenta la deteccidon de bacterias y parasitos en
sangre de bovinos, en zonas de ganaderia meridefia utilizando
el procedimiento de biodiversidad genética denominado
Sistema de analisis por Electroforesis en Geles con Gradiente
Desnaturalizante de amplificados por la Reaccién en Cadena
de la Polimerasa (PCR/DGGE). Para tal fin se evalud el
metagenoma sanguineo de 162 animales (115 Bos taurus y 47
Bubalus bubalis) de condicion clinica inaparente, distribuidos en
asentamientos ubicados entre 4 y 1947 msnm. Se obtuvo una
biodiversidad de 22 microorganismos, destacando en frecuencia,
a potenciales patégenos como: Besnoitia besnoiti, Anaplasma
marginale, Mycoplasma wenyonii y Ureaplasma urealitycum. La
utilizacion del sistema PCR/DGGE incrementa las posibilidades
de diagnosticar agentes infecciosos en sangre, y dado que
algunos microorganismos reportados son responsables de
significativos dafios al bovino, refleja esta ventaja biotecnoldgica
a efectos de intervenciones en campo.
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ABSTRACT

The study presents the detection of bacteria and parasites in
bovine blood stream, in areas of cattle breeding in the Merida State,
using the procedure of genetic biodiversity called Desnaturing
Gradient Gel Electrophoresis analysis of Polymerase Chain
Reaction-Amplified (PCR/DGGE). For this purpose, the blood
metagenome of 162 animals (115 Bos taurus and 47 Bubalus
bubalis) of inapparent clinical condition, distributed in settlements
between 4 and 1947 msnm were evaluated. Biodiversity of 22
microorganisms was obtained, emphasizing in frequency, to
potential pathogens such as: Besnoitia besnoiti, Anaplasma
marginale, Mycoplasma wenyonii and Ureaplasma urealitycum.
The use of the PCR/DGGE system increases the chances of
diagnosing infectious agents in blood, and given that some
reported microorganisms are responsible for significant damage
to the bovine, it reflects this biotechnological advantage for the
purposes of field interventions.

Key words: Cattle breeding; microbial biodiversity; PCR/DGGE
system
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INTRODUCCION

Algunos de los mas importantes agentes microbianos que
comprometen la salud del bovino (Bos taurus) se ubican en
grupos taxondémicos bacterianos y parasitarios [10]. Dentro
de cada grupo existen numerosos géneros, especies y hasta
variantes genéticas con patogenicidad variable y distribucion
geografica diversa [2, 15, 22, 46], sin embargo, aun permanecen
desconocidas, prevalencias e incidencias reales para un
numero importante de estos agentes, circunstancia que limita
la comprension de la verdadera epizootiologia en algunas
areas [11, 23, 39].

El torrente sanguineo del bovino representa un habitat
significativo asi como un potencial vehiculo para numerosos
microorganismos. De tal modo que el conocimiento de bacterias
y parasitos que pueden detectarse en sangre es esencial a
efectos de ejecutar intervenciones efectivas en campo tendientes
a controlar la apariciéon de focos de infeccion y/o enfermedad y
evitar o minimizar su posible difusion [11, 33, 36].

La deteccion tradicional de microorganismos sanguineos
involucra como primera herramienta diagnodstica, el
reconocimiento e identificacion de los diferentes estadios
morfoldgicos mediante la observacion microscépica directa;
no obstante, el rango de caracteristicas diferenciales para
algunos microorganismos es limitado o indistinguible [20, 22],
constituyéndose junto a la baja carga microbiana en potenciales
desventajas.

Frente a esta situacion, se presentan variantes del método
molecular entre las que se cita la técnica de marcaje o huella
genética Electroforesis en Geles de Gradiente Desnaturalizante
(DGGE por sus siglas en inglés) [17, 18, 37, 38], procedimiento
que ha contribuido considerablemente en la determinacion vy
el entendimiento de la diversidad de poblaciones microbianas
en el tiempo y espacio [12, 37]. El procedimiento requiere la
amplificaciéon previa de un gen altamente conservado entre
especies, mediante una Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) en la que se utiliza un cebador con una pinza-GC que evita
la disociacion por completo de la doble hélice de ADN a medida
que un amplicon es corrido en un gel de acrilamida con un
gradiente desnaturalizante [17, 18]. De tal modo que al analizar
el ADN de una poblaciéon microbiana, el resultado que se obtiene
son multiples copias del gen diana (gen concreto identificativo
a detectar) de todos los microorganismos presentes en esa
poblacion. Finalizada la electroforesis, las bandas resultantes se
pueden identificar por comparacién con bandas generadas por
cepas patron o aislar y purificar el ADN para secuenciarlo [7, 50].

La utilizacion del sistema PCR/DGGE en la deteccion de la
diversidad microbiana del ambiente sanguineo del bovino puede
contribuir a aumentar las posibilidades diagnésticas mas alla de
los hemotrépicos considerados habitualmente patdégenos. Junto
a esta capacidad discriminatoria, se podria inducir potenciales
panoramas de riesgo en poblaciones animales susceptibles a
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otros microorganismos, fortaleciendo de este modo los campos
clinicos, epizootioldgicos y de investigacion. Dadas estas
circunstancias, se pretendid detectar poblaciones bacterianas
y parasitarias en sangre de bovinos utilizando el sistema PCR/
DGGE y valorar los hallazgos obtenidos.

MATERIALES Y METODOS

Poblacion y muestra biolégica

Bovinos (Bos taurus) y bufalos (Bubalus bubalis) de condicion
clinica inaparente y provenientes de diversos asentamientos del
estado Mérida, Venezuela, ubicados en Zona de Ganaderia Alta
(ZGA) y Zona de Ganaderia Baja (ZGB) fueron incluidos en la
investigacion. Los bovinos fueron inmovilizados para la obtenciéon
de sangre por venopuncién (yugular), teniendo en cuenta las
normas técnicas en el manejo y sujecién de animales referente
a los principios éticos internacionales para la investigacion
biomédica y preservacion del material bioldgico. En cada animal
se utilizé inyectadora estéril descartable en sistema vacutainer®
y recoleccion sanguinea en tubos estériles con el anticoagulante
acido etilendiaminotetraacético EDTA (2 mg/mL), conservando los
procedimientos recomendados habitualmente de manipulacion y
mantenimiento de las muestras hasta su llegada al laboratorio.

Obtencion del metagenoma sanguineo

Una alicuota de 400 pL de sangre homogeneizada fue
depositada en tubo cénico de centrifuga anadiendo igual volumen
de buffer de lisis (Tris-base grado biologia molecular [10 mM],
NaCl [150 mM], agua estéril capacidad suficiente para 500 mL,
pH 7,5) y 5 pL de proteinasa K (concentracion final 20 mg/mL).
Esta mezcla se incubd (Memmert, 800, Memmert, Alemania) a
65 °C durante dos horas (h), seguido de una nueva incubacién
durante 15 minutos (min) / 100 °C y posteriormente centrifugar
(Eppendorf, 5415D, Eppendorf, Alemania) a 15000 g / 15 min.
El sobrenadante fue trasvasado a un tubo cénico de centrifuga
para proseguir con la extraccion v/v fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico (25:24:1) y precipitacion con etanol. El metagenoma
obtenido de cada muestra fue diluido en 70 pL de agua MilliQ
y mantenido a -20 °C (Frigidaire, Frigidaire-vertival, Electrolux,
Suecia) hasta su uso.

Reacciones PCR/DGGE

Las comunidades bacterianas fueron estudiadas segun
Muyzer y col. [37] TABLA | y las comunidades parasitarias por la
metodologia de Baré y col. y Diez y col. [4, 14] TABLA .
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TABLA |
DETECCION DE BACTERIAS EN SANGRE DE BOVINOS. PROTOCOLO PCR/DGGE

CEBADOR SECUENCIA CEBADOR PRODUCTO ESPERADO 0
p1 (341F) 5.CCT ACG GGA GGC AGC AG-3 193 pb
p2 (907R) 5-ATT ACC GCG GCT GCT GG-3 233 pb

CGC CCG CCG CGC GCG CGG CGG GGC GGG GCG

p3-GC (341F-GC)

GGG GCACGG GGG G 5-CCTACG GGA GGC AGCAG-3

TABLA Il
DETECCION DE PARASITOS EN SANGRE DE BOVINOS. PROTOCOLO PCR/DGGE

CEBADOR SECUENCIA CEBADOR PRODUCTO ESPERADO
Euk-1209F 5-CAG GTC TGT GAT GCC C-3 210 pb
Uni-392R 5-ACG GGC GGT GTG TRC-3 310 pb

Euk-1209F-GC

CGC GCG GCC GCG CCC CGC GCe caTCCcCc Gee

GCC CCC GCC CG 5-CAG GTC TGT GAT GCC C-3

Una primera reaccion PCR/DGGE se realizé en volumen final
25 pL (cebadores libres de pinza-GC), utilizando concentracion
de reactivos y condiciones de ciclaje sefialados por los autores.
Cada producto amplificado fue verificado por electroforesis en gel
de agarosa, coloracion con Bromuro de Etidium (BrEt) y marcador
de peso molecular. Evidenciada la presencia de bandas, se
procedid a una reaccion secundaria PCR/DGGE en volumen final
100 pL (cebadores con pinza-GC). Comprobada la amplificacion,
el producto restante fue precipitado con acetato de potasio (7,5 M,
pH 7,5 [3,3 L/ 50pL de reaccion]) y 2 volumenes de isopropanol
en frio durante 12 h, sometido a centrifugacion (12000 g / 10 min),
lavado con etanol 70 % y finalmente resuspendido en 20 pL de
buffer de carga.

Condiciones de corrida DGGE

La corrida se efectud durante 12 h a 100 voltios y temperatura
constante de 60 °C en un equipo para DGGE Bio-Rad C.B.S.
Scientific, EUA, utilizando geles de acrilamida de 16x16 cm
x 1 mm al 8 % (acrilamida: bis-acrilamida 37:5:1 [v/v]), con un
gradiente quimico de desnaturalizacion creciente 40 a 80 %
(obtenido de una mezcla de urea [7 M] y formamida [40 %] en
100 % desnaturalizante) [6].

Finalizada la electroforesis, los geles se colorearon con BrEt,
visualizaron bajo luz ultravioleta (LUV) y se comparé la eficacia
de la corrida empleando patrones de peso molecular.

Producto esperado

En el gel se observaron una o varias bandas (nombradas como
Unidades Taxondmicas Operacionales [OTU’s por sus siglas en
inglés]). EI ADN de estas bandas se extrajo mediante el método
de difusién en agua desionizada estéril [14, 19]. En este sentido,

las bandas-ADN se cortaron y mantuvieron a 4 °C en tubos
conicos conteniendo 50 pL de agua MilliQ estéril. Bajo estas
condiciones, el ADN eludido se amplificé en volumen final 25 pL,
tomando 1 pL para su visualizacién en geles de agarosa (2 %).
El volumen restante fue empleado para purificacion adicionando
acetato de amonio (v/v, 10 M) y etanol absoluto en frio. La mezcla
fue incubada a -20 °C / 24 h y centrifugada a 15000 g / 20 min,
decantando el sobrenadante y limpiado el ADN con etanol 70
% (v/v). EI ADN se resuspendi6 en 15 uL de agua MilliQ estéril
y 12 pL fueron enviados (siguiendo las recomendaciones para
la preservacion del ADN), a la Unidad de Estudios Genéticos y
Forenses del Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas
(UEGF-IVIC) para su secuenciacion.

Identificacion de patrones de banda resultantes por
PCR/DGGE a diferentes escalas taxonémicas mediante
herramientas bioinformaticas

Obtenido el reporte de secuencias, se procedio a realizar el
analisis de similitud utilizando las herramientas bioinformaticas
del Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI), de
manera que se pudo predecir la identidad de los microorganismos
problemas por comparacion del porcentaje de identidad con las
secuencias reportadas en esta base de datos.

RESULTADOS Y DISCUSION
En total fueron evaluados 162 bovinos, distribuidos en 16
fincas de 6 municipios del estado: Libertador (L), Campo Elias

(CE), Sucre (S), Alberto Adriani (AA), Obispo Ramos de Lora
(ORL) y Caracciolo Parra Olmedo (CPO) (TABLAIII, FIG. 1).
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. TABLA Il
INFORMACION DE LAS FINCAS GANADERAS EVALUADAS —
5 Altitud Pob Pob : —— R—

N 26 M (msnm) Vac Ev Buf Ev o - E:”‘v = T )

1 zeA L 1940 15 - i T

2  ZGA CE 1947 46 - A e

3 ZGA S 1650 15 - _ Sl o W | o

4  ZGA S 1520 1 - - o K= f T .

5  ZGA S 1200 4 . T A &

6 ZGA S 1110 5 - "

7 ZGA S 930 5 - TACHTRA

8 ZGA S 927 1 - ¥
FIGURA 1. DISTRIBUCION DE LOS SISTEMAS GANADEROS
EVALUADOS DENTRO DE LOS MUNICIPIOS DEL

9 7GB AA 599 9 4 ESTADO MERIDA. ZGA: L, CE Y S. ZGB: AA, ORL Y
CPO. LINEA PUNTEADA: DIVISION TERRITORIAL DE

10 7GB AA 7 2 3 LAS ZONAS GANADERAS.

11 ZGB AA 4 3 3 .

Se contabilizaron 115 B. taurus (92 en ZGA'y 23 en ZGB) y

12 ZGB ORL 90 1 1 47 B. bubalis (todos en ZGB). En fincas de la ZGA, el vacuno

13 7GB ORL 25 1 ) fue la Unica especie productora, mientras que en la ZGB ademas
de explotaciones mixtas vacuno/bufalino se presentaron fincas

14 ZGB ORL 4 10 38 con sistema de explotacién vacuno/bufalino/ovino (B. taurus/B.

15 7GB CRO 130 2 ) bubalis/Ovis aries) y vacuno/bufalino/ovino/porcino (B. taurus/B.
bubalis/O. aries/Sus scroffa domesticus).

16 ZGB CRO 110 2 1 o ) ) . .

La prediccion de microorganismos bacterianos se contabilizé en
115 47

n=19, de las cuales 9 (47,4 %) han sido referidas como potenciales

N°: numero asignado a la finca, ZG: zona ganadera de procedencia, M:
municipio, PobVacEv: poblaciéon vacuna evaluada, PobBufEv: poblacion
bufalina evaluada.

patdégenos, mientras que las tres comunidades parasitarias
reportadas han sido referidas como patogenas (TABLA V).

TABLA IV
PREDICCION MICROBIANA CON POTENCIAL PATOGENO REPORTADO EN METAGENOMA SANGUINEO DE BOVINOS
Blast-NCBI / OTU s-DGGE Frecuencia
ZGA % ZGB %
Diversidad bacteriana
Anaplasma marginale ©7 31 45,6 14 22,9
Mycoplasma wenyonii % 15 22,1 12 19,7
Ureaplasma urealyticum (1% 12 17,6 10 16,4
Pseudomonas aeruginosa 2 2,9 9 14,8
Mycoplasma haemolamae ©® 1 1,5 4 6,5
Brucella melitensis - - 2 3,3
Acinetobacter spp. ©° 6 8,8 7 11,5
Propionibacterium spp. - - 3 49
Corynebacterium spp. 8 1 1,5 - -
Totales 68 100 61 100
Diversidad parasitaria
Besnoitia besnoiti ) 23 88,5 28 77,8
Besnoitia jellisoni °® - - 8 22,2
Babesia bovis 3 11,5 - -
Totales 26 100 36 100
0 % similitud
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En B. bubalis, la maxima identidad por metagenoma
incluyé: Besnoitia besnoiti, Anaplasma marginale, Mycoplasma
wenyonii, Acinetobacter spp., Brucella melitensis y Ureaplasma
urealyticum; y en B. taurus estuvo representada por: A.
marginale, M. wenyonii, Arthobacter spp., Azotobacter vinelandi,
Pseudomonas aeruginosa y U. urealyticum. Los hallazgos de

identidad multiple por metagenoma revelaron prediccién de
comunidades bacterianas sin potencial patégeno (TABLA V).
Adicional, se reporté un 4,3 % (7/162) de bacterias no cultivables
y un 9,9 % (16/162) de bandas OTU's sin similitud (ausencia de
reporte en la base de datos del Blast-NCBI para esa secuencia).

TABLA 'V
PREDICCION BACTERIANA SIN POTENCIAL PATOGENO EN METAGENOMA SANGUINEO DE BOVINOS

Blast-NCBI / OTU’s-DGGE Frecuencia

ZGA % ZGB %
Azotobacter vinelandi 3 8 53,3 7 29,2
Stenotrophomonas maltophilia 2 13,3 2 8,3
Stenotrophomonas rhizophila (" - - 3 12,5
Acinetobacter johnsonii ©®® 1 6,7 1 4,2
Brevundimonas subvibrioides (1% 1 6,7 1 4,2
Veillonella parvula ©® - - 1 4,2
Arthrobacter spp. ©" 2 13,3 5 20,8
Bacterium spp. € - - 2 8,3
Sphingomonas spp. ©® - - 2 8,3

1 6,7 - -
Methylobacterium spp. (10
Totales 15 100 24 100

0 % similitud

En comparacion a los procedimientos de frotis sanguineo
coloreado, microcentrifugaciéon y la técnica PCR que también
fueron ejecutados, el sistema PCR/DGGE arrojé negatividad en
la prediccion de especies del género Trypanosoma asi como baja
frecuencia para A. marginale y B. bovis (datos no mostrados).

La tecnologia PCR/DGGE en el campo veterinario comenzo
a ser aplicada para la diferenciacion taxonémica en grupos
parasitarios como Eimeria y Cryptosporidium asi como para
algunos protozoarios de vida libre [5, 34]. Al presente, ha
sido ensayada para determinar la complejidad bacteriana en
diversos modelos animales a partir de muestras de rumen [9,
21, 27, 42, 43, 52], contenido estomacal, ileocecal o de heces
[1, 24, 41, 55, 56], cavidad uterina [47], tracto respiratorio [40]
y mucosas corporales como vaginal, ocular y nasal [48]. En
cuanto a la determinacion de microorganismos parasitarios, se
citan las experiencias en rumen para bovinos y ovejos [26, 44,
49, 51] y contenido ileocecal de aves [53]. La utilizacion de esta
herramienta biotecnoldgica de diversidad microbiana a partir del
metagenoma obtenido de sangre de bovinos, permitié evidenciar
hemotrépicos no considerados tradicionales en la ganaderia
bovina nacional, tal es el caso de especies pertenecientes a los
géneros Mycoplasma y Besnoitia, asi como hacer manifiesta la
deteccion de otros patdgenos cuando realizan transito hematico

(B. melitensis, U. urealyticum, P. aeruginosa, Acinetobacter spp.,
Propionibacterium spp. y Corynebacterium spp.).

M. wenyonii ha sido descrito en bovinos como agente etioldgico
de un sindrome anemizante caracterizado por linfoadenopatias,
pirexia y repercusion en sistemas cardiaco y reproductor,
ademas de afectacion en la produccién lechera. A pesar de
que ha sido incriminada la transmisién mecanica por Stomoxys,
Tabanus, Culex y Haematobia y experimentalmente comprobada
la transmision transplacentaria, aun son desconocidos aspectos
como prevalencias y rutas de transmisién. El diagndstico directo
de M. wenyonii puede presentar confusion con A. marginale
y Ehrlichia [23, 31, 36], de tal modo que los procedimientos
moleculares como el sistema PCR/DGGE resultan de confiabilidad
en la deteccion de este agente.

B. besnoiti presenta a bdvidos domeésticos y silvestres
como hospedadores intermediarios. Es responsable de la
besnoitiosis bovina, enfermedad considerada re-emergente
y clinicamente caracterizada por la sucesion de tres fases, las
dos primeras asociadas a la proliferacion de endozoitos en
vasos sanguineos con signos como cuadro febril, anorexia,
fotofobia, aumento de secrecién nasal/ocular, incremento
de la frecuencia cardiorrespiratoria, edema generalizado y
adenopatias. Al presente, el ciclo de vida no esta totalmente
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comprendido por desconocimientos del hospedador definitivo y
rutas de transmisién, aunque es posible la transmision mecanica
por Stomoxys calcitrans (ADN parasitario ha sido detectado en
piezas bucales y contenido estomacal del vector). B. besnoiti
se reporta como responsable de brotes al noreste de Europa y
en paises como Portugal, Espafia y Francia [3, 25, 29, 30] y a
pesar de no existir reportes vigentes de bovinos con infeccién
activa en Suramérica [29], pudiera suponerse que su expansion
a esta area, incluyendo Venezuela es posible. En la ganaderia
bovina nacional, B. besnoiti fue mencionado por ver primera por
Vogelsang y Gallo [54], sin embargo hasta donde fue posible
indagar, no se encontro referencia actualizada de su presencia,
situacion que pone de manifiesto su caracter re-emergente.

U. urealyticum se relaciona a un amplio espectro de
enfermedades, algunas asociadas al sistema reproductivo del
bovino, de tal modo que es importante un diagnéstico oportuno afin
de iniciar una terapia que prevenga las complicaciones y secuelas
de la infeccion [8, 28]. B. melitensis ha sido sefialada como
responsable de abortos en pequefios animales principalmente
cabras (Capra hircus) y ovejos, sus hospedadores primarios
naturales [13] y su deteccion en bovinos pudo ser consecuencia
de la circulacion del microorganismo en ganaderias mixtas.

P. aeruginosa y los géneros Acinetobacter, Propionibacterium
y Corynebacterium estan asociados a mastitis [32]. El género
Acinetobacter se reporta en procesos de mastitis bovina
multirresistente y formacién de biofiims dentro del canal del
pezodn o equipos de ordefio, complicando mas su tratamiento y
prevencion, por lo cual su temprana deteccién ayudaria a mejorar
las maniobras de prevencion y los abordajes de tratamientos [45].

El sistema PCR/DGGE ofrece ventajas frente a técnicas
convencionales como la independencia de cultivo, el realizar un
seguimiento temporal/espacial de comunidades microbianas en
diferentes ambientes y la oportunidad de detectar infecciones
inaparentes. Sin embargo, al igual que cualquier técnica analitica
presenta inconvenientes [16, 35, 38, 45] como la co-migracién y
la obtencion de bandas de baja intensidad que limitan el proceso
de secuenciacion y por ende, la capacidad de identificacion [45].
Estos inconvenientes pudieran explicar la no correlacion del
sistema con técnicas como la PCR o procedimientos directos
(datos no revelados).

Las repercusiones negativas en la produccién animal de
algunos microorganismos reportados en esta investigacion,
cuando se manifiestan como infecciones inaparentes,
generalmente son observadas a largo plazo (calidad y cantidad
de los productos obtenidos). La actual crisis econémica en
Venezuela sorprende a la nacion en un momento en el que todas
las razas ganaderas, inclusive los animales que gozan de buena
condicion genética estan bajo riesgo de infeccién microbiana.
Aunado, la escasa documentacion en la literatura nacional para
algunos de los microorganismos reportados en este estudio
promueven el pensamiento sobre la circulacion inaparente
que puede ser extrapolada a las explotaciones ganaderas del
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resto del pais, creando escenarios alarmantes si se considera
la posibilidad de que un animal subclinico pudiera aflorar
condicion clinica patente.

CONCLUSIONES

Microorganismos de interés bovino se predicen en sistemas
ganaderos de zonas de vida complejas del estado Mérida,
Venezuela, sefialando la ventaja diagnoéstica de la metodologia
molecular en la comprensién epizootioldgica y el riesgo latente en
animalesinaparentes al considerar los factores socio-econémicos-
politicos actuales que impactan en la productividad ganadera.

Se considera necesario a nivel de campo, la utilizacion en
conjunto de la metodologia PCR/DGGE a otro procedimiento
diagnostico, asicomo proseguirconlasinvestigacionesempleando
la metodologia propuesta a un mayor numero de animales.
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