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lll. Resumen.

refrigeracion hasta el lugar de trabajo, se sembraron en agar sangre y se
identificaron con tincién de Gram Y pruebas bioquimicas.

Los resultados obtenidos de los estudios Microbiolégicos realizados fueron e|
aislamiento de Pasteurella mulfocida en 26 casos (23.4%) seguido de Mannheimia
haemolytica en 11 casos (9.9%), y ambas bacterias (Mannheimia haemolytica y
Pasteurella mulfocida) en 7 casos (6.3%); obteniendo un total de 44 Muestras
positivas (39.6%) a partir de hisopos nasales. De acuerdo a estos resultados, es mas
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1. Introduccion.

La produccién bovina se ve afectada en su eficiencia y eficacia productiva por
diversos factores, entre los cuales se encuentran las enfermedades infecciosas y de
ellas los problemas respiratorios representan pérdidas econémicas a nivel mundial.
Se estima que en Estados Unidos y Canada entre el 80 a 90 % de las becerras se
ven afectadas por brotes severos, aunque la mortalidad es menor al 5 %. Las
enfermedades ocurren frecuentemente en becerras de uno a cinco meses de edad,
con una incidencia mayor en animales nacidos durante el otofo y el invierno (Pijoan
et al., 1999).

Las enfermedades respiratorias de los bovinos se han estudiado como
entidades independientes, sin embargo se sabe que en la presentacion de estas
enfermedades conjugan una serie de factores y agentes patogenos, por lo que se
llama complejo respiratorio bovino (CRB). EI CRB constituye una de las principales
Causas de pérdidas econdmicas, tan sélo en Estados Unidos de América se han
estimado pérdidas anuales por 640 millones de dédlares. Este complejo respiratorio se
caracteriza clinicamente por fiebre, disnea, descarga nasal y evidencia de neumonia
mediante auscultacién pulmonar (Juarez et al., 2003).

Los microorganismos responsables del CRB son virus, bacterias y su
interaccion virus-bacteria (Juarez et al., 2003). Entre los agentes virales involucrados
Sé encuentran: Herpesvirus bovino 1 responsable de la rinotraqueitis infecciosa
bovina (RIB), virus de parainfluenza tipo 3 (VPI3) y virus respiratorio sincicial bovino
(VRSB) (Storz et al., 2000).

Las infecciones bacterianas generalmente son secundarias y producen
neumonias de bovinos, ovinos, cabras y ofras especies. Dentro de los agentes
bacterianos involucrados con mas frecuencia se encuentran Mannheimia
haemolytica, Pasteurella muiltocida y Haemophilus sommnus, asi como
micoplasmas (Carter et al., 1991).



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

animales (Trigo, 1987).

Hay pocos estudios que indiquen la situacién actual de la frecuencia de
Mannheimia haemolytica y Pasteurella multocida a nivel nacional; de acuerdo a estos
datos, se considero necesario realizar un estudio en La Comarca Lagunera, ya que
representa un importante centro de produccion de leche bovina a nivel nacional y por
lo tanto, el objetivo de la investigacion fue determinar la frecuencia de aislamientos
de Mannheimia haemolytica'y Pasteurella multocida en bovinos Holstein clinicamente
enfermos de neumonia en La Comarca Lagunera.



2. Revision de la literatura.

2.1.Taxonomia de Pasteurellay Mannheimia.

La familia Pasteurellaceae ha estado integrada tradicionalmente por los
generos Pasteurella, Actinobacillus, y Haemophilus (Biberstein, 1990).

Normalmente se aislan bacterias que pertenecen a la familia Pasteurellaceae
de diferentes tipos de animales vy la mayoria se considera como comensales o
patogenos oportunistas. Han sido afiadidos dentro de la familia Pasteurellaceae
nueve géneros diferentes (Pasteurella, Actinobacillus, Haemophilus, Mannheimia,
Lonepinella, Phocoenobacter, Histophilus, Gallibacterium, y Volucribacter) (Kuhnert
et al., 2004).

El género Pasteurella, que fue propuesto por Trevisan en 1887 ha estado
sometido ha una profunda revision taxonémica durante los Ultimos anos. En 1982 se
propuso la especie de P. tetudinis; en 1985, Pasteurella multocida se dividié en 3
subespecies (P. multocida subsp multocida, P. multucida subsp. septica. Y P.
multocida subsp gallicida). A la vez se crearon 6 nuevas especies (P. canis, P.
stomatis, P.dagmatis, P.anatis, P. langaa denominada a partir de 1998 P.
langaaensis, y P. volantium). En 1989 se describieron P. caballi,y P. granulomatis; y
en 1990, P. bettyea, P. lymphangitidis, P.mairiiy P. trehalosi (Gutiérrez et al., 2002).

En 1921, Jones inform¢ tres grupos de Pasteurella en bovinos vy las cepas
atipicas fueron puestas en el grupo de  ‘“Bacillus bovisepticus”, Estas cepas se
caracterizaron después por Newsom & Cross (1932), quién propuso el nombre
Pasteurella haemolytica para este grupo (Angen et al., 1999).

La P. haemolytica primitiva descrita por Smith (1959, 1961) se dividié en
dos biovariedades A y T, atendiendo a la capacidad de fermentar arabinosa y
trealosa respectivamente. Utilizando un sistema de serotipificacion basado en una



prueba de hemaglutinacién indirecta (HI), se describieron un total de 17
serovariedades (Blackalla et al., 2002).

Sin embargo, los biotipos A y T no sélo diferian bioquimicamente, también
serologicamente desde los serotipos, asociados solamente con el biotipo A, A1, A2,
A5 hasta A9 y de A11 hasta A14, A16 y A17 (Davies et al., 1996), mientras que los
serotipos T3, T4, T10, y T15 se asociaban con el biotipo T. Ademas de las
diferencias bioquimicas, seroldgicas, epidemioldgicas y patogeénicas, habia
diferencias entre los biotipos Ay T, y se sugirié por largo tiempo, que eran especies
diferentes (Angen et al., 1999), cepas del biotipo A se asociaban con pasteurellosis
neumonica en el ganado y septicemia en corderos, mientras que cepas del biotipo T
causaban una enfermedad sistémica bien definida en ovejas adultas y jovenes
(Davies et al., 1996).

En 1999 se realiz6 la dltima modificacién taxondmica cuando en virtud de
estudios de hibridaciéon ADN y de secuenciacion del ARN ribosémico 16S se derivé
del género Pasteurella uno huevo, el género Mannheimia (nombre propuesto en
honor de W. Mannheim) (Angen et al., 1999). Mannheimia haemolytica es un
patégeno mundialmente muy conocido en rumiantes (Kodjo et al., 1999).

El género de Mannheimia tienen 5 especies: M. haemolytica, M. glucosida,
M. granulomatis, M. ruminalis y M. varigena (Blackalla et al., 2002).

M. haemolytica reside normalmente en las criptas de las tonsilas de sus
hospedadores, formando parte de la micropoblacién habitual del ganado sano
(Gutiérrez et al., 2002).

Es una bacteria gram negativa, capsulada, no mévil, de forma cocobacilar,
mesofilica, aerobia y anaerobia facultativa, oxidasa positiva e indol negativa;
fermenta glucosa y otros carbohidratos, produciendo acido pero no gas y no
fermentan la trealosa ni la manosa (Gutiérrez et al., 2002).



M. glucosida comprende un grupo heterogéneo de organismos que tienen
baja virulencia y son principalmente patégenos oportunistas de ovejas (Davies et
al., 2002). Contiene el serotipo 11 de P. haemolytica aislada de rumen de bovinos y

ovinos (Gutiérrez et al., 2003).

M. granulomatis aislada de ganado bovino y especies lepdridas, ha sido
asociada con neumonia, conjuntivitis purulenta y con granulomas en piel, asi como
otras condiciones de enfermedad en el ganado; M. ruminalis, integrada por cepas no
hemoliticas aisladas del rumen de ganado bovino y ovino, a los cuales, no se les
asocia a condiciones de enfermedad y M. varigena aislada de bovinos y porcinos, la
cual ha sido asociada con sépsis, neumonia y otros estados de enfermedad (Trigo,
2005).

Pasteurella multocida es un cocobacilo gram negativo, inmovil, posee
capsula, no forma esporas, es aerobio Yy anaerobio facultativo (Kehrenberg et al,,
1998). Tiene aspecto bipolar en los frotis tefiidos con Leishman o Wright (Gutiérrez
et al., 2003). Pertenece a la familia Pasteurellaceae y es un habitante normal del
sistema respiratorio anterior (Mizan et al., 2000), y digestivo en mamiferos y aves
clinicamente sanos, por lo que son considerados invasores secundarios
(oportunistas) al verse reducida la resistencia del animal por diferentes
circunstancias, una combinacion de estrés y agentes infecciosos. Las condiciones
mas comunes de estrés comprenden: el transporte, destete, aglomeraciones,
cambios bruscos de temperatura ambiental confinamiento de animales de
diferentes edades, entre otros (Trigo, 1991 ).

Los resultados del desarrollo de la prueba de hemaglutinacién indirecta ahora
reconocen que P. Multocida ha sido clasificada en 5 serotipos con base a sus
antigenos capsulares (A, B, D, E y F) (Townsend et al., 2001) Yy una vez eliminada
su capsula mediante un tratamiento con &cidos o con hialuronidasa se pueden
distinguir hasta 16 antigenos de origen somético (1-16) (Ruffolo et al, 1997). Las



serovariedades o serotipos se designan por el tipo capsular, seguido por el nimero
que representa el tipo somatico, por ejemplo, B:2 causa septicemia hemorragica
(Carter et al., 1991 ).

El organismo también es un patégeno primario o secundario y es responsable
para una amplia gama de enfermedades econdémicamente importantes en los

animales domesticos a lo largo del mundo (Davies, 2004).

Las infecciones causadas por P. multocida incluyen coélera aviar que es
causada por el tipo capsular A (Harper et al., 2004). La rinitis atrofica progresiva en
cerdos se asocia predominantemente con el tipo capsular de la cepa D, y la
neumonia en bovinos, ovinos y cerdos esta asociada principalmente por el tipo
capsular de cepa A (Davies et al., 1997). La septicemia hemorragica en vacas y
bufalos de agua en ciertas &reas enzodticas de Asia y Africa es causada
exclusivamente por los tipos capsulares B y E. El patdogeno también ha sido
asociado con la rinitis atréfica en cerdos, y la septicemia en ovejas. Ademas, P.
multocida es responsable de infecciones en venados, causa enfermedad del tracto
respiratorio de conejos, y esta asociada con infecciones en humanos por mordedura
de perros y gatos (Davies, 2004). Es mas frecuente 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. Los gatos tienen la proporcién mas
alta de colonizacion orofaringea por P. multocida (50 al 90%), seguido por los perros
(50 al 66%), cerdos (51%), y ratas (14%) (Chen, 2002).



Cuadro 1. Especies del género Pasteurella, sus hospedadores y las enfermedades

que se encuentran asociadas (Gutiérrez et al., 2002).

Enfermedad o localizacion

Especie (s) Hospedador (s) o
P. multocida
Fiebre de embarque, neumonia
Bovino enzootica en terneros, mastitis en
ocasiones.
Ovino Pleuroneumonia y mastitis
. Neumonia, por lo general,
Porcino secundaria.
Tipo A Pleuroneumonia, abscesos, otitis
Conejos media, conjuntivitis, infecciones
genitales.
Aves Colera aviar.
Neumonia y otros procesos en
Otros animedlas animales estresados.
Comensales de los aparatos
digestivos y respiratorios.
Tipo B Rumiantes y cerdos | Septicemia hemorragica.
Cordos Rinitis  Atrdfica _ (cop 0 sin
Tipo D Bordete/{a bronchiseptica)
C Neumonia (generalmente
erdos y aves .
secundaria).
Tipo E Rumiantes Septicemia Hemorrdgica en
Africa.
Tipo F Pavias No es claro su papel en Ia
enfermedad.
Neumonia secundaria y abscesos
Roedores tras mordeduras. Comensal en

P. pneumotropica

nasofaringe.

Perros y gatos

Comensal en nasofaringe

Aislado de la cavidad oral y de

P. canis Perros
mordeduras en seres humanos.
Cavidad oral e intestino de perros

P. dagmatis Perros y gatos y gatqs. Aislado de mordeduras
producidas por perros en seres
humanos

P. stomatis Perros y gatos Apa'rato respiratorio. No suele ser
patogeno.

P pabali Equino lnfecmoqes respiratorias y
neumonia.




Cuadro 1. (Continuacion) Especies del género Pasteurella, sus hospedadores y las
enfermedades que se encuentran asociadas (Gutiérrez et al.,, 2002).

Enfermedad o

Espaois (5] Hospedador (s) localizacion anatémica

Aislado del intestino. Sin

P. anatis Patos demostrar su caracter
patogeno.

Comensal de la mucosa

P. gallinarum Aves respiratoria. Patdgeno

excepcionalmente.

Aislada del aparato
Pollos respiratorio sin demostrar
Su caracter patogeno.

P. avium, P. langaaensis
y P. volantium.

P. testudinis Tortugas Abscesos. Seguramente

oportunista.
Abscesos en glandulas
P. bettyae Seres humanos de Bartholini.
P. limphangitidis Rumiantes Asiaticos Linfangitis.
P. marii Pmoing Abortos. Septicemia en
lechones.
Septicemia en corderos
P. trehalosi Ovinos viejos.

Cuadro 2. Especies del género Mannheimia, sus hospedadores y las enfermedades
que se encuentran asociadas (Gutiérrez et al., 2002).

: Enfermedad o localizacion
Especie (s) Hospedador (s) anatdimiea
Neumonias. Forma parte del
M. haemolytica Bovino y ovino comple!o de la f_lebre de gmbgrque
en bovinos y ovinos. Septicemias y
mastitis en ovejas.
Panuculitis fibrogranulomatosas.
M. granulomatis Bovino Aislada igualmente de la cavidad
oral.
. , : Septicemia y neumonia también
M. varigena Ovino y porcino descritas cepas no patégenas.
M. glucosida Bovino Porqlon _Superior  del  aparato
respiratorio.
M. ruminalis Bovino Comensal del rumen.
Riemerella Poliserositis fibrinosa en animales
. ; P
anatipestifer Alna § ifass wves de entre 1 — 8 sem.




2.2,

2.3.

Mecanismos de defensa del aparato respiratorio.

2.2.1. Mecanismos inespecificos.

a.
b.

Eliminacion mecanica. (Nasal, traqueobronquial y alveolar).
Secreciones. (Capa traqueobronquial  (moco), capa alveolar
(surfactante), lisozima, interferon, complemento).

Defensas celulares. No fagociticas: epitelio traqueobronquial,
Fagociticas: fagocitos sanguineo (neutrdfilos, monocitos), fagocitos
tisulares (macréfagos alveolares). Células asesinas (K), y naturales
(NK) (Trigo 1998).

2.2.2. Mecanismos especificos (inmunitarios).

a.

Mecanismo dependientes de linfocitos B. Inmunoglobulinas séricas
(I9G, IgM), e inmunoglobulinas secretorias (IgA).

Mecanismos dependientes de linfocitos T. Mediados por linfocinas
(secretados por linfocitos T auxiliares), citotoxicidad celular directa

efectuada por linfocitos T citotéxicos (Trigo 1998).

Epidemiologia.

La Pasteurelosis neuménica del bovino (BPP) causada por M. haemolytica

serotipo A1 ocasiona un problema econdmico mayor para las industrias ganaderas
de ganado de carne y lecherias en América del Norte y Europa Occidental
(Jeyaseelan et al., 2001 I

En la region de Tijuana, Baja California, México, la neumonia enzodtica es

una de las enfermedades infecciosa mas comunes que afectan a las becerras

lecheras. La enfermedad ocurre frecuentemente en becerras de uno a cinco meses

de edad, con una incidencia mayor en animales nacidos durante el otofio y el

invierno (Pijoan, 1999).



2.4. Patogenia de Pasteurella y Mannheimia.

La patologia pulmonar observada en la neumonia de fiebre de embarque se
atribuye a la leucotoxina de M. haemolytica. Mientras esta bacteria es parte de la
flora normal del tracto respiratorio superior del ganado, no se observan los efectos
destructivos de las leucotoxinas ahi. La patogenicidad de M. haemolytica es
marcada por la replicacion rapida, la inhalacién subsecuente del organismo en los
pulmones, y la expresion de la leucotoxina (Marciel y Highlander, 2001).

El virus entra al animal por via aérea y por su tamafio logra llegar a las células
de la faringe, traquea, bronquios, y bronquiolos introduciéndose en las células y
replicandose en las mismas, si el animal estd en buenas condiciones fisicas
resolvera la infeccion mediante la fagocitosis y mecanismo de defensa inespecificos,
pero si esta inmunodeprimido por estrés (transporte, intervenciones quirargica, o
aplicacion de corticoesteroides) la proliferacién viral se acentia e incrementa la
inmunosupresion. En este momento el bovino presenta fiebre e inapetencia,
disminuye su consumo de alimento y esta apatico. Estos signos pueden pasar
desapercibidos y el proceso dura entre 3y 10 dias (Christensen, 1995).

La destruccion del epitelio, la congestiéon de los tejidos, alteracion de las
funciones de los macréfagos y neutréfilos del pulmén, favorecen la proliferacion de
bacteriana. En este momento, Pasteurella, que se encuentra en la faringe del animal
en forma normal se sale de control y prolifera, causando inicialmente una faringitis,
acentuando el malestar del animal y pasa a la traquea, bronquios y bronquiolos, ya
sea mecanicamente o por via linfatica, ya que los fagocitos que actuan localmente

llevan los gérmenes a los ganglios linfaticos (Christensen, 1995).

Es de esperarse que se realice la destruccion de las bacterias en los
macréfagos, pero no sucede asi pues se ha visto que se altera el mecanismo de
destruccion del macréfago por lo que no se realiza la fusion fagolisosoma vy las
enzimas de los lisosomas no acttan, permitiendo de esta manera la sobre vivencia
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de las bacterias y su proliferaciéon en el tracto respiratorio. Al proliferar estas, los
niveles de endotoxinas se incrementan provocando fiebre, ruptura de los endotelios
vasculares, provocando hemorragia y dejando por lo tanto zonas sin irrigacion,
coagulos intravasculares y leucopenia. Estos efectos tienen una accion directa sobre
la circulacién pulmonar y si recordamos que la pleura es menos distensibles el
animal tendra mas dificultad para distender el pulmoén y depurar la inflamacion. Las
secreciones se acumulan en el angulo traqueobroquial, disminuyendo la luz de paso
de aire y reteniendo gérmenes. La difusién del aire para la oxigenacion se ve
alterada al haber una perturbacion en la presion sanguinea y zonas del pulmén
quedan afuncionales al quedar sin irrigacion forzando a las zonas sanas a responder
a las exigencias respiratorias. La falta de oxigenacion general por disfuncién
pulmonar, se acenttia cuando los niveles de endotoxinas en la sangre se encuentran
elevados, provocando un choque vascular, con una vasodilatacion central y
vasoconstriccion periférica, el corazén se somete a una sobrecarga y sobreviene la
muerte (Christensen, 1995).

2.4.1. Factores de virulencia.

M. haemolytica se define como el agente causal de la neumonia en la fiebre
de embarque, produce varios factores importantes para la inducciéon de la
enfermedad. La leucotoxina es considerada el factor de virulencia primario, pero esta
claro que hay otros factores potenciales involucrados en su patogenia que incluyen el
lipopolisacarido (Brogden et al., 1995), el polisacérido, la capsula, la fimbrias, la
glicoproteasa, la neuraminidasa, el antigeno especifico para el serotipo, y las
proteinas de la membrana externa (Fedorova et al.,1997).

2.4.1.1. Leucotoxina.
M. haemolytica secreta una leucotoxina que es letal para los leucocitos de

rumiantes (Petras et al., 1995). Esta leucotoxina es un miembro de la familia de las
toxinas “repeat in toxin “ (RTX) (Sun, 1999). La leucotoxina también es producida por
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cepas de M. glucosida y P. trehalosi (Davies et al., 2002). El presunto papel de la
leucotoxina es la destruccion de leucocitos en el sitio de infeccion de esta manera
reduce la capacidad del animal de mandar una respuesta inmune efectiva. La lisis
de las células inmunes con la toxina también da como resultado la liberacion de

enzimas destructivas dentro del tejido pulmonar (Petras et al., 1995).

Las toxinas (RTX) lisan células blanco mediante la formacion transmembranal
de poros. Muchas toxinas RTX, incluyendo la LKT de M. haemolytica, son también
potentes estimuladores de leucocitos cuando estin presentes en bajas
concentraciones, induciendo la expresién de citocinas proinflamatorias, que
favorecen la severidad de las lesiones, tal es el caso del leucotrieno B4 (LTB4), el
cual es un importante agente quimiotactico para leucocitos polimorfonucleares en el
desarrollo de la neumonia fibrinopurulenta aguda del ganado (Wang et al., 1998).

La leucotoxina se codifica con un operon compuesto de cuatro genes, IktA,
IkB, IktC, y IktD. El gen estructural es IktA y requiere el producto de IktC para la
activacion; los genes restantes, |ktB y IktD, codifican proteinas que se encuentran en
la secrecion de la toxina (Murphy et al., 1995).

2.4.1.2. Lipopolisacarido.

Ha sido mejor estudiado en el serotipo A1, es el componente mayor de la
membrana de la bacteria gram-negativa (Li y Clinkenbeard 1999) y comprende del 10
al 25% del peso seco de la bacteria. Presenta el lipido A, se le considera como uno
de los componentes de la bacteria con alta capacidad para inducir una respuesta
inflamatoria. Las lesiones que induce, constan de grandes areas de hiperemia y
edema que abarcan zonas de deposicion de células inflamatorias invadiendo en
ocasiones Iobulos adyacentes, ademas pueden observarse también focos de
hemorragia y adherencia fibrinosas (Trigo y Gonzélez, 2005).
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Se considera que el LPS juega un papel importante en la patogenia de la
enfermedad causada por P. multocida. Recientemente se mostré que el LPS de P.
multocida ayuda a la adhesién de neutrdfilos y la migracion a través de células

endoteliales (Harper et al., 2004).

2.41.3. Proteinas de membrana externa.

Las proteinas de membrana externa (PME) de las bacterias gram negativas
tienen un importante papel en el proceso de infeccion. Algunas PME tienen funcion
de porinas que permiten el transporte de substancias a través de la membrana
externa, mientras que la fosfolipasa A, es esencial en ciertos patdégenos para la
invasion a las células del hospedador. Otras PME pueden actuar como receptores de
alta afinidad para obtener hierro del hospedador (Trigo y Gonzalez, 2005).

2.4.1.4. Fimbrias.

Las fimbrias de las bacterias gram negativas son estructuras filamentosa de
union no permanente formadas por la agrupacion de una proteina denominada pilina
o fimbrilina. Los receptores de este tipo de adhesina son carbohidratos de la
superficie de la mucosa epitelial (Dominguez, 2002), por lo tanto estimulan la
colonizacion del tracto respiratorio superior (Radostits ef al., 2002).

2.4.1.5. Capsula.

Algunas bacterias estan rodeadas por una sustancia que forma una cubierta o
envoltura alrededor de la célula. Cuando el material esta dispuesto de un modo
compacto alrededor de la superficie celular se denomina capsula, ésta generalmente
estd compuesta de polisacaridos, polipéptidos o complejos de polisacaridos y
proteinas. La capsula también impide la fijacién de los bacteriéfagos a la célula
bacteriana y dificulta el paso de los antimicrobianos al interior de esta (Gutiérrez et
al., 2002).
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M. haemolytica produce un polisacarido capsular extracelular (CPS). Se ha
documentado el papel del CPS en la virulencia de varios patégenos gram negativos.
Algunas de sus actividades incluyen la adhesion, prevencion de la desecacion y
resistencia del hospedero a la defensa inmune (Lo et al., 2001). Esta estructura
bloquea fisicamente los antigenos de superficie presente en la pared bacteriana,
evitando asi la accion de los anticuerpos. Promueve la resistencia de las bacterias a
infecciones por bacteriéfagos al ocultar los receptores especificos para estos virus, e
inhibe el acceso de los receptores que la célula fagocitica tiene para adherirse al

componente C3B del complemento (Gutiérrez y Smith 1993).

Recientemente era poco conocida la composicion del material capsular de los
serogrupos de P. multocida. Estudios de resonancia magnéticos nucleares
confirmaron que el mayor componente del polisacarido de la capsula era el acido
hialurénico (Townsend et al., 2001).

2.4.1.6. Neuraminidasa.

La neuraminidasa se produce por una variedad de bacterias ademas de M.
haemolytica y P. multocida (White et al,, 1995). La neuraminidasa producida por M.
haemolytica, juega un papel en la colonizacién. En otros patogenos respiratorios
bacterianos, se piensan que la neuraminidasa deslisa las glicoproteinas salivales,
permitiendo que los organismos patégenos pueden escapar a las defensas en la
orofaringe. Para M. haemolytica, es probable que la actividad de la neuraminidasa
facilite la colonizacién de la superficie de la mucosa, particularmente en el tracto
respiratorio superior. Se ha demostrado que todos los serotipos de M. haemolytica
producen neuraminidasa y que las enzimas asociadas son de 150 a 200 kD
(Highlander, 2001).

Scharmann et al. demostraron que 102 de 104 cepas de P. multocida

producian neuraminidasa. Drzeniek et al. demostraron que casi todas las cepas de
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P. multocida que ellos examinaron tuvieron produccién de esta enzima (White et al.,
1995).

2.4.1.7. Sialidasa.

La sialidasa es una enzima que degrada el 4cido sialico de las glicoproteinas
y glicolipidos. Se supone 'que la sialidasa contribuye a la virulencia de algunos
organismos patégenos, sobre todo aquéllos que habitan e invaden las mucosas
(Gutiérrez et al., 2002). Se ha encontrado la produccion de sialidasa en aislamientos
bacterianos de Clostridium y Vibrio cholerae. La sialidasa se ha dividido en dos
grupos basados en el tamafo. La sialidasa de Salmonella y la de Clostridium
perfringens son de aproximadamente 40 kDa y se considera que son miembros de la
familia de sialidasas "pequefas", mientras que la sialidasa V. cholerae es mayor de
80 kDa (Mizan et al., 2000).

2.5. Manifestaciones clinicas.

Pasteurella 'y Mannheimia se manifiestan de distintas maneras en el ganado
lechero, dependiendo de la edad del animal, organismo (s) involucrados y estadios
de la enfermedad, entre otros factores. El tracto respiratorio es el sitio mas comun de
infeccion para Pasteurella. La neumonia es la manifestacion mas comudn de
infeccion respiratoria causada por Pasteurella (Chen et al, 2002). La fiebre de
embarque ocurre frecuentemente en el ganado después del transporte y se
caracteriza por fiebre (41-42 °C), disnea (Storz et al., 2000), depresion, inapetencia,
descarga nasal y ocular serosa, descarga nasal purulenta (Radostits et al., 2002),
éstasis, morro con costras, salivacién ligera, diarrea, respiracién rapida y tos
superficial cuando el animal se mueve. En casos severos hay pleuresia y respiracion
irregular. La auscultaciéon del pulmadn puede revelar estertores humedos, friccién
pleural y crepitacién (Merck, 1993).
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2.6. Lesiones.

La presentacion y severidad de las lesiones neuménicas en becerras depende
de una serie de interacciones complejas entre diversos agentes infecciosos y varios
factores de manejo que provocan estrés, tales como el nivel de inmunoglobulinas del
calostro, el tipo de alojamiento donde se mantiene a las becerras o la presencia de

gases, producto de orina o heces en dichos alojamientos (Pijoan 1999).

Las lesiones pulmonares son causadas por la infeccion de M. haemolytica se
caracterizan por la infiltracion extensa de neutréfilos y exudado de fibrina en las vias
aéreas, alvéolos (Wang et al., 1998), y acumulaciones en el septo interlobular (Yoo
et al, 1995), que forman adherencias entre los diferentes organos de la cavidad
toracica (Wang et al., 1998).

La movilizacién de neutréfilos no combate la infeccion eficazmente, y la
degranulacion y lisis de estos fagocitos provocan la liberacién de productos

perjudiciales que agravan el dafo pulmonar (Wang et al., 1998).

Otras lesiones que aparecen después incluyen hemorragia, trombosis
vascular, necrosis coagulativa del parénquima, y formacién de abscesos. Estas
lesiones pulmonares han ocurrido naturalmente en casos de infeccién (Yoo et al.,
1995).

En infecciones por Pasteurella multocida las lesiones presentes son bronquitis
y bronconeumonia supurativa (Merck, 1993).
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Las figuras 1, 2, 3 y 4 muestran las lesiones macroscopicas de Pasteurella
multocida y Mannheimia Haemolytica.

Figura 1. El pulmén afectado esta consolidado,
tiene una apariencia lobulillar acentuada y el
color varia de rojo intenso en casos agudos
(hiperemia) a gris en casos crénicos
(inflamacion, atelectasia, fibrosis) por P.
multocida.

Figura 2. Los bronquios contienen exudado
purulento el cual es faciimente visible al
comprimir el parénquima pulmonar. En los casos
mas cronicos, el exudado se vuelve mas
mucoide debido a la hiperplasia de células
caliciformes (P. multocida).

Figura 3. Presencia de fibrina sobre
las superficies pleurales por M.
haemolytica

Figura 4. Depésitos de fibrina en
pulmon por M. haemolytica.
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2.7. Diagnostico.

2.7.1. Aislamiento bacterioldgico e identificacion.

La precisa deteccion de laboratorio de P. multocida y M. haemolytica depende
del aislamiento e identificacién de las colonias bacterianas sospechosas, por el

microscopio y pruebas bioquimicas (Townsend et al., 1998).

La toma de muestras depende de la enfermedad y de la especie animal. En
casos de neumonia deben tomarse del borde de la lesién. De muestras tomadas
inmediatamente de animales que mueren sospechosos de pasteurellosis se obtienen
cultivos casi puros de P. multocida de sangre, corazon, higado, bazo, medula ésea y
pulmén (Townsend et al., 1998). En animales vivos, se puede recoger muestras de
pus, exudados, hisopos nasales, lavados bronquiales y leche procedente de mamas
inflamadas (Gutiérrez 2002).

El medio habitual para el aislamiento de las Pasteurellas es el agar sangre de
bovino (Trigo 1991). Las colonias se hacen visibles después de 24 horas a una
temperatura de 37° C (Carter et al., 1991).

Las colonias de P. multocida miden de 2 a 3 mm de diametro, son circulares,
grisaceas, algunas cepas producen colonias mucoides grandes, los cultivos frescos
pueden tener un olor caracteristico y no producen hemodlisis. En el caso de M.
haemolytica las colonias son circulares, grisaceas, mas pequefias que las de P.
multocida y son capaces de producir hemdlisis completa que en ocasiones no es
mas grande que la colonia. La sangre de bovinos es mas adecuada que la de
caballos para la demostracion de hemdlisis (Carter et al., 2003).
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Figura 5. Identificacién de colonias
de P. multocida y M. haemolytica.

(Foto tomada de Lépez, 2004).
Después del aislamiento primario las cepas bacterianas sospechosas se tifien
con la tincién de Gram y se observan al microscopio (Pijoan ef al., 1999).

Cuadro 3. Diferenciacion entre los géneros Pasteurella y Mannheimia, utilizando
pruebas bioquimicas.

Pruebas Pasteurella Mannheimia
bioquimicas multocida Haemolytica
Oxidasa + +
TSI Reaccion de Reaccion de
acidez acidez

Motilidad - -
Glucosa + +
Hemolisis - +
Crecimiento en

- + a
MacConkey
Reduccién de

+ +
nitrato
Indol + -
Urea - -

19




2.7.2. Analisis histopatolégico.

Para el examen histopatol6gico, se toman muestras de las lesiones del tejido
pulmonar las cuales son fijadas en formalina amortiguada al 10% durante 48 horas,
posteriormente son incluidas en parafina y procesadas por la técnica histolégica de
rutina con tincion de hematoxilina y eosina (HE) y finalmente se observan al
microscopio (Juarez ef al., 2003).

Figura 6. Gran numero de
neutréfilos en los espacios bronco
alveolares (forma aguda) por P.
multocida.

Figura 7. Pérdida total de los
espacios aéreos debido a una
exudacién exuberante de fibrina,
neutréfilos hacia el lumen de los
bronquios, bronquiolos y alvéolos
por M. haemolytica.

(Fotos tomadas de Lépez, 2004).
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2.7.3. Otros métodos empleados para identificacion de P.
multocida'y M. haemolytica.

Se han empleado técnicas de hemaglutinacion indirecta para identificar cepas
de M. haemolytica y P. multocida (Kodjo et al., 1999). Otras han sido la de PCR
(reaccion en cadena de la polimerasa) para la caracterizacion de las principales
especies de estos géneros: P. multocida, P. pneumotropica, P. trehalosi, M.

granulomatis y M. haemolytica (Townsend et al., 1998).

En cuanto a la caracterizacion molecular de los aislamientos de P. multocida,
en los Ultimos afos se han realizado una gran cantidad de aportaciones,
especialmente con el propdsito de mejorar su eficacia en estudios epidemioldgicos.
Los métodos empleados son: el analisis por endonucleasas de restriccion (AER), la

ribotipificacion y electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) (Davies, 2004).

2.8. Tratamiento.

Aunque el Complejo Respiratorio Bovino (CRB) puede iniciarse por una
variedad de agentes patégenos, debido a la importancia que reviste Pasteurella
multocida, Mannheimia haemolytica, vy Haemophilus sommnus, como los
microorganismos que producen las principales lesiones pulmonares, la terapia
antibidtica debe concentrarse en combatir estos tres agentes (Pijoan y Aguilar 2000).

Se han usado Tetraciclinas para el tratamiento y la prevencién de
enfermedades en las que Pasteurella esta involucrada (Kehrenberg et al., 1998).

Estudios anteriores han indicado que algunos macrélidos pueden tener las
propiedades antiinflamatorias reduciendo la acumulacion de células inflamatorias
como PMNSs, leucocitos mononucleares, y linfocitos; disminuyendo las funciones
secretorias de vias aéreas de las células secretorias; en las vias aéreas del epitelio
aumenta la motilidad ciliar; y la sintesis del epitelio decreciente de citocinas
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proinflamatorias como la interleucina-6. Recientes evidencias sugieren que la
eritromicina y otros macrélidos puedan inducir apoptosis de PMN “in vitro’.
Tratamientos de tilmicosina exhiben niveles elevados de apoptosis y la sintesis de
leukotrienos B4 en los pulmones infectados de estos animales esta reducida (Chin et
al., 2000). La danofloxacina es una fluoroquinolona con rapida actividad bactericida
en contra de una extensa gama de patégenos responsables de un gran numero de
sindromes y enfermedades de importancia econdmica en la crianza comercial de
ganado. Desde su introduccion a finales de 1980, se ha demostrado por numerosos
estudios que la actividad bactericida de las fluoroquinolonas depende de la
exposicion a una cierta concentracion, por lo cual el efecto 6ptimo se logra por la

administracion de dosis altas durante un periodo corto (Sarasola et al. 2002).

Cuadro 4. Antibioticos empleados para el tratamiento y prevencion de la
pastereulosis bovina (Radostits et al., 2002).

Antibiético Dosis y via de administracion

Tratamiento individualizado

Oxitetraciclinas 10 mg/kg, IMo IV, x 3 dias

Florfenicol 20 mg/Kg. IM repetida las48 hrs.

Trimetoprim — sulfadoxina 20 mg/Kg., IM repetida las 48 hrs.

Penicilina 29 000-30000 Ul /kgIMo SC x 3
dias.

Sulfametazina 250 mg/Kg. cada 72 hrs.

10 mg/Kg. SC. Repetir a las 72 si es

Tilmicosina .
necesario

Tratamiento colectivo (pienso y agua)

100 mg/Kg. en agua diariamente de 5 a

Sulfametazina Zdias

Oxitetraciclina 3 a 5 mg/ Kg. en pienso durante 7 dias

Tratamiento colectivo (individualizado)

20 mg/Kg. IM a todos los animales en

Oxitetraciclinas de accién prolongada
contacto

Tilmicosina 10 mg/Kg. SC.
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2.9. Resistencia a antimicrobianos.

El término de resistencia a un antimicrobiano se aplica para calificar el hecho
de que el crecimiento de una poblacién bacteriana no se inhiba ante la presencia de

dicho antimicrobiano (Blanco et al., 2002).

Sin embargo, un gran problema que enfrentan los veterinarios es decidir que
tipo de antibidticos usar y en que dosis sera efectivo ya que desde hace mas de 20
afos se informé del aislamiento de cepas de Pasteurella spp. que mostraban
resistencia a uno o mas antibiéticos llegando en la actualidad al grado que la
resistencia mostrada por estos agentes a distintos antimicrobianos ha alcanzado
niveles preocupantes (Pijoan y Aguilar 2000). En México existe muy poca
informacion confiable sobre los niveles de resistencia antimicrobiana, la informacion

disponible tiene mas de 10 afios de haberse publicado (Pijoan y Aguilar 2000).

Con base en estudios realizados en México, Salas et al., mostraron una alta
proporcién de cepas de Pasteurella spp. aisladas de bovinos sacrificados en rastros,
sensibles a la ampicilina, cloranfenicol, oxitetraciclina y trimetropim-sulfametoxasol
(Pijoan y Aguilar 2000).

La primera resistencia a las Tetraciclinas se descubrio en 1993 y se obtuvo de
un aislamiento de Pasteurella multocida en 1975 de tejidos de un pavo en California
que murié de colera aviar (Kehrenberg et al., 2003). Los estudios de resistencia a las
tetraciclinas en P. multocida y M. haemolytica revelan porcentajes altos en los
aislamientos (Kehrenberg et al., 1998).

Se han propuesto nuevos antibiéticos para el tratamiento de neumonias tales
como la tilmicosina, esto debido a su farmacodinamia en los tejidos apropiados y sus
bajas concentraciones de inhibicion. Un reciente estudio sugiere que la tilmicosina
reduce la inflamacion pulmonar en becerras con neumonia. Los estudios anteriores

han indicado que algunos macrolidos pueden tener las propiedades antiinflamatorias
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reduciendo la acumulacion de células inflamatorias como PMNs, leucocitos
mononucleares y linfocitos (Chin, et al., 2000). Por el contrario, Pijoan et al.
destacaron 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 lo descrito
previamente por otros autores que han indicado su alta eficacia contra estos agentes,
ya sea “in vitro” como “in vivo”, indicando la posibilidad de lograr un tratamiento
efectivo de la neumonia en bovinos con tan sélo una inyeccion de este antibiético del
grupo de los macrolidos. Contrario a lo anterior, es de interés precisar que aquellos
antibidticos poco utilizados en veterinaria (como es la mezlocilina) o de reciente
introduccion en la regién (como las cefalosporinas) si muestran una alta efectividad

“in vitro” contra los agentes estudiados (Pijoan y Aguilar, 2000).

Cuadro 5. Porcentaje de resistencia y sensibilidad de Mannheimia haemolytica a
antibidticos (Pijoan y Aguilar, 2000).

RESISTENTES % SENSIBLES %
kanamicina 100 % Cefotaxima 100 %
Lincomicina 100 % Cefalexina 67.7 %
Penicilina 85.7 % Mezlocilina 67.7 %
Estreptomicina 83.9 % Sulfametoxazol — trimetroprim 64.5%
Ampicilina 78.5 % Amoxicilina 51.6 %

Cuadro 6. Porcentaje de resistencia y sensibilidad de Pasteurella multocida a
antibidticos (Pijoan 'y Aguilar 2000).

RESISTENTE % SENSIBLE %
Lincomicina 97% Cefotaxima 97%
Kanamicina 93.9% Cefalexina 81.8%
Estreptomicina 66.7% Gentamicina 63.6%
Oxitetraciclina 63.9% Eritromicina 51.5%
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Recientemente Singer demostré la importancia de determinar regionalmente
los patrones de resistencia de Pasteurella spp., a diversos antibiéticos ya que
observaron variaciones muy significativas en la efectividad de la ampicilina y

tetraciclina en bovinos de diferentes regiones (Pijoan y Aguilar 2000).

2.10. Prevencion.

Una meta de investigacion es determinar cual de los factores de virulencia es
el objetivo para aprovecharse mejor en el desarrollo de nuevas terapéuticas
efectivas o vacunas. La inmunizacién disminuye el dafo pulmonar al desafio
experimental con M. haemolytica, asi como las manifestaciones clinicas en los

animales (Morales et al., 1993).

Un acercamiento usado para la significante evaluacion de varios
componentes en la infeccion de M. haemolytica ha sido determinar si la
inmunizacién con proteinas daria  resultados en proteccion para el desafio en la
infeccion. Vacunas usadas en M. haemolytica con elementos sin el antigeno de
leucotoxina  significante han sido de eficacia variable. Sin embargo, la adicion de
leucotoxina a una vacuna ha mejorado su efectividad (Chidambaram et al., 1995)

3. Justificacion.

En México hay estudios documentados relacionados con neumonias causadas
por Mannhemia haemolytica y Pasteurella multocida en bovinos, en varios estados
del pais (Trigo 1991). Y de acuerdo a los antecedentes descritos, las enfermedades
respiratorias son una importante causa de pérdidas econémicas a nivel nacional. Sin
embargo, no hay estudios que indiquen la situacién actual de la frecuencia de esta
bacteria en la Comarca Lagunera, de acuerdo a esto, se consideré necesario realizar
un estudio en la Comarca Lagunera, ya que representa un importante centro de
produccion de leche bovina a nivel nacional.
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4. Objetivos.

4.1. Objetivo General.

4.1.1. Determinar la frecuencia de aislamientos de Mannheimia
haemolytica y Pasteurella multocida en bovinos clinicamente enfermos de

neumonia en la Comarca lagunera.

4.2. Objetivos Especificos.

4.2.1. Identificar aislamientos de Mannheimia haemolytica yl/o
Pasteurella multocida a partir de hisopos nasales obtenidos de bovinos
Holstein clinicamente enfermos de neumonia en la Comarca Lagunera.
4.2.2. Determinar la frecuencia de aislamientos de Mannheimia
haemolytica ylo Pasteurella multocida a partir de hisopos nasales
obtenidos de bovinos Holstein clinicamente y enfermos de neumonia en la

Comarca Lagunera.

&

Marco de referencia.

La Comarca Lagunera, region ubicada en el centro-norte de México, esta
conformada por parte de los Estados de Coahuila y Durango y debe su nombre a los
cuerpos de agua que se formaban alimentados por dos rios: el Nazas y el
Aguanaval, hasta antes de la construccién de las presas Lazaro Cardenas vy
Francisco Zarco, que en la actualidad regulan su afluente

http://comarcalaqunera.com/portal/laqur_la
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La Laguna, como comunmente es conocida ésta prospera regién, esta
integrada por 16 municipios, 11 del Estado de Durango y 5 del Estado de Coahuila
http://comarcalagunera.com/portal/laguna
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Figura 9. Comarca Lagunera de Durango
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http://comarcalagunera.com/portal/laguna
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6. Material y métodos.

Se realiz6 un estudio de tipo descriptivo, prospectivo y transversal. La
fase de campo se llevé a cabo en la Comarca Lagunera, la cual cuenta con 320

unidades productivas (UP) con una poblacién aproximada de 1000 bovinos por UP.

El muestreo se llevé a cabo de octubre del 2004 a marzo del 2005 en
forma no aleatoria ya que fue por criterio en 20 hatos toméndose el 100% de los
animales enfermos, divididos en animales menores de un afio y mayores de un ano,
que presentaron evidencias clinicas de neumonias. Se obtuvieron muestras de
exudado nasal mediante hisopos estériles con un medio de transporte de Stwart, las

cuales se transportaron en refrigeracion hasta el lugar de trabajo.

La fase de laboratorio se realizé en la Unidad de Diagnostico del
Departamento de Ciencias Médico Veterinarias de la Universidad Auténoma Agraria
Antonio Narro, Unidad Laguna, y en el Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales Agricolas y Pecuarias, en Palo Alto, México D.F. Las muestras se
sembraron en agar sangre, se identificaron con tincién de Gram y pruebas
bioquimicas de acuerdo a las técnicas microbioldgicas de rutina.

7. Resultados.

De las 20 unidades productivas estudiadas se muestrearon 111 animales
clinicamente enfermos de neumonias de los cuales 73 fueron de animales menores
de un afio y 38 muestras de animales mayores de un ano.

De los estudios microbiol6gicos realizados se logré el aislamiento de
Pasteurella multocida en 26 casos (23.4%) seguido de Mannheimia haemolytica en
11 casos (9.9%), y ambas bacterias (Mannheimia haemolytica y Pasteurella
multocida) en 7 casos (6.3%); obteniendo un total de 44 muestras positivas (39.6%) a
partir de hisopos nasales.
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Cuadro 7. Relacion de establos muestreados en la Comarca Lagunera para
aislamientos de Mannheimia haemolytica y Pasteurella multocida en animales

clinicamente enfermos.

NUP | Zoo| ano | TotalN | POriee"
1 6 0 6 4400
2 1 0 1 500
3 0 0 0 1050
4 0 11 11 6000
5 0 4 4 2850
6 4 0 4 2200
F i 1 0 1 2000
8 6 0 6 2000
9 3 0 3 1000

10 2 0 2 2500
11 18 13 31 1150
12 0 0 0 1000
13 0 0 0 950
14 10 2 12 2000
15 2 6 8 2800
16 6 0 6 500
17 7 0 7 1200
18 6 0 6 1500
19 0 2 2 500
20 1 0 1 750
Total 73 | 38 111 36850
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Cuadro 8. Aislamiento de Mannheimia haemolytica y Pasteurella multocida en

animales clinicamente enfermos.

Aislamientos

Total
Ne UP
de n
Mh % Pm % Pm/Mh % Total %
20 111 11 9.9 26 234 7 6.3 44 39.6

Cuadro 9. Aislamiento de Mannheimia haemolytica y Pasteurella multocida en

animales clinicamente enfermos menores de un afio.

N2 UP | Total de Aislamientos
n Mh | % Pm % Mh/Pm % Total | %
20 73 9 12.33 22 30.13 7 9.59 38 52.05
Cuadro 10. Aislamiento de Mannheimia haemolytica y Pasteurella multocida en
animales clinicamente enfermos mayores de un afio.
Ne |Total de Aislamientos
upP n
Mh % Pm % Mh/Pm % Total %
Total 38 2 5.26 4 10.52 0 0 6 15.78
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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 Tlanepantla 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 Pasteurella multocida (Blanco et
al., 1993).

Por otra parte, Zanabria et al, en un estudio llevado a cabo a partir de
pulmones neuménicos, para determinar la etiologia del sindrome neuménico 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
P. multocida y el restante (n=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. multocida (n=9) y los 5 restantes a
M. haemolytica (Zanabria et al., 2000).

Pijoan et al, encontraron en becerras lecheras en establos de Tijuana y
Rosarito, Baja California 34 cepas de P. multocida, 31 de M. haemolytica y 11 de H.
somnus, aislados de pulmones neumaonicos, en una total de 100 becerras (Pijoan 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 aislamientos de P. multocida en un 23.4% y de M. haemolytica en un
9.9 % y aislamientos mixtos, de ambas bacterias, en un 6.3 %.
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Las neumonias son, probablemente, las causas de pérdidas mas significantes
en la ganaderia bovina mundial. Las incidencias, sin embargo, varian de un lugar a
otro, la etiologia y patogenia es producto de la interaccion de muchos factores
incluyendo hospedero, agente y el medio ambiente. Dentro de la multiplicidad de
factores, el agente es sin lugar a dudas el factor determinante y responsable de la

severidad clinica de la neumonia observada en el campo.

9. Conclusiones.

» Es mas frecuente encontrar Pasteurella multocida que Mannheimia
haemolytica en bovinos Holstein clinicamente enfermos de neumonia en

La Comarca Lagunera.

> Es conveniente considerar la posibilidad de encontrar una asociacion entre
Mannheimia haemolytica y Pasteurella muiltocida en bovinos Holstein

clinicamente enfermos de neumonia en La Comarca Lagunera.
> La probabilidad de encontrar Mannheimia haemolytica o Pasteurella

multocida o ambas es mayor en bovinos Holstein clinicamente enfermos

menores de un ano que en los mayores de un afo.
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11. Anexos.

Anexo 1. Cuestionario para la toma de muestras en los diferentes establos.

1. No. Registro:
2. Fecha y hora del muestreo:
3. Nombre y nimero de establo:
4. Datos del animal:
4.1. Edad:
4.2. Sexo (M) (H)
4.3. Procedencia (Local) (Traslado)
5. Alojamiento:
5.1. (1. Dentro de naves) (2. Corraletas al aire libre) (3. En corral)
5.2. Su area de recria es: (1. Establo) (2. Corral de area de recria)
(3. Nave de area de recria)
6. Suministro de calostro:
6.1. (SI) (NO)
6.2. A partir de cuantas horas de nacido: (0. Después de la primera hora)
(1. A la primera hora) (2. No se sabe).
7. Vacunacion:
7.1.(0. SI) (1. NO) (2. No se sabe)
7.2. Contra que enfermedades

IBR (Si) (No) (No sabe) Brucelosis (Si) (No) (No sabe)
DvB (Si) (No) (No sabe) Leptospirosis (Si) (No) (No sabe)
Parainfluenza 3 (Si) (No) (No sabe) Pasteurelosis (Si) (No) (No sabe)
VRSB (Si) (No) (No sabe)

8. Movilizacion:
8.1. (0. Sin movilizacién) (1. Con movilizacion)
8.2. Cuando fue la ultima movilizacion

9. Antibioterapia:
9.1. (0. SI) (1. NO)
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9.2. Que medicamentos

9.3. Cual fue la causa
INSTRUCCIONES DE LLENADO DEL CUESTIONARIO

1. NUumero de Registro: Es el nimero de cuestionario. Debe corresponder en el orden
en que se tomaron las muestras de los animales.
2. Fecha y hora del muestreo: Anotar la hora, el dia, el mes y el afio exacto en que
se tomaron las muestras de cada uno de los animales.
3. Nombre y numero de establo: Anotar el nombre y ndmero de establo donde se
tomaron las muestras.
4. Datos del animal:

4.1. Edad. Anotar la edad exacta del animal (dia, mes y afo).

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

4.3. Procedencia. Se debe anotar la procedencia del animal.
5. Aalojamiento: Se tomara como becerro a todo animal que esté dentro del rango de
0 a 14 meses de edad.

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

encuentra en corrales junto a parideros.
5.2.  Anotar si el becerro se encuentra dentro de naves, en becerreras o si se
encuentra en corrales junto a parideros.

6. Suministro de calostro: Anotar si se le dio 0 no suministro de calostro al animal, si
la respuesta es afirmativa, a partir de cuantas horas de nacido se le dio el calostro.
7. Vacunacion: Anotar si el animal ha sido vacunado y contra que enfermedades han
sido vacunados (IBR, DVB. PI3, VSRB, Brucelosis, Leptospirosis, Pasteurelosis).
8. Movilizacion: Anotar si el animal ha sido movilizado o no y cuando fue la ultima
movilizacion (dia, mes y afno).
9. Antibioterapia: Anotar si el animal ha recibido tratamiento médico. ¢cual 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 utilizadas para la identificacion
de posibles colonias de Mannheimia haemolytica y Pasteurella multocida.

Figura 11. Picadura con asa recta.

Figura 12. Siembra para aislamiento en cultivo.

N

> Depositar el in6culo en el cuadrante 1 Gnicamente.
» Flamear y enfriar el asa entre cuadrante.

> Asegurar que exista contacto entre las estrias de cada cuadrante (1 con 2,
2con 3y 3con 4).

Figura 13. Siembra por

Figura 14. Siembra en estria.
picadura en el fondo del tubo y

i
en estria sobre la superficie.

(e () '

L T
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Anexo llI: Técnica para la realizacion de frotis.

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

cultivo se encuentra en un medio sélido o liquido.

Material
>
>
>
>

Laminillas de cristal
Lapiz graso

Asa microbioldgica
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
microbioldgica se toma una pequefa cantidad de cultivo que se va a tefir y
se mezcla bien.

Extienda la gota sobre la laminilla formando 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 llama del
mechero con la capa del frotis hacia arriba, teniendo cuidado de no aplicar
calor en forma excesiva ya que estropearia la morfologia normal y la

estructura de los microorganismos que se van a tefir.
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Anexo IV. Tincion de Gram; modificacion de Reed.

La tincién de Gram es aplicada en forma Universal como primer paso en la
identificacion de las bacterias y levaduras. Este método divide a las bacterias en dos
grupos: Gram positivas y Gram negativas, de acuerdo a los componentes
predominantes de su pared celular y permite, asi mismo, la observacion
microscépica de la morfologia (cocos, bacilos), el tamafo y la agrupacion que suele
presentar (cadenas, racimos). En el caso de las levaduras, por las caracteristicas de

su pared celular, se tine como Gram positivas.

PROCEDIMIENTO

» Agregar violeta de genciana por un minuto.
Enjuagar con abundante agua.
Aplicar lugol por un minuto.
Enjuagar con abundante agua.
Agregar alcohol acetona durante 15 segundos.
Enjuagar con abundante agua.

Colocar safranina durante un minuto.

YV V V V V V VY

Enjuagar con suficiente agua.

Por lo tanto los microorganismos que conserven el color cristal violeta se
observan de azul o 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. Procedimiento para la preparacion de agar sangre para medio de cultivo.

Material
> Matraz con capacidad de 1litro.
Bascula.
Mecheros Bunsen.
Autoclave.
Guantes.

Cajas petri.

VvV V V V V VYV

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 esteriliza 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 petri y dejar secar.

> Posteriormente colocarlas en la estufa a 39° C para verificar que no estén

contaminadas.
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Anexo VI. Procedimiento para la preparacion de pruebas bioquimicas.

OXIDASA (METODO DE KOVACS). Prueba auxiliar en la identificacion de
Mannheimia haemolytica y Pasteurella multocida. En general esta prueba debe
realizarse a todas las bacterias Gram negativas. El objetivo de esta prueba es

determinar la produccién de la enzima citrocomo oxidasa (indofenol oxidasa).

Medios y Reactivos. Se impregna un trozo de papel filtro (7 cm. de diametro) con
dos a tres gotas con solucién 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 platino o un asa de vidrio tomar colonias del
microorganismo a probar.

Frotar las colonias sobre las superficies de papel filtro.

La aparicion de un color purpura intenso indica una prueba positiva.
Reacciones tardias deben ser ignoradas, una prueba negativa estara indicada por
cualquier otro color o ausencia del color.

CITRATO DE SIMONS. 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 el medio. Bajo estas condiciones el indicador de pH
cambia de color verde a azul.
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El método de siembra es por estria, incubandose a 37 °C durante 24 a 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 bacteria para la produccion

de triptofanasa y oxidar el triptofano con produccién de indol.

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

acido clorhidrico concentrado).

Mecanismo. La ftriptofanasa hidroliza el triptofano con la liberacién de anillos
inddlicos. La adicién del reactivo de Kovac’s detecta estos anillos indélicos libres y
por lo tanto, indirectamente la produccion de la enzima triptofanasa por parte de la
bacteria.

Método de siembra, incubacion e interpretacion.

1. Inocular al medio de SIM por picadura con un asa recta (2/3 partes del tubo) e
incubar de 24 a 48 horas a 37 °C.
2. Agregar 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.
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TRIPLE AZUCAR HIERRO (TSI). Prueba para diferenciar entre géneros de bacilos
Gram-negativos. Determina la capacidad para utilizar azicares, produccion de acidos

sulfhidricos y produccion de gas por fermentacion.

Medios y reactivos. El medio de TSI no contiene agar, peptona y sales minerales;
tres azucares (glucosa, lactosa y sucrosa), tiosulfato de sodio, sulfato ferroso y rojo

de fenol como indicador de pH.

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

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

> Produccion de gas. Algunos microorganismos producen gas como
resultado de la fermentacion de algunos carbohidratos. Esta reaccion se
observa en el medio por la presencia de huecos, burbujas en el agar o
incluso el desplazamiento del agar en el tubo por acciéon de gas que lo
empuja.

» Produccion de acido sulfhidrico (H2S). 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 combinacion 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 la
superficie. El in6culo debe ser abundante.

> El tapon del tubo debe quedar ligeramente flojo para facilitar la eliminacion
del gas producido.
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> El periodo de incubacion 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 la familia enterobacteriaceae.
Para diferenciar Proteus de otros géneros. Util para la diferenciacion rapida de

Pasteurella ureae 'y Brucella spp.

Objetivo. Determina la habilidad de las bacterias de producir enzimas ureasa que

desdobla la urea en amoniaco.

Medios y reactivos. El método que se utiliza en agar es un medios sélido 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. 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 pH.

El periodo de incubacién es por 1 a 7 dias a 37 °C, obteniendo como
resultados lo siguiente
> Prueba positiva: se tifie de color rojo.

> Prueba negativa: sin cambio en el medio.
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