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Resumen

Se realiz6 un estudio de tipo descriptivo, prospectivo y transversal, en el
rastro Municipal de Gémez Palacio, Durango, donde se inspeccionaron 550
pulmones de bovinos Holstein, en el periodo otofio a invierno. El muestreo se
realizé en forma dingida logrando obtener 68 (12.36%) pulmones con lesiones
neumonicas. Las 68 muestras se cultivaron en Agar sangre, se procesaron en
la Unidad de Diagnéstico del Departamento de Ciencias Médico Veterinarias de
la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, Unidad Laguna, y en el
Departamento de Fisiopatologia del Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), en Palo Alto, Cd. de México, con la
finalidad de determinar la frecuencia de aislamientos de Mannheimia
haemolytica y Pasteurella multocida. Del total de muestras cultivadas, se
obtuvieron 20 (29.41%) aislamientos de bacterias Gram negativas. A estas se
les realizaron pruebas bioquimicas, para diferenciar entre M. haemolytica y P.
multocida. Las pruebas bioquimicas determinaron que de las 20 rnuestras, 9
(45%) presentaron Mannheimia haemolytica, 9 (45%) Pasteurella multocida y 2
(10%) casos con una asociacion de Mannheimia haemolytica y Pasteurella
multocida. Se discuten los hallazgos con otros investigadores y se hacen
sugerencias con respecto a futuros estudios en la Comarca Lagunera.
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l. Introduccion

La produccién bovina se ve afectada en su eficiencia y eficacia
productiva por diversos factores, entre los cuales se encuentran las
enfermedades infecciosas y de ellas los problemas respiratorios representan
grandes pérdidas econémicas a nivel mundial (Argueta, 1988; Pijoan, 1999;
Juarez, 2001).

Los agentes etiologicos involucrados en las neumonias pueden ser
virus, bacterias, ademas de sinergismos virus-bacterias (Morales, 1993;
Juarez, 2001; Callan, 2002). Dentroc de los agentes bacterianos
comunment2 involucrados se encuentran: Mannheimia haemolytica,
Pasteurella multocida y Haemophilus somnus, asi como también se han
identificado micoplasmas (Trigo, 1991; Morales et al., 1993; Juarez, 2001;
Callan, 2002).

Estos microorganismos son comensales habituales del tracto
respiratorio superior de los rumiantes domeésticos y silvestres, aunque
llegan a estar presentes en casos de enfermedades respiratorias, hay
variaciones entre las diferentes cepas en su capacidad para producir
enfermedad en los diferentes hospedadores animales (Trigo, 1987).

La capacidad de esios microorganismos para producir pérdidas
econdomicas, depende de los factores de manejo asociados con la
mortalidad de los animales, de aqui la importancia de estudiar a estos
agentes los cuales son muy comunes pero son pocos los estudios que
confirmen la severnidad del problema (Pijoan y Aguilar, 2000).

En la Comarca Lagunera no se encontraron estudios que presenten
aislamientos de las bacterias involucradas en el complejo respiratorio

bovino, en muestras tomadas de rastro. Por lo tanto, la presente



investigacion tiene por objetivo identificar la frecuencia de aislamientos de
Pasteurella multocida y Mannheimia haemolytica, a partir de pulmones

neumonicos colectados en el rastro municipal de Gémez Palacio, Durango.



il. Antecedentes

2.1. Clasificacién de los géneros de Pasteurella y Mannheimia

Normalmente se aislan bacterias que pertenecen a la familia
Pasteurellaceae de diferentes especies de animales, incluyendo a los
caballos, y la mayoria se consideran como comensales o patoégenos
oportunistas. A ia fecha nueve géneros (Pasteurella, Actinobacillus,
Haemophilus, Mannheimia, Lonepinella, Phocoenobacter, Histophilus,
Gallibacterium y Volucribacter) estan dentro de la familia Pasteurellaceae
(Kuhnert et al., 2004).

2.1.1. Pasteurella multocida

La Pasteurella multocida es un patégeno primario o secundario y es
responsable para una gama amplia de enfermedades econémicamente
importantes en los animales domésticos a lo largo del mundo. La Pasteurella
multocida es considerada como la causante de la neumonia enzoética en
animales domésticos, incluyendo a los becerros (Kiorpes, et al., 1988). Esta
bacteria es un pequefio cocobacilo no movil Gram negativo que se encuentra
en el tracto nasofaringeo y el gastrointestinal de muchos animales salvajes,
domeésticos, mamiferos y aves (Davies, 2004). No produce a menudo
ninguna enfermedad en sus hospedadores animales. El tracto respiratorio es
el segundo sitio mas comun de infeccion por Pasteurella, donde puede
manifestarse con neumonia, traqueobronquitis, abscesos o enfisema. Este
organismo también puede causar las infecciones respiratorias superiores
como la sinusitis y faringitis. En los humanos la mayoria de las lesiones son
celulitis y abscesos superficiales localizados, que le siguen de una
mordedura o aranazo de un animal. (Chen et al., 2002).



2.1.2. Mannheimia haemolytica

En 1921, Jones informé de tres grupos de Pasteurella en bovinos y las
cepas atipicas fueron ubicadas en un grupo llamado “Bacillus bovisepticus”.
Estas cepas se caracterizaron después por Newsom y Cross en 1932,
quienes propusieron el nombre de Pasteurella haemolytica para el grupo
Bacillus bovisepticus (Angen et al., 1999).

Mannheimia (Pasteurella) haemolytica es el agente etiologico de
pasteurelosis neumonica del ganado bovino y ovino, produciendo infecciones
que causan considerables pérdidas economicas (Davies, et al., 1996).

Dos biotipos de Pasteurella haemolytica fueron descritos por Smith en
1961 basados en varios caracteres fenotipicos asi como las diferencias
patologicas y epidemioldgicas. Los biotipos fueron designados Ay T que se
refiere a su habilidad de fermentar arabinosa o trealosa, respectivamente. Y
un tercer grupo de Pasteurella haemolytica fue propuesto por Frederiksen en
1973 para cepas que no estaban dentro de los primeros biotipos Ay T. Un
sistema de pruebas de serotipificacion por hemoaglutinacion indirecta (IHA),
fue utilizado para diferenciar los serotipos. Los serotipos 3, 4, 10 y 15
estaban asociados con el biotipo T, y los serotipos restantes con el biotipo A
(Angen et al., 1999).

En la creacion del género Mannheimia, un total de cinco nuevas
especies fueron reconocidas, M. haemolytica, M. glucosida, M. granulomatis,
M. ruminalis y M. varigena. La cepa que se considerdé una vez Pasteurella
haemolytica trealosa negativo se reconoce ahora como Mannheimia
haemolytica, especificamente, Pasteurella haemolytica serovariedades 1, 2,
5 6,7, 8,9, 12, 13, 14 y 16. Los aislamientos reconocidos una vez como
Pasteurella haemolytica serovariedad 11 se han reclasificado como
Mannheimia glucosida (Blackall et al., 2001 ).



2.2. Signos y lesiones producidos por Pasteurella multocida

Las infecciones causadas por esta bacteria incluyen célera en aves y
pollos, rinitis atréfica progresiva en cerdos. Neumonia en bovinos, ovejas y
cerdos, y septicemia hemorragica en vacas y bufalos de agua en ciertas
areas enzodticas de Asia y Africa (Davies et al., 1996).

La fiebre de embarque ocurre frecuentemente entre el ganado
después del transporte y se caracteriza por fiebre, disnea, lesiones
pulmonares exudativas y necroticas (Storz et al., 2000).

En la infeccion temprana, ocurre la entrada de neutrofilos, edema con
fluido y fibrina en alvéolos, y en la superficie pleural, y acumulaciones en el
septo interlobular. Otras lesiones que aparecen después incluyen
hemorragia, trombosis vascular, necrosis coagulativa del parénquima, y
formacién de abscesos. Estas lesiones pulmonares que han ocurmido
experimentalmente se han documentado en casos de infecciéon natural (Yoo
et al., 1995).

2.3. Signos y lesiones producidos por Mannheimia haemolytica

Las lesiones caracteristicas incluyen la inflamacion aguda, con
destruccion de colagena, infiitracion de fibrina y entrada abundante de
celulas inflamatorias en el pulmon. Estas lesiones inhiben el intercambio de
aire adecuado y reducen la funcion del puimén. M. haemolytica A1 sintetiza
una variedad de factores de virulencia como la endotoxina del
lipopolisacarido (LPS), la leucotoxina (Lkt), y la enzima O-sialoglycoproteasa,
que le permiten colonizar el tracto respiraiorio bajo (Blackall ef al., 2001).



2.4. Diagnoéstico

2.4.1. Métodos de aislamiento e identificacion

El diagnéstico definitivo se hace por identificacion del agente causal

en medios de cultivo de Agar sangre y con pruebas bioquimicas (Cuadro 1).

Cuadro 1. Pruebas bioquimicas de identificacion que pemiten Ia
diferenciacion entre los géneros Mannheimia haemolytica y Pasteurella
multocida.

Pruebas Mannheimia haemolytica | Pasteurella multocida
Oxidasa + +

TSI Reaccién de acidez Reaccion de acidez
Motilidad - -

Glucosa + +
Hemodlisis * -
Crecimiento en Agar + -

Mac ConKey

Reduccion de + +

Nitratos

Indol - +

Urea - -

(Gutiérrez et al., 2003)

Las colonias de Pasteurella multocida 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 hemodlisis,
algunas cepas producen colonias mucoides (Gutiémrez et al., 2003)

Los grupos A y D de P. multocida son reconocidos en México
(Jaramillo, et al., 1987), no asi los grupos B y E, que se relacionan con
septicemia hemorragica, la cual posee antigenos somaticos implicados como
causantes de la pasteurelosis en rumiantes salvajes (Townsend ef al., 1998;
Kodjo et al., 1999).




Dos biotipos de Mannheimia haemolytica fueron reconocidos
tradicionalmente, el biotipo A consistid en aislamientos que fermentaban la
arabinosa, y el biotipo T que consistid en aislamientos que fermentaban la
trealosa (Blackall et al., 2002).

2.4.2. Métodos de tipificacion

2.4.2.1. Fenotipificacion

Las colonias de Pasteurella muitocida 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 hemalisis,
algunas cepas producen colonias mucoides. En el caso de Mannheimia
haemolytica las colonias son circulares, grisaceas, mas pequenas que
Pasteurella 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 (Gutierrez et al., 2003).

2.4.2.2. Serotipificacion

Se han usado varios métodos para la serotipificacion de Mannheimia
haemolytica. La prueba de agiutinacion en tubo, usada para el examen de
antigenos somaticos, no demostré6 ser practica debido a las numerosas
reacciones cruzadas. Actualmente se ha introducido la técnica de
hemoaglutinacion indirecta para este proposito, la técnica de
hemoaglutinacion indirecta se volvié el método mas difundido para el examen
de serotipos de Mannheimia haemolytica (Fodor et al., 1996).



Al igual que los demas géneros de la familia, las especies de los
géneros Pasteurella y Mannheimia cuentan con antigenos somaticos y
capsulares. Pasteurella muitocida se ha dividido en cinco tipos capsulares
(grupos A, B, D, E y F) utilizando la técnica de hemoagiutinacion indirecta
(Kodjo et al., 1999).

Se sugiere que los serotipos estan relacionados con las diferentes
cepas segun el hospedador especifico y la virulencia. Por ejemplo, el serotipo
A1 y A6 estan en todos los casos de pasteurelosis neumonica bovina,
cuando por el contrario los serotipos A2 y A7 se aislan con mayor frecuencia
de enfermedades en las ovejas. También se ha demostrado que en bovinos y
ovinos se ha aislado el mismo agente por ejemplo, serotipo A1, A2, 0 A6, y
pueden ser distinguidos por las diferencias en el genotipo cromosomatico
(Davies et al., 2001)

242.3. Genotipificacion

La genotipificacion esta basada en la caracierizacion de ADN del
organismo por el analisis del ADN cromosomatico o los plasmidos de ADN.
Los métodos que han sido aplicados para la identificacion cromosomatica de
Pasteurella multocida y Mannheimia haemolytica incluyen el analisis de
endonucleasas de restriccion, ribotipificacion y la reaccion en cadena de la
polimerasa (Pachificus, 2000).

2.5. Patogenicidad y virulencia
Debido a la asociacion intima de la mucosa respiratoria a las

substancias medio ambientales, existen mecanismos de defensa innatos, por

lo menos en parte, para proteger al hospedador contra la colonizaciéon e



infeccion microbiana. Estos mecanismos incluyen el aparato mucociliar,
proteinas surfactantes, los macrofagos alveolares y un epitelio intacto.
Recientemente, vanas clases de proteinas antimicrobiales y péptidos
producidas por las células de la mucosa respiratoria cada vez mas se ha
apreciado debido a su contribucion a la defensa innata contra los patoégenos
microbianos (Fales-Williams et al., 2002).

Durante las infecciones por bacterias Gram negativas, la presencia de
lipopolisacaridos (LPS) estimula el sistema inmunoldgico innato, por lo cual la
respuesta inflamatoria juega un papel critico ayudando a eliminar a las
bacterias y prevenir infecciones. Esta respuesta inicial a bacterias Gram
negativas puede despertar por numerosos componentes bacterianos, la
mayoria tiene el lipido A, un componente potencial de la estructura del nucleo
del LPS. Si la respuesta inflamatoria en el hospedador es incapaz de eliminar
a las bacterias y la infeccion procede, permite la presencia de cantidades
grandes de LPS sistémico esto puede producir un choque endotoxico, en el
que hay una superproducciéon de mediadores de la inflamacion que causan
dafo a los tejidos, choque séptico, fallo del organismo y muerte (Harper et
al., 2004). La migracion y activacion de neutréfilos en el tejido inflamado
estan reguladas por una red compleja de interacciones entre las citocinas,
leucocitos, endotelio vascular, moléculas de adherencia celular, y los factores
quimiotacticos solubles. Las citocinas inflamatonas, el factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa), la interleucina beta-1 (IL-ib), e interleucina-8 (IL-8)
juegan un papel central en la iniciacion y direccion de estas interacciones.
TNFa y IL-1b son polipéptidos responsables primarios pleiotropicos
secretados por los monocitos y macroéfagos en la respuesta al patégeno
microbiano y otros estimulos. IL-8, un potente factor quimiotactico activado
por los neutrofilos, es una quimocina secretada por una varnedad celular
inmune y otro tipo celular no inmune, que incluye monocitos, macréfagos,
fibroblastos, células epiteliaies y neutrofilos (Malazdrewich et al., 2001).



Durante el estado de enfermedad, Mannheimia haemolytica
experimenta cambios dramaticos en su ambiente fisico. Al inicio de la
enfermedad, esta bacteria tiene una fase de crecimiento rapido. Las
bacterias se inhalan entonces en el pulmén doénde ellas encuentran un
ambiente diferente al de la nasofaringe. Puede esperarse que las bacterias
experimenten cambios en la temperatura, la concentracion de oxigeno, y
disponibilidad de nutnientes y moléculas como hierro. Ademas, las bacterias
se enfrentan a la respuesta inmune del hospedador y la necesidad de
elaborar defensas. Las variaciones en el microambiente de Mannheimia
haemolytica pueden ser una sefal para modular la expresion de la
leucotoxina (Marciel et al., 2001).

La movilizaciéon de neutréfilos no combate la infeccion eficazmente, y
la degranulacion y lisis de estos fagocitos provocan la liberacion de productos
perjudiciales que agravan el daio pulmonar (Wang ef al., 1998).

La adherencia de leucocitos circulantes en el endotelio microvascular
es importante para transitar en los sitios de inflamacion. Esta interaccion
depende parciaimente de la disponibilidad de moléculas de adherencia
expresada por leucocitos y células del endotelio vascular (Radi et al., 1999).

La virulencia de este fenotipo hemolitico esta asociado a los
rumiantes, pero el gen que confiere la hemdlisis no se ha identificado. Entre
las caracteristicas de virulencia producidas por Mannheimia haemolytica que
secreta la leucctoxina citolitica formadora de poros que tiene una
susceptibilidad a células blanco, limitada a los leucocitos y plaquetas de
rumiantes (Murphy, et al., 1995).

10



2.5.1. Determinantes de la virulencia

Una forma de evaluacion significativa de la infeccion de Mannheimia
haemolytica ha sido determinar si la inmunizacion con proteinas daria
resultados en proteccion para el desafié en la infecciéon. Vacunas usadas en

Mannheimia haemolytica sin el antigeno de leucotoxina han sido de eficacia
variable (Chidambaram et al., 1995).

25.1.1. Lacapsuia

Algunas caracteristicas de los factores de virulencia incluyen una
leucotoxina sialogiicoproteasa, neuraminidasa y proteinas agrupadas como
transferrinas en la capsula bacteriana (Lo et al., 2001).

2.5.1.2. Proteinas de la membrana extema

Los LPS son un componente mayor de la membrana externa de las
bacterias Gram negativas, e interactian facilmente con numerosas bio-

moléculas incluyendo fosfolipidos, y proteinas de la membrana o del suero
(Li, et al., 1999).

Durante los periodos de crecimiento in vitro, se sueltan secciones
grandes de la membrana exterior en el ambiente extracelular como vesiculas
membranosas o endotoxinas. E! componente proteinaceo de endotoxinas,
llamado proteina de la endotoxina o proteina LPS asociada (LAP), es

heterogénea, contiene 12 proteinas, y varia en el tamano de 10 a 35 kDa
(Brogden et al., 1995).
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2.5.1.3. Leucotoxinas

La leucotoxina es un miembro de la familia genéticamente relacionada
de las llamadas citolisinas bacterianas “repeat in toxin” (RTX; Federova et al.,
1997). La mayoria de las toxinas RTX interactian con diferentes tipos de

células de varias especies, pero la leucotoxina es especifica de las células
linfoides en rumiantes (Davies et al., 2002).

El papel especifico de la leucotoxina en la patogenia e infeccion de
Mannheimia haemolytica en la neumonia bovina ha sido dificil de entender.
Aunque la citotoxina ha demostrado los efectos ante los neutréfilos bovinos y
los macréfagos alveolares in vitro, una comprension de la importancia de la
patobiologia global de Mannheimia haemolytica en la fiebre de embarque es
complicada por la presencia de varios factores de virulencia, incluso la
capsula, los lipopolisacaridos, fimbrias, la enzima sialoglicoproteasa y
neuraminidasa (Petras et al., 1995).

Al contrario de la mayoria de las citolisinas de RTX, las leucotoxinas
producidas por el Actinobacillus actinomycetemcomitans (LtxA) vy
Mannheimia haemolytica (LktA) demuestran los efectos biologicos celulares,
tipo especificos y especie especificas. El LixA de A. actinomycetemcomitans
que causa caries dentales en los humanos s6lo actiia reciprocamente con las
células de los linfocitos y los monomielocitos de humanos y algunos primates
no humanos y provoca los efectos biologicos (Jeyaseelan et al., 2001).

Basado en la hipotesis del receptor, es logico predecir que las
leucotoxinas RTX se unan a los leucocitos de las especies susceptibles pero
no a los leucocitos de las especies no susceptibles. Esta suposicion se apoya
por la observacion que las uniones LKT se limitan a los leucocitos de los
bovinos susceptibies pero no a los no susceptibles de los porcinos y los
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leucocitos humanos en un ensayo de citometria de flujo para evaluar la unién
de LKT (Kenneth et al., 1999).

2.5.1.4. Neuraminidasa

La neuraminidasa se produce por una variedad de bacterias ademas
de Mannheimia haemolytica. Pasteurella multocida incluye uno de los
primeros informes en ia produccion de neuraminidasa, ésta enzima se liga a

la pared celular bacteriana y puede liberarse por extraccion con cloruro de
sodio (White et al., 1995).

2.5.1.5. Sialidasa

La sialidasa es una enzima que degrada el acido sidlico de las
glicoproteinas y glicolipidos. Se supone que la sialidasa contribuye a la
virulencia de algunos organismos patégenos, sobre todo aquéllos que
habitan e invaden las mucosas (Vadillo et al., 2002). Se ha encontrado la
produccion de sialidasa en aislamientos bacterianos de Clostridium y Vibrio
cholerae. La sialidasa se ha dividido en dos grupos basados en el tamaiio.
La sialidasa de Salmonella y la de Clostridium perfringens son de
aproximadamente 40 kDa y se consideran miembros de la famiia de
sialidasas, mientras que la sialidasa de V. cholerae es mayor a 80 kDa. Hay
ambigiedades en la literatura con respecto al tamano de la sialidasa de
Pasteurella multocida. Estos informes hacen pensar en la posibilidad de
combinaciones en cuanto a tamano de la sialidasa en cepas de Pasteurella
multocida (Mizan et al., 2000).
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ll. Justificacion

El complejo respiratorio bovino es de origen multifactorial, los agentes
etiologicos involucrados en las neumonias pueden ser virus, bactenas,
micoplasmas, ademas de haber sinergismos entre virus y bacterias. Estas
generalmente son secundarias y producen neumonias y frecuentemente la
muerte de los animales.. De los agentes bacterianos involucrados con mas
frecuencia se encuentran Mannheimia haemolytica y Pasteurella multocida.
Las enfermedades respiratorias en bovinos son una importante causa de
pérdidas economicas a nivel nacional. En la Comarca Lagunera se han
estado realizando estudios de las enfermedades neumonicas en bovinos
Holstein que indica la situacion de la frecuencia de Mannheimia haemolytica
y Pasteurella multocida; de acuerdo a estos datos, se considerd importante
realizar un estudio microbiolégico de muestras obtenidas en rastro, ya que la
region representa un centro importante de produccion de leche bovina a nivel
nacional, y se han demostrado frecuencias de estas bacterias de hasta un 50
% en lesiones neumonicas.
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IV. Objetivos

4.1. Objetivo General:

Determinar la frecuencia de aislamientos de Mannheimia
haemolytica y Pasteurella multocida de pulmones neumonicos
obtenidos de bovinos Holstein, sacrificados en el rastro Municipal de
Goémez Palacio, Dgo.

4.2. Objetivos especificos:

4.2.1. |dentificar aislamientos de Mannheimia haemolytica vylo
Pasteurella multocida a partir de pulmones neumonicos
obtenidos de bovinos Holstein sacrificados en el rastro
Municipal de Gomez Palacio, Dgo.

4.2.2. Determinar la frecuencia de aislamientos de Mannheimia
haemolytica ylo Pasteurella multocida a partir de pulmones
neumonicos obtenidos de bovinos Holstein, sacrificados en el
rastro Municipal de Gémez Palacio, Dgo.
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V. Material y Métodos

El presente estudio fue de tipo descriptivo, prospectivo y transversal.
La fase de campo se realiz6 en el rastro Municipal de Gomez Palacio,
Durango. La fase de laboratorio se realizé en la Unidad de Diagnostico del
Departamento de Ciencias Médico Veterinarias de la Universidad Auténoma
Agraria Antonio Narro, Unidad Laguna y en el Departamento de
Fisiopatologia del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas
y Pecuarias (INIFAP), en Palc Alto, Cd. de México. El muestreo se lievo a
cabo en forma dirigida obteniendo 68 pares de pulmones con lesiones
neumonicas de 550 revisados de bovinos Holstein, tomandose el total de las
muestras con lesiones dos dias a la semana, durante seis meses (otono-
invierno). Se tomaron muestras de animales que presentaron evidencias
patologicas del parénquima pulmonar, las cuales se conservaron frescas y se
transportaron con refrigerantes al lugar de trabajo y se procesaron por
técnicas microbiologicas.

5.1. Preparacion de agar sangre para medio de cultivo

5.1.1. Material

Matraz con capacidad de 1litro

Bascula

vV V VY

Mecheros
Autoclave
Guantes

Cajas Petni

vV V V VY

Sangre de bovino sano
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5.1.2. Procedimiento

1. Para un litro de agar se requirieron 40 g de agar (agar soya tripticasa),
se vertid en el matraz y se mezclo homogéneamente; posteriormente se
coloco al calor hasta hervir, moviendo constantemente.

2. Se cubri6 el matraz y posteriormente se esterilizé en autoclave a 15
libras de presiéon durante 15 minutos.

3. Después de esterilizado el agar se procedio a agregarle sangre estéril
de bovino (30 ml), mezclando hasta que se integro al agar.

4. Se verti6 el agar en cajas de Petri y se dejaron secar al aire en un lugar

estéril.

5. Posteriormente se colocaron en la estufa a 39° C para verificar que no
estuvieran contaminadas.

5.2. Técnica de siembra en medios de cultivo para la identificaciéon de

colonias de Mannheimia haemolytica y Pasteurella multocida.

5.2.1. Los medios de cultivo de agar sangre en las cajas de Petri se
dividieron en cuadrantes. Se deposité el indculo en el cuadrante
1 con un asa metalica.

5.2.2. Se flameo y enfrio el asa entre cuadrante al realizar extendidos
en forma de estrias.

5.2.3. Se aseguré que existiera contacto entre las estrias de cada
cuadrante (1 con 2, 2 con 3y 3 con 4).

5.3. Técnica para la realizacion de frotis de los aislamientos obtenidos

5.3.1. Material

» Laminillas

» Lapiz graso

» Asa microbioldgica
» Mechero
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5.3.2. Procedimiento

| Se utilizaron laminillas limpias y marcadas para su identificacion, con
un lapiz graso se marco el area donde se coloco la muestra.

2. En la laminilla se colocd una gota de agua destilada, con una asa
microbiolégica se tomd una pequeia cantidad del cultivo que se mezclo bien.
3. Se extendio la gota sobre la laminilla formando una capa fina, evitando
preparar un frotis demasiado grueso.

4. Se dejaron secar las laminillas a temperatura ambiente.

5. Cuando se seco el frofis, se paso ia laminilla 3 veces por la llama del
mechero con la capa del frotis hacia arriba, teniendo cuidado de no aplicar
calor en forma excesiva ya que estropearia la morfologia nommal y la

estructura de los microorganismos que se van a tefiir.

5.4. Procedimiento para la tincion de Gram modificada de Reed

Se agrego violeta de genciana por un minuto

Se enjuag6 con abundante agua

Se agreg6 Lugol por un minuto

Se enjuag6 con abundante agua

Se agreg6 alcohol acetona durante 15 segundos
Se enjuagb con abundante agua

Se coloco safranina durante un minuto

& No@ o

Se enjuago6 con suficiente agua

Los microorganismos que conservaron el color cristal violeta se
observaron de color azul o morado (Gram positivos) y los que no lo hicieron
mostraran un color rosa o rojo correspondiente a la safranina (Gram
negativos).
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3.5.  Procedimiento para la preparacion de las pruebas bioquimicas

5.5.1. Oxidasa (método de Kovacs).

Prueba auxiliar en la identificacion de Mannheimia haemolytica y
Pasteurella multocida. En general esta prueba debe realizarse a todas las
bacterias Gram negativas. El objetivo de esta prueba fue determinar la

produccion de la enzima citocromo oxidasa (indofenol oxidasa).

5.5.1.1. Medios y reactivos

Se impregnd un trozo de papel filtro (7 cm de diametro) con dos a tres
gotas de solucion acuosa al 1% de diclorhidrato de tetrametil p-fenil-diamina.

No se dejoé que el papel se secara completamente.

5.5.1.2. Mecanismo

Las bacterias que no producen oxidasa son capaces de oxidar el

reactivo, con la consecuente aparicion de color.
5.5.1.3. Interpretacion de resultados

Utilizando un asa de platino se tomaron colonias del microorganismo a

probar. Se frotaron las colonias sobre las superficies de papel filtro.

» La aparicion de un color purpura intenso indicé una prueba
positiva. Reacciones tardias fueron ignoradas, una prueba negativa

estuvo indicada por cualquier otro color o ausencia del color.

5.5.2. Citrato de Simons
5.5.2.1. Objetivo

Determinar la capacidad bacteriana para utilizar el citrato de sodio

como unica fuente de carbono.
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5.5.2.2. Medios y reactivos

Se utilizdé un agar que contenia 0.2% de citrato de sodio, al cual se le
adicion6 un indicador de pH (azul de bromotimol).

5.5.2.3. Mecanismo

La bacteria al utilizar el citrato, libera residuos de sodio que al unirse
con radicales OH alcaliniza el medio. Bajo estas condiciones el indicador de

pH cambia de color verde a azul.

El método de siembra fue por estria, incubandose a 37° C durante 24
a 48 horas, en ocasiones fue necesario prolongar este periodo hasta 7 dias
antes de considerar una reaccién negativa.

5.5.2.4. Interpretacion de resultados
» Prueba positiva: cambi6 del medio a color azul

» Prueba negativa: el medio permanecio verde.

5.5.3. Produccién de indol
5.5.3.1. Aplicacion

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

5.5.3.2. Medios y reactivos

Se utiliz6 el medio de SIM (Sulfhidrico, Indol, Motilidad) al cual
después del desarrollo bacteriano, se le agregé el reactivo de Kovac's (150
mi de alcohol isomilico, con 10 g de p-dimetil amino benzaldehido, a los que

se adicionaron 50 ml de acido clorhidrico concentrado).
5.5.3.3. Mecanismo

La triptofanasa hidroliza el triptofano con la liberacion de anillos

indoélicos. La adicion del reactivo de Kovac's detecta estos anilios indolicos
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libres y por lo tanto, indirectamente la produccion de la enzima triptofanasa

por parte de la bacteria.
5.5.3.4. Meétodo de siembra e incubacion

1.- Se inoculé el medio de SIM por picadura con un asa recta (2/3 partes del
tubo) y se incubo de 24 a 48 horas a 37° C.

2.- Se agregaron al tubo de SIM unas gotas del reactivo.
> Prueba positiva: anillo rojo en la superficie.

> Prueba negativa: presencia o no de anillo de cualquier color en la

superficie.

5.5.4. Triple azucar hierro (TSI)
Prueba para diferenciar entre géneros de bacilos Gram-negativos.
5.54.1. Objetivo

Es para determinar la capacidad para utilizar azicares, produccion de

acidos sulfhidricos y produccién de gas por fermentacion.
55.4.2. Medios y reactivos.

El medio de TSI contiene agar, peptona y sales minerales; tres
azucares (glucosa, lactosa y sucrosa), tiosulfato de sodio, sulfato ferroso y

rojo de fenol como indicador de pH.
5.5.4.3. Mecanismo
Es una prueba donde se pueden apreciar tres resultados:

» Utilizacion de azucares, el medio contiene lactosa, sacarosa y
glucosa, carbohidratos que pueden ser utilizados mediante la
oxidacion con la produccion de acido. Los cambios de pH son
detectados por rojo de fenol, dando amarillo con un pH acido y

rojo con un pH alcalino.
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> Producciéon de gas. Algunos microorganismos producen gas
como resultado de la fermentacién 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 de gas que lo empuja.

> Produccion de acido sulfhidrico (H2S). Algunas bacterias
pueden reducir el tiosuifato 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 dan lugar a lecturas posibles.

5544 Método de siembra

Se realiz6é por picadura en el fondo del tubo y estria continua en la
superficie, procurando inocular abundante material de la colonia bacteriana.
El tapon del tubo se dejo ligeramente flojo para facilitar la eliminacion del gas
producido. El periodo de incubacion fue de 18 a 24 horas como maximo. El
prolongar la incubacion da lugar a lectura falsa, ya que algunas reacciones
pueden revertirse.

5.5.5. Urea
5.5.5.1. Aplicacién

Se utiiza para diferenciar entre especies de la familia
Enterobacteriaceae. Para diferenciar Proteus de otros géneros. Util para la

diferenciacion rapida de Pasteurella ureae y Brucella spp.
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5.5.56.2. Objetivo

Determina la habilidad de las bacterias de producir enzimas ureasa

que desdobla la urea en amoniaco.
5.5.56.3. Medios y reactivos

El método que se utiizé fue en medio de agar soélido con base
peptonada, glucosa y minerales, conteniendo 2 % de urea y el mismo
indicador de pH.

5.5.5.4. Mecanismo

Algunas bacterias poseen la capacidad de reducir la urea hasta
amoniaco gracias a la enzima ureasa. El amoniaco a su vez se combina con
el agua y forma hidroxido de amoniaco (alcalino). La presencia de hidroxido

de amonio se detecté mediante un cambio de color por el pH.

El periodo de incubacion durante 1 a 7 dias a 37° C, obteniendo como
resultados lo siguiente

» Prueba positiva: se tine de color rojo.

» Prueba negativa: sin cambio en el medio.
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VI. Resultados

6.1. Evidencias patologicas observadas

De los 550 pares de pulmones revisados de bovinos sacrificados en el
rastro de Gémez Palacio, Durango, durante 6 meses en la temporada otofio
invierno, 68 (12.36 %), presentaron lesiones neumonicas caracterizadas por
areas rojas o grises con consolidacion anteroventral y con fibrina,
caracteristicas de las bronconeumonias exudativas y fibrinosas, o mixtas,
fibrinopurulentas. Las 68 muestras que presentaron lesiones fueron
cultivadas en Agar Sangre con una base de Agar Soya Tripticasa.

6.2. ldentificacion de las bacterias

Las colonias de Pasteureila muitocida se hicieron visibles después de
24 horas a 37° C, postcultivo usualmente midieron de 2 a 3 mm de diametro,
fueron circulares, grisaceas, y sin hemdlisis, algunas cepas se apreciaron
con aspecto de colonias mucoides. En el caso de Mannheimia haemolytica
las colonias también se hicieron visibles después de 24 horas a 37° C, fueron
circulares, grisaceas, mas pequefas que Pasteurella multocida y con la
capacidad de producir hemolisis parcial o completa que en ocasiones no fue
mas grande que la colonia y por lo tanto no fue aparente a menos que se
quitara la colonia.

Los microorganismos tefidos que conservaron el color rosa o rojo
correspondiente a la safranina, fueron clasificados como Gram negativos y se
procedio a realizar las pruebas bioquimicas. De los 68 cultivos se obtuvieron
20 (29.41 %) aislamientos Gram negativos.
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6.3. Resultados de las pruebas bioquimicas

De acuerdo a las caracteristicas de las colonias y a la tincion de Gram
(negativo), se procedio a reaiizar las pruebas bioquimicas, para diferenciar
entre M. haemolytica 'y P. multocida, como se muestra en el cuadro 2.

Cuadro 2. Pruebas bioquimicas utilizadas para la diferenciacion entre los
géneros Mannheimia haemolytica y Pasteurella multocida.

Pruebas Positivas Negativas
Oxidasa 20 0

TSl 20* 0
Motilidad 0 20
Glucosa 20 0
Hemolisis 10 10
Reduccién de Nitratos 20 0
Indol 10 10
Urea 0 20

* Reaccion de acidez

Tanto Mannheimia haemolytica como Pasteurella multocida son
oxidasa positivas, tienen reaccion de acidez, fermentan la glucosa y
presentan reduccion de nitratos. Son negativas a motilidad y a urea. Se
diferencian entre si porque M. haemolytica produce hemdlisis del medio de
cultivo en Agar Sangre y es Indoi negativa, por lo tanto P. multocida no
produce hemolisis del medio y es Indol positiva.

De las 20 muestras Gram negativas, y de acuerdo a las caracteristicas
bioquimicas, 9 (45 %) fueron Mannheimia haemolytica, 9 (45 %) Pasteurella
multocida, mientras que en solo 2 casos (10 %) se logré el aislamiento de
una asociacion de Mannheimia haemolytica y Pasteurella multocida (Cuadro
3).
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Cuadro 3. Aislamientos de Mannheimia haemolytica y Pasteureila multocida

de muestras de pulmones neuménicos del rastro de Gémez Palacio, Dgo.

AISLAMIENTOS

M. haemolytica | P. muitocida Mh + Pm TOTAL
n (%) n (%) n (%)
9 9 2 20
(45%) (45%) (10) (100%)
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VIl. Discusion

En los resultados del presente estudio se observa que la frecuencia de
infecciones bacterianas de las vias respiratorias en bovinos Holstein adultos
sacrificados en el rastro Municipal de Gomez Palacio, Durango, fue de 12.36
% ya que solo 68 de 550 presentaron lesiones neumonicas y en 20 (29.4 %)
casos se aislaron Mannheimia haemolytica y Pasteurella multocida. En un
estudio previo en el mismo rastro, se observaron 4.34 % pulmones con
lesiones de neumonia, y se encontro un 17.85 % de aislamientos (Urquiza,
2006). Las diferencias entre ambos estudios fueron debido a que en el
estudio de Urquiza las muestras fueron obtenidas durante la primavera y en
el presente estudio fueron durante el otofio e inviemno, periodo en el cual las

temperaturas bajas permitieron el desarrollo de las infecciones neumonicas.

En Meéxico existe escasa informacion sobre aislamientos de
Pasteurellas de pulmones neumoénicos en becerros, y los que hay datan de
hace 7 anos o mas (Jaramillo, et al., 1987; Pijoan et al., 1999). Por otra parte,
la mayoria de estos reportes se han descrito en ovinos y no reflejan la
problematica nacional de la pasterelosis neumoénica en bovinos (Argueta, et
al., 1988; Morales et al., 1993).

Los aislamientos de Mannehimia haemolytica en becerros, se han
reportados con porcentajes mas altos que Pasteurella multocida, de acuerdo
a lo descrito por Jaramillo y col. (1987), en un estudio realizado en rastros del
Estado de México, en becerros Holstein de 1 a 4 semanas de edad, donde
encontraron 22 % de Mannheimia haemolytica y 11 % de Pasteurella
multocida (Jaramillo, et al., 1987).

No obstante, otro reporte difiere con lo reportado por Blanco-Viera y

col,, (1995), en el rastro de Ferreria en la ciudad de México, donde
encontraron en 13,000 pares de puimones, 8,000 de ovinos y 5000 de
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boviinos, donde un 1.7 % (224) con lesiones neumoénicas, de estas, 112
(50%) presentaron aislamientos de cepas de pasteurellas, de éstas,
Pasteurella (Mannheimia) haemolytica representd el 35.7 % y Pasteurella
multocida el 64.3 %. A pesar de estos resultados, la frecuencia de

neumonias reportada es muy baja comparada con el presente estudio en la
Comarca Lagunera.

Sin embargo, otro estudio realizado en Tijuana, Baja California, revela
hallazgos muy similares a los reportados en ésta investigacion, con respecto
al porcentaje similar entre ambas bacterias, con un 34.0 % de aislamientos
de P. multocida y 31 % de M. haemolytica (Pijoan, et al., 1999).

En la Comarca Lagunera, recientemente realizdé un estudio
microbiolégico para identificar estas bacterias en 56 (4.34 %) muestras de
pulmones neumonicos tomadas de rastro, de las cuales se obtuvo 10 (17.85
%) aislamientos, 6 (10.71 %) de Pasteurella multocida y 4 (7.14 %) de
Mannheimia haemolytica, no hubo diferencia estadistica significativa entre los
aislamientos (Urquiza, 2006).

También se llevaron a cabo dos estudios microbiolégicos con hisopos
nasales de bovinos Holstein clinicamente sanos, en la region lagunera. El
primero por Flores (2005), de 1165 muestras obtuvo 72 (6.18 %)
aislamientos, 39 (45.8 %) de Mannheimia haemolytica y 33 (54.2 %) de
Pasteurella multocida. En el segundo, Gonzalez, (2005), a partir de 737
muestras de hisopos nasales, recupero6 un total de 137 (18.6%) aislamientos,
46 (33.6 %) fueron de Mannheimia haemolytica, 65 (47.4 %) de Pasteurella
multocida y 26 (19 %) aislamientos de ambas bacterias. Estos resultados,
aunque fueron de animales sanos, son similares ‘a los encontrados en esta
investigacion, ya que en ambos casos, no hubo diferencia significativa en la
presencia de una u otra bacteria.
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En la Comarca Lagunera, Cruz (2005) trabajé 111 hisopos nasales de
bovinos clinicamente enfermos de neumonia e informé que de 44 (39.6%)
muestras positivas, 26 (59 %) fueron de Pasteurella multocida, 11 (25 %) de

Mannheimia haemolyticay 7 (16 %) de ambas bacterias.

Estos estudios de pasteurelosis pulmonar de animales sanos,
enfermos y de muestras de rastro evidencian una marcada diferencia entre el
aislamiento de Pasteurella multocida y Mannheimia haemolytica, ya que en
animales sanos y muestras de rastro no hay diferencia en el aislamiento de
una u otra bacteria, mientras que en animales enfermos es mayor la cantidad
de aislamientos de Pasteurella multocida que de Mannheimia haemolytica.
Habra que plantear nuevas investigaciones para identificar estos sucesos
observados en la Comarca Lagunera.

Otra caracteristica de esta investigacion es que los resultados surgen
a partir de animales sacrificados en rastro, de animales mayores de 1 afio de
edad, donde no fueron numerosas las lesiones neumoénicas encontradas;
estos tipos de estudios no son comunes y no hay reportes recientes ya que
en la literatura nacional se encontré un estudio de 1987 por Jaramillo y col.
en becerros de 1 a 4 semanas de edad. Ademas, la causa del sacrificio de
los bovinos Holstein que llegan al rastro no esta bien establecida,
probablemente es debido a una baja produccion de leche, aunado a
infertilidad. Los animales que presentan signologia o mueren por problemas
de neumonia no llegan al rastro ya que con frecuencia son tratados con una

gran cantidad de antibiéticos y no son aptos para el consumo humano.

Las lesiones neumoénicas encontradas, caracterizadas por
bronconeumonias exudativas y fibrinosas, con areas rojas o grises de
consolidacion y atelectasia anteroventral y lesiones cronicas con fibrosis, son
similares a las descritas per otros investigadores como Trigo y col. 1982;
Kiorpes, y col. 1988; Virtala y col. 1996; Pijoan y col. 1999.
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VIIl. Conclusion y recomendaciones

M. haemclytica y P. multocida son las principales bacterias
encontradas que interactian en infecciones pulmonares de bovinos Holstein
adultos en la Comarca Lagunera; seria recomendable realizar estudios
complementarios que refieran la concordancia del diagnostico con la
inspeccion postmortem, la histopatologia y estudios microbiolégicos, para
caracterizar el grado de severidad con las bacterias relacionadas.

Otra aspecto relevante es que tanto M. haemolytica como P. multocida
fueron aisladas en porcentajes similares, sin embargo, existen otros
patdégenos como Mycoplasma spp y Hematophilus somni que no fueron
incluidos en el trabajo y se sugiere que en estudios posteriores se analicen.

Se considera que el nimero de muestras fue el adecuado ya que el
muestreo se llevo a cabo en una época del ano (otofio—invierno) y fueron
tomadas en forma dirigida. Al mismo tiempo la toma de muestras, asi como
el procedimiento de laboratorio son los recomendados por otros
investigadores.

Futuras investigaciones al respecto son esenciales para darle
continuidad al estudio y medir tasas de prevalencia e incidencia y reportar en
la region los hallazgos para tener al tanto de los avances a los Médicos
Veterinarios clinicos de campo y productores, de los acontecimientos sobre
estas dos importantes bacterias en la Comarca Lagunera.
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