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Resumen

Se realizaron aislamientos de Mannheimia haemolytica y Pasteurella
multocida, se analizé la frecuencia de presentacion de cada bacteria,
utilizando muestras nasales con hisopos obtenidos de bovinos Holstein
clinicamente enfermos de neumonia en establos lecheros de la Comarca

Lagunera.

El estudio fue de tipo descriptivo, prospectivo y transversal y se llevo a
cabo de enero-abril 2004 (temporada invierno-primavera), en forma no
aleatoria, ya que fue por criterio en 20 hatos toméandose el 100% de los
animales enfermos que presentaron neumonia clinica, encontrandose 78
menores de un afio. Cabe sefalar que la toma de muestras de animales
enfermos mayores de un afo, no fue posible debido al manejo zootécnico

en el cual se establecié el sacrificio de animales enfermos.

El exudado nasal, tomado con hisopos estériles, se transportd en
refrigeracion en medios de Stwart hasta el lugar de trabajo, se sembraron
en Agar sangre de carnero y se identificaron con tincibn de gram y

pruebas bioquimicas.

Los resultados obtenidos en el analisis microbiolégico fueron 11 casos
positivos, 5 casos de Pasteurella multocida y 6 casos Mannheimia

haemolytica

De acuerdo a los resultados encontrados se manifestdé que tanto
Pasteurella multocida como Mannheimia haemolytica son efectivamente
aisladas a partir de muestras tomadas en bovinos Holstein clinicamente

enfermos de neumonia en la Comarca Lagunera.
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1. Introduccién

Las enfermedades producen una cascada de efectos sobre la productividad
de los animales. EI principal efecto directo en la mayoria de las
enfermedades se da en el metabolismo de proteinas y en menor grado en el
de minerales, vitaminas y energia. Como consecuencia, los animales
convierten el alimento menos eficientemente en su propio crecimiento o en
productos utiles al humano; ademas, en el animal enfermo el consumo de
alimento tiende a reducirse, lo que exacerba aun mas el efecto de la

enfermedad (Pijoan y Chavez, 2003).

Las pérdidas econdmicas por pasteurelosis bovina, comunmente conocida
como fiebre de embarque tienen un costo anual de billones de délares a la
industria ganadera. Aunque la enfermedad de fiebre de embarque es
multifactorial, la infeccibn se ve envuelta por una gran variedad de
microorganismos en conjunto con el estrés, practicas de manejo y factores

medioambientales (Lafleur et al., 1998).

La pasteurelosis pulmonar bovina (fiebre de embarque) es una enfermedad
respiratoria, por lo comun fatal, que se desarrolla sobre todo en becerros
destetados o0 en animales menores de un afio que se transportan
recientemente. (Trigo, 1991) y es uno de los problemas mas serios que
merman la industria ganadera en Norteamérica (Jaramillo et al., 1987;
Sarasola et al., 2002).

Las pérdidas econdémicas debido a la enfermedad respiratoria bovina esta
estimada en un 7% del total de los costos de produccion, es la mayor causa

de pérdidas economicas y mortalidad en el ganado. (Bisgaard et al., 1991)

Esta enfermedad respiratoria es econémicamente significativa del ganado

contabilizando aproximadamente el 30% del total de las muertes del ganado



y esta asociada con una pérdida anual de un billon de dodlares sélo en

Norteamérica (Reggie, 2001).

Mannhemia haemolytica serotipo Al es el principal agente bacterial de la
pasteurelosis neumonica bovina, o fiebre de embarque, dando como
resultado significantes pérdidas econdmicas a la industria ganadera (Wang
et al., 1999; Lee et al., 2000; Leite et al., 2002; McKerral y Lo, 2002). Esta
neumonia fibrinonecrosante multifactorial puede ser desencadenada por
infecciones virales, hacinamiento, estrés o inmunosupresion, lo cual permite
gue la bacteria Pasteurella, comensal habitual, tenga acceso al tracto
respiratorio bajo, donde se convierte en patégeno (Highlander y Fedorova,
2000).

La patogénesis de la pasteurelosis bovina incluye factores de virulencia
bacteriana y de inflamacién, que en conjunto conducen a fallas respiratorias

y a la muerte (Chin et al., 2000).

De acuerdo a estos antecedentes, y aunado a los escasos reportes sobre
pasteurelosis neumonica en la Comarca Lagunera, el objetivo de la presente
investigacion fue conocer la frecuencia de aislamientos de Pasteurella
multocida y Mannheimia haemolytica en animales con signos respiratorios

caracteristicos de neumonia, en época de frio.



2. Antecedentes

2.1. Taxonomia

El Género Pasteurella pertenece a la familia de las Pasteurellaceae (Blanco
et al.,, 1990). En 1921, Jones inform6 de tres grupos de Pasteurellas en
bovinos y otras cepas atipicas puestas en un grupo de Bacillus bovisepticus
(Angen, et al., 1999). Estas cepas las caracterizaron después Newsom y
Cross (1932), quienes propusieron el nombre Pasteurella haemolytica para el
grupo de Bacillus bovisepticus. Dos biotipos de P. haemolytica fueron
descritos por Smith (1959, 1961) basados en varios caracteres fenotipicos
asi como por las diferencias patoldgicas y epidemioldgicas. Estos biotipos
fueron designados A y T refiriéndose a la habilidad de fermentar arabinosa o
trealosa. Una tercera taxonomia de P. haemolytica fue propuesta por
Frederiksen (1973) para cepas que no estaban dentro de los primeros
biotipos Ay T (Angen et al.,1999 ).

P. haemolytica consistia en 13 serotipos capsulares, designados como Al,
A2, A5 a A9, All a Al4, A16, y Al17 (Davies et al., 1997). Posteriormente,
Pasteurella haemolytica fue nombrada Mannheimia haemolytica, como
tributo a Walter Mannheim, un microbidélogo cuya busqueda fue mejorar la
clasificacion taxonomica de la familia Pasteurellaceae, de acuerdo a sus

caracteristicas moleculares (Angen et al., 1999).

En la creacion del género Mannheimia, se reconocieron cinco especies: M.
haemolytica, M. glucosida, M. granulomatis, M. ruminalis y M. varigena
(Blackall et al., 2001, , Blackall, et al., 2002, Angen. et al., 2002).

Del género de las Pasteurellas las especies mas importantes son P.
multocida, P. pneumotropica, P. gallinarum y P. trehalosi. P. multocida esta
subclasificada en tres subespecies, P. multocida subespecie gallicida, P.

multocida subespecie multocida y P. multocida subespecie séptica (Davies



et al., 2004).

Los aislamientos de P. multocida estan agrupados dentro de 5 tipos
serolégicos que son: A, B, D, Ey F y 16 serogrupos de origen somatico
(Dowling. et al., 2002). Basandose en los antigenos capsulares, los serotipos
A y D causan severas bronconeumonias en vacas (Dowling et al., 2002;
Jaramillo et al., 1987) y estan relacionados entre el serogrupo capsular y la
enfermedad (Davies et al., 2004). El tipo C fue suprimido y se adicion6

posteriormente el tipo E (Jaramillo et al., 1987).

2.2. Morfologia bacteriana y de colonia

Las bacterias del género P. multocida son cocobacilos pequefios, gram
negativos, no moviles que requieren de medios enriquecidos con suero o
sangre para lograr un crecimiento adecuado. Las colonias se hacen visibles
después de 24 horas a 37 °C, usualmente miden de 2 a 3 mm de diametro,
son circulares, grisaceas y no producen hemolisis. Algunas cepas producen

colonias mucoides (Hernandez et al., 2003).

M. haemolytica son bacterias gram negativas, no moviles, cocobacilos
pequeiios (Angen et al., 1999). En el caso de M. haemolytica las colonias
son circulares, lisas, grisaceas, en agar sangre y miden de 1 a 2 mm de
diametro después de 24 horas de incubacién son mas pequefias que P.
multocida y capaces de producir hemdlisis completa en placas de agar
sangre de bovino, que en ocasiones no es mas grande que la colonia y por lo
tanto no es aparentemente a menos que quite la colonia (Hernandez et al.,
2003; Angen et al., 1999).



2.3. Especies afectadas

Los miembros del género Pasteurella son patdgenos reconocidos de muchas
especies de animales (Blackall, et al., 2002). La Pasteurella multocida es un
patdgeno oportunista de animales silvestres y domeésticos asi como del
hombre (Dowling. et al., 2002), es un patdbgeno muy comun de los animales,
se asocia con enfermedades que incluyen septicemia hemorragica en el
ganado y bdfalos vy rinitis atréfica en cerdos (Miranda et al., 2004), donde
tiene la habilidad de colonizar la mucosa nasal del cerdo y ha mostrado
adherencia al epitelio de la mucosa de nasofaringe de conejos (Ruffolo et al.,
1997), célera aviar en aves silvestres y domésticas. El coOlera aviar es una
enfermedad altamente contagiosa y causa significativas pérdidas

econdmicas a la industria avicola de todo el mundo (Miranda et al.,2004).

Se han encontrado 19 aislamientos de bacterias gram-negativas, cuyas
caracteristicas fenotipicas son consistentes con la identificacion de los
miembros de la familia Pasteurellaceae, estas bacterias se aislaron de varios
tejidos de mamiferos marinos, sin embargo, la importancia patoldgica de
estos microrganismos para las especies de mamifero de mar de las que

fueron aisladas no esta clara (Foster et al., 1996).

Algunos serotipos de M. haemolyticas probablemente son parte de la
microflora residente del tracto superior respiratorio de los rumiantes (Angen
et al., 1999).

2.4. Zoonosis

La neumonia en humanos es la manifestacion mas comun de infeccion
respiratoria causada por Pasteurella, y los pacientes pueden presentar
agudamente o insidiosamente fiebre, disnea y pleuritis. El organismo también
puede ser oportunista y afecta a pacientes immunocomprometidos,

causando neumonia en pacientes con SIDA y por deficiencias de



inmunoglobulina A. Raramente Pasteurella provoca osteomielitis,
infecciones intrabdominales, artritis séptica, sepsis, y meningitis (Chen et al.,
2002).

En la mayoria de los casos de enfermedad, el microorganismo ha sido
directamente adquirido a través de mordeduras o inhalaciéon de aerosoles o
indirectamente por el contacto con fomites contaminados o con las
secreciones de animales. Interesantemente, Pasteurella también puede
volverse parte de la flora del tracto respiratoria normal en los humanos. Se
ha encontrado en los estudiantes veterinarios sanos y negociantes de

animales sin ningun sintoma pulmonar (Chen et al., 2002).

2.5. Lesiones

La presentacion y severidad de las lesiones neumonicas en becerras
depende de una serie de interacciones complejas entre diversos agentes
infecciosos y varios factores de manejo que provocan estrés, tales como: el
nivel de inmunoglobulinas del calostro, el tipo de alojamientos donde se
mantienen las becerras, o la presencia de gases, producto de orina o heces

en dichos alojamientos (Pijoan et al., 1999).

La pasteurelosis neumoOnica es una pleuroneumonia aguda fibrinosa y
necrosante caracterizada por una infiltracion de neutréfilos (Ackermann et al.,
1999) dentro del alvéolo (Lafleur et al., 1998) Los neutréfilos son benéficos
en las infecciones bacterianas, las proteinas granulares antibacterianas y
proteasas matan y degradan a las bacterias (Mitchell et al., 2003). Sin
embargo los productos de los neutrdfilos tienen la capacidad para dafar el
tejido pulmonar y las citocinas derivadas de neutréfilos son capaces de
incrementar la respuesta inflamatoria reduciendo la ventilacion alveolar y el
intercambio gaseoso en el pulmén inflamado (Mitchell et al., 2003)
acumulacién de fibrina y edema, fluido contenido en el alvéolo, superficie de

la pleura, septo interlobular, hemorragias, trombosis vascular y necrosis



coagulativa del parénquima pulmonar (Lafleur et al., 1998). Las
caracteristicas de esta enfermedad incluyen necrosis, pleuritis fibrinosa e
infiltracion de células inflamatorias (Marciel y Highlander, 2001), aunque
diversos virus tales como PI3, sincitial respiratorio o IBR, asi como
micoplasmas (Mycoplasma bovis, M. dyspar), se distinguen como agentes
predisponentes a la presentacion de las neumonias en becerras, ya que las
lesiones pulmonares iniciales generalmente los dafios mas severos son
producidos por Pasteurella haemolytica biotipo A, Haemophilus somnus. P.
haemolytica A, el serotipo 1 es el que mas frecuentemente se aisla de
pulmones neumonicos, asi como de la cavidad nasal de bovinos con
enfermedad respiratoria aguda (Pijoan, et al., 1999). M. haemolytica A2 es
responsable de las pasteurelosis encontradas en rumiantes salvajes. (Kodjo,
et al., 1999).

2.6. Patogenia e inmunidad

La adhesion e invasion de los tejidos de un hospedero tienen pasos
cruciales en la patogénesis de muchas bacterias, parasitos y virus. En
muchos casos la adhesion es un prerrequisito para la subsecuente
colonizacion del epitelio. Las Adhesinas son proteinas especializadas de

superficie estas regulan la adhesion bacterial (Harmunt et al., 2004).

Las adhesinas identificadas para algunos miembros de la familia
Pasteurellaceae incluyen diferentes proteinas (fimbrias, fibrillas y proteinas
de membrana externa) asi como polisacaridos - lipoligosacéaridos vy

polisacaridos capsulares (Jaramillo, et al., 1999).

Estas reconocen especificamente receptores en la superficie de las células
blanco del hospedero, determinando el tropismo del patégeno por el tejido.
La invasién secunda a la adhesiéon permitiendo a las bacterias evadir la

respuesta inmune humoral y la proliferacion en un nicho protegido. Al evadir



la eficiente fagocitosis las bacterias habitualmente dafian el citoesqueleto de
las células del hospedero. Esto provoca sefiales masivas de las células del
hospedero principalmente la concurrencia del mecanismo de la fagocitosis

induciendo a su aprehension (Harmunt et al., 2004).

Mannheimia (Pasteurella) haemolytica serotipo Al es el principal patdégeno
bacteriano de la pasteurelosis bovina, una aguda pleuroneumonia fibrinosa
aguda, la cual causa grandes pérdidas econdmicas a la industria ganadera
en Norte América y otras partes del mundo. M. haemolytica Al es
comunmente encontrada en las criptas de las tonsilas y en el tracto
respiratorio alto de ganado sano. En conjunto con la activacion de
infecciones virales y factores de estrés M. haemolytica llega a los pulmones
por inhalacion, donde se multiplica rapidamente. M. haemolytica produce
diversos factores de virulencia, de los cuales la leucotoxina extracelular (Lkt)
es considerada como una de los mas importantes, responsable del dafio a
leucocitos en el pulmon. Lkt-inducida por lisis de neutréfilos y degranulacion
esta implicada como la principal causa de la inflamacion aguda caracteristica
de pasteurelosis neumonica. La leucotoxina (Lkt) es una glicoproteina la cual
se produce durante la fase logaritmica del crecimiento bacterial in vitro. La
Lkt secretada por M. haemolytica es especifica para los leucocitos de los

rumiantes (Deshpande et al., 2002).

Subsecuentemente, las integrinas 2 han sido bien identificadas como los
receptores para Lkt de M. haemolytica. Las B2 integrinas son integrinas
leucocito-especificas las cuales tienen una subunidad comun, la subunidad
B, CD18. Las Lkt ligadas a toda la gama de 2 integrinas, sugiere que esta
subunidad B CD18, es la subunidad que regula la citolisis de leucocitos

bovinos inducida por las Lkt (Deshpande et al., 2002).

Los aislamientos del serotipo Al son los responsables para la mayoria de los

casos de pasteurelosis neumonicas del bovino, aunque en menor proporcion



la enfermedad es causada por el serotipo A6. Los aislamientos del serotipo
A2 se han recuperado de la nasofaringe del ganado saludable pero
raramente es el responsable de la enfermedad; otros serotipos normalmente
no se asocian con animales saludables o enfermos. El serotipo A2 es el
mas comunmente aislado de los casos de pasteurelosis neumonica de
ovino. Ademas, un rango mas grande de serotipos es asociado con la
enfermedad en la oveja, particularmente los serotipos Al, A6 a A9, All, y
Al2, aunque sus aislamientos son menos frecuentes que los aislamientos
del serotipo A2 (Davies et al., 1997).

2.7. Factores de virulencia

La bacteria es inhalada al pulmon, donde se encuentra en un medio
ambiente diferente al de la nasofaringe. Esto puede suponer que la bacteria
experimenta cambios en la temperatura, concentracion de oxigeno,
disponibilidad de nutrientes y moléculas como hierro, ademas la bacteria
esta frente al sistema inmune del hospedero y requiere de la formacién de
defensas, variaciones en el micro medioambiente de M. haemolytica puede
sefialar la modulacion de la expresion de leucotoxinas (Marciel y Highlander,
2001).

Mannheimia haemolytica Al, en conjunto con el estrés e infecciones virales,
migra a los pulmones donde se multiplica rapidamente (Sarasola et al.,
2002), y produce diversos factores de virulencia de los cuales la leucotoxina
extracelular (Lkt) es considerado el mas importante responsable del dafio a
leucocitos en el pulmén, Lkt induce la lisis de los neutréfilos y degranulacion
implicados como la principal causa de la inflamacion aguda caracteristica de
la pasteurelosis (Chin et al., 2000). La leucotoxina es una glicoproteina la
cual se produce durante la fase logaritmica de crecimiento bacteriano in vitro
(Sarasola et al., 2002). facilitando la proliferacion bacteriana matando o

incapacitando macréfagos alveolares y neutrofilos (Davies et al., 1997).



3. Justificacién

Las enfermedades respiratorias de los bovinos se han estudiado como
entidades independientes; sin embargo, se sabe que en la presentacion de
estas enfermedades se conjugan una serie de factores y agentes patdgenos,
por lo que se llama complejo respiratorio bovino, el cual se caracteriza
clinicamente por fiebre, disnea, descarga nasal y evidencia de neumonia

mediante la auscultacion pulmonar (Juarez et al., 2003).

Mannheimia haemolytica serotipo Al es el principal patégeno bacteriano de
la pasteurelosis bovina, una aguda pleuroneumonia fibrinosa aguda, la cual
causa grandes pérdidas econdmicas a la industria ganadera en Norte

América y otras partes del mundo (Deshpande et al., 2002).

Pasteurella multocida es aislada con menor frecuencia que M. haemolytica, y
participa de manera importante en el complejo respiratorio de ovinos y
bovinos, produce una bronconeumonia supurativa que se vuelve crénica,
pero al resolverse deja manifestaciones de cicatrizacion y abscesos, con
frecuencia afecta al 50% del pulmén al momento de la muerte (Timoney et
al., 1988).

La Comarca Lagunera es una de las cuencas lecheras mas importantes de
México, de acuerdo a los antecedentes descritos y considerando que en la
region no hay estudios de este tipo, la finalidad de la presente investigacion
es determinar la frecuencia de Pasteurella multocida y Mannheimia
haemolytica, en bovinos Holstein clinicamente enfermos, ya que son agentes
causales de neumonias de gran impacto econdémico para las explotaciones

lecheras.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo General

Determinar la frecuencia de aislamientos de Pasteurella multocida y
Mannheimia haemolytica en bovinos Holstein clinicamente enfermos de
neumonia en la Comarca Lagunera.

4.2. Objetivos Especificos

Diferenciar los aislamientos entre Pasteurella multocida y Mannheimia

haemolytica utilizando técnicas bioguimicas.

Determinar la frecuencia de aislamientos de Pasteurella multocida y

Mannheimia haemolytica utilizando hisopos nasales.

11



5. Material y Métodos

5.1. Marco de Referencia

La Comarca Lagunera se ubica en la zona norte-centro de Meéxico, al
suroeste de Coahuila, colindando con el noreste de Durango. Los municipios
que la integran por parte de Coahuila son: Torredn, Matamoros, San Pedro
de las Colonias, Francisco |I. Madero y Viesca. Los municipios de Durango
son: Gémez Palacio, Lerdo, Tlahualilo de Zaragoza, Mapimi, San Pedro del
Gallo, San Luis del Cordero, Rodeo, Nazas, Cuencamé de Ceniceros,

General Simon Bolivar y San Juan de Guadalupe.

Los estudios bacteriologicos se realizaron en la Unidad de Diagnadstico de la

Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, Unidad Laguna.

5.2. Toma de muestras

El estudio realizado fue de tipo descriptivo, prospectivo y transversal. Se
visitaron 24 unidades productivas totalmente al azar, distribuidas en la
Comarca Lagunera (cuadro 1). El muestreo en los hatos lecheros fue
aleatorio, tomandose el 2% de la poblacion total, en ésta el 30%
corresponde a animales mayores de un afio. Se obtuvieron 78 muestras de

exudado nasal de becerros con signos clinicos de trastornos respiratorios.

Las muestras fueron recolectadas del enero a abril del afio 2004. Se tomaron
con hisopos estériles y se transportaron con medio Stuart y carbén activado,
fueron refrigeradas por menos de 24 hr a una temperatura de 8°C hasta el

momento del cultivo microbiologico

Para el cultivo microbioldgico se utilizaron medios de agar enriquecidos con

sangre de bovino para lograr un crecimiento adecuado. Se incubaron durante

12



24 horas a 37 °C, después de un crecimiento positivo se seleccionaron
colonias con caracteristicas compatibles a las de Mannheimia haemolytica y
P. multocida se realizaron tinciones de Gram y pruebas bioquimicas para

diferenciar los tipos de aislamientos.

Cuadro 1. Numero de unidades productivas y numero de bovinos Holstein
clinicamente enfermos de neumonia.

No. Total Enfermos Enfermos Total
UP Animales <1 afo >1 afo muestreados
1 2900 39 19 12
2 3450 47 22 9
3 4200 60 24 0
4 4250 63 22 0
5 900 12 6 1
6 300 4 2 0
7 1000 15 5 3
8 1900 26 12 0
9 1050 14 7 0
10 4900 76 22 0
11 1500 21 9 1
12 800 12 4 1
13 1500 21 9 13
14 4000 55 25 5
15 2500 33 17 3
16 2100 28 14 1
17 2150 31 12 12
18 4350 60 27 2
19 3400 50 18 0
20 2000 28 12 3
21 2500 35 15 2
22 3050 43 18 0
23 1050 13 8 7
24 2500 37 13 3
Total 58250 823 342 78
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6. Resultados

Para el cultivo microbiologico P. multocida requiri6 de medios enriquecidos
con sangre de ovino. Las colonias se hicieron visibles después de 24 horas a
37 °C, usualmente midieron de 2 a 3 mm de didmetro y se observaron
circulares, grisdceas y sin hemdlisis. Algunas cepas produjeron colonias
mucoides. En el caso de M. haemolytica las colonias fueron circulares,
grisaceas, mas pequefias que P. multocida y con hemdlisis completa que en

ocasiones no fue mas grande que la colonia y por lo tanto no fue aparente.

De acuerdo a los datos obtenidos en este estudio, en términos cuantitativos
los aislamientos de Mannheimia haemolytica de muestras de animales
menores de un afio clinicamente enfermos representaron un 7.9 % del total
de las muestras recolectadas y de Pasteurella multocida fue de un 6.6 %
(Cuadro 2).

Cuadro 2. Porcentajes de aislamientos de Pasteurella multocida y Mannheimia
haemolytica de bovinos Holstein con neumonia de acuerdo con el ndmero de
muestras.

No.de Aislamientos
D Hatos/Muestras

' Mannehimia Pasteurella multocida
S haemolytica

c 24/78 6 (7.6%) 5 (6.4%)

0
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7. Discusion

La enfermedad ocurre frecuentemente en becerras de uno a cinco meses de
edad, con una incidencia mayor en animales nacidos durante el otofio y el
invierno. La presentacion y severidad de las lesiones neumodnicas en
becerras depende de una serie de interacciones complejas entre diversos
agentes infecciosos y varios factores de manejo que provocan estrés, tales
como: el nivel de inmunoglobulinas del calostro, el tipo de alojamientos
donde se mantienen las becerras, o la presencia de gases, producto de

orina o heces en dichos alojamientos (Pijoan et al., 1999).

Podria esperarse que en los animales enfermos de neumonia se podrian
aislar con facilidad Mannheimia haemolytica y Pasteurella multocida sin
embargo en el presente estudio no sucedié asi lo cual se atribuye a que en
todos los casos, los animales estudiados estuvieron en diferentes etapas de
antibioterapia. El hecho de no haber aislado Mannheimia haemolytica,
Pasteurella multocida o Haemophilus somnus en el presente estudio, por lo
tanto, se atribuyo a los antibiéticos que se les administraban en dosis altas
a los bovinos que empezaban a mostrar semidtica respiratoria.
Investigaciones similares realizadas por Juarez et al.,, (2003), reportan

resultados similares.

Paraddjicamente, en estudios previos realizados en becerros Holstein
aparentemente sanos, en la Comarca Lagunera, si se encontraron
aislamientos altos de Pasteurella multocida y Mannheimia haemolytica
(Flores, 2005). Segun los datos obtenidos en este estudio y en contraste con
el nuestro, se hace evidente que el numero de aislamientos logrados a
partir de muestras de animales sanos fue mayor que el de los enfermos. Esto
se puede atribuir al hecho de que ambas bacterias, Mannheimia haemolytica
y Pasteurella multocida, forman parte de la flora bacteriana del tracto

respiratorio de bovinos.
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8. Conclusiones y sugerencias

El nidmero de aislamientos de Pasteurella multocida y Mannheimia
haemolytica logrados a partir de muestras de animales clinicamente

enfermos fue escaso.
Esto se puede atribuir al hecho de que los animales clinicamente
identificados como enfermos se encontraban en diferentes etapas de

antibioterapia.

Se sugieren estudios posteriores de resistencia de tales microorganismos a

diferentes antimicrobianos y antibioticos.
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Anexos
Anexo |. Requerimientos para cultivo in vitro

Para el aislamiento de P. multocida se requieren de medios enriquecidos con
sangre para lograr un crecimiento adecuado. Las colonias se hacen visibles
después de 24 horas a 37 °C, usualmente miden de 2 a 3 mm de didmetro,
son circulares, grisaceas y no producen hemodlisis. Algunas cepas producen
colonias mucoides. En el caso de M. haemolytica las colonias son circulares,
grisaceas, mas pequefias que P. multocida y capaces de producir hemolisis
completa que en ocasiones no es mas grande que la colonia y por lo tanto no

es aparente a menos que se quite la colonia (Hernandez et al., 2003).

La siembra se realizd por estria multiple en superficie, haciéndose cuatro
diluciones, en la primera se colocé la muestra previamente recolectada, con
el asa de siembra esterilizada se esparcié el material a sembrar mediante
estrias muy juntas entre si, para las subsecuentes siembras se toca la
siembra previamente realizada de 3 6 5 veces con el asa (entre cada
siembra se esteriliza el asa) para facilitar la dilucion, asiéndose evidentes las
colonias para su seleccién e identificacion. Una vez identificadas las colonias
son sembradas nuevamente para obtener cultivos que se remiten a pruebas
bioguimicas: Oxidasa, para todos los Gram-negativos, Produccion de Indol
(SIM), Triple Azucar Hierro(TSI) y Citrato de Simons para la identificacion de

M. haemolytica y P. multocida.
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Anexo Il. Pruebas bioquimicas
Tincién de Gram; modificacién de Reed.

La tincion de Gram es aplicada en forma universal como primer pasa en la
identificacion de las bacterias y levaduras. Este método divide a las bacterias
en dos grupos: Gram positivas y Gram negativas, de acuerdo a los
componentes predominantes de su pared celular y permite, asi mismo la
observacion microscopica de la morfologia (cocos, bacilos), el tamafio y la
agrupacion que presenten (cadenas, racimos).En el caso de las levaduras,
por las caracteristicas de su pared celular, se tiien como Gram positivas.

Procedimiento: sobre la muestra ya fijada en el portaobjetos se afiade violeta
de genciana por un minuto, se enjuaga con abundante agua, enseguida se
aplica lugol durante un minuto, nuevamente se enjuaga con abundante agua,
agregar alcohol acetona 15 segundos, enjuagar y aplicar safranina por

espacio de un minuto, finalmente enjuagar con suficiente agua.
Oxidasa (Método de Kovac’s)

Esta prueba debe realizarse a todos los bacilos Gram negativos.

Determina la produccién de la enzima citocromo oxidasa (indol fenol
oxidasa).

Medios y reactivos. Se impregna un trozo de papel filtro (7cm de didmetro)
con 2 a 3 gotas de solucién acuosa al 1% de diclorhidrato de tetrametil p-

fenil-diamina. No dejar que el papel se seque completamente.

Mecanismo. Las bacterias que producen oxidasa son capaces de oxidar el

reactivo, con la consecuente aparicién de color.
Interpretacion de resultados. Utilizando un asa de platino o un asa de vidrio

tomar colonias del microorganismo a probar. Frotar las colonias sobre la

superficie.
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La aparicion de un color parpura intenso en 10 segundos indica una prueba
positiva.
Reacciones tardias deben ser ignoradas. Una prueba negativa estara

indicada por cualquier otro color o ausencia de color.

Produccion de Indol.

Determina la habilidad de la bacteria para la produccién de triptofanasa y
oxidar el triptofano con produccion de indol.

Medios y Reactivos. Se utiliza el medio SIM, al cual después del desarrollo
bacteriano, se le agrega el reactivo de Kovac’s (150ml de alcohol isomilico,
amilico o butilico con 10 g de p-dimetil amino benzaldehido, al que se

adicionan 50ml de &cido clorhidrico concentrado)

Mecanismo. La triptofanasa hidroliza el triptofano con la liberacién de anillos
inddlicos libres y por lo tanto, indirectamente la produccion de la enzima

triptofanasa por parte de la bacteria.

Método de siembra, incubacion e interpretacion.

1. Inocular al medio de SIM por picadura con asa recta (2/3 partes del tubo) e
incubar de 24 a 48 hrs. a 37°C.
2. Agregar al tubo de SIM unas gotas del reactivo. La prueba resulta positiva

si se forma un anillo rojo en la superficie, cualquier otro color es negativo.

Triple Azucar Hierro (TSI)

Prueba para diferenciar entre géneros de bacilos Gram negativos determina
la capacidad para determinar azucares, produccion de acido sulfhidrico y

produccién de gas por fermentacion.

Medios y reactivos: EI medio de TSI contienen agar, peptonas y sales
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minerales; tres azucares (Glucosa, Lactosa y Suctrosa) tiosulfato de sodio,
sulfato ferroso y rojo de fenol como indicador de ph.

Mecanismo. Es una prueba donde se pueden apreciar tres resultados:

*Utilizacidbn de azlcares. El medio contiene lactosa, sacarosa y glucosa,
carbohidratos que pueden ser utilizados mediante oxidacion con la
produccién de &cido. Los cambios de ph son detectados por el rojo de fenol,

dando amarillo con un ph acido y rojo con un ph alcalino.

*Produccién de gas. Algunos microorganismos producen gas como resultado
de la fermentacion de algunos carbohidratos.

Esta reaccion se observa en el medio por la presencia de huecos, burbujas
en el agar o incluso el desplazamiento del agar en el tubo por accion del gas

gue lo empuja.

*Produccién de acido sulfhidrico (H2S). Algunas bacterias pueden reducir el
tiosulfato de sodio a sulfuro de hidrogeno, el cual reacciona con el sulfato
ferroso del medio produciendo sulfuro de hierro. Esto se observa en el medio
como un precipitado de color negro. La combinacion de estas tres reacciones

da lugar a seis lecturas posibles.

Método de siembra. Por picadura en fondo del tubo y estria continua en la
superficie. El inéculo debe ser abundante. El tapén del tubo debe quedar

ligeramente flojo para facilitar la eliminacién del gas producido.

Incubacion. De 18 a 24 horas como maximo. El prolongar la incubacion
puede dar lugar a lecturas falsas, ya que algunas reacciones pueden
revertirse.

Para efectuar la lectura de produccion de H2S, puede incubarse
adicionalmente hasta 40 horas.
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Cuando no existe un buen crecimiento tanto en el fondo como en la
superficie los resultados deben tomarse con reserva. Importante el medio
SIM es de color rojo inicialmente, lo que indica alcalinidad, el cambio a
amarillo acidez.

Interpretacion de resultados.

Citrato de Simons.

Esta prueba determina la capacidad bacteriana para utilizar el citrato de
sodio como unica fuente de carbono. Se utiliza un agar que contiene 0.2% de
citrato de sodio, al cual se le adiciona un indicador de pH (azul de
bromotimol).La bacteria al utilizar el citrato, libera residuos de sodio que al
unirse con radicales OH alcalinizan el medio, asi el indicador de pH cambia

de color verde a azul.

El método de siembra es por estria, incubandose a 37°C de 24 a 48 hrs. en
ocasiones se puede prolongar este periodo hasta 7 dias antes de considerar

una reaccién negativa, en este caso el medio permanece verde.
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