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Infeccion por Mycoplasma bovis en rebafios
bovinos espaiioles y evaluacion de nuevas
estrategias de control

Presentamos los resultados del trabajo de investigacién’ sobre este patdgeno a través de cinco estudios
realizados con los siguientes objetivos: analizar la presencia y circulacion de M. bovis en rebafo bovino;
estudiar la circulacion de los diferentes subtipos; examinar su papel en casos de enfermedad respiratoria
en terneros de cebo que no responden al tratamiento antibidtico convencional y observar su viabilidad en
diferentes fluidos tras tratamientos llevados a cabo en laboratorio.
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ycoplasma bovis es un
M patégeno importante del
ganado bovino que puede
producir mamitis, neumonia, artritis,
otitis media, queratoconjuntivitis y tras-
tornos reproductivos (figura 1, pag. sig.).
Este microorganismo forma parte del
complejo respiratorio bovino, que es
particularmente importante en terne-
ros alojados en cebaderos. Dada la
ausencia de vacunas eficaces en la
mayoria de paises, la prevencion de
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la infeccion depende de practicas de
manejo adecuadas y del uso de tra-
tamientos antibidticos. No obstante,
en muchos lugares se ha observado
una reduccion de la susceptibilidad
antibiética de los aislamientos actua-
les, ademas de identificarse cepas de
campo con mutaciones asociadas
con resistencia.

Estudios previos han demostrado
que M. bovis esta presente en Espaiia,
donde ha sido detectado de forma

ocasional en hisopos nasales y teji-
do pulmonar de animales j6venes
con sintomas de enfermedad respi-
ratoria. Sin embargo, estos estudios
no brindan informacién detallada
sobre los antecedentes epidemiol6-
gicos o las caracteristicas genéticas
de los aislamientos. Comprender
la distribucion y las caracteristicas
moleculares de los aislamientos en
circulacién es clave para establecer
medidas efectivas de prevenciéon y



» COMPRENDER LA DISTRIBUCION Y LAS CARACTERISTICAS
MOLECULARES DE LOS AISLAMIENTOS EN CIRCULACION ES
CLAVE PARA ESTABLECER MEDIDAS EFECTIVAS DE PREVENCION

Y CONTROL DE LA INFECCION

control de la infeccion. Ademas, di-
chos estudios no exploran el papel
especifico de estos aislamientos en el
complejo respiratorio bovino.

La industria de carne bovina en Es-
pafla importa una gran cantidad de
animales de Francia, donde actual-
mente se reportan dos subtipos (STs)
predominantes de M. bovis (ST2 y
ST3) basados en la secuenciacién de
una region de su gen polC. Estos sub-
tipos difieren en su capacidad para
desarrollar resistencia a las fluoroqui-
nolonas en condiciones de laboratorio.

Mientras que el ST3 adquiere fa-
cilmente mutaciones en las regio-
nes determinantes de resistencia a
quinolonas, haciéndose resistente,
el ST2 muestra menor tendencia ge-
nética a desarrollar esta resistencia.
Ademads, se ha observado que am-
bos subtipos presentan resistencia
a antibidticos como los macroélidos
(tilosina y tilmicosina) y las tetraci-
clinas (oxitetraciclina). El primer ais-
lamiento multirresistente del ST3 re-
gistrado en Francia fue obtenido de
un ternero nacido en Espaia y criado
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Figura 1. Detalle de colonias de M. bovis vistas al

microscopio optico con la forma tipica de huevo
frito y formacion de peliculas y cristales

en el sureste de Francia. Sin em-
bargo, se desconoce si estos u otros
subtipos estan presentes en Espana,
o si su perfil de resistencia antimi-
crobiana coincide con su tipificacion
basada en el gen polC.

La transferencia cromosémica en
micoplasmas es un mecanismo de
transferencia genética horizontal
que se ha documentado reciente-
mente en condiciones de laboratorio
en M. agalactiae, un patégeno de pe-
quenos rumiantes filogenéticamente
cercano a M. bovis. »
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» LA PRINCIPAL VIA DE
ENTRADA DE M. BOVIS EN

UNA GRANJA O REGION ES LA
INTRODUCCION DE ANIMALES
PORTADORES ASINTOMATICOS

Este proceso consiste en la trans-
misién de fragmentos de ADN de di-
verso tamaino desde cualquier parte
del genoma donante, que se incor-
poran en el cromosoma de la célula
receptora mediante recombinacion
homéloga, pudiendo crear una va-
riedad infinita de genomas en mo-
saico. Para que este mecanismo se
produzca, al menos una de las cé-
lulas debe portar en su cromosoma
un elemento integrativo conjugativo
(ICE) funcional. Los ICE de los mi-
coplasmas son grandes fragmentos
cromosomicos (20-30 kb) que au-
torregulan su escisién, circulariza-
cién, formacién del poro conjugativo
y transferencia a través del mismo
desde una célula donante (con ICE)
a otra receptora (sin ICE), donde se
integra en cualquier parte del cro-
mosoma y se replica junto a él. El
mecanismo de transferencia cro-
mosdémica horizontal se produce en
sentido contrario, desde células sin
ICE a células con ICE y los ICE son
necesarios, ya que la transferencia
de los fragmentos cromosdémicos se
produce a través del poro conjuga-
tivo que codifican los ICE. Estudios
previos han identificado una amplia
distribuciéon de ICE en aislamientos
de campo de M. bovis, aunque aun
no se sabe si este mecanismo se pro-
duce en condiciones de campo.

La principal via de entrada de M.
bovis en una granja o region es la
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introduccién de animales portadores
asintomdticos. Una vez dentro, los
animales infectados pueden eliminar
el agente en el calostro, la leche y en
secreciones nasales, conjuntivales
o genitales, siendo las vias respi-
ratorias y la glandula mamaria los
principales reservorios de infeccién
dentro del rebafio. En instalaciones
donde no se suelen comprar anima-
les externos, el uso de semen diluido
para inseminacion artificial podria
tener un rol mas importante en la
transmision. Esto podria haber sido
el caso reciente en Finlandia, donde
se relacioné el semen utilizado en
inseminacion artificial con brotes de
mamitis por M. bovis en dos gran-
jas lecheras. Otro caso destacable
ocurri6 en Nueva Zelanda, donde en
2017 se detectd por primera vez la
presencia de M. bovis en rebafios
lecheros, a pesar de que el pais no
habia importado animales vivos en
los diez afios anteriores. El semen
importado fue sefialado como una
de las posibles vias de entrada en
el pais. Asi, seria importante reeva-
luar los antibiéticos afnadidos en los
diluyentes de semen, o bien explo-
rar métodos alternativos de control.
Entre estos métodos, podria ser de
interés el empleo de bacterias acido-
lacticas como los lactobacilos. Las
bacterias del género Lactobacillus
forman parte de la flora vaginal y del
tracto gastrointestinal y urinario de

humanos y animales. En medicina
humana, se han empleado probidti-
cos a base de Lactobacillus spp. para
tratar la vaginosis bacteriana por su
capacidad de competir por los recur-
sos con las bacterias patogénicas,
estimular la respuesta inmune del
hospedador y producir acidos or-
ganicos que reducen el pH. En esta
linea, el uso de bacterias del género
Lactobacillus como agentes competi-
dores y acidificantes del pH podria
ser Util para controlar la transmision
de M. bovis durante la inseminacion
artificial mediante dos enfoques: (i)
el tratamiento directo de las dosis de
semen Yy (ii) la aplicacién de probi6-
ticos a base de Lactobacillus spp. en
el tracto reproductivo de las vacas.
Por todo ello, los objetivos de esta
tesis doctoral fueron (1) Analizar la
presencia y circulaciéon de M. bo-
vis en rebanos bovinos de carne y
de leche en Espafia, utilizando una
amplia variedad de muestras de
distintas fuentes; (2) Estudiar la cir-
culacion de diferentes subtipos me-
diante secuenciacién de una region
especifica del gen polC, evaluando
variaciones en la susceptibilidad
antibidtica entre subtipos y la pre-
sencia de mutaciones asociadas a
resistencia; (3) Examinar el papel
de M. bovis en casos de enfermedad
respiratoria en terneros de cebo en
Espafla que no responden al trata-
miento antibi6tico, mediante andlisis »
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» ELAGENTE FUE DETECTADO
PRINCIPALMENTE EN
TERNEROS ALOJADOS EN
CEBADEROSY, EN MENOR
MEDIDA, EN ANIMALES
CRIADOS EN PASTOREO
PROCEDENTES DE 26
EXPLOTACIONES DE CINCO
REGIONES DE ESPANA

bacterioldgico, histopatolégico e in-
munohistoquimico, y determinar los
valores de concentracién minima
inhibitoria de los aislamientos a los
antibiéticos utilizados para la te-
rapia en campo; (4) Investigar si la
transferencia cromosémica de los
micoplasmas puede ocurrir en el
campo, analizando la presencia de
genomas en mosaico en aislamientos
de M. bovis mediante secuenciacién
del genoma completo; (5) Analizar la
viabilidad de M. bovis en semen di-
luido tras la adicion de un antibioti-
co (enrofloxacino o doxiciclina), o un
probiético a base de Lactobacillus
spp. en distintas concentraciones,
bajo condiciones de laboratorio; (6)
Analizar la viabilidad de M. bovis en
moco cervical tras la adiciéon de un
probidtico a base de Lactobacillus
spp. en distintas concentraciones, bajo
condiciones de laboratorio. Estos ob-
jetivos se desarrollaron a través de
cinco estudios.

El primer trabajo revel6 la amplia
distribucién de M. bovis en los reba-
fios bovinos espafoles tras el anali-
sis de 436 muestras procedentes de
260 animales (2016-2019). El agen-
te fue detectado principalmente en
terneros alojados en cebaderos Yy,
en menor medida, en animales cria-
dos en pastoreo procedentes de 26
explotaciones de cinco regiones de
Espana. M. bovis no solo se detectd
en animales con enfermedad res-
piratoria y/o artritis, sino también
en portadores asintomédticos. Estos
resultados consolidan estudios pre-
vios que reportaron el aislamiento
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Figura 2. Informacién epidemioldgica de los 95 aislamientos de M. bovis caracterizados

(@)

Wsr2 Wi

(b)

(a) Niimero de muestras de cada subtipo en funcion del tipo de rebafio, estatus sanitario y tipo de muestra

(b) Origen geografico de cada aislamiento. Cada circulo representa una granja, excepto en Catalufia, donde un
laboratorio de analisis lechero proporciond las muestras; el radio de cada circulo es proporcional al nimero de
aislamientos recogidos de la granja; los aislamientos obtenidos de muestras de mamitis se indican con una estrella
negra; los aislamientos unidos con una linea gris se obtuvieron del mismo animal; los aislamientos seleccionados
para secuenciacién del genoma completo se indican con un asterisco blanco; Enr = enrofloxacino; Marb = marbo-
floxacino; Dan = danofloxacino. CMI (del inglés MIC)= concentracion minima inhibitoria

Fuente: Imagen modificada de Garcia-Galan et al., 2020, Pathogens, 2020, 9, 545

de M. bovis en ganado joven con
enfermedad respiratoria en Espafa
entre los afios 2010-2012 y 2015-2016.
En conjunto, estos datos sugieren
que, al menos entre el ganado de
carne, la infeccion podria haberse
vuelto endémica, como se ha obser-
vado en otros paises europeos. En
este sentido, la presencia de porta-
dores asintomadticos y el movimien-
to de ganado entre explotaciones
de carne, que a menudo implica la
mezcla de animales de diferentes
origenes, podrian explicar la si-
tuacion actual en Espafia. Por otro
lado, el aislamiento de M. bovis en
casos clinicos de mamitis fue in-
usual, dada la baja prevalencia de
esta infeccion en otros paises euro-
peos. Por ello, se requieren estudios
adicionales para confirmar si esta
situacién particular refleja un sesgo
en el procedimiento de muestreo o
indica un aumento significativo en
los casos de mamitis asociados con
M. bovis en Espaiia.

El tipaje de 95 aislamientos repre-
sentativos identific6 dos subtipos,
ST2 y ST3 (figura 2). Casi dos tercios

de los aislamientos fueron del ST3,
lo que contrasta con la situacion en
Francia, donde el ST2 representa el
80 % de los aislamientos y el ST3
menos del 20 %. Ambos subtipos se
detectaron en rebafos de carne y de
leche, tanto en animales asintomati-
cos como con sintomatologia respi-
ratoria, artritis o mamitis, y en di-
ferentes localizaciones anatémicas.
Los dos subtipos se encontraron dis-
tribuidos ampliamente en diferen-
tes granjas y regiones, y ademds se
detectaron conjuntamente dentro de
una misma granja o incluso en dis-
tintas muestras del mismo animal.
Estos hallazgos sugieren, por un
lado, la capacidad de diseminacion
por el organismo de ambos subtipos,
asi como una eficiente circulacién
y transmisiéon de los mismos entre
animales y granjas. La evaluacion
de la concentracién minima inhibi-
toria de los aislamientos ST2 y ST3
mostr6 una diferencia significativa
en cuanto a la respuesta a las fluo-
roquinolonas: el ST2 presenta mayor
susceptibilidad que el ST3. El andli-
sis genémico detect6 mutaciones en



Figura 3. Lesiones histopatoldgicas avanzadas en el pulmén de un ternero con infeccién
por M. bovis: (a) hiperplasia de tejido linfoide asociado al bronquio (asteriscos) y bronqui-
tis (cabezas de flecha) (hematoxilina-eosina, H-E); (b) abundante exudado mucopurulento
en el lumen de un bronquiolo (estrella), fibrosis (asterisco) de la pared junto con infiltrado
inflamatorio mononuclear (cabeza de flecha) y necrosis de la superficie epitelial (flechas)
(H-E); (c) foco caseonecrético extendido (asterisco) con centro eosinofilico delimitado por
células inflamatorias, restos de epitelio bronquiolar necrético y fibrosis (H-E); (d) detalle
del foco caseonecrético (asterisco) con antigeno granular de M. bovis predominantemente

en la periferia (inmunohistoquimica).

()
Imagen de Garcia-Galan et al., Animals, 202, 11,1470

las regiones determinantes de re-
sistencia a quinolonas de los genes
gyrA 'y parC, exclusivamente en los
aislamientos ST3. Esto sugiere que
el ST3 tiene una notable capacidad
para acumular mutaciones en di-
chas regiones, lo que podria ser un
reflejo de la presion selectiva im-
puesta por el uso excesivo de estos
antibiéticos en el campo. Asimismo,
los valores de concentracion mini-
ma inhibitoria y la identificacion
de mutaciones mediante el andlisis
de la secuencia genética revelaron
que la mayoria de los aislamientos
espafioles son resistentes a macroli-
dos, lincosamidas y tetraciclinas. La
valnemulina fue el Gnico antibidtico
que demostro eficacia in vitro frente
a ambos subtipos.

El segundo trabajo examindé 23
terneros de cebo criados en el sures-
te de Espafia que presentaban signos
clinicos de enfermedad respiratoria
y no respondian al tratamiento an-
tibi6tico (2016-2019). Se investigo
la presencia de M. bovis mediante

bacteriologia (cultivo y subsecuente
PCR), histopatologia e inmunohisto-
quimica. Se detect6 el patégeno en
86,9 % de los terneros, principal-
mente en los pulmones, lo que apoya
la hip6tesis de que la infeccién po-
dria ser endémica en los cebaderos
espafioles. La inmunohistoquimica
mostré antigenos de M. bovis en
73,9 % de los animales, principal-
mente adheridos a las células epite-
liales de las luces de los bronquios
y bronquiolos y en la periferia de
los focos caseonecréticos. En estos
animales, la lesion mds comun fue
la bronconeumonia caseonecrdtica,
seguida de bronquiolitis e hiper-
plasia de tejido linfoide asociado al
bronquio (figura 3). También se ob-
servaron patrones pulmonares aso-
ciados a otros virus y bacterias, una
variedad esperada dado el caracter
multifactorial del complejo respira-
torio bovino, en el que participan
diversos agentes, y cada uno de los
cuales pudiendo dar lugar a lesiones
histopatolégicas diversas.
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Los ensayos de concentracion
minima inhibitoria confirmaron la
resistencia de la mayoria de aisla-
mientos a casi todos los antibidticos
utilizados para el tratamiento de los
animales en el campo. Esto podria
ser el resultado de resistencia adqui-
rida tras el tratamiento, o a que los
aislamientos ya fueran resistentes
antes del mismo, como se ha obser-
vado en terneros de cebo en Francia.

El tercer trabajo combiné el estu-
dio de arboles filogenéticos y deta-
llados andlisis gendémicos compara-
tivos de 36 aislamientos de M. bovis
obtenidos en Espafia (2016-2018).
Ello permiti6 confirmar la natura-
leza en mosaico de 16 aislamientos
de campo y proporcion6 evidencias
de que la transferencia cromosémi-
ca puede ocurrir en el campo, pro-
bablemente durante coinfecciones
con mdultiples cepas. Aunque desco-
nocemos con qué frecuencia se pro-
duce, este fenémeno contribuye a la
amplia diversidad y reorganizacion
gen6émica de M. bovis y podria tener
un tremendo impacto en el diagnds-
tico y control de la enfermedad. Por
ejemplo, podria reducir el valor epi-
demiolégico de los sistemas de tipa-
je molecular, ya que la variedad de
subtipos descritos en un pais, region
o granja, podrian no ser solo el re-
sultado de la introduccion de nuevas
cepas desde el exterior sino resulta-
do de la recombinacion entre cepas
autéctonas. Por otro lado, la transfe-
rencia cromosémica también podria
afectar el diagndstico especifico de
especie, ya que muchas otras espe-
cies de micoplasmas comparten el
mismo nicho ecolégico con M. bovis
en el ganado. De hecho, varios estu-
dios sugieren que diferentes especies
pueden participar en la transferen-
cia cromos6mica. Este fendmeno ha
sido documentado en condiciones
de laboratorio entre M. bovis y M.
agalactiae, y estudios por ordenador
han demostrado que M. agalactiae
ha intercambiado una gran parte
de su genoma con especies de mi-
coplasmas de rumiantes filogenéti-
camente distantes. Asi, al modificar
los limites entre especies y cepas, la
transferencia cromosémica puede
afectar tanto los estudios diagnos-
ticos como los epidemioldgicos, lo
cual podria comprometer la imple-
mentacién de estrategias de control
efectivas. Ademds, entre los frag-
mentos transferidos se encontraron »
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» BAJO LAS CONDICIONES
EVALUADAS, LA ADICION

DE LACTOBACILLUS SPP.
DISMINUYE LA VIABILIDAD
DE M. BOVIS EN EL MOCO
CERVICAL, LO QUE SUGIERE
QUE PODRIA SER UTIL

PARA CONTROLAR LA
PROLIFERACION DEL PATOGENO
EL TRACTO CERVICO-VAGINAL
DE LAS VACAS

proteinas y lipoproteinas de mem-
brana. Dado que los micoplasmas
carecen de pared celular, su mem-
brana estd en contacto directo con el
huésped, por lo que la modificacion,
ganancia o pérdida de este tipo de
genes puede afectar drasticamente
la interaccion patégeno-huésped.
De igual forma, el tratamiento con
antibiéticos podria verse afectado si
se transfieren genes codificantes de
dianas de antibidtico con mutacio-
nes de resistencia desde cepas resis-
tentes a cepas susceptibles. Faucher
y colaboradores mostraron que la
transferencia cromosémica permitia
que cepas de micoplasmas suscep-
tibles adquirieran rapidamente, de
poblaciones ya resistentes, multiples
fragmentos cromosémicos con mu-
taciones de resistencia a fluoroqui-
nolonas. Previamente, observamos
que en Espaia todos los aislamien-
tos del ST2 son susceptibles a fluo-
roquinolonas, mientras que la mayo-
ria de los aislamientos del ST3 han
adquirido mutaciones de resistencia
a estos antibidticos. Un solo evento
de transferencia cromos6émica de
aislamientos resistentes hacia aisla-
mientos susceptibles, seguido por la
expansion y transmisién del genoma
mosaico resistente a otros animales,
granjas o regiones, podria compro-
meter definitivamente el tratamien-
to de infecciones por M. bovis con
fluoroquinolonas. Indirectamente, el
movimiento de animales entre gran-
jas, una practica comun en la indus-
tria de ganado de carne en Espafia,
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probablemente contribuiria a esta
situacion al facilitar la mezcla de ais-
lamientos con diferentes susceptibi-
lidades a los antibidticos.

En el cuarto y quinto estudios se
evaluaron diferentes estrategias
bajo condiciones de laboratorio
para reducir el riesgo de transmi-
sién de M. bovis a través de tecno-
logias de inseminacion artificial. Por
un lado, se prob6 la viabilidad de M.
bovis en semen de toro diluido en
una solucién de Tris-citrato-fructo-
sa, tras la adicién de enrofloxacina,
doxiciclina o un probidtico a base de
Lactobacillus spp. Los datos mostra-
ron la susceptibilidad del patégeno
a la adicién de 0,125 pg/mL de en-
rofloxacina o 0,0625 pg/mL de doxi-
ciclina y a la adicién del probiético
a una concentraciéon de 3,24 x 10°
unidades formadoras de colonias
(UFC)/mL o 3,24 x 108 UFC/mL en el
semen diluido. El medio Tris-citra-
to-fructosa afecté negativamente la
viabilidad de M. bovis, aunque este
efecto fue menor en comparacién con
el observado tras la adicién del probio-
tico y los antimicrobianos (p < 0.05).
Por otro lado, se estudi6 la viabilidad
de M. bovis en moco cervical tras la
adicién de Lactobacillus spp. La adi-
cion del probidtico a una concentracion
de 3,24 x 108 UFC/mL mostr6 un efec-
to perjudicial (p < 0.05) sobre la via-
bilidad del micoplasma en el moco
cervical. Esto coincidié con un cre-
cimiento significativo de bacterias
acido-lacticas y una reduccion im-
portante del pH de 8.4 a 5.6 (p < 0.05).

Sin embargo, con concentraciones
menores de probiético, la supervi-
vencia de M. bovis no se vio afectada.
Aunque el efecto observado parece
estar relacionado con la disminu-
cion del pH tras la proliferacion de
bacterias acido-lacticas en el moco
cervical, son necesarios mas estu-
dios para esclarecer si existen otros
factores involucrados. Globalmente,
los resultados obtenidos en ambos
trabajos podrian respaldar el uso de
nuevas estrategias para reducir el

riesgo de transmisién de M. bovis a

través de la inseminacién artificial.
Fruto de todos los trabajos que

conformaron el trabajo de tesis doc-
toral, se obtuvieron seis conclusio-

nes principales, que se enumeran a

continuacion:

1.M. bovis se encuentra ampliamen-
te distribuido en los rebafos es-
pafioles de bovino de carne y estd
implicado en casos de mamitis en
los rebafios de leche.

2.Los aislamientos espafioles de M.
bovis se agrupan en dos subtipos,
ST2 y ST3, ambos resistentes a
los macroélidos, lincosamidas y te-
traciclinas. La mayoria de aisla-
mientos del ST3 son resistentes a
las fluoroquinolonas, lo que indica
la notable capacidad del ST3 de
acumular mutaciones en las regio-
nes determinantes de resistencia
a quinolonas y refleja la presion
selectiva impuesta por el uso de
estos antibi6ticos en el campo. La
valnemulina ha mostrado ser eficaz
frente a ambos subtipos in vitro. »



3.M. bovis desempefia un rol impor-
tante en los casos de enfermedad
respiratoria en terneros de cebo
en Espafia. La bronconeumonia
caseonecrotica es el patréon mor-
folégico mas comun en los anima-
les infectados, y a menudo coe-
xisten patrones asociados a otras
bacterias y virus. Los aislamientos
de M. bovis recuperados de estos
casos clinicos muestran resisten-
cia in vitro a la mayoria de los an-
tibi6ticos empleados para el trata-
miento en campo.

4.La coexistencia de diferentes lina-
jes de M. bovis a nivel de rebafio,
e incluso a nivel de animal, facilita
eventos de transferencia genética
horizontal, como la transferencia
cromosoémica de los micoplasmas.
Estos eventos contribuyen a diver-
sidad del genoma y podrian difi-
cultar el diagnéstico y control de la
enfermedad.

5.En las condiciones evaluadas,
la adicién de Lactobacillus spp.,
enrofloxacino o doxiciclina afecta
negativamente a la viabilidad de
M. bovis en semen diluido, lo que
podria ser til para tratar las dosis
seminales y disminuir el riesgo de
transmision de M. bovis durante
la inseminacién artificial. También
se observé que diluyente seminal
Tris-citrato-fructosa afecta negati-
vamente a la viabilidad del agente,
aunque en menor medida que el
probidtico y antibiéticos.

6.Bajo las condiciones evaluadas, la
adicion de Lactobacillus spp. dis-
minuye la viabilidad de M. bovis en
moco cervical, lo que sugiere que
podria ser tutil para controlar la
proliferacién del patégeno el tracto
cérvico-vaginal de las vacas.
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