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RESUMEN

DE LA ROSA ROMERO JOSE LUIS. Frecuencia de neumonias bacterianas
asociadas con Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida e Histophilus
somni (Haemophilus somnus) en bovinos del Complejo Agropecuario
Industrial de Tizayuca (CAIT), estado de Hidalgo (bajo la direccion de: José

Juan Martinez Maya, Francisco Sudrez Gliemes y Rafael Soto Castor).

Con el propdsito de determinar la frecuencia de Mannheimia haemolytica,
Pasteurella mulitocida e Histophilus somni (Haemophilus somnus) en
bovinos clinicamente enfermos de neumonia, en el CAIT de Tizayuca,
Hidalgo, evaluados de octubre de 2003 a febrero de 2004, se obtuvieron
muestras de exudado nasal utilizando un hisopo estéril, el cual se mantuvo
en un medio de transporte Stuart adicionado con carbdn activado hasta su
procesamiento. La identificacion bacteriana fue realizada en medios
selectivos y pruebas bioquimicas. De los 251 animales evaluados, en 84
(33.46%) se aisl6 M. haemolytica y P. multocida juntas, de ellos 67
tuvieron M. haemolytica (26.7%) y 17 P. multocida (6.6%), en ningln caso
fue posible aislar H. somni. Del total de animales muestreados, 239 tenian
menos de 1 afio de edad y de ellos, 184 (77%) estaban alojados en
corrales y 55 (23.02%) en becerreras individuales, de estas (ltimas, 5

estaban dentro de edificios y 50 al aire libre; no se encontré diferencia en



los aislamientos de M. haemolytica o P. multocida entre los becerros que
estaban en los diferentes alojamientos. Con relacién al lugar donde los
becerros realizaban la recria 215 (87.44%) estaban en el propio establo y
30 (12.55%) en el centro de recria del CAIT; cuando la crianza de los
becerros se ubicaba en los establos la frecuencia de aislamiento de M.
haemolytica y P. multocida juntas fue mayor en relacién con la recria de
becerros en el centro de recria del CAIT (p=0.023). No hubo diferencia
significativa en los aislamientos de M. haemolytica o P. multocida, ni M.
haemolytica y P. multocida juntas entre los becerros que se les dio calostro
durante la primera hora de nacidos o después de la primera hora. Al
realizar un andlisis multivariado, lo que resulté significativo como un mayor
riesgo para el aislamiento de M. haemolytica y P. multocida fue la
manutencién de los animales en los establos y la no vacunacién contra
diarrea viral bovina (DVB). La investigacion de la frecuencia de neumonias
en México asociadas a estos microorganismos, permitird determinar el
efecto real de esta asociacion sobre la produccién y estimar las pérdidas

econdémicas causadas por estas.



INTRODUCCION.

La industria bovina en México es una importante fuente de proteina de
origen animal, ya que la leche de origen bovino representa el 98% del total
que se consume en México. En produccidon de carne en canal esta industria
ocupa el segundo lugar con el 31%, después de la carne de ave que
representa el 43%. La leche y la carne de origen bovino representan el
67% de la totalidad de los productos pecuarios para consumo. (1)

La produccion bovina se ve afectada en su eficiencia productiva por
diversos factores, entre los que se encuentran las enfermedades
infecciosas y de ellas los problemas respiratorios son un factor importante
de pérdida econdmica 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%, con pérdidas econémicas
estimadas en $640 millones de ddlares anualmente. (2)

El complejo respiratorio bovino es de origen multifactorial, donde al
romperse el equilibrio interno del animal, se favorece la colonizacién
pulmonar por agentes infecciosos como virus, bacterias y sinergismos virus
bacterias, produciéndose la neumonia y en casos muy severos puede
provocar la muerte del animal. Entre los factores ambientales que
favorecen la aparicion de enfermedades respiratorias estan: temperaturas
extremas, la elevada humedad relativa, adaptacién al medio, asi como la
ventilacién inadecuada de las instalaciones, cambios en la alimentacidn,
manejo zootecnico de los animales, la mezcla de animales de diferentes

edades, estados inmunoldgicos y jerarquias sociales. Los principales signos



clinicos que presentan los bovinos enfermos son: aumento en la frecuencia
respiratoria, tos, descarga nasal, fiebre y pérdida del apetito, entre otras.
(3,4,5,6)

Los agentes etioldgicos involucrados en las neumonias pueden ser virus
como el virus de la rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR), virus de la
parainfluenza 3 (PI3), virus respiratorio sincitial bovino (VRSB) vy
adenovirus. Dentro de los agentes bacterianos comtinmente involucrados
se encuentran: Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida e
Histophilus somni, asi como también se han identificado micoplasmas y
clamidofilas. (3, 4, 5, 6)

M. haemolytica y P. multocida son aisladas de manera frecuente de los
procesos neumonicos de los animales domésticos, siendo la pasteurelosis
bovina o fiebre de embarque el principal problema; es una enfermedad
respiratoria generalmente fatal que se caracteriza por una pleuroneumonia
fibrinosa grave, y que afecta principalmente animales menores de un afio
recientemente transportados, o becerros de 1 a 5 meses de edad (6, 7, 8,
9).

Estos microorganismos son comensales habituales del tracto respiratorio
superior de los rumiantes domésticos y silvestres, y por lo tanto 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. (8)

Segun la clasificacion propuesta por Angen y colaboradores, el género

Mannheimia comprende cinco especies: M. haemolytica, M. granulomatis,



M. glucosida, M. ruminalis y M. varigena. (10)

M. haemolytica es la bacteria que con mayor frecuencia se encuentra
asociada al complejo de las enfermedades respiratorias de los bovinos,
particularmente a la pasteurelosis neumoénica. (7, 11, 12) La bacteria es
flora normal del tracto respiratorio superior, pero, bajo ciertas condiciones
de inmunosupresion se comporta como oportunista y puede invadir el
tracto respiratorio inferior; un factor importante son los periodos
prolongados de estrés donde se producirda un aumento en la secrecion de
corticoesteroides que comprometen la respuesta inmune del animal contra
el agente infeccioso, debido a que los macréfagos alveolares no liberan
factores quimiotdcticos y se bloquea la unién de factores quimiotécticos a
los granulocitos, asi también se pierde la capacidad de migracion de los
macrofagos alveolares por presencia de factores quimiotacticos. (8, 11, 12,
13)

M. haemolytica es una bacteria gramnegativa, capsulada, no movil, de
forma cocobacilar, mesofilica, aerobia y anaerobia facultativa, oxidasa
positiva e indol negativa; fermenta glucosa y otros carbohidratos,
produciendo acido pero no gas. La presencia de capsula con propiedades
de superficie antifagociticas, la hacen parcialmente resistente a |la
fagocitosis. (14)

Inicialmente este género bacteriano se clasificé en 16 serotipos en base a
pruebas de hemoaglutinacién indirecta de extraccion de antigenos de
superficie capsular. (15) Con base en la capacidad de fermentar la

arabinosa y trehalosa se ha dividido en dos biotipos A y T respectivamente



(16), se han identificado 12 serotipos A y 4 serotipos T; en 1995 Younan
and Fodor (17) reportaron el serotipo A17. En 1990 mediante estudio de
hibridizacion de DNA-DNA y por sus propiedades bioquimicas y analisis
genéticos, el biotipo T (serotipos T3, T4, T10 y T15) se reclasific6 como
una especie separada llamada Pasteurella trehalosi (18, 19), Angen et a/
(10), en 1999 mediante hibridizacion de DNA-DNA y comparacién de
andlisis filogenético de la secuencia 16S rRNA, reclasificé a P. haemolytica
serotipo A en un nuevo género llamado Mannheimia. P. haemolytica
serotipo A (Al, A2, A5, A6, A7, A8, A9, Al12, A13, Al4, Al16 y Al17) ahora
es llamado Mannheimia haemolytica. El serotipo A1l no tiene relacion con
M. haemolytica y se le nombrd M. glucosida (10). M. granulomatis, incluye
cepas que previamente fueron clasificadas como P. granulomatis, Bisgaard
taxén 20 y P. haemoalytica biogrupo 31. M. ruminalis, incluye cepas no
hemoliticas de P. haemolytica previamente descritas como Actinobacillus
lignieresii y P. haemolytica biogrupo 3], aisladas de rumen de bovinos y
ovinos no asociados a estados patoldgicos. M. varigena, comprende un
grupo de cepas originalmente clasificadas como P. haemolytica biogrupo 6
y Bisgaard taxén 15 y 36, las cuales han sido aisladas de bovinos y
porcinos, y asociados con neumonia y otros estados patolégicos. (10, 13)

P. mulftocida aislada con menos frecuencia que M. haemolytica, participa de
manera importante en el complejo respiratorio de ovinos y bovinos. Es un
bacilo gram negativo que presenta antigenos capsulares y somaticos, por
lo cual se le ha clasificado en 5 biotipos capsulares (A, B, D, E, F) y 16

serotipos somaéticos. Es parte de la flora normal del aparato respiratorio y



gastrointestinal de diversos animales, se puede encontrar en las heridas
humanas producidas por mordeduras de perros y gatos, produce una
bronconeumonia supurativa que tiende a la cronicidad, pero al resolverse
deja manifestaciones de cicatrizacién y abscesos, con frecuencia al
momento de la muerte el 50% del pulmodn esta afectado. (9, 15)
Haemophilus somnus, mediante pruebas de hibridizacion de DNA-DNA y
andlisis de la secuencia de 16S rRNA, se reclasificé junto con Haemophilus
agni e Histophilus ovis en Histophilus somni. (20) Es un cocobacilo
pleomérfico, gram negativo, se ha aislado del aparato respiratorio de
animales clinicamente sanos, es causante de cuadros clinicos como:
miocarditis, otitis, conjuntivitis, mastitis y poliartritis. Es considerado como
el agente causal de la meningoencefalitis tromboembdlica (METE) de los
bovinos (21), presentandose la mayor incidencia de METE a principios de
invierno. (22) Esta bacteria se encuentra distribuida en Norte América y en
varias partes del mundo. Los primeros signos de enfermedad son nerviosos
y los signos respiratorios incluyen: disnea, descarga nasal serosa,
depresion y fiebre. (4, 9, 15)

La mayor cantidad de investigaciones sobre neumonias en México se han
realizado en ovinos, por lo que es necesario realizar investigaciones en
bovinos para de esta manera contribuir en el conocimiento de las
enfermedades respiratorias presentes en México, mejorar la produccion de
bovinos y procurar el bienestar animal. (3)

JUSTIFICACION.

A pesar de que las enfermedades respiratorias en bovinos son una



importante causa de pérdidas econdomicas a nivel nacional, hay pocos
estudios que indiquen la situacion actual, asi como la frecuencia con que M.
haemolytica, P. multocida e H. somni se aislan en animales con
neumonias; motivo por el cual se considerd necesario hacer un estudio en
el Complejo Agropecuario Industrial de Tizayuca (CAIT), en el estado de
Hidalgo, que representa un importante centro de produccion de leche de
bovino a nivel regional.

OBJETIVO GENERAL.

Determinar la frecuencia de aislamientos asociados a M. haemolytica, P.
multocida e H. somni en bovinos del CAIT.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Identificar casos de neumonias en bovinos en el CAIT.

Determinar la frecuencia de aislamientos asociados a M. haemolytica, P.

multocida e H. somni en casos de neumonia en bovinos del CAIT.



MATERIAL Y METODOS.

Tipo de estudio.

Descriptivo, prospectivo, transversal. (23)

Ubicacion espacially temporal.

La fase de campo se realizé en el Complejo Agropecuario Industrial de
Tizayuca (CAIT), ubicado en Tizayuca, Hidalgo; el cual cuenta con 126
unidades productivas (UP), de las cuales 108 UP utilizan los servicios de la
Coordinaciéon de Servicios Médicos Veterinarios (CSMV), cada UP tiene
aproximadamente 200 bovinos; esta fase se realizé de octubre del 2003 a
febrero del 2004.

La fase de laboratorio se realizé en el Departamento de Microbiologia e
Inmunologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM
y en el CENID-Microbiologia del Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP).

Disefio de muestreo.

Criterios de inclusién.

a) Hatos que utilizaron los servicios de la CSMV del CAIT.

b) Animales que presentaron evidencias clinicas de neumonia como son:
fiebre, tos, disnea, descarga nasal serosa o muco purulenta y que a la
auscultacion de campos pulmonares presentaron cualquiera de los
siguientes signos: estertores himedos, friccion de la pleura o crepitacién.
(24)

Se realizaron recorridos diarios para identificar, diagnosticar y tomar

muestras a los bovinos con neumonia.
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Mediante el llenado de un formato, de cada animal se obtuvieron los
siguientes datos: sexo, tipo de alojamiento, vacunacion (PI3, VRSB, IBR,
DVB y bacterina de M. haemolytica serotipo Al), edad, movilizaciones,
quimioterapia previa, suministro de calostro.

Obtencién, manejo y conservacion de la muestra.

Secrecion nasal: mediante hisopo estéril se obtuvo muestras de la cavidad
nasal, posteriormente el hisopo se colocé en un medio de transporte Stuart
adicionado con carbdn activado, hasta su procesamiento.

ANALISIS DE LAS MUESTRAS.

Secrecion nasal: El aislamiento e identificacion M. haemolytica, Pasteurella
multocida e H. somni se realizé en cajas de agar sangre y agar chocolate, a
partir del hisopo con secrecion nasal por el método de aislamiento en
cultivo puro. El agar sangre se incubd por 24 horas a 37°C, mientras que el
agar chocolate se incub6 por 48 horas a 37 °C y con 10% de CO2

A las colonias con morfologia sospechosa de M. haemolytica, P. multocida e
H. somni se les realizé tincion de Gram; aquellas gramnegativas y de
forma cocobacilar, se seleccionaron para hacerles pruebas bioquimicas
(produccion de indol, oxidasa, citrato y urea). (25, 26)

ANALISIS ESTADISTICO.

Se evaluaron las frecuencias de aislamientos de M. haemolytica y P.
multocida juntas y de manera separada mediante estadistica descriptiva en
los animales por edad, sexo, alojamiento, administracion de
quimioterapéuticos y aplicacién de vacunas. A fin de estimar posibles

factores de riesgo con relacién al aislamiento de dichos microorganismos,
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se calcularon las razones de momios; y su asociacion estadistica mediante
la prueba de chi cuadrada o Fisher. Se realizé6 un andlisis multivariado
mediante una regresion logistica, considerando sdlo aquellas variables que
resultaron significativas al analisis univariado (crianza de becerros en el
propio establo y animales vacunados con IBR, DVB, PI3 y M. haemolytica

serotipo Al).
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RESULTADOS.

Durante el periodo de estudio se evaluaron 251 animales, de los cuales
235 (93.62%) fueron hembras y 16 (6.38%) machos. Con relaciéon a la
edad, 239 (95.21%) tenian menos de un afio y 12 (4.78%) fueron
mayores de un afio.

De los 251 animales evaluados, en 84 (33.46%) se aislé M. haemolytica o
P. multocida, de ellos 67 (26.7%) con M. haemolytica y 17 (6.6%) con P.
multocida, en ningun caso fue posible aislar H. somni.

Con relacién al alojamiento, en los menores de 1 afio, se encontré que 184
(77%) becerros estaban en corrales y 55 (23.02%) en corraletas o
becerreras individuales, de estas ulltimas, 5 estaban dentro de edificios y
50 al aire libre. (Cuadro 1)

No se encontré diferencia estadistica significativa en las frecuencias de
aislamiento de P. multocida (7.27%) o M. haemolytica (27.27%) ni P.
multocida y M. haemolytica juntas (34.54%) entre los que se alojaban en
corrales y en becerreras (p>0.05). Al evaluar sélo a los que estaban en
becerreras tampoco se encontré diferencia significativa en la frecuencia de
aislamientos de P. multocida (6%) o M. haemolytica (28%) ni P. multocida
y M. haemolytica juntas (34%) entre los becerros que estaban al aire libre
o dentro de edificios (p>0.05). (Cuadro 2)

Con relacion al lugar de recria, de los 239 becerros evaluados, 209
(87.44%) los mantenian en el propio establo y 30 (12.55%) en el centro
de recria, se encontré una diferencia significativa en la frecuencia de

aislamientos de M. haemolytica y P. multocida juntos en animales que
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realizaban su crianza en el propio establo y en el centro de recria del CAIT
(OR=3.04 p=0.023). Sin embargo, la frecuencia de aislamientos de M.
haemolytica y P. multocida por separado no mostrd diferencia significativa
(p>0.05).

Con respecto al suministro de calostro, a 229 becerros (95.81%) se les
proporcioné durante la primera hora de nacidos, mientras que sdlo 7
(2.922%) lo recibieron después de este tiempo de nacidos. En 3 (1.25%)
casos no se proporciono informacion. En promedio se suministré el calostro
durante 3.34 dias +/- 0.55 desviacién estandar y como minimo durante
dos dias. De los 236 animales que se les suministro calostro, no se
encontrd una diferencia significativa en los aislamientos de M. haemolytica
y P. multocida juntas en los animales que tomaron calostro durante la
primera hora de nacidos y los que tomaron después de la primera hora
(p=0.24), tampoco se encontré diferencia significativa en los aislamientos
de M. haemolytica y P. multocida por separado (p>0.05).

No se encontré diferencia significativa en los aislamientos de M.
haemolytica y P. multocida (34.28%) juntas ni en los aislamientos de M.
haemolytica (29.52%) y P. multocida (4.76%) por separado en los
animales que recibieron algiin quimioterapéutico y los que no lo recibieron
(p>0.05). (Cuadro 3)

Se encontré una diferencia significativa en los aislamientos de M.
haemolytica y P. multocida juntas en animales que no les habian aplicado
vacunas contra IBR (52.63%), DVB (62.85%), PI3 (50%), VRSB (47.76%)

y M. haemolytica serotipo Al (43.75%) en comparaciéon con los que si



14

vacunaron (p<0.05). (Cuadro 4)

Se realizé6 una regresidon logistica, en la que se ingresaron aquellas
variables significativas en los andlisis univariados como fueron: la crianza
de becerros en el propio establo (p=0.023), animales vacunados con IBR
(p=0.0015), DVB (p=0.0002), PI3 (p=0.002), VRSB (p=0.01) y M.
haemolytica serotipo Al (p=0.048); de ellas, dos resultaron significativas
(mantener a los becerros en corrales dentro de los establos y la no
vacunacion contra DVB) y una tuvo una relativa asociacion (la no

vacunacion contra M. haemolytica).
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DISCUSION.

El 95.21% de los animales tenia de 15 dias de nacido hasta 1 afio de vida,
esto coincide con lo descrito por Curtis et al. (27), Sivula et al. (28) y
Virtala et al. (30), donde se encontré que las enfermedades respiratorias
en bovinos se presentan por lo general en becerras de 6 semanas a 6
meses de edad, ya que su sistema inmunolégico se esta desarrollando, son
destetados y confinados a otras areas con animales de diferentes edades.
El porcentaje de aislamientos de M. haemolytica y P. multocida en este
estudio (33.46%) fue menor a lo reportado por Storz et al. (30) que
reporté en Texas, EU., que aislé en 65.3% de becerros recientemente
trasportados cepas de Pasteurella spp., al igual que DeRosa et al. (31)
encontré en Mississippi, EU., en 1996, cepas de Pasteurella spp., en 95%
de los animales muestreados mediante exudados nasal e intratraqueal. De
igual manera fue menor con lo reportado por Pijoan et al. (9), donde a
partir de 100 muestras de pulmones de animales con antecedentes de
haber padecido neumonia encontré 54% de cepas de Pasteurella spp., en
la region de Tijuana, Baja California.

De igual manera el porcentaje de aislamientos de P. multocida (6.6%) es
menor a lo encontrado Martinez et al. (32) quien en la Habana Cuba, aislé
en el 36.2% de los animales a P. multocida y por Pijoan et al. (9) que aisl6
en 21% de los animales muestreados cepas de P. multocida en Baja
California, México; igualmente se encuentra por debajo de lo descrito por
Allen et al. (33), que aislé en el 69.5% de los becerros recientemente

transportados a Ontario, Canada, a P. multocida a partir de exudados
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nasales y en 67.8% de los animales al mismo agente mediante lavado
broncoalveolar.

No obstante, en cuanto a los aislamientos de M. haemolytica el porcentaje
encontrado 26.8% en este estudio es mayor a lo reportado por Allen et al.
(33) que a partir del 15.25% de becerros obtuvo aislamientos de M.
haemolytica a partir de exudados nasales y en el 13.55% aislé al mismo
agente mediante lavado broncoalveolar, sin embargo fue menos que lo
encontrado por Pijoan et al. (9) que aislé en 12% de los animales a M.
haemolytica, pero a partir de pulmones de becerros con antecedentes de
neumonia.

La mayor frecuencia de aislamientos de M. haemolytica y P. multocida en
los becerros alojados en los establos, con respecto a los que estaban en el
centro de recria del CAIT, pudo deberse a que los becerros en el establo
seguian en contacto con animales adultos o becerros de diferentes edades,
las becerreras o corraletas individuales muy pocas veces mantenian las
condiciones de higiene y espacio entre animal y animal

En el presente estudio no se pudo aislar H. somni, algunos factores que
pudieron afectar el aislamiento fueron, los contaminantes bacterianos que
inhiben el crecimiento de este microorganismo en medios selectivos,
administraciéon de quimioterapéuticos (34).

Los menores porcentajes de aislamiento de M. haemolytica y P. multocida
encontrados en los animales vacunados contra IBR (29.78%), DVB
(30.47%), PI3 (29.6%), VRSB (30.33%) y M. haemolytica serotipo Al

(30.90%), no necesariamente implica que los animales estén protegidos,
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posiblemente lo que sucedié es que alguna o algunas protegian, y su
aplicacion se acompafnd con el uso de otro inmundgeno dentro de un
programa de vacunacion ya establecido, de tal forma que la que no

protegia su efecto fue confundido por la que si.
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CONCLUSIONES.

En el presente estudio se encontré que M. haemolytica y P. multocida
estan asociadas a neumonias en bovinos, al contrario de H. somni que no
se pudo aislar.

La ausencia de aislamientos de H. somni no permitidé asociar este
microorganismo en bovinos con neumonia, es importante realizar mas
estudios para determinar la frecuencia de H. somni en el CAIT, tomando
en cuenta los posibles factores que puedan inhibir el crecimiento de este
microorganismo.

Hay que investigar la presencia de estos tres microorganismos en
pulmones de bovinos sacrificados en el CAIT, para determinar la
frecuencia de aislamiento de estos tres agentes involucrados en
neumonias.

Se deben continuar con investigaciones sobre estos agentes que
participan en las neumonias de bovinos y conocer su efecto real en la

produccién
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