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HI. Resumen.

Se identificaron aislamientos de Mannheimia haemolytica y Pasteureila
multocida y se analizd la frecuencia con la Que se presentaron, a parir de
hisopos nasales obtenidos de bovinos Halstein clinicamente sanos de
neumonia en establos de [a Comarca Lagunera. Ei estudio fue de tipo
descriptivo, prospectivo y transversal. £l muestreo se llevd a cabo en forma
aleatoria en 20 hatos tomandose el 2 % del total de cada hato. Se muestrearon
animales que no presentaron evidencias clinicas de neumonias. Se cbtuvieron
muestras de mucosa nasal mediante Nisopos estériles, los cuales se
sembraron en agar sangre e identificaran con tincién de Gram y pruebas
bioguimicas. El analisis de los resultados se realizd mediante estadistica
descriptiva, a través de frecuencias en refacion a edad. Se obtuvieron un total
de 737 muestras, 497 correspondieron a animales menores de un 1 afio de
edad y 240 a animales mayores de 1 aiio de edad, sobre una poblacion total de
36850 animales. Los resultados obtenidos fueron un total de 137 aislamientos
(18.6%). 46 de Mannheimia haemolytica  (6.2%), 65 aislamientos de
Fasteurelia muitocida (8.8%) y 26 de ambas bacterias (3.5%). De acuerdo a
estos resultados, es mas frecuente encontrar Pasteurella muftocida que
Mannheimia haemolytica en clinicamente sanos de neumonia en la Comarca
Lagunera. Es conveniente considerar [a posibilidad de enconfrar una
asociacion entre ambas bacterias. La posibilidad de hallar Mannheimia
haemolytica o Pasteurella muftocida o ambas es mucho mayor en bovinos
Holstein clinicamente sanos menores de un afic que en los mayores de un afio
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1. Introducclén.

La industria bovina en México es una importante fuente de proteina de
origen animal, ya que la leche de origen bovino fepresenta el 98 % del total que
Se consume en México. En praduccion de carne en canal acupa el segundo,
lugar con el 31 % después de la came de ave que representa el 43 %. Laieche
y la carne de origen bovino representan el 67 % de la totaiidad de ios productos
pecuarios para consumo (SAGARPA, 2003).

La produccidon 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
perdidas econdmicas a nivel mundial. Se estima que en Estados Unidas y
Canada entre el 80 a 90 % de las becemas se ven afectadas por brotes severos
de neumonia, aunque la mortalidad es menor al 5 %, las pérdidas econdémicas
se estiman en $ 640 millones de dolares ‘anualmente (Argueta, 1988; Pijoan,
1999; Judrez, 2001).

Los agentes etioldgicos involucrados en las neumonias pueden ser
virus, bacterias, ademas de sinergismos virus-bactenias. (Juarez, 2001; -
Callan, 2002; Morales, 1993). Dentro de los agentes bacterianos cominmente
involucrados se encuentran: Mannheimia haemolytica , Pasteurella mulocida
y Haemophilus somnus, asi coma también se han identificado micoplasmas
(Juarez, 2001; Callan, 2002; Morales, 1893 Trigo, 1991).

Estos microorganismos son comensales habituales del tracto
respiratorio superior de los rumiantes domésticos y silvestres, aunque ilegan 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).

Mannheimia haemolytica es Ia bacteria gue con mayor frecuencia se
encuentra ya que habita normalmente en las criptas de las tonsilas del bavino
sano y, ademas, es un importante oportunista del tracto respiratorio debido a




que usualmente coioniza la parte alta del mismo (Lo, 2001: Trigo, 1987).

M. haemaolytica es una bacteria gram negativa, capsulada, no movil, de
forma cocobacilar, mesofilica, aerobia y anaercbia facultativa. oxidasa
positivé e indo! negativa; fermenta giucosa y otros carbohidratos, produciendo
acido pero no gas. La presencia de capsula con propiedades de superficie
antifagociticas, la hacen parciaimente resistente a ta fagocitosis, y se han
descrito 17 serotipos de esta bacteria (Naravanan, 2002),

Pasteurella multocida aislada con menos frecuencia que M.
haemoiytica, participa de manera importante en el complejo respiratorio de
ovinos y bovinos. Es una bacilo gramnegativo que presenta antigenos
capsulares y somaticos, por lo cuaf se le ha clasificado en 5 biotipos (A, B, D,
E. F) y 16 serotipos. Es parte de {a flora normal del aparato respiratorio v
gastrointestinal de diversos animales, es frecuente encontraria en ias heridas
humanas producidas per mordeduras de perros y gatos. Produce una
broncongumonia supurativa gue tiende a la cronicidad, perc al resolverse deja
manifestaciones de cicatrizacion y abscesos, con frecuencia al momento de Ja
muerte el 50% del pulmén ests afectado {Trigo, 1987: Gonzalez, 2002:
Jawetz, 1990). '

Las enfermedades respiratorias en bovinos son una importante causa de

pérdidas econdmicas a nivel nacional, y sin embargo, hay pocos estudios que

indiguen la situacién actual de ia frecuencia de Mannheimia haemoyitica

y

Pasteurella muftocida; de acuerdo a estos datos, se considerd necesario

realizar un estudio en la Comarca Lagunera, ya que representa un importante

centro de produccion de leche bovina a nivel nacional.

a2



2. Antecedentes.
21. Taxonomia.

La familia Pasteureliaceae representa el subgrupo 3 dentro del grupo 5,
de vacilos gramnegativos anaerobios facultativos segun la clasificacion de la
novena edicion del Bergey's Manual of Determinative Bactericlogy (Gutierrez et
al, 2002). Los microorganismos de ta familia Pasteurellaceae estan en
diferentes tipos de animales y la mayoria se considera como comensales o
patégenos oportunistas. Se han clasificado nueve diferentes geéneros
(Pasteurella.  Actinobacilius,  Haemophilus, Mannheimia,  Lonepinelia,
Phocoenobacter, Histophilus, Gallibacterium, ¥y Volucnbacter) dentro de la
familia Pasteurellaceae (Kuhnert et ai., 2004).

Los microorganismos del genero Pasteureila y Mannheimia son
pequefios cocobacilos gram-negativos que se encuentra en el tracto
nascfaringeo y gastrointestinal de muchos animales salvajes y domeésticos
(Chen et al., 2002). Suelen aparecer aisiados o con menor frecuendia en pares
0 cadenas cortas. Son inméviles no esporulados anaerobias facultativos, con
un metabolismo respiratorio y fermentativo, son oxidasa y catalasa positivos,
crecen bien sobre medios de cultivos comunes, aungue lo hacen mejor sabre
medios que incorporen suero o sangre (Gutierez ef al., 2003).

El género Pasteurefla, que fue propuesto por Trevisan en 1887 ha
estado sometido ha una profunda revision taxonémica durante los ultimos afnos.
En 1982 se propuso la especie de P. tetudirns; en 1985, Pasteurefla multocida
se dividio en 3 subespecies (P. multocida subsp muitocida, P. muitucida subsp.
Septica. Y P. multocida gallicida). A la vez se crearon 6 nuevas especies {P.
canis, P. stomatis, P.dagmatis, P.anatis, P. langaa denominada a partir de 1998
F. langaaensis, y P. volantium). En 1989 se describieron P, caballi, y P.
granulomatis; y en 1990, P. bettyea, F. lymphangitidis, P.mairii y P. trehalosi
(Gutierrez et a/., 2002).

En 1921, Jones inform¢ de tres grupas de Pasteurelila en bovinos y las
cepas atipicas fueron ubicadas en un grupe ilamado “Bacilius bovisepticus”



Estas cepas se caracterizaron después por Newsom & Cross en 1932,
quienes propusieron el nombre de Pasteurelia haemolytica para el grupo
Bacillus bovisepticus (Angen et al.. 1999).

Los hiotipos de P. haemolytica fueron descritos por Smith. Los biotipos
fueron designados A y T. por su habiidad para fermentar arabinosa o
trehalosa. Las investigaciones genotipicas demostraron que las cepas
positivas a trehalosa representaban una especie diferente (Angen, 1999 Kodjo
et al, 1999). Aunque estas cepas no muestran ninguna relacion intima al
genero Pasteurella, fueron nombradas recientemente como Fasteureila
trehalosi y en lo que se refiere al grupe trehalosa-negativo este representa un
nuevo genero dentro de la familia Pasteureliaceae (Angen ef al, 1999). En
1899  se realizo la ultima modificacion taxonomica, cuando en virtud de
estudios de hibridacién ADN y de secuenciacion del ARN ribosémico 1638 se
derivé del género Pasteurella uno nuevo, el genero Mannhemia (nombre
propuesto en honor de W. Mannheim.) que cuenta en la actuafidad con con
cinco especies: M. haemoiytica, M, granufomalis, M. varigena, M. glucosida Y
M. ruminalis (Angen et al., 1899). La serovariedad A2 de M. haemolytica, es
normaimente aislada de los casos de pasteureiosis neumdnica de ovinos.
Aunque también se llegan a encontrar las serovanedades A1, A6 a A9, Al1, y
A12, que se recuperan mucho menos que la serovariedad A2 (Davies, R L_ et
al,1997). De P. muttocida, 1a septicemia hemorragica en bovinos y birfalos de
agua es causada exclusivamente por la serovariedad B2 y E2 (Davies., 2004).

2.2. Neumonia y otras enfermedades causadas por P. multociday M.
haemolytica.

En humanos la neumonia es la manifestacion mas comun de infeccion
respiratoria causada por Pasteurella, y los pacientes pueden presentar
insidiosamente fiebre, disnea, y pleuritis. Aquellos que también desarrollan |3
infeccion respiratoria de Pasteurelfa tiende 3 ser mayor y cronico la
enfermedad del tracto respiratorio bajo, y la ruta de infeccion parece ser la
inhalacion. El organismo también puede ser oportuno y afecta a los pacientes




immunocomprometidos, causando neumonia en ios pacientes con SIDA y

deficiencia de inmunoglobulina A. Es mucho menos frecuente, que Pasteurella

Cause osteomielitis, infecciones intra-abdominales, artritis séptica, sepsis, y
meningitis (Chen et ai, 2002).

Cuadro 1. Diferentes especies de Pasteurella,

Su  hospedador, las

enfermedades gue ocasiona y localizacion anatomica de donde se ha aislado

(Gutierrez et af , 2002).

T B Seme wewpees SRR o L e o o
Especie (s} Hospedador (s) Enfermedad o localizacién
: = anatémica
P. multocida

Bovino Fiebre de embarque, neumonia

enzootica en terneros, mastitis en
i pcasiones.

Ovino Pleuroneumonia y mastitis

Porcino Neumonia, por lo general,
secundaria.

Tipo A Conejos Pleuroneumonia, abscesos, otitis
media, conjuntivitis, infecciones
genitales.

Aves Céolera aviar,

Otros animales Neumonia y otras procesos en
animales estresados.
Comensales de los aparatos
digestivos y respiratorios. 3

Tipo B Rumiantes y cerdos Septicemia hemorragica.

Tipo D Cerdos Rinitis Atréfica (con o sin
Bordetella bronchiseptica)

Cerdos y aves Neumonia (generaimente
secundaria).

Tipo E Rumiantes Septicemia Hemorragica en

B Africa.

Tipo F Pavos No es claro su papeten la
enfermedad.

P. pneumotripica Roedores Neumonia secundaria y abscesos
tras mordeduras. Comensal en

F nasofaringe.

_ Perros y gatos Comensal en nasofaringe

P. canis Perros Ajslado de la cavidad oral y de
mordeduras en seres humanos.

P. dagmatis Perros y gatos Cavidad oral e intestino de perros
Y gatos. Aislado de mordeduras
producidas por perros en seres

L humanos

L



Cuadro 1. {Continuacién) Diferentes especies de Pasteurella. su hospedador,

las enfermedades que ocasiona ¥

aislado (Gutierrez et al., 2002).

localizacion anatémica de donde se ha

Especle (s)

Hospedador (s)

Enfermedad o
localizacion anatémica

F. stornatis

| Perros ¥ gatos

Aparato respiratorio. No
suele ser patogeno.

F. caballi

Equino

Infecciones respiratarias
¥ neumonia.

P. aerogenes

Porcino

Comensal en el
intestino, aborto  en
seres humanos, cerdos
y atros mamiferos.
Abscesos en  seres
humanos tras
mordedura.

F. anatis

Patos

Aislado del intestino. Sin
demostrar u caracter

patégeno.

F. gallinarum

Aves

Comensal de la mucosa
respiratoria.  Patogeno
excepcionaimente.

P. avium, P. fangaaensis
¥ P. volantium.

Pallos

Aisiada del aparato
respiratorio sin
demostrar su caracter
patégeno.

P. testudinis

Tortugas

Abscesos. Seguramente
oportunista.

F. bettyae

Seres humanos

Abscesos en glandulas
de Bartholini.

P. limphangitidis

Rumiantes asisticos

Linfangitis.

Abortos. Septicemia en

P. mani i
man F’orc_mo lechanes.
Septicemia en corderos
P, trealosi Cvinos viejos.

6




Cuadro 2. Diferentes especies de Mannheimia, su hospedador, las

enfermedades que ocasiona y localizacion anatémica de donde se ha aislado

(Gutierrez et al., 2002).

Especie (s)

Hospedador (s}

Enfermedad o
localizacion anatémica |

: M. haemolytica

Bovino y ovino

Neumonias. Forma
parte del complejo de la
fiebre de embargue en
bovinos y ovinos.
Septicemias y mastitis
en ovejas.

I M. granulomatis

Bovino

Paniculitis
fibrogranulomatosas.
Aislada igualmente de la .
cavidad oral

Septicemia y neumonia

M. varigena Qvino y porcino también descritas cepas
no patoégenas.
_ . Porcion  superior del
_M' glucosita HeNig aparalo respiratorio.
M. ruminalis Bovino Comensal del rumen.

Riemerella anatipestiter

Patos y otras aves

Pdliserasitis fibrinosa en
animales de entre 1 — 8
semanas

2.3. Signos ylesiones.

Debido a la asociacion intima de la mucosa respiratoria a Ias
substancias medioambientales, existen mecanismos de defensa innatos, por

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

infeccion microbiana. Estos mecanismos incluyen el aparato mucociliar,

proteinas surfactantes. los macréfagos alveolares, y un epitefio intacto (Fales-

Williams et af., 2002).

Un concepto de etiologia multifactorial para la fiebre de embargue se

acepta ampliamente en circulos cientificos que implican que junto con ofras

condiciones de estrés favorecen Jas infecciones virales de] tracto respiratorio
que se complican con Pasfeurella y otras infecciones bacterianas, llevando s
menudo a una neumonia fatal. Los agentes bacterianos en la fiebre de



embarque son M. haemolytica o P. multocida asi como las infecciones por
Haemophilus somnus (Storz et al., 2000).

El proceso es una septicemia aguda Y se caracteriza clinicamente por |a
aparicion repentina de fiebre (41-42 °C). salivacion profusa, petequias en
submucosa, abatimiento grave, Yy muerte en unas 24 horas. La bacteria se
puede localizar en tejido subcutaneo, provocando zonas de tumefaccion
caliente y dolorosa alrededor det cusllo, papada, pecho, y region perineal, asi
como una disnea grave si se obstruyen las vias respiratorias. En las ultimas
etapas del brote, algunos de los animales afectados muestran signas de
alteracion pulmonar o digestiva (Radostits et al.. 2002).

La fiebre de embarque ocurre frecuentemente en el ganado después del
transporte (Storz ef a/, 2000). Se caracteriza clinicamente por una
bronconeumonia aguda que cursa con toxemia y anatomopatolégicamente por
una neumonia lobular exudativa, distribuida anteroventraimente, en Ia que
predomina la fibrina en el exudado Y acompanada frecuentemente por una
pleuritis fibrinosa (Radostits et af., 2002; Petras et al,, 1995).

24. Diagnéstico.

Ei diagnostico clinica se realiza por aislamiento e identificacion del
agente causal. Las bacterias se pueden aislar en sangre o en un hisopo de
frotis nasal realizado en un animal que lleve muerto pocas horas. La sangre o
el hlSDpO nasai no son fiables durante fa fase clinica de ia enfermedad ya que
la septicemia se produce al final. En los animaies que llevan mas tiempo
muertos se realizan cultivos de la medula 6sea de los huesos largos (Radostits
et al, 2002). Ei diagnéstico definitivo se hace por identificacion de laboratorio
presentando el agente causal (Townsend ef al., 1998).

La precisa deteccion de laboratorio de P. multocida o M. haemolytica
depende del aislamiento e identificacion de ias colonias bacterianas
sospechosas, por el microscopio y pruebas bioquimicas. Sin embargo, el
aislamiento de P. multocida puede demostrar cierta dificultad durante los



estudios de campo, cuando se toman las muestras de nariz y garganta del
animal portador en un sitio contaminado (Townsend et a/., 1998).

Cuadro 3. Pruebas bioguimas de identificacion que permite la diferenciacién
entre los géneros Mannheimia haemolytica y Pasteurelfa muitocida {Gutiérrez
efal, 2003) .

Pruebas Mannheimia haemolytica | Pasteurella multocida
Oxidasa. | Positiva _ Positiva .
TS) Reaccion de acidez Reaccién de acidez
Motilidad. Negativo Negativo

!Glucosa. __|Positiva _ _ Positiva
Hemolisis Positivo Negativo
Crecimiento en Agar | Positiva Negativo
Mac ConKey
Reduccidn de Positivo. Positivo.
Nitratos
Indol. Negativo. Positivo.
Ures. Negativo. Negativo.

2.5. Métodos de tipificacién para P. multocida y M. haemoiytica.

2.51. Fenotipificacién. .

Las colonias de Pasteurelia muftocida requieren de medios enrquecidos
Gon 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 didmetro, son circulares, grisaceas, y no producen hemolisis, aigunas cepas
producen colonias mucoides. En el caso de Mannheimia haemolytica las
celonias san circulares, grisaceas, mas pequefas que P. multocida y capaces
de producir hemolisis completa que en ocasiones no es mas grande que ia
colonia y por o tanto no es aparente a menos que se quite la colonia (Gutierrez
et al, 2003)

2.5.2. Serotipificacion.

Se han usado varios métodos para ia seratipificacion de P. haemolytica.
La prueba de aglutinacion en tubo, usada para el examen de antigenos
somaticos, no demostré ser priactica debido a las numerosas reacciones




Cruzadas, Actualmente se ha introducido ia técnica de hemoaglutinacion
indirecta para este propadsito, la técnica de hemoaglutinacion indirecta se volvio
el metodo mas difundido para el examen de serctipos de P. haemolytica (Fodor
etal, 1996},

Aligual que los demas géneros de la familia, las especies de Jos géneros
Fasteurella y Mannheimia cuentan con antigenos somaticas y capsuiares.
Pzsteurella multacida se ha dividido en cinco tipos capsulares (grupos A, B, D,
E vy F) utitizando la técnica de hemoaglutinacion indirecta (Kodjo et af., 1999).

Para la serotipificacion de M haemolytica se tiene que eliminar la
capsuia mediante un tratamientoe con scidos o hialuronidasa y se pueden
distinguir hasta 16 antigenos somaticos (1 al 16). Las serovariedades se
denominan mediante una combinacion de ambos antigenos {A1). La fletra
representa el tipo capsular y el numero se alude al tipo somatico. Asi, cada

aislamiento se designa por una combinacion de su biotipo y su seratipo. (Fodor
ef al., 1996).

2.5.3. Genotipificacion.

La Genotipificacion esta basada en la caracterizacion de ADN del
organismo por el analisis del ADN cromosomatico o ios plasmidos de ADN. Los
meétodos que han sido aplicados para la identificacion cromasomatica de P
Mmuitocida y M. haemolytica incluyen el anélisis de endonucieasas de
restriccion, ribotipificacion y la reaccion en cadena de Ia potimerasa (PCR).
{Pachificus, 2000)

2,6. Patogenia y determinantes de la virulencia de P. multocida y M.
haemolytica.

2.6.1. Patogenia.
En bovinos clinicamente normales, existe un numero reducido de M

haemolytica en amigdalas y vias nasales. La exposicion de ios bovinos sanos 2
factores de estrés tales como una infeccién virica, cambios de manejo y
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cambios ambientales, estimulan un crecimiento explosivo y la colonizacion
selectiva de M. haemolytica. En condiciones normales, los macrofagos
alveclares eliminan de forma eficaz a M. haemolytica de los alvéolos mediante
mecanismos de fagocitosis (Radostit et al, 2002).

Cuando un namero elevado de bacterias entran y colonizan e pulmon
interactean con los macrofagos alveolares y con las citocinas las cuales actuan
como factores quimictacticos que inducen la llegada de neutrofilos en el sitio
de la inflamacién debido a su habilidad para inducir directamente la quimiotaxis
e inducir indirectamente la produccion de lipidos quimiotacticos {Yoo et &,
1995}, La adherencia de teucocitos circulantes en el endotelio microvascular es
importante para se circule en los sitics de inflamacion. Esta interaccion
depende parciaimente de |3 disponibilidad de moléculas de adherencia
expresada por leucocitos y células del endotelio vascular (Radi et al., 1999),
Hay evidencias que sugieren que IL-8 es la citosina quimiotactica mas
~ poderosa hacia los neutrdfilos, mas que otras citocinas, ya que promueven el
reclutamiento y activacion de neutrofilos en los espacios alveolares (Yoo et al.,
1995).

2.6.2. Determinantes de la virulencia.

2.6.2.1. La capsula.

Algunas bacterias estan rodeadas par una sustancia que forma una
cubierta o envoitura alrededor de la célula. Cuando el material esta dispuesto
de un modo compacto alrededor de fa superficie celular se denomina capsula,
ésta generaimente esta Compuesta de polisacaridos, polipéptidos o complejos
de polisacaridos y proteinas. La Capsula también impide la fijacién de los
bacteriofagos a la célula bacteriana y dificulta el paso de los antimicrobianos al
interior de ésta (Vadillo ef al., 2002).

M. haemolytica produce un polisacarido capsular extracelyular (CPS). Se
ha documentado el papel del CPS en la virulencia de varios patégenos gram
negativos. Algunas de sus actividades incluyen la adhesién, prevencion de la
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desecacion y resistencia del hospedero a la defensa inmune. Se ha informado
que el CPS es importante en ia adhesién de la bacteria a las superficies
alveolares y Ja inhibicion del complemento esta mediada por la eliminacion de
suero asi como la inhibicion de los fagocitos y las actividades bactericida de los
neutréfilos (Lo ef al., 2001 ).

Recientemente era poco conocida la composicién del material capsular
de los serogrupos de P muitocida. Estudios de resonancia magneticos
nucleares confirmaron que el mayor componente del polisacarido de Ia capsula
era el acido hialurénico (Townsend ef al, 2001).

2.6.2.2. Fimbrias.

Las fimbrias son de naturalezs profeica, la capacidad de poseerias es
hereditaria, favorecen !a adherencia de la bacteria a diversos tejidos del
hospedador y por 1o tanto son elemento que participan en la la iniciacion de la
infeccion (Vadillo et a/, 2002). :

La presencia de fimbrias se ha observado en cepas de P multacida.
Recientemente, se identificaron dos tipos de fimbrias en los serogrupos de
cepas del tipo D; el primer tipo era similar al tipo 1 y el segundo era
morfoldgicamente similar a Escherichia coli. Se ha concluide que esta
adherencia puede ser debida a las fimbrias en lugar del materiai capsular y
esas fimbrias son las estructuras de superficie principalmente involucradas en
- la adherencia (Rufioio et al., 1997).

2.6.2.3. Lipopolisacaridos,

Se ha identificado lipopolisacaridos asociados a proteinas (LAP), como
un componente de las endotoxinas, en ia patogenia, de pasteurellosis
neumonica (Brogden et af., 1995). Los lipopolisacaridos (LPS) representan 10 a
25% del peso total de M haemolytica, y es un tactor de vitulencia importante.
Los LPS son los responsable para la induccién de iL-1beta e Ji -8 via TNF-alfa,
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iniciando la entrada de neutrofilos y [a inflamacion, los LPS dafan las células
del endotelio pulmonar bovino (Malazdrewich et al, 2001). Se ha propuesta
que los LPS de M. haemolptica pueden causar hipersensibilidad
inmunomediada que puede exacerbar inflamacion y dafo localizado en el
pulmon. Lafleur, ef al., han mostrado que el LPS refuerza la actividad citolitica
de la leucotoxina y este LPS refuerza Ia IL8 leucotoxina-dependiente y la
expresion del TNF-alfa en los macréfagos alveolares bovinos. Se han
informado ocho tipos de LPS diferentes en M. faemoalytica serotype A1
{Highiander, 2001).

26.24. Leucotoxina.

La leucotoxina se considera el factor de virulencia primario de M.
haemolytica pero esta claro gue hay otros factores potenciales involucradas en
Su patogenia, el lipopolisacarido, el polisacarido, ta capsula, la fimbrias, la
glicoproteasa, la neuraminidasa, el antigeno especifico para el serotipo, y las
proteinas de la membrana externa (Fedorova et al, 1997).

M. haemolytica secreta una leucotoxing que es letal para tos leucocitos
de rumiantes (Petras et af., 1995). La leucotoxina también es producida por
cepas de M. glucosida y P. trehalosi (Davies et al., 2002). La leucotoxina es un
factor de virulencia importante en la patogenia de ia pasteurelosis. Esta
citotoxina se ha implicado en el deterioro del organismec en la respuesta a ia
infeccion eliminando las célutas de defensa, interfiiendo con sus funciones. £}
papel especifico de la leucotoxina en la patogenia e infeccion de P
haemolytica en la neumonia bovina ha sido dificii de entender. Aunque la
citotoxina ha demostrado los efectos ante los neutrdfilos bovinos y los
macrofagos alveolares “in vitro”, una comprension de la importancia de la
patobiologia global de M. haemolytica en la fiebre de embarque es complicada
por fa presencia de varios factores de virulencia (Petras et al., 1995; Davies ef
al., 2001).

La quimiotaxis de los neutréfilos Y Su incapacidad para combatir ia
infeccién puede ser debida a la formacion de poros por la leucotoxina, esta
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citotoxina que producen las bacterias causa lisis de los leucocitos rumiantes y
plaquetas y la exposicion de neutrofilos bovinos en bajas concentraciones a la
misma estimula la descarga de eicosanoides quimiotacticos, como leucotrienos
B4 (Wang et al, 1998).

La leucotoxina se codifica en un operon compuesto de cuatro genes,
IKtA, kB, IKtC, y IktD. F} gen estructural IktA requiere el producto de IkC para la
activacion; los genes restantes, el [kiB y |ktD, codifican proteinas que estan
envueitas en fa secrecion de la toxina (Murphy et al, 1995: Uhlich et al., 1999,
Highlander et a/, 1997). Se ha Propuesto que los cuatro genes adyacentes al
ofro cluster del gen {IktCABD) permiten sugenr que la leucotoxina de M.
haemolytica es capas de lisar los eritrocitos ovinos (Murphy et al., 1995).

El Hierro es un nutriente integro para la supervivencia de casi todos
organismos y es un cofactor esencial de numerosos procesos metabdlicos y
enzimaticos Por consiguiente, investigadores creen que las proteinas que se
expreésaron bajo condiciones fimitadas de hierro pueden ser esenciales para la
supervivencia bacteriana Y pueden servir finalmente como los blancos
terapeuticos. El hierro es abundante en el ambiente y no debe ser un factor
limitante para el crecimiento. Sin embargo, bajo tas condiciones aerobicas y
PH neutro o el alcalino, el hierro se precipita como un hidréxido de Fe3
insoluble. De esta manera resulta vital que los sistemas biolégicos mantengan
el hierro. En respuesta al problema de escasez férrica, los patégenos
eéxtracelulares Gram-negatives de Ja familia Pasteurellaceae vy familia de
Neisseriaceae han desarroliado una afinidad alta para los sistemas de
adquisicién férricos con el fin de obtener este nutriente esencial {Shouldice et
al., 2003).

La Patogenicidad de M haemolytica es marcada por la replicacion
répida, la inhalacion subsecuente del organismo en los pulmones, y Ja
expresion de la leucotaxina. Durante el estado de enfermedad, M. haemolytica
experimenta cambios dramaticos en su ambiente fisico. Al inicio de Ia
enfermedad, M. haemoiytica tiene una fase de crecimiento rapido. Las
bacterias se inhalan entonces en el pulmon donde ellas encuentran un
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ambiente diferente al de Ia nasofaringe. Puede esperarse que las bacterias
experimentan cambios en la temperatura, la concentracién de oxigeno, y
disponibilidad de nutrientes y moléculas como hiemo. Ademas. las bacterias se
enfrentan a la respuesta inmune dai hospedador y la necesidad de elaborar
defensas. Las variaciones en el microambiente de M. haemolytica pueden ser
una sefial para modular la expresion de {a leucotaxina {Marciel and Highlander,
2001).

2.6.2.5. Neuraminidasa.

La neuraminidasa se produce por una variedad de bacterias ademas de
M. haemolytica y P. muttocida (White et al, 1995), La neuraminidasa producida
por M. haemolytica, juega un pape! en la colonizacién. En otros patogenos
respiratorios bacterianos, se piensan que ia neuraminidasa deslisa las
glicoproteinas salivaies, permitiendo que los organismos patdgenos puedan
escapar a las defensas en la orofaringe. Para M. haemolytica. es probable gue
la actividad de la neuraminidasa facilite 1a colonizacion de Ia superficie de Ia
mucosa, particularmente en el tracto respiratorio superior, Straus, et al han
mostrado que todos los serotipos de M haemolytica producen neuraminidasa
Y que las enzimas asociadas son de 150 a 200 kD (Highlander, 2001).

Scharmann ef af., demostraron que 102 de 104 cepas de P. muttocida
producen neuraminidasa. Drzeniek ef al. Demostraron que casi todas las
cepas de P. mulfocida que elios examinaron tuvieron produccion de esta
enzima (White ef a/., 1995).

2.6.26. Sialidasa.

La sialidasa es una enzima que degrada el acido sislica de ias
glicoproteinas, glicalipidos. Se sSupone que {a sialidasa contribuye a Ia
virulencia de algunos organismos patogenos, sobre toda aquélios que habitan e
invaden las mucosas (Vadillo et al,, 2002). Se ha encontrado 1a produccion de
sialidasa en aislamientos bacterianos de Clostridium, Vibrio cholerae. La
sialidasa se ha dividido en dos grupos basados en el tamafio. La sialidasa de



Saimonelia y la de Clostridium perfringens son de aproximadamente 40 kDa y
se consideran miembros de la familia de sialidasas "peguefia®, mientras que la
sialidasa V. choleras es mayor a 80 kDa. Hay ambigluedades en ia literatura
con respecto al tamano de la sialidasa de P. muftocida. Drzeniek ef al. aislé una
enzima de 250 kDa. Sin embargo, Weanyi y Bailie aislaron una de 36 kDa
proteina que posey¢ la actividad de la sialidasa. Estos informes hacen pensar
en la posibilidad de combinaciones en cuanto a tamafo de la sialidasa en
cepas de P. multocida (Mizan et al., 2000).

2.7. Resistencia antimicrobiana.

El término de resisitencia antimicrobiana se aplica para calificar el hecho
de que el crecimiento de una poblacion bacteriana no se inhibe ante la
presencia de dicha antimicrobianc (Blanco et al., 2002).

Un gran problema que enfrenta el veterinario ante e! complejo
respiratorio bovino, es qué tipo de antibidtico usar y en qué dosis sera efectivo,
ya que desde hace mas de 20 afios se informé del aislamiento de cepas de
Pasteurella spp que mostraban resistencia a uno o mas antbidticos, llegando
en la actualidad al grado que la resistencia mostrada por estos agentes a
distintos antimicrobianos ha alcanzado niveles preocupantes (Pijoan ef al.,
2000).

Entre los antibidticos que presentan mayor resistencia se encuentran las
tetraciclinas. La primer resitencia a este antibiotico se descubrié en 1993 en un
gen de hibridacion del plasmido pVM111 (Hansen et al., 1993). Después, estos
genes también se descubrieron en porcinos en aislamientos de F. muftocida y
de M. haemolytica en bovinos {Kehrenberg et al, 1998; Kehrenberg et a/.,
2003).

La danofioxacina es una fluoroquinoiona con rapida actividad bactericida
en confra de una extensa gama de patégenos responsables de un gran numero
de sindromes y enfermedades de importancia econdémica en la crianza
comercial de ganado. Desde su introduccion a finaies de 1980, se ha
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demostrado por numerosos estudios que la actividad bactericida de ias
flucroguinolonas depende de la exposicion a una cierta concentracian, por lo
cual el efecto Optimo se logra por la administraciéon de dosis altas durante un
pericdo corto (Sarasoia ef af, 2002).

Se han propuesto nuevos antibioticos para el tratamiento de neumonias
tales como la titmicosina, esto debido a su famacodinamia en los tejidos
apropiados y sus bajas concentraciones de inhibicion. Un reciente estudio
sugiere que la tilmicosina reduce la inflamacion puimonar en becerras con
neumonia. Los estudios anteriores han indicado que algunos macrolidos
pueden tener las propiedades antiinflamatorias reduciendo Iz acumulacion de
células inflamatorias como PMNSs, leucocitos mononucleares, y linfocitos (Chin
etal., 2000).

Por el contrario Pijoan ef al. destacan la alta incidencia encontrada en un
estudio de cepas de Pasteurella spp, asi como de H. somnus resistentes a la
tilmicocina, lo cual contrasta con fo descrito previamente por olros autores que
han indicado su alta eficacia contra estos agentes, ya sea “in vitra” como “in
viva”, indicando la posibilidad de tograr un tratamiento efectivo de ia neumonia
en bovinos con tan s6lo una inyeccion de este antibidtico del grupo de los
macrdlidos. Contrarioc a lo anterior, es de interés precisar que aquellos
antibidticos poco utilizados en veterinaria (como es la mezlocilina) o de reciente
infroduccién en la regién (como las cefalosporinas) si muestran una aita
efectividad “in vitro” contra tos agentes estudiados {Fijoan et al., 2000).

2.8. Vacunas.

Los estudios de M haemolytica han identificado varios factores
potenciales que pueden contribuir con la virulencia Y qué podrian usarse para
controlar la infeccion (Mahasreshti of al, 1997). Estos factores incluyen ia
leucotoxina, el potisacarido capsular, las proteinas de la membrana externa,
fimbrias y neuraminidasa. La meta de varfas Investigaciones en esta area es
determinar cual de estos factores de virulencia son los mejores para generar el
desarrolio de nuevas vacunas. Un acercamiento complementario a estudios de
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Cuadro 4. Porcentaje de resistencia, sensibilidad media y sensibilidad aita de
Pasteurelfa mustocida a diversos antibidticos (Pijoan et al., 2000)

Antibiotico | Resistentes | Sensibiiidad media | Sensibilidad aita
CFL 0 18.2 81.8

ET 0 455 515
| oTX 3 0 97

GT 3 ' 333 63.6
[MEZ 9.1 6.1 84.8 B
ST 12.1 15.2 | 727

AML 15.2 gy T2

cxC | 182 394 ' 424
Er= | 18.2 127 9.1

FLOR 23.5 58.8 177
"AmP 285 57.2 14

PEN 428 57.2 0

TIL 428 57.2 0
oT 636 18.2 182

STR 66.7 30.3 3

K 93.9 0 6.1

LINC a7 3 0 o
Claves: AML= Amoxicilina. AMP= Ampicilina. CFL= Cefalexina. CTX=
Cefotaxima. CXC= Cloxacilina. ET= Eritromicina. FLOR=Florfenicol. GT=
Gentamicina. K= Kanamicina. LINC= Lincomicina. MEZ= Mezlocilina. OT=
Oxitetracictina. PEN= Penicilina. S-T= Sulfametoxasoktrimetroprim. STR=
Estreptomicina, TC= Tetraciclina, TiL= Tilmicocina

la inmunizacién que han tenido el &xito estudiando la virulencia de numerosos
patégenos es la construccion de Cepas mutantes deficientes en uno o0 mas
factores de virulencia. Con esta perspectiva, se han aislado y caracterizado
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dos cepas mutantes de M. haemolytica que no producen la leucotoxina
(Chidambaram et af., 1995).

Cuadro 8. Porcentaje de resistencia, sensibilidad media y sensibilidad alta de
Mannheimia haemolytica a diversos antibidticos (Piioan ef af., 2000).

| Antlbiotico | Resistentes | Sensibilidad media | Sensibilidad aita
| CTX 0 " 0 100

CFL 6.5 25.8 " 677
| MEZ 12.9 225 67.7

BT 12,9 58.1 228

ET 16.12 51.6 290 |
TC 194 77.4 3.2
L 21.4 78.5 0

S-T 25.8 9.7 64.5
FLOR 263 526 BERETY

AML 35.5 129 51.6

CXC - 387 41.9 19.4

oT 41.9 58.1 0

AMP 78.5 214 0

STR 83.9 16.1 0

PEN 85.7 142 0

K 100 0 0

LINC 100 0 0

Claves: AML= Amoxicilina. AMP= Ampicilina. CFL= Cefalexina. CTX=
Cefotaxima. CXC= Cioxacilina. ET= Eritromicina. FLOR=Florfenicol. GT=
Gentamicina. K= Kanamicina. LINC= Lincomicina. MEZ= Mezlociiina. OT=
Oxitetraciclina. PEN= Penicilina. S-T= Sulfametoxasol-trimetroprim. STR=
Estreptomicina. TC= Tetraciclina. TiL= Tilmicocina

<
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Se¢ ha descrito que hay genes que codifican a la proteina de ia
membrana externa (rPIpE) y gque al adicionario a una vacuna comercial que
contenga fragmentos de M. haemoiytica da mejores resultados para reaccionar
£omo un immunogeno en el ganado, se han utilizado para la vacunacion del
ganade 100 mg de rPIpE, esto reforzo la resistencia al desafio experimental
ton M. haemolytica (Pandher et al., 1998; Ayalew et al., 2004).

3. Justificacion.

El complejo respiratoric bovino, de - origen multifactorial, incluye
infecciones bacterianas las cuales generalmente son secundarias y producen
neumonias y frecuentemente la muerte de los animales {Juarez, 2001; Callan,
2002). Los agentes etiologicos involucrados en las neumonias pueden ser
virus, bacterias, micoplasmas, ademas de sinergismos virus-bacteria (Juarez,
2001; Callan, 2002; Morales, 1983). Dentro de los agenies bacterianos
involucrados con mas frecuencia se encuentran Mannheimia haemolytica |
FPasteurella multocida y Haemophilus sommnus, asi como micoplasmas
(Juarez, 2001; Callan, 2002; Morales, 1993: Trigo 19981). Las enfermedades
respiratorias en bovinos son una importante causa de pérdidas econémicas a
nivel nacional y sin embargo, hay pocos estudios que indiquen la situacion
actual de la frecuencia de Mannheimia haemolytica y Pasteurella muttocida: de
acuerdo a estos datos, se consideré necesario realizar un estudio en la
Comarca Lagunera, ya que representa un importante centro de produccion de
leche bovina a nivel nacional.

4. Objetivos.
4.1. Objetivo General.
Determinar 1a frecuencia de aislamiantos de Mannheimia haemolytica

y Fasteurella muitocida o ambas en bovinos Holstein clinicamente sanos
de neumonia en establos de la Comarca lagunera.
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4.2, Objetivos Especificos.

4.2.1. Identificar aislamientos de Mannheimia haemolytica y Pasteurella
multocida © ambas a partir de hisopos nasales obtenidos de
bovinos Holstein clinicamente sanos de neumonia en estabios de ia
Comarca Lagunera.

4.2.2. Determinar la frecuencia de aislamientos de Mannheimia
haemolytica y Pasteurelia muitocida o ambas a partir de hisopos
nasales obtenidos de bovinos Holstein clinicamente sanos de
neumonia en establos de la Comarca Lagunera.

. Marco de referencia.

La Comarca Lagunera, region ubicada en el centro-norte de México,
sta conforrada por parte de los Estados de Coahila y Durango y debe su
ombre a los cuerpos de agua que se formaban alimentados por dos rios: el
azas y el Aguanaval, hasta antes de [a construccion de las presas Lazaro
ardenas y Francisco Zarco, que en la actualidad regulan su afluente.

ENGOcE ¥Rikes e A merin

Figura 1. Localizacion de

la Comarca Lagunera.

La Laguna, como cominmente es conocida ésta prospera region, ests
egrada por 16 municipios, 11 del Estado de Durango y 5 de! Estado de
ahuila.



Figura 2. Comarca Lagunera de Durango.
1.- Gémez Palacio, 2.- Lerdo, 3.- Tlabualilo de
Zaragoza, 4.- Mapimi, 5.- San Pedro del Galio,
6.- San Luis Cordero, 7- Rodeo, 8.- Nazas,
9.- Cuencame de Ceniceros. 10- General
Simoén Bolivar, 11.- San Juan da Guadaiupe.

ZACATECAS

Figura 3. Comarca Lagunera de Coahuila.
1.- Torredn.
2.- Matamoros.
3.- San Pedro de las Colonias.
4.- Francisco I. Madero.
5.~ Viesca.

Material y métodaos,

Se realizé un estudio descriptivo, prospectivo y transversal. La fase de
Impo se leve a cabo en la Comarca Lagunera, la cual cuenta con 320
idades productivas (UP} con una poblacion aproximada de 1000 bovinos por
. Esta fase se efectus de octubre de 2004 a marzo del 2005, La fase de
oratorio se trabajé en el |a Unidad de Diagnastico del Departamento de
2ncias Médico Veterinarias de Ia UAAAN, UL. Ei muestreo se llevé a cabo en
Mma aleatoria en 20 hatos tomandose el 2% del total de cada hato. Se
estrearon bovinos Holstein Que no presentaron evidencias clinicas de
Imonias. Se obtuvieron muestras de mucosa nasal mediante hisopas
eriles, las cuales se sembraron €n agar sangre e identificaron con tincién de




Gram y pruebas bioquimicas. E! anslisis de los resultados se realiz6 mediante
estadistica descriptiva. a través de frecuencias en relacion a edad, sexo y
locatizacién.

7. Resultados.

Se muestrearon 20 unidades productivas, con una poblacion total de
36850 animales. Se obtuvo un total de 737 muestras de hisopos nasales. 497
correspondieron a bovinos Holstein clinicamente 5anos menores de un 1 afo
de edad y 240 a bovinos Holstein clinicamente sanos mayores de 1 afo de
edad. Se encontré un total de 137 aislamientos (18.6%). Se obtuvieron 46
aislamientos de  Mannheimia haemolytica  (82%), 65 aislamientos de
Pasteurella multocida (8.8%) y 26 aislamietos de .ambas {3.5%). De los 240
animales mayores de 1 afio, se obtuvieron 12 aislamientos de Manhemia
haemolytica (5%), 4 de Pasteurelia mulfocida (1.67%) y 1 de ambas (.42%)
para dar un total de 17 aisiamientos (7.08%). De los 497 bovinos holstein
clinicamente sanos menores de 1 afio se obtuvieron 27 aislamiento de
Mannheimia haemolytica (5.43%), 69 de Pasteurella multocida (13.88%) y 24
de ambas (4.83%) dando un total de 120 aislamientos (24.14%)
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Cuadro 6. Relacién de establos muestreados en la Comarca Lagunera para e}
aislamiento de Mannheimia haemolytica y Pasteurelia multocida en bovinos
Holstein clinicamente sanos.

N°UP <1ano >1afo Total Poblaciton
Animales Total

1 61 27 88 4400
2 7 3 10 500
3 15 6 21 1050
4 83 a7 120 6000
5 40 17 57 2850
6 31 13 44 2200
7 28 12 40 2000
8 28 12 40 2000
9 14 6 20 1000
10 36 14 50 2500
11 15 8 23 1150
12 14 6 20 1000
13 13 6 19 950
14 12 28 40 2000
15 39 17 56 2800
16 7 3 10 500
17 16 8 24 1200
18 21 9 30 1500
19 7 3 10 500
20 10 5 15 750
Total 497 245 737 36850

UP = Unidad de Produccién.
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Cuadro 7. Aislamientos de Mannheimia haemolytica y Pasteurella multocida
en bovinos Holstein clinicamente sanos.

N°UP Totalden Aislamientos
Mh % Pm % PmMh % Total %

1 88 2 102 1 1.1 2 2.3 12 136
2 10 g 0.0 2 200 o 0.0 2 20.0
3 21 [ 48 11 524 G 0.0 12 5714
4 120 3 25 1 0.8 0 0.0 4 3.3
3 57 1 18 15 263 9 198 25 438
6 44 2 4.5 O 00 0 0.0 2 4.5
7 40 1 25 3 7.5 3 7.5 7 17.5
8 40 0 00 4 100 0 0.0 4 10.0
9 20 0 00 2 100 Q 0.0 2 10.0
10 S0 0 00 0 00 0 0.¢ 0 0.0
11 23 C 00 4 174 0 0.0 4 17.4
12 20 1 530 0 Q0 4 20.0 S 25.0
13 19 1 53 8 421 1 53 10 526
14 40 4 100 0 00 1 25 5 12.5
15 56 0 00 g 0.0 0 0.0 a 0.0
16 10 ¢ 00 6 800 0 0.0 6 60.0
17 24 0 00 7 292 0 0.0 7 29.2
18 30 10 333 1 3.3 6 200 17 567
18 10 & 600 0 00 0 0.0 6 60.0
20 15 7_467 0 00 0 Q0.0 7 46.7
Total. 737 46 62 65 88 26 3.5 137 186

UP = Unidad de Produccion.

n = Numero de animales muestrados por UP.
Mh = Mannheimia haemolytica,
Pm = Pasteursila nuttocida.

£
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Cuadro 8. Aislamiento de Mannheimia haemalytica y Pasteurella multocida en

bovinos Holstein clinicamente sanos mayores de un ano.

N“UP Totalden Aislamientos

Mh % Pm_ % MhiPm

Yo

Total

Yo

1 27 3 111 2 741 0 0 5 18.52
2 3 O 0 o0 o0 0 0 0 0
3 6 0o 0o o0 0 0 0 0 0
4 37 o © 0 o0 0 0 0 0
5 17 1 58 1 58 1 588 3 17.65
6 13 0 0 o 0 0 0 0 0
7 12 ¢ 0 9 o 0 0 0 0
8 12 0 0 0 o 0 D 0 0
9 6 o 0 0 0 0 0 0 0
10 14 0 0 0 o0 0 0 0 0
11 8 0o o0 1 125 0 112,50
12 6 o 0 o o 0 0 0 0
13 6 1 1667 0 0 0 0 1 1667
14 28 0 o o0 o0 0 0 0 0
15 17 o o o0 o 0 0 0 0
18 3 0o 0 0 o 0 0 0 0
17 8 6 0 o 9 0 0 0 0
18 9 3 3333 ¢ 0 0 0 3 3333
19 3 2 6667 0 0 0 0 2 6667
20 5 2 40 0 o 0 0 2 40
Total 240 12 5 4 187 1 042 17 Feos

UP = Unidad de Produccion.

n = Numero de animales muestrados por UP.
Mh = Mannheimia haemolytica.
Pm = Pasteurella muttocida.
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Cuadro 9. Aislamiento de Mannheimia haemolytica y Pasteurella muitocida en
bovinos Holstein clinicamente sanos menores de un aiio,

Aislamientos

N*UP Totalden Mh % Pm % MWPMm % Total %
1 61 3 492 3 492 1 1.64 7 11.48
2 7 0 8 2 2857 0 0 2 28.57
3 15 1 687 11 73.33 0 0 12 80
4 83 3 361 1 120 0 0 4 482
5 40 0 000 14 3500 8 20.00 22 55.00
6 31 2 645 Q 0 0 0 2 645
7 28 1 357 3  10.71 3 0 7 14.29
8 28 0 0 4 0 0 0 4 0
9 14 0 0 2 1429 0 0 2 14.29
10 36 0 0 0 0 0 0 0 0
1 15 0 0 3 20 0 0 3 20.00
12 14 1 714 0o 0 4 28.57 5 3571
13 13 0 000 8 6154 1 7.69 9 69.23
14 12 0 0 4 3333 1 8.33 5 4167
15 39 0 0 0 0 0 0 0 0
16 7 0 0 B 8571 0 0 6 8571
17 16 0 0 7 4375 0 0 7 4375
18 21 7 3333 1 478 6 28.57 14 6667
19 7 4 5714 O 0 0 g 4 5714
20 10 5 50 0 0 0 0 5 50
Total 497 27 543 69 13.88 24 4,83 120 24,14

UP = Unidad de Produccion.

n = Numero de animales muestrados por UP.
Mh = Mannheimia haemolytica.
Pm = Pasteurella multocida.
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8. Discusion,

De acuerdo a un estudio realizado por Blanco et al., en los rastros de
Ferreria de la Ciudad de México y Tlanepantia Estado de México, a partir de
pulmones con lesiones inflamatorias en ovinos y caprinos, de 232 lesiones
neumonicas, 42 correspondieron a Mannheimia haemolytica y 75 a FPasteurella
multocida (Blanco et al, 1993).

Por otra parte, Zanabria ef al., en un estudio llevado 2 cabo a partir de
pulmanes neumoénicos, para determinar la etiologia del sindrome neumdnico
agudo en ganado de engorda, en Lima. Peru, del 55% de los casos (n=11) se
aislaron microorganismos del género Pasteurella. De estos, el 73% (n=8)
correspondieron a £. muitocida y el restante (h=3) a M. haemolytica. Cuando
se utilizaron exudados nasales como fuente de recuperacion bacteriana, los
aislamientos bacterianos se elevaron a 70% (n=14} y con predominancia de P.
muitocida (n=9) y los 5 restantes a M. haemoiytica (Zanabria et al, 2000).

Pijoan et al., encontraron en becerras lecheras en establos de Tijuana y
Rosarito, Baja California, 34 cepas de £ muitocida, 31 de M. haemolytica y 11
de H. somnus, aislados de pulmones neumonicos, en una total de 100 beceras
(Fijoan et al., 2000},

De acuerdo a estos antecedentes, se observa que los aislamiento
bacterianos a partir de pulmones neuménicos o hisopos nasales, corresponden
mas a P. multocida que a M. haemolytica. A pesar de que no se encontraron
estudios similares al presente trabajo en el pais y en el resto del mundo,
nuestros resultados coinciden con los anteriores, ya que en becerras Holstein
de la Comarca Lagunera se obtuvieron aistamientos de P. multocida en un 8.8
% y de M. haemolytica en un 6.2 % y aislamientos mixtos, de ambas bacterias,
enun 3.5 %.
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9. Conclusiones.

+ Es mas frecuente encontrar Pasteurefla multocida que Mannheimia
haemalytica en bovinos holstein clinicamente sanos de neumonia en La

Comarca Lagunera.

* Es conveniente considerar la posibilidad de encontrar una asociacion
entre Mannheimia haemolytica vy Pasteurella multocida en bovinos

holstein clinicamente sanos de neumonia en La Comarca Lagunera.

» La probabilidad de encontrar Mannheimia haemolytica o Pasteurella
mulfocida o ambas es mayor en bovinos Holstein clinicamente sanos
menores de un afio que en los mayores de un afio.

* La probabitidad de encontrar Mannheimia haemolytica es mayor que a
la de Pasteurella muttocida en bovinos hoistein clinicamente sanos

mayores de un afio.
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11. Anexos.

Anexo 1. Cuestionario para la toma de muestras en log diferentes estabias.

1. No. Registro:
2. Fecha y hora del muestreo:
3. Nombre y namero de establo:
4. Datos del animal:
4.1. Edad;
4.2. Sexo (M) (H)
4.3. Procedencia {Local} (Traslado)

(1)}

. Alojamiento:

5.1. (1. Dentro de naves) (2. Corraletas al aire fibre) (3. En corral)

5.2. Su drea de recriz es: (1. Establo) (2. Corral de 4rea de recria)

(3. Nave de area de recria)

{ap]

. Suministro de calostro-
6.1. (S (NO)

6.2. A partir de cuantas horas de nacido: (0. Después de ia primera hora)

(1. Ala primera hora) (2. No se sabe).
- Vacunacion;
7.1.(0.8h {1, NO} (2. No se sabe)
7.2. Contra que enfermedades

~J

IBR (Si} (No) (No sabe) Brucelosis
DvB (Si) (No) (No sabe) Leptospirosis
Parainfiuenza 3 (S#) (Na) (No sabe) Pasteurelosis
VRSB (Si) (No) (No sabe)

8. Movilizacién:
8.1. (0. Sin movilizacién) (1. Con movilizacién)
8.2. Cuando fue Ia ditima movilizacion
9. Antibioterapia:
9.1. (0. SN (1. NO)
9.2. Que medicamentos
9.3. Cuadl fue la causa

{Si) (No) (Na sabe)
(Si} (No) (No sabe)
(Si) (No) (No sabe)
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INSTRUCCIONES DE LLENADO DEL CUESTIONARIO

1. Numero de Registro: Es el niimero de cuestionario. Debe corresponder en ef
orden en que se tomaron las muestras de los animales.
2. Fecha y hora del muestreo: Anotar I3 hora, el dia, el mes y el afo exacto en
que se tomaron las muestras de cada uno de ios animales.
3. Nombre y numero de estabio: Anotar el nombre y namere de establo donde
se tomaron las muestras.
4. Datos del animal:

4.1. Edad. Anotar la edad exacta del animal {dia. mes y afio).

4.2. Sexo. Identificar si es macho o hembra el animal muestreado.

4.3. Procedencia. Se debe anotar la procedencia def animai.
. Aalojamiento. Se tomara como becerro a todo animal que esté dentro def
rango de O a 14 meses de edad.

3.1.  Anotar si el becerro se encuentra dentro de naves, en becerreras

0 sl se encuentra en comales junto a parideros.
5.2, Anotar si el becerro se encuentra dentro de naves, en becerreras
0 si se encuentra en comrales junto a parideros.

6. Suministra de calostro: Anotar Si se le dio 0 no suministro de calostro al
animal, si ia respuesta es afirmativa, a partir de Cuantas horas de nacido se e
dio el calostro.
7. Vacunacién: Anotar si el animal ha sido vacunado Yy confra que
enfermedades han sido vacunados (IBR, DVB. PI3, VSRB, Brucelosis,
Leplospirosis, Pasteurelosis),
8. Movilizacion; Anotar si el animal ha sido movilizado o no y cuando fue Ia
Ultima movilizacion {dia, mes y afno).
8. Antibioterapia: Anotar si el animal ha recibido tratamiento médico. ¢{cudl fue
la causa?. Anotar la enfermedad y al signologia que motivo el tratamiento.
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Anexo Il. Técnicas de siembras en medios de cultivo wutilizadas para la
identificacion de posibles colonias de Mannheimia haemolytica y Pasteureila
muftocida.

Figura 4. Picadura con asa recta. Figura 5. Siemura para aistamiento en cuitivo,

>,

* Depositar el inoculo en el cuadrante 1 unicamente.

¢ Flamear y enfriar el asa entre cuadrante.

* Asegurar que exista contacto entre las estrias de cada cuadrante (1 con
2,2con 3y 3cond).

Figura 6. Siembra por Figura 7. Siembra en estria.
picadura en el fondo del tubo y
en estrig sobre (a superficie. 1 )
/ P\
/
Va
-
N
L.
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Anexo lll: Técnica para la realizacién de frotis.

La técnica para realizar un frotis bacteriano es vanabile dependiendo si el

cultiva se encuentra en un medio sélido o liguido.

Material

Laminilas de cristal
Lapiz graso

Asa microbiologica
Mechero Bunsen

Procedimiento

»

Utilice laminillas limpias y marcadas para su identificacion. Con un lapiz
graso marque el area donde se va a colocar la muestra.

En la laminilla se coloca una gota de agua destilada y con un asa
microbiolégica se toma una pequeia cantidad de cullivo que se va a
teflir y se mezcla bien.

Extienda la gota sobre la laminilla formandao una capa fina. Debe evitarse
preparar un frotis demasiado grueso.

Deje secar las laminillas a temperatura ambiente.

Cuando se haya secado el frotis pase la laminilla 3 veces por la lama
del mechero con la capa del frotis hacia arriba, teniendo cuidado de no
aplicar calor en forma excesiva ya que estropearia ia morfologia normal
y fa estructura de las microorganismos que se van a tefiir.
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Anexo V. Tincion de Gram: modificacion de Reed.

La tincion de Gram es aplicada en forma Universal como primer paso en

la identificacion de las bacterias y ievaduras. 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 marfologia {(cocos. bacilos), el tamafio y la

agrupacion que suele presentar (cadenas, racimos). En el caso de las

levaduras, por las caracteristicas de su pared celular, se tife como Gram

positivas (Escalante C., et af 2003).

PROCEDIMIENTO

L ]

Agregar violeta de genciana por un minuto.
Enjuagar con abundante agua.

Aplicar lugo! por un minuto.

Enjuagar con abundante agua.

Agregar alcohol acetona durante 15 segundos.
Enjuagar con abundante agua.

Colocar safranina durante un minuto.

Enjuagar con suficiente agua.

Por lo tanto fos microorganismos que conserven el color cristal violeta se

observan de azul 0 morado (Gram positivos) y los que no lo hacen mostraran

un color rosa o rojo que corresponde a la safranina (Gram negativos).
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Anexo IV. Tincién de Gram; modificacion de Reed,

La tincién de Gram es aplicada en forma [.{r;jygmg} GOmo ﬁﬂﬂ?ﬁf Ba88 &
[a identificacion de las bacterias y levaduras, Este metodo divide a lgs bacterias
en dos grupos: Gram positivas vy Gram nNegativas, 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 Ia
agrupacion que suyele presentar {cadenas. racimos). En el caso de |as
levaduras, por las Caracteristicas de su pared celular, se tifie como Gram
positivas (Escalante C., et al 2003).

PROCEDIMIENTO
* Agregar violeta de genciana por un minuto,
+ Enjuagar con abundante agua.
* Aplicar lugof por un minLto.
* Enjuagar con abundante agua.
* Agregar alcohol acetona durante 15 segundos,
* Enjuagar con abundante agua.
*« Colocar safranina durante un minuto.
* Enjuagar con suficiente agua.

Por lo tanto los microorganismos que conserven el color cristal violeta se

observan de azul 0 morado (Gram positivos) y los que no lo hacen mostraran
un color rosa o rojo que corresponde a la safranina (Gram negativos).
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Anexo V, Pracedimiento para ia preparacion de agar sangre para medio de

cultivo.

Material

Matraz con capacidad de tlitro.
Bascula.

Mecheros Bunsen,

Autoclave.

Guantes,

Cajas petri.

Sangre de bovino sano.

Procedimiento

Para un litro de agar se requiere 40 g de agar (tripticasa soya agar), se
vierte en el matraz Y se mezcla homogéneamente; posteriormente se
coloca al calor hasta hervir.

Se cubre el matraz Y posteriormente se estenliza a 15 libras durante 15
minutos.

Después de esterilizado el agar se procede a agregarle sangre estéril de
bovino (30ml) y mover hasta que se integre al agar.

Servir el agar en Cajas petni y dejar secar

Posteriormente colocarlas en la estyfs a 39° C para verificar gue no
estén contaminadas.
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Anexo V1. Procedimiento para la preparacion de pruebas bioquimicas.

OXIDASA (METODO DE KOVACS). Prueba auxiliar en la identificacion de
Mannheimia haemolytica y Pasteurella muitocida. En general esta prueba debe
realizarse a todas las bacterias Gram negativas. E| objetivo de esta prueba es
determinar la produccion de ta enzima citrocomo oxidasa (indofenol oxidasay).

Medios y Reactivos. Se impregna un troze de papel filtro (7 cm. de diametro)
con dos a tres gotas con solucion acuosa al 1% de diclorhidrato de tetrametil p-
fenil-diamina. No dejar que el papel seque completamente.

Mecanismo. Las bacterias que no producen oxidasa son capaces de oxidar el
reactivo, con la consecuente aparicién de color

Interpretacion de Resultados.

Utilizando un asa de piatino o un asa de vidrio tomar colonias del
microorganismo a probar.

Frotar las colonias sobre las superficies de papel filtro.

t.a aparicion de un color purpura intenso indica una prueba positiva.
Reacciones tardias deben ser ignoradas, una prueba negativa estara indicada
por cualguier otro color ¢ ausencia del color.

CITRATO DE SIMONS. EL objetivo de esta prueba es determinar la capacidad
bacteriana para utilizar el citrato de sodic como Gnica 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 bromatimol).

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



El método de siembra es por estria. incubandose a 37 °C durante 24 3
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.

PRODUCCION DE INDOL. Determina la habilidad de la bacterig para la
produccion de triptofanasa y oxidar el triptofano con produccion de indol.

Medios y reactivos. Se utiliza el medio de SIM, al cual después del desarrolio
bacteriano, se le agrega el reactivo de Kovac's (150 mi de alcohol isomilico,
amilico o butilico con 10 g de p-dimetil amino benzaldehido, a los que se
adicionan 50 mi de acido clorhidrico concentrado). '

Mecanismo. La triptofanasa hidroliza el triptofano con Ia fiberacion de anillos
inddlicos. La adicion del reactivo de Kovac's detecta estos anilios inddlicos
libres y por lo tanto, indirectamente la produccion de la enzima triptofanasa por
parte de la bacteria.

Método de siembra, incubacién e interpretacion.

1. Inocular al medio de SIM por picadura con un asa recta (2/3 panes del tubo)
€ incubar de 24 a 48 horas a 37 °C.
2. Agregar al tubo de SiIM unas gotas del reactivo.

Prueba positiva: anillo rojo en ta superficie.

Prueba negativa: presencia o no de anillo de cualquier color en fa
superficie.

TRIPLE AZUCAR HIERRO (TSl). Prueba para diferenciar entre géneros de
bacilos Gram-negativos. Determina Ia capacidad para utilizar azucares,
produccion de acidos sulfhidricos y produccion de gas por fermentacion.




Medios y reactivos. EI medio de TSI no contiene agar, peptona y sales

minerales; tres azicares {glucosa, lactosa y sucrosa), tiosuffato de sodio,

sulfato ferroso y rojo de fenol como indicador de pH.

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

Utilizacién de azicares, el medio contiene lactosa, sacarosa y glucosa,
carbohidratos que pueden ser utilizados mediante ia oxidacion con |a
produccion de acido. Los cambios de pH son detectados por rojo de
fenol, dando amarilio con un PH acido y rojo con un pH alcaline.
Produccion de gas. Algunos microorganismos producen gas como
resultado de la fermentacian de algunos carbohidratos. Esta reaccién se
observa en el medio por ia presencia de huecos, burbujas en el agar o
incluso el desplazamiento dei agar en el tubo por accién de gas que lo
empuja.

Produccion 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 combinacién de
estas tres reacciones dan lugar a lecturas posibles.

Método de siembra,

Se realiza por picadura en el fondo del tubo y estria continua en {3
superficie. El indculo debe ser abundante.

El tapon del tubo debe quedar ligeramente flojo para facilitar |a
eliminacion del gas producido.

El periodo de incubacién es de 18 a 24 horas como maximo. El
prolongar la incubacion puede dar lugar a lectura falsa, ya que algunas
reacciones pueden revertirse

Cuando no existe un buen crecimiento tanto en el fondo como en la
Superficie de los resultados debe tomarse como reserva.



UREA. Se aplica para diferenciar entre especies de Ia familia
enterobacteriaceae. Para diferenciar Proteys de ofros géneros. Uit para Ia
diferenciacion rapida de Pasteurelia ureae y Brucella spp.

Objetivo. Determina la habilidad de ias bacterias de producir enzimas ureasa
que desdobla la urea en amaniaco,

Medios y reactives. El método que se utiliza en agar es un medios so6lido con
base peptonada, glucosa y minerales, conteniendo 2 % de urea y el mismo
indicador de pH.

Mecanismo. Algunas bacterias poseen la capacidad de reducir la urea hasta
amoniaco gracias a la enzima ureasa. £l amoniaco a su vez se combina con el
agua y forma hidroxido de amonio (alcalino). La presencia de hidroxido de
amonio se detecta mediante un cambio de calar por el pH.

El periodo de incubacion es por 1 a 7 dias a 37 °C. obteniendo coma
resultados lo siguiente

» Prueba positiva: se tifie de color rojo.
» Prueba negativa: sin cambio en i medio.
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Anexo V]I

= Textura firme
~ Consolidacion cranioventrai

- Exudado puruiento en bronguios

Figura 8. Areas rojas de consali

dacion y atelectasia con localizacién

anteroventral por Pasteurella multocida.
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Figura 10. Exudado

Purulento en bronquics por
Pasteurella multocida.

Figura 11. Infiltracion s
Por Fasteurella mufiocida.




Figura 12. Migracion de neutréfilos del epitelio citindrico ciliado a
hacia la luz del bronquiolo.

Figura 13. Bronconeumonia fibrinosa causada por
Mannheimia haemolytica

49



Figura 14. Aspecto del corte en un pulmén con

bronconeumonia fibrinosa. Notese Jas areas de
marrmoleo,
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