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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue identificar y caracterizar los diferentes serotipos de
Mannheimia sp. en aislamientos provenientes de exudados nasales de caprinos
en el Centro de Investigacion, Ensefianza y Extensidon en Produccion Animal en
Altiplano (CEIEPAA) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
UNAM ubicado en el municipio de Tequisquiapan, Querétaro, México; con una
poblacion de 250 caprinos, en diferentes etapas de produccion. Se tomaron
muestras de exudado nasal colectadas con hisopos estériles colocados en medio
de transporte Stuart. Las muestras se inocularon en placas de agar sangre, se
incubaron a 37 °C durante 24 horas, se seleccionaron colonias sugerentes a M.
haemolytica y se realizo la tincion de Gram, seleccionando las que cumplieron las
caracteristicas morfolégicas. La identificacion de M. haemolytica se efectud
utilizando el sistema APl 20NE. Para la determinaciéon del serotipo de los
diferentes aislamientos se utilizé la técnica de inhibicién de la hemoaglutinacién
con antisueros especificos contra antigenos capsulares de Mannheimia sp. Se
obtuvieron 54 aislamientos (21.6%) sugerentes a la morfologia tipica de M.
haemolytica y de ellos se identificaron 56% (15/27) como cultivos de M.
haemolytica, de los cuales 12 (80%) correspondieron al serotipo A7 y 3 (20%)
fueron no tipificables. La poblacién muestreada para esta investigacién estaba
conformada en su mayoria (42%) por animales menores a 1 afo de edad, sin
embargo, de los individuos dentro de este grupo solo se obtuvo el 13% de los
aislamientos, mientras que el 60% de los aislamientos correspondieron a caprinos
de 6 afnos de edad. Se encontro diferencia significativa entre la prevalencia de los
aislamientos de M. haemolytica con respecto a los grupos etarios de la poblacién
en estudio. (p<0.05)

Palabras clave: Mannheimia haemolytica, serotipos, exudado nasal, caprinos,

Querétaro, México.



1. INTRODUCCION

1.1. Historia

La cabra fue uno de los primeros rumiantes en ser domesticado y con mayor
distribucion en el mundo. Algunos estudios revelan que su domesticacion data de
hace mas de 10,000 afos y existe evidencia de que se consideraba una especie
animal de relevancia comercial desde tiempos de la antigua Mesopotamia y una
de las mas utiles al ser humano, sobre todo como proveedora de leche y carne.
Fue introducida al Caribe en el siglo XVI por los espafioles y posteriormente

comenzaron a distribuirse en el continente americano.’

México cuenta con el segundo inventario caprino mas grande del continente
americano, con aproximadamente 9 millones de animales. La caprinocultura ha
sido una actividad importante en el pais desde la época de la colonia, su
desarrollo ha estado orientado principalmente a la produccién carnica; sin
embargo, en los Uultimos afos, la produccion lechera ha evolucionado
notablemente debido al aumento en el apoyo e incentivos a la produccion, que ha
facilitado el impulso de la produccion de dulces tradicionales, la elaboracion de

quesos artesanales y el fomento de la produccién tecnificada de subproductos.’

Conforme a las costumbres de consumo en México existen diferentes sistemas de
produccion encaminados a satisfacer las demandas de un publico cada vez mas
exigente. En las areas cercanas a los centros urbanos, predomina la produccion
de leche, la cual se comercializa tanto en forma fluida como transformada; entre
estos tipos de produccion se acostumbra la venta del “cabrito” que es un animal
que ha alcanzado los dos meses de edad y se ha alimentado exclusivamente de
leche materna. Por otro lado, mientras mas alejadas estan las explotaciones de los
centros urbanos, el sistema imperante es la venta de animales adultos, o bien,
para autoconsumo. En otras regiones la comercializacién de los animales jévenes

es el sistema establecido, por lo cual predomina la produccién de carne. **



1.2. Perspectiva mundial

Actualmente, se estima que existe una poblacion mundial de alrededor de 780
millones de cabras las cuales se encuentran distribuidas de la siguiente manera:
55.4% en Asia, 29.8% en Africa, 7.3% en Sudamérica, 4.4% en Europa, 3% en

Norte y Centroamérica, 0.1% en las Islas del Pacifico.” °

Los paises con mayores poblaciones caprinas son China con el 20.61% de la
poblacion mundial, India con el 17.08%, Pakistan con el 6.58%, Sudan con el
5.25%, México representa el 1.33% del total mundial. Las cabras aportan el 6% de
la produccion de carne total mundial, el 2% de la leche y el 4% de las pieles. La
mayor parte de la producciéon caprina se destina al autoconsumo; por lo que las
cabras tienen mayor relevancia en la alimentacion de las poblaciones rurales a

nivel mundial, mayor que el de las especies bovina y ovina." ®

El principal activo de la produccion caprina comercializado a nivel mundial es la
venta de los animales vivos y el producto con mayor demanda en el mercado es el
queso, siendo los principales paises consumidores Estados Unidos, Canada,
México y Japon. Por otra parte, Francia, Holanda y Espafa son los principales

proveedores mundiales."®

Francia es considerada como el pais lider tanto en materia de tecnologia, como de
produccion de quesos. Sus productos tienen denominacion de origen controlada
con prestigio a nivel mundial. Otros subproductos obtenidos de la crianza caprina

que se comercializan de manera regular, son la fibra mohair y cuero de cabra. °



1.3. Perspectiva nacional

La producciéon caprina en México aporta el 1% del valor de la produccion pecuaria
nacional y es una fuente importante de ingresos de productores de bajos recursos

en zonas marginadas.>’

El 75 % de los caprinos en el pais se producen bajo un sistema extensivo, en el
que los animales se utilizan para la produccién carnica por lo que la obtencién de
leche se da de manera ocasional (regularmente para el autoconsumo). La leche
caprina representa el 5% de la produccidn lactea nacional. Gran parte de este
volumen se destina a la industria manufacturera de dulces, quesos y otros

productos.? 3

En México se tienen registradas 494,000 unidades de produccién caprina y
aproximadamente 1.5 millones de mexicanos tienen como actividad productiva
primaria o complementaria a la caprinocultura. El 64% de las cabras se concentra
en los sistemas de produccion caracteristicos de las zonas aridas y semiaridas y el
36% restante, en la regién templada del pais. Asi, la caprinocultura genera
anualmente cerca de 43,000 toneladas de carne y mas de 160 millones de litros
de leche (alrededor de 400 gramos de carne y 1.53 litros de leche anuales per
capita), mas del 70% es producido en los sistemas extensivos de las zonas aridas
y semiaridas, y aproximadamente el 25% en los sistema intensivos de leche son

de cabra.” 347

Los estados con mayor poblacién caprina son: Puebla con el 15.17 %, Oaxaca con
el 13.41%, Guerrero con el 7.36%, Coahuila con el 7.31%, San Luis Potosi con
6.87% y Guanajuato 6.35%. Dentro de los estados con mayor produccion de
leche, sobresalen Coahuila con el 35.68 % del total nacional, Durango 21.02%,
Guanajuato 15.43%, Chihuahua 6% y Jalisco 4.48%.?

La produccion caprina nacional se enfrenta a varias limitantes como la carencia de

infraestructura, costos de produccién altos y rezago tecnolégico y sanitario en



donde se destaca la presentacion de diferentes enfermedades sobre todo aquellas
que afectan el sistema respiratorio. Las neumonias representan uno de los
mayores problemas de la produccion de pequefios rumiantes alrededor del
mundo, causando elevadas tasas de morbilidad y mortalidad. Los
microorganismos de la familia Pasteurellaceae, representan uno de los grupos
bacterianos con mayor frecuencia identificados en procesos neumonicos de los
animales domeésticos, siendo Mannheimia haemolytica y Pasteurella multocida las
bacterias con mayor frecuencia de aislamientos en rumiantes, principalmente en
corderos, terneros y cabritos. Mannheimia haemolytica, frecuentemente es
asociado en la presentacion de neumonias en cabras adultas ocasionando
mermas a la produccién y en el caso especifico de produccion bovina se estiman
pérdidas econdmicas hasta por un billbn de ddlares anuales en los Estados

Unidos de América.®"

En el ambito nacional, la mayoria de las investigaciones en caprinocultura abordan
aspectos como la tecnificacion para la produccion lactea o tecnologias para
mejoras en parametros reproductivos como por ejemplo la transferencia de
embriones, la superovulacion, sincronizacion de estros, entre otras; lo que ha
provocado un rezago en la investigacion del impacto que las enfermedades del

tracto respiratorio tienen en la produccién caprina. > 8

1.4. Mannheimiosis

M. haemolytica es una bacteria que habita de forma natural como comensal del
tracto respiratorio superior y nasofaringe de los rumiantes. Regularmente mantiene
una relacion simbidtica con el hospedero, sin embargo factores como infecciones
virales primarias o condiciones medioambientales que generen estrés, la
convierten en uno de los agentes causales mas importantes de enfermedad en
procesos respiratorios comunmente encontrados en producciones de rumiantes.
Estos factores predisponentes provocan inmunosupresion en el hospedador

induciendo su proliferacién en el tracto respiratorio, asi como su colonizacioén vy



establecimiento provocando posteriormente una infeccion pulmonar, lo que
produce lesiones que se encuentran con mayor frecuencia en los lobulos
craneoventrales y se caracterizan por una infiltracién de neutréfilos y exudado de
fibrina en las vias respiratorias y alveolos. Se asocia comunmente con la
enfermedad conocida como pasteurelosis neumonica, la cual tiene una importante
relevancia en términos econdémicos para la produccion bovina ya que ocasiona

estados debilitantes con altas tasas de morbilidad y mortalidad."""®

Su patogénesis involucra muchos agentes predisponentes como virus, otras
bacterias, cambios bruscos de temperatura, estrés asociado a manejo como el
destete, descorné, cambio en la alimentacion y transporte. Estos factores alteran
el epitelio del tracto respiratorio superior permitiendo la colonizacion de M.
haemolytica y el movimiento de la bacteria de la nasofaringe a los pulmones
produciendo un tipo de neumonia bronco alveolar caracterizada por alta morbilidad
(19%) y mortalidad (11%). M. haemolytica en asociacibn con Mycoplasma
ovipneumoniae, Mycoplasmas arginini y Pasteurella multocida presentan una
mortalidad mayor del 20% en cabritos. Agentes causales de problemas
respiratorios como el virus de la Parainfluenza tipo 3, adenovirus tipo 6 y virus
respiratorio sincitial, tienen la caracteristica de replicarse rapidamente en la
nasofaringe incrementando considerablemente la susceptibilidad de ovinos vy

caprinos a una infeccion secundaria por M. haemolytica y P. multocida. ' " 1

Infecciones pulmonares agudas causadas por M. haemolytica se caracterizan por
una respuesta con presentacion aguda a hiperaguda fibrinosupurativa, inflamacién
y necrosis. Horas después de la infeccion, el pulmén, bronquios, bronquiolos y
alveolos contienen una alta densidad de infiltracion de neutrdfilos, fibrina, fluido
seroprotéico y sangre. El exudado esta asociado con la extensa necrosis del
parénquima, causada por productos de M. haemolytica como leucotoxina,
lipopolisacarido, polisacarido y factores inflamatorios liberados por neutréfilos y

otras células del proceso inflamatorio.' "

10



Durante las primeras 24 horas de infeccidn, neutréfilos y monocitos salen del
sistema circulatorio y migran al lugar de la infeccion. Los 4 a 7 dias postinfeccion
son criticos para el establecimiento de la infeccibn y una buena actividad
fagocitaria en este tiempo determina la extension de las lesiones pulmonares
futuras. Los macréfagos alveolares son considerados como las principales células
fagociticas del mecanismo de defensa pulmonar y representan la primera linea de
defensa contra la pasteurelosis neumonica. Ademas durante la neumonia causada
por M. haemolytica se presenta una infiltracion de exacerbada neutrdfilos. Por lo
tanto, existe una correlacion entre la extension de las lesiones pulmonares y la

actividad fagocitica. ™ '8

Las lesiones pulmonares son lobulares, localizadas con mayor frecuencia en los
I6bulos apical y cardiaco, caracterizadas por una infiltracion de neutrofilos
extendida y exudado fibrinoso en las vias respiratorias y alveolos. En los alveolos
se observan areas de necrosis coagulativa multifocal originada por la citdlisis de
neutrofilos y macréfagos que vierten una gran variedad de compuestos toxicos in
situ agravando el dafio pulmonar. Los pulmones de los rumiantes tienen
caracteristicas anatomicas que limitan su capacidad para resolver episodios
neumonicos debido a que las unidades alveolares tienen una ventilacion colateral

reducida la cual disminuye mas con la presencia de exudado o liquido. ' '3 1> 1¢

Los animales con infeccién causada por M. haemolytica muestran los siguientes
signos: fiebre, descarga nasal, tos, dificultad respiratoria, falta de apetito y pérdida

de peso.®

La frecuencia de M. haemolytica reportada en pulmones neumonicos ha sido de
32.4 a 75%. En estudios previos, M. haemolytica fue detectada en un 38% usando
cultivos bacterianos y en estudios de inmunohistoquimica usando anticuerpos

policlonales fue de 45%."
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1.5. Caracteristicas generales de Mannheimia haemolytica

M. haemolytica pertenece a la familia Pasteurellaceae en la cual se incluyen los
géneros Mannheimia, Pasteurella, Haemophilus, Actinobacillus y Lonepidella. A
través del tiempo ha pasado por varias clasificaciones; en 1885 fue nombrada
Bacterium bipolare multocidum por Theodore Kitt. Mas tarde, en 1896, Flugge lo
modificé a Bacillus boviseptica y en 1932, Newson y Cross, la renombraron
Pasteurella haemolytica debido a la débil hemdlisis observada en las cajas de agar
de sangre de ovino y la clasificaron en 16 serotipos. Smith la dividié en 2 biotipos:
A y T, con base en su capacidad para fermentar la arabinosa y la trehalosa
respectivamente. En 1999, utilizando datos de ribotipificacion, electroforesis de
enzimas multilocus, comparacioén de las secuencias 16S ARNr e hibridacion ADN-
ADN los serotipos A de P. haemolytica fueron reclasificados en un nuevo género
Mannheimia, constituido por 5 especies: M. haemolytica que comprende los
serotipos A1, A2, A5, A7, A8, A9, A12, A13, A14, A16 y A17, se limita
principalmente a los rumiantes y es el agente mas importante involucrado en las
neumonias en bovinos y ovinos, siendo los serotipos A1y A2 los mas prevalentes
en el mundo. M. glucosida: (Biotipos 3 A-H y 9, y serotipo 11) aislada con mayor
frecuencia de la cavidad nasal de ovinos causando neumonias. M. granulomatis:
(taxén 18 y un biotipo 8D) aislada de conejos, liebres y rara vez encontrado en
ganado, asociado a neumonia, conjuntivitis purulenta en los lep6ridos y
granulomas en la piel junto con otras condiciones de enfermedad en el ganado. M.
ruminalis: (taxén 20 y un biotipo 3J) aislada de rumen de bovinos y ovinos, no ha
sido asociada a enfermedad. M. varigena: (biogrupo 6 y taxén 15, 36) aislada en

bovinos y cerdos causando principalmente neumonia y sepsis. %!

M. haemolytica es una bacteria Gram negativa, encapsulada, no esporulada,
inmovil, de forma coco bacilar de 1 a 3 ym de diametro, mesofilica, aerobia y
anaerobia facultativa, oxidasa positiva e indol negativa; fermenta glucosa y otros
carbohidratos, produciendo acido pero no gas. Crece en agar MacConkey, en
medios enriquecidos como agar chocolate y agar sangre, formando colonias lisas
de color blanco grisaceo, con tamafios de 1 a 2 mm de diametro después de 24

12



horas de incubacion. La mayoria de las cepas producen una -hemdlisis cuando
crecen en agar sangre. La presencia de capsula la hacen parcialmente resistente

a la fagocitosis.'* '

1.6. Factores de virulencia

Se han identificado diversos factores de virulencia en M. haemolytica, los cuales
incluyen: leucotoxina (Lkt) con actividad especifica contra leucocitos;
lipopolisacaridos (LPS), proteinas de membrana externa (PME), proteinas
reguladas por hierro (PRH), fimbrias, enzimas (neuraminidasa, proteasas,
metaloglicoproteasas), antigenos aglutinantes serotipo especifico y adhesinas;
ademas de capsula y plasmidos de resistencia a antibidticos. Todos estos
mecanismos juegan un papel fundamental de la patogénesis de la enfermedad; sin
embargo, solo la Lkt y el LPS se consideran como factores de patogenicidad

primarios.’® 1°

1.6.1. Leucotoxina

La Lkt es una toxina calcio dependiente que es producida durante la fase
logaritmica del crecimiento de la bacteria y es considerada el principal factor de
virulencia de M. haemolytica ya que tiene actividad especifica contra leucocitos de

rumiantes y es la principal causante del dafio al pulmén.'®'®

Esta toxina es producida y secretada por todas las cepas aunque puede
observarse variacion en la cantidad producida entre cada una de ellas, su efecto

téxico es especifico en especial contra las células polimorfo nucleares. '® 22

La actividad fagocitica es menos eficiente en infecciones por M. haemolytica
debido a la produccidn de leucotoxina. Estudios han mostrado que la leucotoxina
causa cambios degenerativos en los macrofagos alveolares y reduce su actividad

fagocitica.” ' 1°
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Su actividad es dosis-dependiente, a bajas concentraciones causa la muerte
celular mediante apoptosis, mientras que a altas concentraciones causa muerte

por oncosis.?

La Lkt juega un papel muy importante en la patogénesis de la infeccion al destruir
leucocitos, principalmente macréfagos alveolares, en el sitio de infeccion lo cual

reduce la capacidad del huésped de establecer una respuesta inmune eficiente. 2

1.6.2. Lipopolisacarido

Las bacterias Gram negativas, producen LPS como parte de la capa externa de
sus paredes celulares, estas sustancias son denominadas endotoxinas. Constan
de tres regiones estructurales: Polisacarido O (la parte mas externa), un nucleo del
polisacarido y el Lipido A. De estas regiones la mas importante es el polisacéarido

O en procesos de tipificacion.’

El LPS es uno de los componentes con alta capacidad para inducir una respuesta
inflamatoria; como toda endotoxina de bacteria Gram negativa tiene actividad
pirogénica, de activacion de macrofagos, induccién del factor de tumoracién,
activacion de la cascada de coagulacion, agregacion de plaquetas e inducciéon de
choque endotéxico. También interviene en la respuesta de anticuerpos, en la
proteccion antibacteriana y en adhesion a las células del hospedador. En los
bovinos se ha observado que tiene un efecto apoptético directo sobre el endotelio
alveolar de los pulmones de bovino y aumenta la actividad de la leucotoxina

formando un complejo LPS-Lkt."® 1219

Las lesiones que induce el LPS consisten en grandes areas de hiperemia y edema
que abarcan zonas de deposicion de células inflamatorias invadiendo en
ocasiones los Iébulos pulmonares adyacentes, ademas también pueden

observarse focos de hemorragia y adherencia fibrinosa.'®'®
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1.6.3. Otros factores de virulencia

Las PME externa tienen una participacion potencial en la respuesta de
anticuerpos, en la proteccién antibacteriana y en la adhesién a los leucocitos. Son
importantes antigenos que estimulan la respuesta inmune y potenciales
inmunogenos para el desarrollo de vacunas, observandose variaciones

inmunogénicas entre los diferentes serotipos de M. haemolytica.'®

Las PRH, se unen al hierro disponible y facilitan el crecimiento de la bacteria.™

Las fimbrias estan involucradas en la adhesion bacteriana durante la fase de
colonizacion en el tracto respiratorio superior y las adhesinas se encargan del

reconocimiento y la unién a receptores de las células blanco.®

La sialoglicoproteasa tiene actividad de endopeptidasa y neuraminidasa. La
neuraminidasa, alcanza su maximo pico de produccion en la fase estacionaria y
participa en la remocion de glicoproteinas de la superficie celular o del moco,

facilitando la adherencia.'® %2

La capsula se produce durante la fase de crecimiento logaritmico de la bacteria,
protegiéndola de la fagocitosis y de la actividad bactericida, ademas puede
interactuar con el surfactante pulmonar facilitando la adherencia a las células del

hospedador.'®

El polisacarido capsular protege a M. haemolytica de los mecanismos de defensa

naturales de los pulmones en la fase de colonizacién permitiendo a la bacteria

replicar y producir leucotoxina.™ ®

El glucocalix participa en la adhesion de M. haemolytica a los leucocitos y causa

un efecto citolitico en dichas células.'® %
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1.7. Identificaciéon de M. haemolytica

La identificacion y serotipificacion del agente es de vital importancia para el control
de una enfermedad, ya que permite la eleccion de un tratamiento especifico a las
serovariedades identificadas, mediante el conocimiento de los patrones de
presentacion obtenidos a través de los aislamientos pertenecientes a una misma
region. Los métodos clasicos para identificar las bacterias se basan en las
caracteristicas observables en las cepas, con predecibles propiedades fisicas y
bioquimicas en condiciones de crecimiento éptimo. En la actualidad existen una
gran variedad de metodologias, pruebas bioquimicas, inmunoldgicas vy

moleculares.?®

El método convencional de identificacion de M. haemolytica implica la utilizacién
de una serie de pruebas bioquimicas que pueden realizarse de manera tradicional
o mediante algun sistema comercial, como pueden ser las galerias multisustrato
API (Analytical Profile Index) o indice Analitico de Perfil.?*

El APl es un método para clasificar bacterias que permite la rapida identificacion.
Fue inventado en 1970 en los Estados Unidos por Pierre Janin de Analytab
Products, Inc. Actualmente, el sistema de pruebas APl es producido por
bioMérieux. Este sistema introdujo una base estandarizada y miniaturizada de las
pruebas bioquimicas existentes, que hasta entonces eran complicadas de realizar

y de dificil interpretacion.?

La galeria APl 20NE (identificacion de bacilos Gram negativos no enterobacterias)
es un sistema de rapida identificacion, a través del cual se combinan algunas
pruebas convencionales y consiste en 20 pequefios tubos o pocillos con reactivos
diagndsticos, los cuales incluyen un sustrato. Trabajos previos, como el de
Jaramillo et al., sefialan la eficiencia del sistema de identificacion bacteriana API

para la caracterizacion de Mannheimia spp.'" %

Para la tipificacion seroldgica de M. haemolytica comunmente se emplea la técnica

de hemoaglutinacion indirecta, descrita por Biberstein (1978), mediante la
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utilizacion de antisueros de referencia especificos para los 12 serotipos

reconocidos. '

2. HIPOTESIS

Es posible la identificacibn de Mannheimia sp. en el ganado caprino del Centro de
Investigacion, Ensefianza y Extension en Produccion Animal en Altiplano

(CEIEPAA) vy existen diferencias significativas entre los lotes de estudio.

3. OBJETIVO GENERAL

Identificar y caracterizar los diferentes serotipos de Mannheimia sp. en
aislamientos provenientes de exudados nasales de caprinos en el CEIEPAA de la

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM.

3.1. Objetivos particulares

e |dentificar los aislamientos correspondientes con Ila morfologia de

Mannheimia sp. en los caprinos del CEIEPAA.

e Caracterizar los diferentes serotipos de Mannheimia sp. aislados durante el

estudio.

e Determinar la prevalencia de Mannheimia sp. en caprinos del CEIEPAA.
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4. MATERIAL Y METODOS
4.1. Toma de muestras

El muestreo se realizé en el Centro de Investigacion, Ensefianza y Extension en
Produccion Animal en Altiplano (CEIEPAA), ubicado en el municipio de
Tequisquiapan, Querétaro, México; con una poblacion de 250 caprinos, en
diferentes etapas de produccion (Cuadros 1 y 2). Se tomaron muestras de
exudado nasal colectadas con hisopos estériles colocados en medio de transporte

Stuart para su posterior analisis.

Cuadro 1. Caracteristicas de la poblacién en estudio segun grupo etario y
sexo

Edad Total Hembras Machos

Anos Numero % Numero % Nimero %

<1 104 42 83 37 21 78
2 45 18 44 20 1 4
3 21 9 19 9 2 7
4 20 8 18 8 2 7
5 11 4 11 5 0 0
6 44 18 43 19 1 4
27 5 1 5 2 0 0
Total 250 100 223 100 27 100
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Cuadro 2. Caracteristicas de la poblaciéon en estudio segun raza

Raza Numero %
Alpino Francés 138 55
Toggenburg 56 23
Saanen 23 9
Cruza 20 8
Boer 13 5
Total 250 100

El procesamiento de las muestras se efectudé en el Laboratorio de Investigacion Ii
del Departamento de Medicina Preventiva y Salud Publica de la Facultad de

Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM.

4.2. Aislamiento de Mannheimia sp.

Las muestras obtenidas fueron conservadas en refrigeracion (4 °C) hasta el

momento de su procesamiento.

Se conformé un cepario con los aislamientos que fueron obtenidos mediante la
siembra en agar sangre por el método de estria cerrada, se incubaron a 37 °C de
18 a 24 horas, posteriormente, se seleccionaron a todas las colonias con
morfologia sugerente a Mannheimia spp. y fueron resembradas en agar sangre e
incubadas durante 24 horas a 37 °C, obteniendo asi la cepa en cultivo puro con la
que se realizé la tincion de Gram, seleccionando las que cumplieron las

caracteristicas: Gram negativa y cocobacilar.
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4.3. Identificacion del agente

La identificacion de M. haemolytica se efectud utilizando el sistema APl 20NE,
para la cual se realizé una suspension del cultivo en 5 mL de solucion estéril, con
una densidad media de 0.5 en la escala de McFarland. La suspension fue
transferida a la galeria e inoculada para ser incubada a 37 °C. La primera lectura
se realizé a las 24 horas posteriores a la inoculacion, la segunda lectura a las 48
horas de acuerdo con las especificaciones del fabricante.

Los resultados obtenidos del perfil de cada una de las cepas, se compard con los

archivos taxondémicos contenidos en la base de datos del programa APIWEB.?

4.4. Tipificacion serolégica

Para la determinacién del serotipo de los diferentes aislamientos se utilizo la
técnica de inhibicion de la hemoaglutinacién con antisueros especificos contra
antigenos capsulares (1-17) de Mannheimia sp. mediante la siguiente

metodologia:

4.4.1. Crecimiento de cultivo de M. haemolytica

Las cepas a serotipificar fueron resembradas en placas de agar sangre, después
de 24 horas de incubacion las bacterias se inocularon en tubos de 15 mL con
caldo infusion cerebro-corazén (5mL) y se incubaron en agitacion orbital a 37 °C

toda la noche.

4.4.2. Preparacion del antigeno
Los cultivos bacterianos se calentaron en “bafio maria” con agitacion a 56 °C
durante 30 minutos con el fin de inactivar las bacterias y liberar los antigenos

solubles capsulares en el medio.

@ http://www.biomerieux.com
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4.4.3. Preparacion de eritrocitos

En un tubo “falcon” se colocaron 5 mL de sangre de bovino y se adicionaron 45
mL de PBS (1X), se mezclé suavemente por inversion y se centrifugé a 3500 rpm
durante 15 minutos, posteriormente se decantd el sobrenadante. Este lavado se

repitio 3 veces.

4.4.4. Sensibilizacion de eritrocitos

Al cultivo inactivado se le adicionaron 60 uL del paquete de eritrocitos y se incubd
en agitacion a 37 °C durante 1 hora. Posteriormente se realizaron 3 lavados, se
resuspendié en 10 mL de PBS (1X) y se centrifugaron a 3500 rpm durante 15

minutos. El volumen final se resuspendié en 5 mL de PBS (1X).

4.4.5. Preparacion de las placas y carga del antisuero (Asu)

En placas con fondo en “U” se depositaron 25 uL de PBS (1X) en cada uno de los
pozos (1-12 y A-H).

En la primera fila de la placa (A) se depositaron 25 L de Asu en cada pozo (1-12)
y con la pipeta multicanal se transfirieron de la fila A a la B, previo mezclado de la
dilucion (PBS-Asu) por pipeteo suave. Se repitio el procedimiento y se transfirieron
de la B a la C y asi sucesivamente hasta la fila H desechando los ultimos 25 pL,
con lo que se obtuvieron diluciones dobles seriadas: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1.64,
1:128 y 1:256

4.4.6. Desarrollo de la prueba

Ya que la placa estuvo cargada con los Asu en cada uno de los pozos se
depositaron 25 pL del paquete de eritrocitos sensibilizados. Las lecturas se
realizaron a los 30 minutos, 1 hora y a las 2 horas, observando reaccion positiva
en el fondo del pozo como una aglutinacion en forma de roseta y reaccion
negativa en forma de botones rojos sin aglutinacion.

Se utilizé una cepa de referencia serotipo A1 donada por el Dr. GH Frank y el Dr.
B. Briggs, NADC, USDA.
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4.5. Analisis de la informacion

4.5.1. Tasa de Prevalencia

Para calcular la prevalencia de M. haemolytica en la poblacion caprina del

CEIEPAA se utilizo la siguiente ecuacion:

Total de aislamientos de
Mannheimia sp

Tasade _

prevalenCia Total de la poblacién caprina en el
CEIEPAA

4.5.2. Analisis estadistico

X 100

Se determind si existia diferencia significativa en las frecuencias de aislamiento de

M. haemolytica con respecto a la variable edad, mediante la prueba de Chi

cuadrada con el programa estadistico SPSS.
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5. RESULTADOS.

5.1. Aislamiento de Mannheimia sp.

De 250 muestras procesadas, se obtuvieron 54 aislamientos sugerentes a la
morfologia tipica de M. haemolytica (21.6%). Los cultivos en medio agar-sangre
presentaron caracteristicas similares, entre las que destacan formacién de

colonias redondas, grisaceas, mucoides y con presencia de 3 hemolisis. (Figura

1).

Figura 1. Cepas con caracteristicas morfolégicas de M. haemolytica obtenidas de
exudado nasal de caprinos del CEIEPAA. Tequisquiapan, Querétaro 2013. Nétese

la hemodlisis alrededor de las colonias.
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5.2. Identificacion del agente

En la tincion de Gram se observaron bacilos cortos Gramnegativos en el 50% de
los aislamientos (27/54). Para la identificacion bioquimica de los aislamientos se
utilizé la galeria de pruebas APl 20NE en la que se identificaron 56% (15/27) como
cultivos de M. haemolytica y 44% (12/27) correspondieron a otras especies

bacterianas.

Los 15 aislamientos identificados como M. haemolytica, conforme a las
especificaciones del sistema APl 20NE, obtuvieron porcentajes de identificacion

mayores al 80%. (Cuadro 3).

Cuadro 3. Porcentaje de identificacion de aislamientos de M. haemolytica
mediante galeria APl 20NE

Especie Total de Porcentaje de
aislamientos identificacion
4 94.2
5 92.9
M. haemolytica 1 88.9
5 86.5
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5.3. Tipificacion serolégica

De los 15 aislamientos de M. haemolytica tipificados mediante la técnica de
inhibicién de la hemaglutinacién, 12 (80%) correspondieron al serotipo A7 y 3

(20%) fueron no tipificables (NT) (Figura 2).

Figura 2. Resultado de tipificacion serolégica de aislamientos de M.
haemolytica obtenidos de exudado nasal de caprinos del CEIEPAA,
Tequisquiapan, Querétaro, 2013, por medio de la técnica de inhibicion de la
hemaglutinacién. En la columna que corresponde al antisuero A7 se

observa aglutinacion en forma de roseta al fondo de los pozos.

25



5.4. Prevalencia de M. haemolytica y sus serotipos en caprinos
del CEIEPAA

En la poblacion caprina estudiada, M. haemolytica tuvo una prevalencia de 6%
(15/250) y por raza las prevalencias fueron para Boer de 30.7% (4/13), Alpino
Francés 7.2% (10/138) y Toggenburg 1.8% (1/56) (Figura 3).

%
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a &>

Boer Alpino Toggenburg Saanen Cruza
RAZA Francés

Figura 3. Prevalencias por raza en caprinos del CEIEPAA. Tequisquiapan,
Querétaro, 2013.

El serotipo A7 de M. haemolytica tuvo una prevalencia de 4.8% (12/250) mientras
que los aislamientos NT fue 1.2% (3/250).

Con respecto a la edad, destaca el grupo etario de 6 afios, ya que el 60% (9/15)
de los aislamientos de Mannheimia sp., el 58% (7/12) de M. haemolytica serotipo

A7 y el 66% (2/3) de los NT fueron identificados en este grupo etario (Figura 4).
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Figura 4. Porcentaje de aislamientos de Mannheimia sp., M. haemolytica A7 y
aislamientos NT por grupo etario en caprinos del CEIEPAA. Tequisquiapan,
Querétaro, 2013.

En cuanto a sexo, el 93% de los aislamientos (14/15) fue en hembras, y solo el 7%

restante (1/15) se obtuvo de un macho menor de un afio.

5.5. Analisis estadistico

Se comprobd que existe diferencia significativa entre la prevalencia de
aislamientos de M. haemolytica con respecto a los grupos etarios de los caprinos

de la poblacién en estudio. (p< 0.05)
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6. DISCUSION

La mannheimiosis es una de las enfermedades respiratorias con mayor relevancia
en términos econdémicos en las unidades de produccion de rumiantes a nivel
mundial debido a que puede ocasionar altas tasas de morbilidad, disminucion de
la ganancia de peso y menor eficiencia en la conversion alimenticia, sobre todo en
animales que han sido afectados de forma crénica. Los datos sobre prevalencia de
neumonias varian segun el pais de procedencia, tipos de produccién, edad de los

animales y época del afio en que se realiza el estudio. "% 2°

Diversos estudios han identificado a M. haemolytica en rumiantes domeésticos,
sobre todo en bovinos y ovinos, pero existen pocas publicaciones en las que se
determine la prevalencia y se realice la tipificacion de la bacteria en el ganado

caprino.®

La identificacion y serotipificacién de M. haemolytica es de vital importancia para el
control de la enfermedad, ya que permite la eleccion de medidas de control y
vacunacion especifica contra las serovariedades identificadas, mediante la
descripcion de los patrones de presentacion obtenidos a través de los aislamientos

pertenecientes a una misma region.?

El uso de kits de identificacion para M. haemolytica ha sido reportado desde hace
muchos afos Yy se ha comprobado que constituyen un método de ampliamente

usado en la identificacion del género y especie bacteriana. ' %°

En los trabajos realizados por Jaramillo et al., en 2007 y 2008, la identificacion de
Mannheimia haemolytica en aislamientos obtenidos del tracto respiratorio alto de
bovinos y en el de Garcia en 2010 con la identificaciéon de aislamientos de
Pasteurella multocida en cerdos se resalta la eficiencia del sistema API para

realizar la identificacion de esta bacteria. "% 24

Estudios realizados en México durante las décadas de los 80 y 90, muestran
porcentajes variables de los serotipos de M. haemolytica aislados de pulmones

neumonicos, identificando al serotipo A1 como el de mayor frecuencia de
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aislamiento en bovinos y al serotipo A2 como el mas frecuente encontrado en
ovinos aunque también se han obtenido aislamientos de A1 y A8; en caprinos se

han reportado aislamientos de A1, A2 y A3, ® 1 14.17.19

En un estudio, realizado en 616 cepas aisladas de caprinos y bovinos infectados
con M. haemolytica en Estados Unidos de América, se obtuvo que 60.4% de los

aislamientos correspondian a A1, 29.4% a A2 y 10.2% a A6. "°

Jaramillo et al., en 1985, al analizar 61 cepas de M. haemolytica provenientes de
pulmones neumoénicos de ovinos en México, encontraron que los serotipos mas
frecuentes fueron el A2 con 25%, el A1 con 15%, el A5y A11 con 10% cada uno y

20% correspondié a NT. %

Trabajando con cincuenta cepas de ovinos en México, Colin, et al., (1987),
encontraron que el 28% de las cepas correspondio al serotipo A1, 14% al A5, 8%
al A2y A9, 6% al A8, 2% al A6, A7 y A11yel 30% a NT.

Argueta et al., (1988), en un muestreo en cavidad nasal de 625 ovinos sanos
obtuvo 12% de aislamientos de M. haemolytica y los serotipos mas comunes
fueron A11 (18.7%), A5 (13,5%), A7 (10.52%) y no tipificables (14%). %°

En el trabajo realizado por Blanco Viera, et. al., para identificacion de serotipos de
P. multocida y M. haemolytica mediante un muestreo peridédico de ovinos y
caprinos en los rastros de Ferreria de la Ciudad de México y Tlalnepantla, Estado
de México (1989-1990), se obtuvieron aislamientos de pulmones con lesiones
inflamatorias y reportaron en ovinos 28 cepas que correspondian 39% al serotipo
A8, 32% a A2, 11% a A1, 7% a A6, 4% a A5 y 7% fueron NT. En caprinos

consiguieron 2 aislamientos en los que identificaron los serotipos A5 y A8. %°

Es importante mencionar el estudio realizado por Sanchis, et al., (1989), con 115
cepas de M. haemolytica, de las cuales 39 correspondieron a caprinos en las que

el 64% fueron serotipo A2. *°

Como se puede analizar en los estudios antes mencionados solo 3 de ellos fueron

realizados en caprinos. Por otra parte las frecuencias reportadas varian entre el
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10% y el 64%; los serotipos aislados en esta especie fueron A1, A2, A5, A6 y A8,
encontrando mayores porcentajes en los serotipos A1, A2 y A8, lo que contrasta
con los resultados de la presente investigacion, en la cual los aislamientos de M.
haemolytica (80%) obtenidos de exudado nasal de caprinos clinicamente sanos

fueron caracterizados dentro del serotipo A7. 2% 2730

En México se han reportado frecuencias de NT de 9.6 a 18% en pulmones de
becerras y de 7 hasta 27% en exudado nasal o en pulmones neumdnicos de
ovinos. En paises como Dinamarca o el Reino Unido se han reportado frecuencias
entre el 24 y el 25% en pulmones neumédnicos de becerros; en pulmones
neumonicos de vacas en Estados Unidos y de vacas, cerdos y ovejas en
Dinamarca hasta un 41%; en exudado nasal de becerros se ha reportado 9.3% en
la Gran Bretafia y 15.8% en ovinos del medio oeste de los Estados Unidos de
América. Las frecuencias mas bajas se han reportado en pulmones de ovinos con

3.6% en Etiopia, 7% en Hungria y 8.3% en Turquia.'’" > % 28,29, 3137

Los resultados en cuanto a aislamientos NT de M. haemolytica por la prueba de
hemoaglutinacién son variables y se reportan en estudios anteriores en valores
que van del 7 al 41% y difieren dependiendo de la fuente de aislamiento por lo que
han sido descritas como mutantes de M. haemolytica donde algunas son
deficientes en la produccién de antigeno soluble. En el presente trabajo se obtuvo
un 20% de aislamientos NT. Algunos estudios mencionan la posibilidad de que
cepas clasificadas como NT por la técnica de hemoaglutinacion indirecta (HAI),
quiza sean cepas serotipificables mediante dicha técnica, pero que la imposibilidad
de reaccionar a la HAI puede ser consecuencia de la pérdida de antigenos

serotipo especificos en la superficie celular. ' 1% %

Diversos estudios sefialan que la mannheimiosis afecta principalmente a animales
jovenes. En bovinos de Estados Unidos de América se observa una mayor
incidencia en becerros de entre 1 a 5 meses de edad recientemente
transportados, en becerras lecheras en EUA y Canada se reportan brotes que
llegan a afectar entre el 80% y 90% de los animales y altas tasas de morbilidad en

corderos lactantes expuestos a fatiga y enfriamiento.'® 2°
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La poblacion muestreada para esta investigacion estaba conformada en su
mayoria por animales menores a 1 afio de edad, sin embargo, de los individuos
dentro de este grupo solo se obtuvo el 13% de los aislamientos, mientras que el
60% de los aislamientos correspondieron a caprinos de 6 afios de edad, lo que
contrasta con lo reportado por Martinez-Razo (2013), con aislamientos de M.
haemolytica y P. multocida en las principales regiones caprinas de México, en los

que se obtuvieron prevalencias mayores en animales jovenes que en adultos. ®
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7. CONCLUSIONES

e Se demostré la presencia de M. haemolytica aislada en muestras de
exudado nasal de caprinos clinicamente sanos de diversas razas y en

diferentes etapas productivas.

e EI 65% de los aislamientos de M. haemolytica pertenecieron al serotipo A7

con una prevalencia de 5.2%.

e De las cepas identificadas como M. haemolytica el 20% fueron no

tipificables.

e EI 60% de los aislamientos de Mannheimia sp., el 58% de M. haemolytica
serotipo A7 y el 68% de los NT fueron identificados en caprinos de 6 afios
de edad

e En México no existen datos similares sobre la identificacion y

caracterizacion de M. haemolytica en caprinos.

e Se encontro diferencia significativa entre la prevalencia de los aislamientos
de M. haemolytica con respecto a los grupos etarios de la poblacion en
estudios (p<0.05).
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