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Resumen.

Se revisaron 1288 muestras de bovinos recién sacrificados y se tomaron
muestras de pulmones con lesiones macroscopicas sugestivas de
procesos neumoénicos que se utilizaron para realizar cultivos
bacteriologicos. Las pruebas bioquimicas que se utilizaron para la
identificacion fueron la prueba de oxidasa (Método de Kovacs), Citrato de
Simons, Indol, Triple AzGcar Hierro, y Urea. Se encontraron 56 (4.34 %)
muestras con lesiones pulmonares, de los cuales hubo 10 (17.85 %)
aislamientos, 6 (10.71 %), de Pasteurella multocida y 4 (7.14 %) de
Mannheimia haemolytica, demostrandose que la frecuencia de
aislamientos de P. multocida y M. haemolytica fue baja en muestras de
pulmén tomadas en el rastro. Son escasas las investigaciones similares a
la presente, por lo cual es un antecedente para futuros trabajos. En
México no hay estudios que estimen el costo de la enfermedad, ademas
son pocos las investigaciones que nos indiquen la presencia de las
pasterelas en el pais y no hay informes en la Comarca Lagunera, por tal
motivo la finalidad del presente trabajo fue identificar aislamientos de
Pasteurella multocida y Mannheimia haemolytica en lesiones pulmonares
obtenidas en rastro y reportar la frecuencia de las mismas.



1. Introduccién.

Las neumonias son consideradas como los padecimientos de mayor importancia
en los animales domésticos (Jaramillo ef al, 1997). Muchas investigaciones han
demostrado que las enfermedades del aparato respiratorio son causadas por la
interaccién de factores ambientales, entre ellos': bajas temperaturas,
contaminantes atmosféricos, estrés, agentes virales y bacterianos. La neumonia y
la muerte asociada con enfermedades respiratorias estan relacionadas
principalmehte con Pasteurella multocida y Mannheimia haemolytica (Jaramillo et
al., 1987). Las especies de Pasteurella son comensales comunes del tracto
superior respiratorio de los rumiantes (Jaworski et al., 1998), donde pueden
permanecer sin causar dafio. Esta colonizacién inofensiva resulta de un equilibrio
entre el crecimiento bacteriano y la respuesta del hospedero que evita una
colonizacién profunda por mecanismos inmunes a nivel local (Jaramillo et al.,
1999). Mannheimia haemolytica es el principal microorganismo de las
pasteurelosis neumoénicas bovinas y de la fiebre de embarque o fiebre de corral
(Reggie 2001). También se puede aislar, aunque con menor frecuencia
Pasteurella multocida (Trigo, 1991). Esta enfermedad respiratoria es
econdémicamente significativa en el ganado contabilizando aproximadamente el 30
% del total de las muertes y estd asociada con una pérdida anual de un billén de
délares s6lo en Norteamérica (Reggie, 2001). En México no hay estudios que
estimen el costo de la enfermedad, ademas son pocos las investigaciones que nos
indiguen la presencia de las pasterelas en el pais y no hay informes en la
Comarca Lagunera, por tal motivo la finalidad del presente trabajo es identificar
aislamientos de Pasteurella multocida y Mannheimia haemolytica en lesiones
pulmonares obtenidas en rastro.



2. Antecedentes.
2.1. Taxonomia y morfologia.

Para clasificar a la familia Pasteurellacea, se han incluido nueve diferentes
géneros, Pasteurella, Actinobacillus, ,Haemophilus, Mannheimia, Lonepinella,
Phocoenobacter, Histophilus, Gallibacterium, y Volucribacter (Kuhnert et al,
2004).

El género Pasteurella, son organismos pleomérficos cocobacilos o bacilos de
diversos tamafios usualmente de 0.2 a 0.3 por 0.3 a 0.2 micrémetros, se agrupan
en cadenas cortas. Presentan una tendencia a mostrar coloracién bipolar, la cual
es mas manifiesta con las tinciones de Leishman y Wright. Son aerobios o
anaerobios facultativos, Gram negativos, son inméviles, no forman esporas
poseen capsula. La mayoria fermentan los carbohidratos pero producen una
pequefia cantidad de acido, no fermentan la lactosa o lo hacen débilmente, no
producen gas y no coagulan la leche (Blanco, 1990). Todas las especies son
positivas a la oxidasa pero divergen entre si en otras reacciones bioquimicas
(Hernandez et al., 2003).

En agar sangre, el crecimiento es de 24 a las 28 horas de incubacion, las colonias
son de tamafio variable dependiendo de la especie, en general miden de 2 a 3 mm
de diametro, son circulares, grisaceas, no hemoliticas (excepto Mannheimia
haemolytica) y algunas cepas producen colonias mucoides (Blanco, 1990).

Pasteurella multocida produce Indol, mientras que Mannheimia haemolytica no
produce Indol (Blanco, 1990).

Pasteurella haemolytica es una bacteria corta, pleomoérfica con hemdlisis positiva
(en ocasiones poco aparente) (Argueta et al., 1988).

Pasteurella multocida. E| género Pasteurella pertenece a la familia de las
Pasteurellaceae (Blanco et al., 1990).




P. multocida esta clasificada dentro de las tres subespecies, P. muiltocida
subespecie gallicida, P. multocida subespecie multocida y P. multocida
subespecie séptica (Davies, 2004). .
Los aislamientos de P. multocida estan agrupados dentro de 5 tipos seroldgicos
que son: A, B, D, Ey F y 16 serogrupos de origen somatico. 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 adiciond posteriormente el tipo E (Jaramillo et al., 1987).

Las infecciones de P. mulfocida serogrupo A son las responsables de una severa
bronconeumonia en vaquillas lecheras y aproximadamente el 25 % de las
neumonias en ganado de carne (Dabo et al., 1997).

Mannheimia haemolytica. La bacteria Mannheimia (Pasteurella) haemolytica es
un nuevo miembro de la familia Pasteurellaceae que inicialmente incluia al género
Haemophilus, Actinobacillus y Pasteurella (Reggie, 2001).

El agente causal de la fiebre de embarque fue inicialmente llamado Bacterium
bipolar multocidom por Theodore Kitt en 1885. En 1896, Flugge le renombré como
Bacillus boviseptica, la cual se subdividia en distintos grupos que causaban la
neumonia fibrinosa bovina (Pasteurella boviseptica) y septicemia hemorragica
(conocida como Pasteurella multocida) (Highlander et al., 2001).

En 1932 Newson y Cross propusieron el nombre de Pasteurella haemolytica
porque la bacteria causaba neumonia en becerros, dos biotipos de P. haemolytica
fueron descritos por Smith (1959, 1961), los biotipos fueron designados Ay T
basandose en la habilidad para fermentar arabinosa o trealosa respectivamente
(Blackall et al, 2001). Se identificaron 12 serotipos A y 4 serotipos T. y un
serotipo adicional de P. haemolytica (A17) (Reggie, 2001).

Cada aislamiento de P. haemolytica se designaba por una combinacién de su



biotipo y su serotipo (Kodjo et al., 1999; Angen ef al., 1999).

Los serotipos 3, 4, 10 y 15 eran asociados con el biotipo T y los serotipos
restantes con el biotipo A (Angen et al., 1999).

Pasteurella haemolytica se excluyé del género Pasteurella en 1985 (Blackall et al.,
2001). En 1990 el biotipo T (serotipos T3, T4, T10, y T15) son reclasificados,
separados y nombrados Pasteurella trehalosi (Blackall et al., 2002).

Recientemente, en 1999, Pasteurella haemolytica biotipo A fue reclasificada
dentro de un nuevo género llamado Mannheimia. El rango de lo que se considero
una vez como el biotipo A de P. haemolytica, especificamente P. haemolytica
serovariedad (A1, A2, A5, A6, A7, A8, A9, A12, A13, A14, A16 y A17) se
reconocen ahora como M. haemolytica. (Reggie, 2001; 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 (Angen et al., 2002).

Actualmente las cepas no fermentadores de trehalosa forman el género
Mannheimia y las fermentadoras de trehalosa se conocen como P. trehalosi
(Gutiérrez et al., 2003). La nueva designacion de Mannheimia haemolytica sera
usada hasta adoptar el cambio (Reggie, 2001).

2.2. Enfermedades producidas por P. multocida y M. haemolytica

Las principales especies de Pasteurellas involucradas en neumonias de rumiantes
son normalmente consideradas P. multocida y M. haemolytica (Bisgaard et al.,
1991).

Infecciones causadas por P. multocida incluyen el colera aviar, rinitis atrofica
progresiva en cerdos, neumonia en bovinos, ovejas y cerdos (Davies, 2004),
mastitis, abortos e infecciones localizadas en el ganado (Miranda et al., 2004,




Davies ef al., 2004) septicemia en ovejas, y septicemia de los conejos (Dabo et
al., 1997). Ademas, P. multocida es responsable de infecciones en venados,
causa enfermedad en el fracto respiratorio en conejos y esta asociada con
infecciones en humanos resultando por mordedura de perros y gatos (Davies,
2004).

En el ganado Pasteurella multocida serogrupos E y B son los patégenos
bacterianos de la septicemia hemorragica (Hunt et al., 2000). El tipo D se aisla
principalmente de cerdos causando rinitis atréfica (Ruffolo et al, 1997) y en
ocasiones de bovinos con problemas neumoénicos; no se ha delimitado su regién
geografica y no tiene relacion con la septicemia hemorragica (Garcia ef al., 1988).

Mannheimia (Pasteurella) haemolytica serofipo A1 es el principal agente
patégeno bacterial involucrado en la pasteurellosis neumoénica bovina,
normalmente llamada fiebre de embarque (Marciel y Highlander, 2001; Bosch et
al., 2004; Fedorova et al., 2000).

La pasteurelosis neumoénica es una enfermedad comun de las ovejas y cabras
alrededor de todo el mundo, es causada por Mannehimia haemolytica (Zamri-
Saad y Mera, 2001; Davies et al, 1997, Bisgaard ef al, 1991), patégeno muy
conocido mundialmente de los rumiantes causa neumonia en el ganado y ovejas,
mastitis y de vez en cuando artritis y meningitis en la oveja (Fodor et al., 1996).
También puede ser encontrada en mastitis de ganado de leche (Blackall et al.,
2002). M. haemolytica A2 es responsable de las pasteurelosis encontradas en
rumiantes salvajes (Kodjo et al., 1999).

M. granulomatis se ha aislado de casos de paniculitis y bronconeumonia en
bovinos; también se ha encontrado en casos de conjuntivitis y bronconeumonia de
venados (Gutiérrez et al., 2003). Esta asociada con neumonias y conjuntivitis
purulenta en especies leporidas y con granulomas de la piel y otras enfermedades
en el ganado (Angen et al., 2002).

M. glucosida normalmente no estd asociada a enfermedades y probablemente




representa parte de la microflora residente de tracto respiratorio alto.

M. ruminalis, bacteria no hemolitica que ha sido aislada del rumen de bovings y
ovinos y no esta asociada a la presencia de enfermedad.

M. varigena ha sido aislada de neumonja, mastitis y septicemia tanto en bovinos y
cerdos (Gutiérrez et al., 2003).

2.3. Signos

La expectativa de los signos clinicos van correlacionados con las causas
patolégicas. Por esta razén frecuentemente se utilizan en pacientes humanos para
establecer un diagnostico. En veterinaria el uso se restringe a medida del tiempo
de la enfermedad (Aubry et al., 2001).

El periodo de tiempo desde los primeros sinftomas hasta la muerte puede ser
breve, en 24 horas, demuestra su letal naturaleza y su habilidad de enganfar las
defensas del hospedero (Brickell et al,, 1998).

Las lesiones y los signos clinicos de la pasteurelosis son moderados en todas la
vaquillas, s6lo presentan signos trascendentes como pirexia y dolor para respirar
en la mayoria de las vaquillas infectadas (Dowling et al., 2002). Los periodos de
incubacién fluctGan desde los 2 hasta los 14 dias después de la aparicion del
factor predisponente (Jaramillo ef al., 1999). Los signos clinicos y la extensién de
las lesiones pulmonares son mucho mas severos cuando se involucra P.
haemolytica que las producidas por P. mulfocida por si sola (Pijoan et al., 1999).
Cuando se encuentra en el pulmén M. haemolytica elabora productos toxicos que
dan como resultado una pleuroneumonia fibrinonecrética. Los animales afectados
muestran disnea, depresion, tos y descarga nasal la mortalidad ocurre tras 48
horas de haberse observado los signos iniciales, en casos severos, la mortandad
puede alcanzar un 10 % (Highlander et al., 2001).

En muchos sistemas, el ritmo respiratorio es considerado ser parte integral de los
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signos clinicos en vaquillas con enfermedad respiratoria. Como sea, la frecuencia
respiratoria y los signos clinicos son una medida subjetiva. La respiracion, la
temperatura rectal y los signos clinicos no predicen el porcentaje de, la
consolidacion o infeccién bacterial (Reeve ef al., 2001).

La fiebre de embarque ocurre frecuentemente entre el ganado después del
transporte y se caracteriza por fiebre, tos, disnea y descarga nasal (Graham y
Reggie, 2002; Storz ef al., 2000).

En humanos la neumonia es la manifestacién mas comun de infeccion respiratoria
causada por Pasteurella, y los pacientes pueden presentar agudamente o
insidiosamente fiebre, disnea, y pleuritis (Chen et al., 2002).

2.3.1. Lesiones

Especies de Pasteurella y Mannheimia juegan un papel importante en la aparicion
de bronconeumonias en becerros por el incremento de la severidad del dafio al
pulmén (Reeve et al., 2001).

En las neumonias causadas por P. multocida las lesiones observadas en el
pulmoén varia de una moderada a una severa bronconeumonia purulenta multifocal
con tendencia a abcedativa. Los descubrimientos son una necrosis coagulativa
(Dowling et al, 2002). P. multocida es también ocasionalmente la causa de
mastitis y abortos (Davies et al., 2004).

Mannheimia haemolyitica puede actuar como patégeno primario e inducir
neumonias severas en vaquillas (Reeve ef al., 2001).

La neumonia es la mayor caracteristica de M. haemolytica. Esta enfermedad se
caracteriza por una neumonia exudativa lobular y necrosis en que la fibrina
usualmente predomina en el exudado dejando una secuela comin de pleuritis
fibrinosa (Sarasola ef al., 2002; Haziroglu et al., 2001).

Mannheimia haemolytica, provoca una severa respuesta inflamatoria en los



pulmones de rumiantes (Caverly et al., 2003). La pasteurolosis neumoénica bovina
(fiebre de embarque) se caracteriza por una neumonia fibrinonecrosante (Lee et
al., 2000; Fedorova ef al., 2000; Malazdrewich et al., 2001) aguda con leucogitos
polimorfonucleares (PMNs) infiltracion de neutréfilos de sangre periférica en las
vias aéreas mas pequefias y alvéolos (Leite ef al., 2002) estallamiento de alvéolos
dentro del pulmén, acumulacién de fibrina, edema en el alvéolo, hemorragias y
trombosis vascular. En la pasteurelosis se ha demostrado una marcada infiltracion
de neutréfilos hacia los alvéolos en las primeras horas después de la inoculacién
bacterial (Lafleur et al., 1998).

Esas infiltraciones se asocian con necrosis del parénquima, la cual por lo menos
en parte ha sido causada por productos bacteriales como leucotoxinas,
lipopolisacaridos, polisacaridos y constituyentes de neutréfilos (Ackermann et al.,
1999). El dafio mediado por los neutréfilos puede ser severo siendo capaz de
destruir la barrera protectora y la inmunidad innata provista por la mucosa
respiratoria (Caverly et al., 2003).

Los lipopolisacaridos (LPS) se encuentran generalmente asociados a la célula
bacteriana pero en las infecciones, ha podido detectarse en forma libre en las
lesiones pulmonares. Se considera uno de los componentes de la bacteria con
alta capacidad para inducir una respuesta inflamatoria, las lesiones que induce
consta de grandes areas de hiperemia y edema que abarcan el area de la lesion y
parte de los I6bulos adyacentes, también pueden observarse areas de hemorragia
y adherencias fibrinosa (Jaramillo et al., 1999). Estos eventos son consecuencia
del dafio al endotelio vascular inducido por el macréfago activado y por la
liberacién de mediadores proinflamatorios, como el factor de necrosis tumoral,
interleucina, leucotrienos y acido araquidénico (Jaramillo et al., 1999).

La necrosis coagulativa es una lesion caracteristica de las neumonias
experimentales y las ocurridas naturalmente en vaquillas con Pasteurella
haemolytica. También la necrosis se ha reportado en pulmones neumonicos
provocado por otros organismos. Asi no s6lo Mannheimia haemolytica causa
lesiones necréticas en pulmones de vaquillas con neumonia naturalmente




adquirida (Haziroglu et al., 2001).
2.4. Patogenia. 5 .

Se conoce muy poco acerca de la patogénesis de la neumonia bovina causada
por la P. multocida a diferencia de la pasteurolosis neumoénica causada por P.
haemolytica. Una de las razones es que se carece de un modelo experimental
reproducible. Como sea, en general se tienen muy pocos estudios para entender
la epidemiologia y las bases moleculares de virulencia de P. mulfocida asociadas
con neumonias en bovinos (Davies et al., 2004).

Por ofra parte existen factores predisponentes que contribuyen y facilitan la
infeccion pulmonar por M. haemolytica. Entre estos se incluyen aspectos
ambientales como cambios bruscos de temperatura, humedad elevada, ruido
excesivo, hacinamiento, fatiga; aunados a practicas de manejo como trasquilas,
etcétera. Ademas de los factores ambientales se sabe que existen interacciones
entre diversos agentes infecciosos que también facilitan la colonizacién pulmonar
por M. haemolytica. Entre estos agentes se encuentran virus como Parainfluenza-
3, virus respiratorio sincitial, adenovirus, Mycoplasma spp y Chlamydias (Argueta
et al., 1988).

Los virus son los desencadenantes de la inmunosupresion del hospedero el cual
permite que la Pasteurella, que es un comensal normal, tenga acceso al tracto
respiratorio bajo, en donde se vuelve patégeno produciendo una neumonia
fibrinonecrética multifactorial (Highlander et al., 2000; Lee ef al., 2000).

La patogenicidad de Mannheimia haemolytica esta marcada por una rapida
replicacion, subsecuente a la inhalacién del organismo al pulmoén, y la expresion
de la leucotoxina (Marciel e Highlander, 2001).

Las células con actividad fagocitaria representan la principal linea de defensa
contra M. haemolytica, pero como resultado de un comensalismo evolutivo, la
bacteria ha desarrollado estrategias que le permiten evitar los efectos



antibacterianos de estas células; uno de dichos mecanismos es la liberacién de
una exotoxina o leucotoxina (Jaramillo et al.,1999) lo cual se sabe, juega un papel
en la patogénesis de la pasteurelosis neuménica, promoviendo la proliferacion
bacteriana matando o incapacitando los diferentes tipos de leucocitos de
rumiantes, como macréfagos alveolares, monocitos, neutréfilos, linfocitos, células
cebadas y plaquetas. (Davies et al., 1997).

Los efectos citotoxicos de M. haemolytica conducen a la facil colonizacién y
establecimiento de P. haemolytica infectando los pulmones (Zamri-Saad y Mera,
2001).

Los productos de los neutréfilos tienen la capacidad de dafar el tejido pulmonar y
las citocinas derivadas de neutréfilos son capaces de incrementar la respuesta
inflamatoria reduciendo la ventilacién alveolar y el intercambio gaseoso en el
pulmén inflamado (Mitchell et al., 2003).

En lugar de eliminar la infeccién, los neutréfilos movilizados agravan el dario
pulmonar, probablemente por experimentar degranulaciones vy lisis, resultando en
la liberacibn de mediadores de la inflamacién, superoxidasas Yy enzimas
proteoliticas (Wang et al., 1999).

Los constituyentes neutr6filos que potencialmente contribuyen al dafio tisular
incluyen enzimas tales como elastasa y acido hidrolasas, asi como radicales
oxidativos, citoquinas y quimioquinas. Las Ultimas dos incrementan la respuesta
inflamatoria e incitan a la infiltracién de méas neutréfilos (Ackermann ef al., 1999;
Leite et al., 2002).

La patogénesis de la pasteurelosis bovina incluye factores de virulencia
bacteriana y de inflamacién, que en conjunto conducen a fallas respiratorias y ala
muerte, estos incluyen leucotoxinas (LKT), endotoxinas (Chin et al ., 2000),
lipopolisacaridos (LPS), transferrinas (McKerral y Lo, 2002; Sarasola et al., 2002;
Leite et al., 2002; Lafleur et al., 1998), polisacaridos capsulares, una proteina de la
membrana exterior transferrina-obligatoria (OMP) y una neuraminidasa (Davies et
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al., 1997).

Las leucotoxinas (LKT) de P. haemolytica producen lisis de macrofagos y
neutrofilos poliformonucleares (PMNs), los cuales siguen dafiando a las defensas
del hospedero contra las bacterias y ademas promueven la infiltracion de PMNs
(Chin et al., 2000).

La acumulacién local de los PMNs y leucotrienos al sitio de inflamacion juegan un
rol central en la patogénesis de la pasteurelosis neumonica bovina. Los PMNs
liberan grandes cantidades de radicales libres de oxigeno y enzimas
proteoliticas, estas marcan el ataque a la bacteria pero cursa con dafio al epitelio
del bronquio. Las células eucariotas, como los PMNs, pueden morir por dos
procesos distintos: apoptosis o necrosis. Cuando los PMNs mueren por necrosis,
las células se hinchan y estallan, liberando componentes proteoliticos en los
tejidos circundantes incrementando el dafio inflamatorio local. Durante el proceso
de apoptosis, los organelos citoplasmaticos permanecen intactos. La preservacion
de integridad de la membrana en la apoptosis de PMNs ayuda a minimizar la
inflamacion y el subsecuente daiio tisular (Chin et al., 2000).

Los eventos fisiopatoldgicos antes mencionados pueden llevar en muchas
ocasiones al choque letal, que se caracteriza por fallas funcionales de 6rganos
vitales, como los rifiones y tracto gastrointestinal ademas del pulmén, debidas a
una sobreproduccién de mediadores endégenos derivados del sistema inmune, de
los cuales el factor de necrosis tumoral es el mas importante (Jaramillo et al.,
1999).

2.5. Diagnéstico.

De muestras tomadas inmediatamente de animales que mueren sospechosos de
pasteurellosis se obtienen cultivos casi puros de P. muitocida de sangre, corazén,
higado, bazo, medula 6sea y pulmén. La precisa deteccion en el laboratorio de P.
multocida o M. Haemolytica depende del aislamiento e identificacion de las
colonias bacterianas sospechosas, por el microscopio y pruebas bioguimicas. Sin
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embargo, el aislamiento de P. mulfocida puede ser dificil durante los estudios de
campo cuando se toman las muestras de nariz y garganta del animal portador en
un sitio contaminado. Se requiere un extenso subcultivo para obtener un culfivo
puro del organismo causal. (Townsend et al.,1998).

Bajo condiciones de campo en paises en desarrollo, la oportunidad de contar con
un laboratorio es a menudo limitada. El retraso en la recoleccion o en el proceso
de la muerte bacteriolégica puede dar como resuitado la muerte del organismo o
no crecer por la contaminacion de la muestra. Debido a esto el diagnostico a
menudo se hace basandose en la historia clinica y en los hallazgos posmortem
(Brickell et al., 1998).

Cuadro 1. Pruebas bioquimicas de diferenciacion entre los géneros Mannheimia
haemolytica y Pasteurella muitocida (Gutiérrez et al., 2003).

Pruebas Mannheimia haemolytica Pasteurella multocida
Oxidasa Positiva Positiva

TSI Reaccion de acidez Reaccién de acidez
Motilidad Negativo Negativo

Gucosa Positiva Positiva

Hemolisis Positivo Negativo
Crecimiento en Positiva Negativo
MacConkey

Reduccion de Positivo Positivo

nitratos

Indol Negativo Positivo

Urea Negativo Negativo

2.5.1. Pruebas serol6gicas de Identificacion.

Se han usado varios métodos serologicos para la tipificacion de P.
haemolytica. Actualmente se ha introducido la técnica de hemoaglutinacion
indirecta para este propésito. La técnica de hemoaglutinacién indirecta se
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volvi6 el método mas difundido para el examen de serotipos de P.
haemolytica (Fodor et al., 1996).

2.6. Epizootiologia.

M. haemolytica A1 es el agente bacterial primario de la pasterelosis o la fiebre de
embarque (Highlander ef al, 2000; Wang et al., 1999). En México los serotipos
aislados de P. haemolytica a partir de pulmones neuménicos de bovinos fueron:
A1 (68 %), A2 (14 %) y no tipiﬁbables (18 %) (Trigo, 1991).

Los procesos neuménicos en becerras son un grave problema en diversos
establos de la regién de Tijuana, México, en las que figuran como principales
agentes bacterianos causales a M. haemolytica A1 y P. multocida A (Pijoan et al.,
1999).

P. haemolytica es el agente mas frecuente en el Reino Unido (Blanco et al., 1993).
En el Pert, no se disponen de datos oficiales sobre sindromes neumonicos, pero
sin lugar a dudas éstos han aumentado significativamente el los Gltimos afos
constituyendo el problema principal en explotaciones bovinas (Zanabria ef al.,
2000).

En el Norte de América P. multocida serogrupo B es raramente aislado en el
ganado (Dabo et al, 1997). En contraste la pausterelosis neumonica es una
enfermedad infecciosa importante del ganado en Europa y el Norte de América
(Davies et al., 2004).

La septicemia Hemorragica sucede casi exclusivamente en el ganado y en el
bufalo de agua (Tomer et al, 2002; Davies et al, 2004) y recientemente en
porcinos (Townsend et al., 1998) es una enfermedad aguda fatal, endémica en
Asia y Africa (Brickell et al., 1998; Davies et al,, 2004) y en la India tiene reportado
ser la mas fatal de las septicemias e importantes enfermedades epizooticas
(Tomer et al., 2002). Es causada por P. muffocida serotipos B: 2,5 (Aislados en
Asia) y E: 2,5 (Aislados en Africa) (Shah et al., 2001; Tomer et al., 2002; Brickell et
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al., 1998; Davies et al., 2004).

Durante las investigaciones taxonémicas de organismos obtenidos de neumonias
en ganado de Dinamarca por evaluacién bacteriolégica de rutina fueron
Pasteurella multocida (Bisgaard et al., 1991).

2.6.1. Hospederos.

Los miembros del género Pasteurella son patégenos reconocidos de muchas
especies de animales (Blackall et al,, 2002), incluso de caballos, y la mayoria se
consideran como comensales o patogenos oportunistas (Kuhnert et al., 2004),
estan frecuentemente asociadas con enfermedades respiratorias pero también
tienen la habilidad de causar diferentes enfermedades en el hospedero (Jaworski
et al., 1998).

La Pasteurella mulfocida es un patégeno oportunista de animales silvestres y
domésticos asi como del hombre (Dowling et al, 2002). El reservorio de
Pasteurella multocida parece estar limitado al ganado a diferencia de P. canis y
avium que esta asociado con perros y aves respectivamente. P. multocida tiene la
habilidad de colonizar la mucosa nasal del cerdo y se ha mostrado la adherencia
al epitelio de la mucosa de nasofaringe de conejos (Ruffolo ef al., 1997).

Mannhemia haemolytica es parte de la microflora comensal nasofaringea en
animales sanos. Se ha reportado crecimiento in vitro de M. haemolytica de
aislamientos de la flora normal nasofaringea de los bovinos (Graham y Reggie,
2002). Se aislan las especies de Mannheimia predominantemente de rumiantes
(Kuhnert et al, 2004), incluyendo cabras, bisontes y borregos cimarron
(Highlander et al., 2001).

El biotipo A se encuentra frecuentemente presente en neumonias de ovinos y
bovinos (Colin et al, 1987). Los gatos tienen la proporcion mas alta de
colonizacién orofaringea por la P. multocida (50 al 90 %), seguido por los perros
(50 al 66 %), cerdos (51 %), y ratas (14 %). Esta distribucién se refleja por la
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mayor oportunidad de aislar Pasteurella de las mordeduras del gato (50 %) que
de las mordeduras del perro (20 a 30 %), aunque las mordeduras del perro son
mucho mas comunes (Chen et al., 2002). : .

2.6.2. Transmision.

El ganado sano comunmente tiene M. haemolytica A2 en el tracto respiratorio alto,
pero secundando al estrés o a una infeccidén viral, el serotipo A1 rapidamente
remplaza al A2 como principal serotipo. Esto puede sugerir que la transmision es
horizontal transmitida por animales que son diseminadores del.organismo A1
mediante secreciones nasales. La bacteria puede ser aspirada hasta el pulmén o
puede ser diseminada a través de gotitas de animal a animal (Highlander et al,,
2001).

2.6.3. Mortalidad y Morbilidad.

La neumonia tiene importantes efectos en la industria del ganado bovino,
morbilidad y mortalidad asi como pérdidas econdémicas (Marciel y Highlander,
2001). La morbilidad es alta debido a la substancial pérdida de peso, obstruccion
de los bronquiolos debido al exudado fibrinoso y la deposicion de los detritos
necréticos, acumulaciéon de macréfagos y fibrina en los alvéolos vy

subsecuentemente trombosis y distension basal linfatica (Graham y Reggie,
2002).

La mayor causa de muertes es por pasteurelosis, una aguda neumonia fibrinosa
aguda que aparece después de transportar el ganado (Reggie, 2001). La
neumonia producida por P. haemolytica tiene una morbilidad del 5 al 20%,
mientras que la mortalidad varia del 5 al 20% (Jaramillo et al., 1999).

2.7. Zoonosis.

La primera infeccion en un ser humano se describi6 en el afio 1941. Desde
entonces son cada vez mas numerosas las series de casos encontrados en la
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literatura. Existe claramente una poblacion susceptible que son aquellos pacientes
con enfermedades crénicas subyacentes, como la diabetes mellitus, neoplasias
hematolégicas y viscerales, lupus eritematoso crénico, bronquitis crénica, SIDA, e
insuficiencia renal cronica (Huerta et al., 2004).

De mas de 17 especies de Pasteurella conocidas Pasteurella multocida subsp.
multocida, Pasteurella multocida subsp. séptica, Pasteurella canis, son los
patégenos mas comunes en los humanos (Chen et al., 2002).

En los humanos causa celulitis y abscesos superficiales localizados en la piel
por una mordedura o arafiazo de un animal. En la mayoria de los casos de
enfermedad, el organismo ha sido directamente adquirido a través de mordeduras
o inhalacion de aerosoles o indirectamente por el contacto con fomites
contaminados o con las secreciones de animales. Interesantemente, Pasteurella
sp. 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).

M. haemolytica se ha relacionado ocasionalmente a infecciones en humanos,
pero esos reportes han sido reconocidos como una gran fuga al entendimiento de
que el organismo tiene especificidad de especie por sus mecanismos de
virulencia. Ocasionalmente M. haemolytica se ha citado en textos médicos, donde
puede ser confundida con P. mulfocida que puede transmitirse a humanos
(Highlander et al., 2001).

2.8. Control y tratamiento.

En México existe muy poca informacién confiable sobre los niveles de resistencia
antimicrobiana en Pasteurellas. Aunque el complejo respiratorio bovino (CRB)
puede iniciarse por una variedad de agentes patdgenos, debido a la importancia
que revisten M. haemolytica, P. mulfocida y Haemophilus somnus como los
microorganismos que producen las principales lesiones pulmonares, la terapia
antibiética debe concentrarse en combatir estos tres agentes (Pijoan et al., 2000).
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La tilmicosina (TIM) es un macrolido antibiético sintetizado de la tylosina, este es
un antibacterial de espectro antibacterial similar al del farmaco progenitor, pero
mas eficaz contra Pasteurella multocida y P. haemolytica. TIM ha sido
exitosamente usado durante toda la década pasada como tratamiento de
neumonia en ganado, corderos y aves, como preventivo y tratamiento de
enfermedades respiratorias, ha sido permitido su uso en ganado, ovejas, cerdos y
pollos. En 1999 su uso se extendi6 a conejos como tratamiento contra
pasteurelosis (Montesissa et al., 2004). '

La tilmicosina induce a la apoptosis de los neutréfilos. La eficacia de la
Tilmicosina en el tratamiento de pasteurelosis neuménica se ha atribuido a su
farmacodinamia. La tilmicosina puede reducir la inflamacién pulmonar en
becerros con neumonia. Algunos macrolidos pueden tener propiedades
antiinflamatorias al reducir la acumulacion de células inflamatorias como PMNs,
leucocitos mononucleares y linfocitos; disminuyendo la funcién secretoria de las
células secretorias de las vias aéreas; incrementando la motilidad ciliar del
epitelio; y reduciendo la sintesis epitelial de citoquinas (Chin et al., 2000).

Se han usado Tetraciclinas para el tratamiento y la prevenciéon de enfermedades
en los que pasteurella estan involucrado (Kehrenberg et al., 1998).

2.8.1. Resistencia.

Varios autores han reportado una alta proporcion de cepas de Pasteurella
resistentes a antimicrobianos. Este problema es por el uso de estos productos por
los ganaderos sin prescripcién veterinaria, promoviendo el desarrollo y la
dispersion de la resistencia microbiana (Clavijo et al, 2002). La resistencia a
agentes antimicrobianos es muy grande en M. haemolytica. Algunas de estas
resistencias es por el uso desmedido de antibidticos como suplementos en la
alimentaci6n del ganado, ambos por profilaxis y promocién del crecimiento
(Highlander et al., 2001).

17



Los estudios de resistencia de tetraciclinas en aislamientos de P. multocida y P.
haemolytica revela porcentajes altos de resistencia a tetraciclinas (Kehrenberg et
al., 2003). .
Varios autores han reportado niveles de resistencia superiores al 80 % para
estreptomicina (Clavijo et al., 2002).

2.8.2. Profilaxis.

Actualmente se han desarrollado diversos inmunégenos para prevenir las
neumonias por P. hemolytica en rumiantes con resultados aparentemente
satisfactorios, en algunos casos, utilizando como antigenos: bacteria viva, bacteria
muerta, material capsular, extractos bacterianos y leucotoxina cruda, ademas de
probar rutas de administracion como la oral y usar adyuvantes sintéticos (Jaramillo
et al., 1997).

Hay evidencia que la membrana proteica exterior de P. multocida tiene potencial
como candidato para crear una vacuna (Davies et al., 2004). La leucotoxina ha
sido sefialada como el principal factor de virulencia de P. haemolytica, y el
desarrollo del estudio de la vacuna se ha enfocado a la leucotoxina como un
importante antigeno de proteccién (Fedorova et al., 2000).

La estrategia mas utilizada para prevenir las infecciones debidas a Pasteurella
multocida a sido la aplicacion de bacterinas, con las cuales se consigue una
buena proteccién frente a la misma cepa pero no frente a distintos serotipos
(Boch, 2003).

3. Justificacion.

De acuerdo a los antecedentes descritos, no hay revisiones que nos indiquen
estudios similares al presente en nuestra region, por lo cual en esta investigacion
se propone iniciar un conjunto de trabajos que permitan esclarecer los problemas
neumonicos que traen consigo grandes pérdidas econémicas y la forma de
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controlarios y asi reducir los costos en la produccién. Tomando en cuenta que a la
necropsia se observan una gran cantidad de lesiones que frecuentemente no se
manifiestan clinicamente, por lo cual es importante investigar por medio, de
microbiologia los agentes involucrados en cada caso, y considerando estos
hechos, la finalidad del presente trabajo es determinar la frecuencia de
aislamientos de M. haemolytica y P. multocida, en pulmones neumoénicos
recolectados en rastro.

4. Objetivos.

1. Identificar aislamientos de Pasteurella multocida y/o Mannhemia haemolytica a
partir de pulmones con lesiones neumonicas de bovinos Holstein, obtenidas en el
rastro municipal de, Gbmez Palacio, Dgo.

2. Determinar la frecuencia de aislamientos de Pasteurella haemolytica ylo
Mannhemia haemolytica a partir de pulmones con lesiones neuménicas de
bovinos Holstein, obtenidas en el rastro municipal de, Gébmez Palacio, Dgo.

5. Material y Métodos.

5.1. Toma de muestras.

Se revisaron 1288 muestras de pulmones de bovinos recién sacrificados y se
tomaron muestras de 56 pulmones con lesiones macroscopicas sugestivas de
procesos neumonicos, en el rastro municipal de Gomez Palacio, Durango.

Se determin6 el 4rea de pulmén afectada mediante una inspeccién visual. Se
recolecté una muestra de la zona con lesion y se colocé en un recipiente que se
mantuvo en refrigeraciéon hasta su procesamiento.

5.2. Estudio bacteriolégico.

Las muestras recolectadas se utilizaron para realizar cultivos bacteriolégicos, cada
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muestra fue tomada con pinzas estériles, se colocé sobre una caja de Petri y se
procedi6 a esterilizar la superficie de la muestra de pulmén por medio de una
espatula caliente al rojo vivo, se cort6 con tijeras estériles para obtener a partir de
esta area una muestra de tejido de la porcién inmediata inferior a la superficie
quemada. Con esta muestra se procedié a hacer la siembra en una caja de Petri
con agar sangre. ‘
Cada muestra se incub6é por 24 horas a 37 °C, después de este tiempo se
procedi6 a separar las colonias sugestivas a Pasteurella multocida o Mannheimia
haemolitica, segun sus caracteristicas. Se resembraron las colonias en otra Caja
Petri con agar sangre las cuales se incubaron durante ofras 24 horas, para
obtener un cultivo puro. Se procedié a hacer una prueba de oxidasa para obtener
reaccion positiva. A continuacién se hicieron frotis y se tifieron por medio de la
tincion de Gram para su identificacién morfolégica. Una vez identificadas se les
hizo pruebas bioquimicas sembrandolas en Triple aztcar y hierro (T. SI), Citrato de
SIMONS, Indol, Urea.

Una vez identificadas se separaron las cepas de Pasteurella multocida y
Mannhemia haemolytica. Se procedié a sembrarlas en viales con infusién cerebro

corazén para su conservacion en congelacion.

Los estudios bacteriolégicos se realizaron en la Unidad de Diagnéstico de Ia
Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, Unidad Laguna.

5.3. Pruebas bioquimicas de identificacion.

Oxidasa (Método de Kovacs). Esta prueba se realiza a todos los bacilos Gram
negativos. El objetivo es determinar la produccién de la enzima citocromo oxidasa.

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

Mecanismo. Las bacterias que producen oxidasa son capaces de oxidar el
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reactivo, con la consecuente aparicion de color.

Interpretacion de resultados. Utilizando un asa de platino o un asa de vidrip se
toman colonias del microorganismo a probar y se frotan las colonias sobre la
supérﬁcie. La aparicién de un color plrpura 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.

Citrato de SIMMON. El objetivo de esta prueba es determinar la capacidad
bacteriana para utilizar el citrato de sodio como Unica fuente de carbono.

Medios y reactivos. Se utiliza un agar que contiene 0.2% de citrato de sodio, al
cual se le adiciona un indicador de pH (azul de bromotimol).

Mecanismo. La bacteria al utilizar, el citrato libera residuos de sodio que al unirse
con radicales OH alcalinizan e medio. Bajo estas condiciones el indicador de pH
cambia de color verde a color azul.

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

Interpretacion de resultados.
Prueba positiva: Cambio del medio a color azul.
Prueba negativa: El medio permanece verde.

Produccién de indol. Determina la habilidad de la bacteria para la produccion 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 Kovacs (150 mi de alcohol isoamilico,
amilico o butilico con 10 g de p-dimetil amino benzaldehido, a los que se adicionan
50 ml de &cido clorhidrico concentrado).
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Mecanismo. La triptofanasa hidroliza el triptofano con la liberacion de anillos
indolicos. La adicion del reactivo de Kovacs detecta estos anillos indolicos libres y
por lo tanto indirectamente la produccion de la enzima triptofanasa por parte de la
bacteria.

Se inocula el medio de SIM por picadura con un asa recta (2/3 partes del tubo) e
incubar de 24 a 48 horas a 37 °C.

Interpretacion de resultados. Se agrega 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.

Triple AzGcar Hierro. (TSI). Prueba para diferenciar entre géneros de bacilos
Gram negativos entéricos (Familia Enterobacteriaceae) y otras bacterias.

Objetivo. Determinar la capacidad para determinar aztcares, produccion de acido
sulfhidrico y produccion de gas por fermentacion.

Medios y reactivos. El medio de TSI contienen agar, peptonas y sales minerales;
tres azlcares; 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:

1. Utilizacién de azicares. El medio contiene lactosa, sacarosa y glucosa,
carbohidratos que pueden ser utilizados mediante oxidacion con la produccion de
4cido. Los cambios de pH son detectados por el rojo de fenol, dando amarilio con
un pH &cido y rojo con un pH alcalino.

2. Produccion de gas. Algunos microorganismos producen gas como resultado
de la fermentacién de algunos carbohidratos. Esta reaccién se observa en el
medio por la presencia de huecos, burbujas en el agar o incluso el desplazamiento
del agar en el tubo por accién del gas que lo empuja.
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3. Produccion de &cido sulfhidrico. Algunas bacterias pueden reducir el
tiosulfato de sodio a sulfuro de hidrégeno, 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 combinacién 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 in6culo debe ser abundante. El tapon del tubo debe quedar
ligeramente flojo para facilitar la eliminacién del gas producido.

Incubacién. De 18 a 24 horas como maximo. El prolongar la incubacién puede
dar lugar a lecturas falsas, ya que algunas reacciones pueden revertirse. Para
efectuar la lectura de produccién de Hz2S, puede incubarse adicionalimente hasta
40 horas. Cuando no existe un buen crecimiento tanto en el fondo como en la
superficie los resultados deben tomarse con reserva.

Interpretacién de resultados.

Superficie Amarillo (acidez)
Fondo Amarillo

Gas -

H2S -

Urea. Para diferenciar entre especies de la familia Enterobacteriacea. Para
diferenciar Proteus de otros géneros. Util para la diferenciacion répida de
Pasteurella ureae, Corynebacterium renale y Brucella spp.

Objetivo. Determinar la habilidad de las bacterias de producir la encima ureasa
que desdobla la urea en amoniaco.

Medios y reactivos.

A) Método en caldo. Caldo amortiguado neutral de sales minerales, conteniendo
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2 % de urea y rojo de fenol como indicador de ph.

B) Método en agar Christensen. Medio sélido con base peptonada, glucgsa y
minerales, contiene urea y el mismo indicador de ph.

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 hidréxido de amonio (alcalino). La presencia de hidréxido de amonio
se detecta mediante un cambio de color por el indicador de ph.

Método de siembra.
Caldo. Mediante agitacion del asa.
Agar. Inocular densamente la superficie del medio o por una estria continua.

Incubacion.
Caldo: 18 a 24 horas a 37°C.
Agar: Uno a 7 dias a 37°C.

Interpretacién de los resultados.
Caldo.

Prueba positiva: Rojo.

Prueba negativa: Amarillo.

Agar tubo. -
Prueba positiva: Rosa intenso.
Prueba negativa: Sin cambio en el medio (Hernandez et al., 2003).
6. Resultados y Discusion.
Se revisaron 1288 pulmones, se encontraron 56 (4.34 %) con lesiones

pulmonares, de los cuales hubo 10 (17.85 %) aislamientos, 6 (10.71 %), de
Pasteurella multocida y 4 (7.14 %) de Mannheimia haemolytica (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Aislamientos de Pasteurella multocida y Mannheimia haemolytica de pulmones
con lesiones neumoénicas muestreados en el rastro municipal de Gémez Palacio, Dgo.

o \

N n Aislamientos Mh Pm
1288 56 10 (17.85 %) 4(7.14 %) 6 (10.71 %)
N = Total de pulmones revisados.
n = Pulmones con lesiones neuménicas.
Mh = Mannheimia haemolytica.
Pm = Pasteurella multocida.

Pocos son los estudios que muestran la frecuencia de aislamientos ‘de bacterias a
partir de pulmones neuménicos, en México. La mayoria de estos estudios son en
ovinos y caprinos, sin embargo, en la Cd. de México, se realiz6 en el rastro un
estudio de becerros y encontraron que el 8.9 % de los animales examinados
presentaron problemas neuménicos (Jaramillo et al,, 1987). En otra investigacion
realizada en el rastro de Ferreria de la Cd. de México se obtuvieron muestras de
pulmones de becerros y se demostré que la prevalencia de neumonias fue del 8.7
%, habiendo una relacién estadistica significativa entre el aislamiento de bacterias
del género Pasteurella con la presencia de neumonia (Sanchez et al.,, 1988), en
ambos casos coinciden los resultados y aunque los nuestros son un ligeramente
mas bajos, nos acercamos a estas investigaciones,

En otras especies se han realizado estudios bacteriol6gicos, Colin y col. (1987)
recolectaron un total de 860 muestras de pulmones neumédnicos de ovinos
localizados en la zona de Topilejo, DF., asi como de ovinos criollos sacrificados en
el rastro de Ferreria, DF., los cuales provenian del estado de México. Una porcién
del pulmén afectado fue sembrada por contacto en agar sangre para
posteriormente aislar e identificar a Pasteurella haemolytica. De un total de 860
pulmones neuménicos revisados se aislaron 120 cepas (14 %) de Pasteurella
haemolytica.

Madrigal y col. (1983), estudiaron 286 pulmones de ovinos y caprinos, sacrificados
en el rastro de Capulhuac, Estado de México. De los pulmones recolectados, 68
(23.7%) fueron neumonicos y se aislé Pasteurelia haemolytica en el 7.35% de los
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casos.
Martinez (1985), en un estudio realizado en 219 cadaveres de corderos
provenientes de 16 explotaciones ovinas del Estado de México; encontraron de 49
muestras de pulmones neuménicos, fueron aisladas 17 (34.7 %) cepas de P.
haemolytica, 8 (16.3 %) de P. multocida. (Trigo, 1986).

En nuestro estudio fueron escasas las alteraciones neumdnicas encontradas en
bovinos Holstein, en el rastro municipal de Gémez Palacio, Dgo, y la frecuencia de
aislamientos de P. muitocida y M. haemolytica fue muy baja, sin embargo muy
similares a los encontrados por Colin y col. (1987) y madrigal y col. (1983).

7. Conclusion.

Son escasas las investigaciones similares a la presente, por lo cual es un
antecedente para futuros trabajos. Estos tipos de estudios en bovinos Holstein son
recientes y se considera importante darle continuidad a la presentacién de casos
clinicos a nivel de campo.

Los resultados obtenidos nos indican realmente el desecho de animales por
problemas neuménicos no es considerable, de acuerdo a los hallazgos en este
trabajo, probablemente por que en la regi6n lagunera, donde se realiz6 esta
investigacion, es frecuente la vacunacion de los animales desde los primeros dos
meses de edad.
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