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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue determinar la frecuencia de aislados de la bacteria
Mannheimia haemolytica en ovinos aparentemente sanos de seis municipios del Estado

de México (Calimaya, Capulhuac, Ixtlahuaca, Jiquipilco, Texcalyacac y Xalatlaco).

Se tomaron 183 hisopados nasales de ovinos aparentemente sanos, que se transportaron
en medio de Stuart para su procesamiento. Se utilizé como medio de cultivo agar sangre

para el aislamiento de bacterias con actividad hemolitica.

Se realizé la resiembra de las colonias que presentaron hemolisis, para obtener cultivos
puros, para identificar y confirmar se realizaron pruebas bioquimicas convencionales
(SIM, MIO, UREA, TSI, INDOL y OXIDASA).

Una vez identificados bioquimicamente, los aislados fueron inoculados en infusion
cerebro corazén, BHI por sus siglas en inglés y se dispensaron en criotubos para su
conservacion en ultracongelador a - 82°C.

En este trabajo se determind la positividad y prevalencia de los hisopados nasales a
Mannheimia haemolytica por municipio, sexo y edad; siendo Jiquipilco el municipio
con la prevalencia mas alta de 69% y Calimaya el municipio de menor prevalencia con
24%.

Los resultados de este trabajo nos indican que el sexo y la edad de los animales, no son
factores determinantes para la positividad de los hisopados nasales a Mannheimia

haemolytica.

Palabras clave: frecuencia, aislados, Mannheimia haemolytica, ovinos, aparentemente

Sanos.
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Introduccién

M. haemolytica es la bacteria mas patdgena asociada a problemas neumonicos en
ovinos. Es la primera mas importante y la segunda después de las enfermedades

gastrointestinales en ovinos y bovinos menores de un afio.

Es habitante normal de la nasofaringe, la inmunosupresion por estrées y las infecciones
por virus respiratorios propician el establecimiento y la multiplicacion en el tejido

pulmonar.

Entre las enfermedades infecciosas del ganado, las de origen respiratorio son la causa
principal de pérdidas; en animales jovenes el 25% de ellos experimentan un episodio
de enfermedades respiratorias durante el primer afio, con variables del 14 al 38%, més

frecuente en la etapa previa al destete.

Las neumonias ocasionan el 75% de los casos clinicos y provocan del 45 al 55 % de
mortalidad y su tratamiento llega a representar hasta el 8% de los costos de produccion.

La muerte perinatal, postnatal y las pérdidas econdémicas causadas son de
consideracion; lo que es un grave problema econémico en la produccion ovina a nivel
mundial. En el Reino Unido, la mortalidad de corderos es la causa principal de pérdidas

en la produccién ovina.

En México la muerte perinatal de corderos tiene una frecuencia del 15 al 30% que se
asocia con una alimentacion deficiente de las hembras durante la gestacion y lactacion.
Las instalaciones, practicas de manejo inadecuadas y factores ambientales que causan

estrés.

El sindrome respiratorio de ovinos es una de las causas de mortalidad perinatal de

importancia en muchos paises, asi como los efectos productivos en la ganancia de peso
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y su menor eficiencia en la conversion alimenticia, en ovinos afectados con problemas

de neumonia crénica.

La prevalencia de neumonia varia segun la region, tipo de explotacién, edad de los
ovinos y época del afio. La tasa de prevalencia en corderos estimada en México fluctla
entre el 10 y el 40% (Blanco et al., 1993).

M. haemolytica es el agente etioldgico de problemas respiratorios que causan pérdidas
econdmicas en varias especies animales como: bovinos, ovinos, caprinos, aves,
conejos, equinos, pavos. M. haemolytica es responsable de la fiebre de embarque o
Pasterelosis bovina (Seleim, 2005); ademas; septicemias, mastitis, pleuroneumonias en
bovinos, neumonia septica de corderos, mastitis, artritis y meningitis en ovinos (Songer
y Post, 2005).
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Revision de literatura
Mannheimia haemolytica
Historia

M. haemolytica es un cocobacilo gram negativo, no movil, no esporulado,
fermentativo, oxidasa-positivo, anaerobio facultativo (Quinn, 1994). Es un miembro
de la familia Pasteurellaceae, género Mannheimia. Primero fue llamado Bacterium
bipolare multocidum por Theodore Kitt en 1885, fue renombrado Pasteurella
haemolytica en 1932 por su caracter hemolitico en placas de agar con sangre de ovino
(Rice et al., 2008).

En 1885; Theodore Kitt la nombro Bacterium bipolare multocidum.
En 1896: Flugge la nombro Bacillus boviseptica.

En 1932: Neuson and Cross como Pasteurella haemolityca.

En 1959: Smith la clasifica en dos biotipos, Ay T.

En 1960: Biberstein y col. Desarrollaron un sistema de tipificacion por medio de

haemoaglutinacion indirecta (HAI).
En 1990: se le nombré Pasteurella trehalosi.

Y hasta 1999 se reclasificO6 como Mannheimia haemolytica por medio de

ribotipificacion por Angen y cols.
Taxonomia

El nuevo género Mannheimia fue establecido en 1999 para incluir a los miembros
trehalosa negativos del complejo de Pasteurella haemolytica. Todas las cepas en el

género fermentan manitol, pero no D-mannosa, es una clave para diferenciar
3
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Mannheimia spp. de los miembros del género Pasteurella. Las cinco especies actuales
en el género Mannheimia son Mannheimia haemolytica, Mannheimia granulomatis,
Mannheimia glucosida, Mannheimia ruminalis y Mannheimia varigena (Angen et al.,
1999).

Clasificacion serologica

Mannheimia haemolytica fue histéricamente clasificada en 17 serotipos, basada en
hemaglutinacion indirecta de antigenos de superficie capsular. Los microorganismos
fueron clasificados adicionalmente en dos biotipos Ay T, basado en la habilidad para
fermentar los azucares L-arabinosa o trehalosa, respectivamente. Las cepas biotipo T
serotipos 3, 4, 10 y 15 han sido recientemente reclasificadas como una especie
separada, Pasteurella trehalosi. El serotipo A1l es ahora M. glucosida, y las cepas
biotipo Al, A2, A5-A9, Al12-Al4, Al16, y Al7 (12 serotipos), permanecen como
Mannheimia haemolytica (Songer y Post, 2005). Actualmente Pasteurella trehalosi ha
sido reclasificado en un nuevo género, Bibersteinia, como Bibersteinia trehalosi comb.

Nov., basado en pruebas fenotipicas y genotipicas (Blackall et al., 2007).
Cultivo y morfologia de las colonias

En agar sangre, las colonias son: finas, de tamafio pequefio con crecimiento central
pequefio; en medios con sangre de ovino, equino y conejos, las colonias bacterianas
presentan un crecimiento circular, rodeadas por una estrecha zona de beta-hemodlisis,
pero en placas de agar sangre realizadas con sangre de ovejas jovenes se incrementa la
zona de beta-hemodlisis, en la parte interna la hemolisis es completa, mientras que en la
parte externa es parcial, pero incrementa su tamafio durante la incubacion. Mannheimia
es muy diferente de Pasteurella por su crecimiento en agar MacConkey con colonias
de rosa a rojas (Tefera y Samola, 2001). Los miembros del género Mannheimia son
cocobacilos gram negativos con un didmetro de 0.2 y 0.5 x 1.2 a 2.0 micras, cocobacilos

0 bacilos anaerobios facultativos o microfilicos (Hirsh et al., 2004).
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Diagnostico de M. haemolytica

El diagnostico estd basado en el aislamiento bacteriologico a partir de animales con
signos clinicos respiratorios. Las bacterias son bacilos pequefios y cocobacilos
gramnegativos, no maviles. En agar sangre de ovino, la morfologia de las colonias son
lisas, grisaceas, beta hemoliticas y con un didmetro de 2 mm después de 24 horas de

incubacion (Ewers et al., 2004).
Patogenia

Para iniciar la infeccion, los patdgenos bacterianos deben primero, ser capaces de
colonizar un tejido blanco apropiado en el hospedero (Beachey, 1981). Este tropismo,
en asociacion con la habilidad de la bacteria para romper las barreras mucosales e
invadir al hospedero, distingue a los microorganismos patégenos de los comensales.
La colonizacién se inicia con la union de la bacteria a los receptores expresados por las
células que forman la pared de la mucosa. Ciertas especies de bacterias estan
restringidas en términos de los hospederos, de los tejidos que ellos infectan y de las
enfermedades que ellos causan. Uno de los mecanismos mejor conocidos de adherencia
bacteriana es la unién mediada por estructuras celulares de superficie llamadas pilis o
fimbrias. Las pilis son estructuras largas y flexibles extendidas en el exterior de la
superficie de muchas especies de bacterias y permiten el contacto entre la bacteria y la

célula hospedera (Wizemann et al., 1999).

La funcion de la adhesién bacteriana determina la colonizacion, por unirse al receptor
molecular de la superficie celular del hospedero (Adamu, 2007). Las adhesinas, estan
compuestas de polipéptidos (proteinas) o polisacaridos (carbohidratos o azucares). Las
adhesinas proteicas se dividen en dos grupos: fimbrial y afimbrial. En el fimbrial, solo

se conoce un pili (Wilson et al., 2006).

M. haemolytica tiene dos tipos de fimbrias flexibles demostradas en bacterias

cultivadas in vitro, con una longitud de 12nm y un grosor de 5nm; in vivo fueron

5
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observadas estructuras similares especialmente cuando las bacterias se recuperaron de
fluidos de becerros infectados natural o experimentalmente, y en microorganismos
adheridos al epitelio traqueal en becerros naturalmente infectados, las caracteristicas
son similares, en animales infectados de manera natural. La adherencia se da a células

epiteliales traqueales; las fimbrias tienen una caracteristica de 35Kd (Ragy, 2003).
Virulencia

M. haemolytica es el agente etioldgico mas comdn de la pasterelosis neuménica,
ocasiona septicemia y mastitis, y es considerado uno de los patdgenos méas importantes
de ovinos, cabras y bovinos (Kirkan y Kaya, 2005). M. haemolytica es el agente
etiologico primario de la pasterelosis neumonica, una afeccion respiratoria importante
en vacas y ovejas. La pasterelosis neumonica bovina, en la mayoria de los casos, es
causada por M. haemolytica serotipo Al. En las ovejas las infecciones son por los
serotipos A:2, A:5, A:6, A:7, aunque con un incremento de la prevalencia (Ewers et
al., 2004). En México se han identificado en ovinos los serotipos A8, A2, Al, A6y A5
(Blanco et al., 1993).

Los miembros del género Mannheimia producen un nimero de substancias asociadas
con la virulencia de este grupo de microorganismos, la especie con mayor indice de
virulencia es M. haemolytica, siendo uno de los principales agentes patégenos en vacas,
ovejas y cabras. Entre las substancias importantes producidas por M. haemolytica
estan: la capsula, lipopolisacaridos, leucotoxina y otros como proteinas de membrana
externa, adhesinas, plasmidos, enzimas de hialuronidasa y neuroaminidasa (Tefera y
Samola, 2001).

Cépsula

La capsula juega en papel importante en la patogénesis, evita la fagocitosis y protege a
la membrana externa contra la respuesta del hospedero, por la activacion del sistema

de complemento mediante la produccion de hierro (Hirsh et al., 2004).
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Los polisacaridos de la capsula de M. haemolytica estan implicados como mediadores
en la resistencia contra los mecanismos de defensa del hospedero: fagocitosis por
neutréfilos y macréfagos alveolares, facilitando la formacion de microcolonias en la

neumonia (McKerral y Lo, 2002).

La estructura de la capsula fue identificada como un polisacarido producido durante la
fase logaritmica de crecimiento, y puede ser visualizada en la bacteria crecida in vitro
e in vivo (Ragy, 2003). Los polisacaridos capsulares han sido implicados en la
patogénesis de la mannheimiosis. El papel de los polisacaridos en la virulencia de
numerosos patdgenos gramnegativos han sido bien documentados; estos incluyen la
adherencia, prevencion de la desecacion y resistencia a las defensas del sistema inmune
del hospedero. La composicion de los polisacaridos de M. haemolytica Al estd
compuesto por disacaridos repetidos de acido N-acetilmannosamianurénico unido a N-

acetilmannosamina (Adamu, 2007).

Aislamientos acapsulares han sido ocasionalmente reportados, pero sus bases genéticas
no han sido bien estudiados. Ahora que los genes han sido clonados, las técnicas
moleculares son usadas para crear mutantes capsulares. Ademas, ha sido reportado que
el mutante acapsular de M. haemolytica fue mas facilmente fagocitado que las cepas
capsulares. EI material capsular puede interactuar con el liquido surfactante pulmonar,
facilitando de ese modo la adherencia local del microorganismo, a diferentes células
del hospedero (Wilson et al., 2006).

Lipopolisacaridos (LPS)

Los lipopolisacaridos representan del 10-15 % del peso de M. haemolytica. Dos genes
potencialmente involucrados en la biosintesis de M. haemolytica han sido clonados y
caracterizados (Adamu, 2007).

Otro factor critico de virulencia es el lipido A componente de los lipopolisacaridos de

la pared celular de la bacteria. El lipido A es el responsable de los efectos endotoxicos,

7
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tales como pirexia, activacion de macréfagos, liberacion del factor de necrosis tumoral
induccidn de shock hipotensivo y juega un papel en las lesiones vasculares en tejidos
de pulmones afectados. Ademas los LPS forman complejos con la leucotoxina, por lo
cual puede incrementar su citotoxidad (Rice et al., 2008). Aunque han sido reportados
como el principal determinante antigénico, los titulos de anticuerpos para LPS no

correlacionan con la resistencia para la neumonia experimental (Confer et al., 1990).

Los LPS son el mayor componente de las bacterias gramnegativas; la estructura basica
de los lipopolisacaridos de M. haemolytica reportan similitud a los de otras bacterias
gramnegativas. Constituyen el 10-15% del peso de M. haemolytica (Li y
Clinkenberard, 1999). EIl lipopolisacarido consta de tres regiones: polisacarido O,
nucleo polisacérido y lipido A une el lipopolisacarido con la doble capa fosfolipidica.
El lipopolisacérido O también se conoce como antigeno O (del aleman Ohne hauch,
sin pelicula) (Vadillo et al., 2002).

Los lipopolisacaridos de la pared celular consisten, en un complejo lipido, denominado
lipido A, responsable de la toxicidad, al cual se fija un polisacarido responsable de la
antigenicidad, constituido por un centro y una serie terminal de unidades repetitivas
que forman una especie de piel molecular sobre la superficie celular y representa un
antigeno principal de superficie de la célula bacteriana, denominado antigeno O
(Stanchi et al., 2007).

En el transcurso de la infeccion, desencadena en el hospedador la sintesis de
anticuerpos especificos, lo que permite en muchas ocasiones y mediante el empleo de
determinadas técnicas inmunolégicas, poner de manifiesto a la bacteria. Contribuye en
alguna medida a impedir la fagocitosis por leucocitos polimorfonucleares del
hospedero. El lipido A es un glucofosfolipidogue se comporta como mitégeno de
celulas B; es el elemento toxico para ciertas células del hospedero y contribuye a la
activacion del complemento por la via alterna; su principal funcidon es ocasionar la
sepsis de la bacteria (Vadillo et al., 2002).
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Leucotoxina

Entre los factores de virulencia producidos por M. haemolytica uno de los mas
importantes es una leucotoxina extracelular de 100 a 104 kDa de peso; la leucotoxina
se produce durante la fase logaritmica de crecimiento (Atapattu y Czuprynski, 2005).
M. haemolytica es frecuentemente encontrada en las criptas tonsilares y en el tracto
respiratorio superior de ganado saludable. En conjuncion con infecciones virales
activas y factores de stress, M. haemolytica migra a los pulmones donde se multiplica
rapidamente (Confer et al., 1990).

La leucotoxina extracelular es considerada la mas importante, responsable del dafio de
los leucocitos en los pulmones. La leucotoxina induce lisis y degranulacion de
neutrofilos que han sido implicados como las causas primarias de la inflamacion aguda
caracteristica de la pasteurellosis neumonica. La leucotoxina es una glicoproteina de
102-kDa, la cual es producida durante la fase logaritmica de crecimiento bacteriano in
vitro. La leucotoxina corresponde a la familia de toxinas RTX (por sus siglas en inglés,
repeats in toxins) y posee una amplia homologia con las exotoxinas producidas por
otras bacterias gramnegativas tales como E. coli, Actinobacillus pleroneumoniae y
Actinobacillus actinomycetemcomitans. A pesar de la amplia homologia compartida
por la familia de toxinas (RTX), éstas poseen una marcada dicotomia entre los
miembros de la familia con respecto a la especificidad de las células blanco. Las toxinas
secretadas por E. coli y Actinobacillus pleuropneumoniae lisan eritrocitos y células
nucleadas incluyendo los leucocitos de diferentes especies; en contraste la toxina
producida por Actinobacillus actinomycetemcomitans para leucocitos de primate y la
leucotoxina de M. haemolytica es especifica para macrofagos alveolares, neutrofilos y
leucocitos de rumiantes (Deshpande et al., 2002; Davies et al., 2001).

La leucotoxina produce numerosos efectos bioldgicos. Estos incluyen efectos

citotoxicos sobre los leucocitos de vacas, ovejas y cabras (en alta concentracion de
9
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leucotoxina), actuacion de leucocitos (en baja concentracion), muerte de leucocitos por
apoptosis, disminucion en la regulacion de las proteinas del complejo mayor de
histocompatibilidad 11 (MHC II) en la superficie de los macréfagos, afectando su
habilidad para presentar el antigeno. La activacion de los macréfagos causa liberacion
de citoquinas proinflamatorias e interleucina- I, y la estimulacion de los leucocitos
polimorfonucleares primero para la liberacion de H20>, el cual en turno es convertido
por células endoteliales alveolares en presencia de Fe en radicales hidroxilo. Los
radicales hidroxilo matan a la célula, provocando la acumulacion de fluido edematoso
y fibrina (Biberstein y Dwight, 1999; Murphy et al., 1995).

La leucotoxina es la responsable de provocar la inflamacion, edema, necrosis de los
pulmones afectados (Gioia et al., 2006); causa lisis de macréfagos celulares,
neutréfilos, en bovinos y en conejos provoca la lisis de glébulos rojos, con la perdida
de la defensa permite la colonizacidn bacteriana e iniciando con las lesiones patologicas

en todo el aparato respiratorio inferior (inflamacién pulmonar) (Rensburg et al., 2006).
Exotoxinas

Las toxinas son armas bioldgicas proteicas 0 no proteicas, producidas por la bacteria o
por las células dafiadas del hospedero. Las toxinas de las bacterias gramnegativas y
grampositivas son mediadores centrales en el shock séptico, en una condicién asi, a
menudo la situacion es fatal porque es el resultado de la accion combinada de citocinas,
cascada de complemento, y componentes de la cascada de la coagulacion (Wilson et
al., 2006).

Enzimas extracelulares

M. haemolytica serotipo Al produce la enzima neuraminidasa, pero no el biotipo T
(Bibersteina threalosi), se conoce ademas una pequefia hemolisina desde hace tiempo;
aunque no existen reportes de una hemolisina de mayor tamafio similar a otras

hemolisinas de bacterias gramnegativas; esta pequefia hemolisina actta liberando
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hemoglobina de los eritrocitos causando lisis celular; esta neuraminidasa producto de
M. haemolytica es importante en la colonizacion; es producida por los serotipos de M.

haemolytica (Ragy, 2003).
Plasmidos

Esta demostrado que M. haemolytica contiene plasmidos que han ocasionado la
resistencia a los antimicrobianos. La presencia de plasmidos en M. haemolytica se

demostré en el serotipo Al (Ragy, 2003).

En un estudio realizado en establos de Tijuana, Baja California, sobre la susceptibilidad
antimicrobiana in vitro de 31 cepas de M. haemolytica, se demostrd una tasa elevada
de resistencia (méas del 80%) contra kanamicina o lincomicina (Aguade y Aguilar,
2000).

Signos y lesiones

Los signos clinicos pueden variar desde inaparentes hasta una condicion fatal. Las
manifestaciones son depresion, anorexia, fiebre elevada (42 °C), incremento de la
frecuencia cardiaca, pérdida de peso y rinitis. Con frecuencia se observa lagrimeo y
tos, con incremento de la frecuencia respiratoria en las primeras etapas y
posteriormente con disnea. La auscultacién revela estertores anteroventrales y
bronquiales progresivos, los becerros pueden encontrarse con los codos abducidos, el

cuello extendido y algunos animales pueden presentar diarrea (Zecchinon et al., 2005).

Las lesiones pulmonares son lobulares, distribuidas anteroventralmente vy
caracterizadas por infiltracion extensiva de neutrofilos y exudacion de fibrina en las
vias aéreas y alvéolos. Los septos interlobulillares se encuentran distendidos con
material gelatinoso y contienen edema, fibrina, leucocitos y los conductos linfaticos se
encuentran distendidos. Los bronquios tienen paredes normales aungque puede existir

necrosis y descamacion de las células epiteliales. Estos contienen comdnmente los
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productos de los procesos inflamatorios mas importantes: debris necrético, leucocitos
y fibrina. Al corte la superficie presenta diversos colores, ademas de hemorragia,
infartos, necrosis y solidificacion del tejido tanto en la etapa aguda, fluida y congestiva
de la enfermedad (hepatizacion gris). El término consolidacion se utiliza mas
comunmente ahora para cambios exudativos. Las vias menores se encuentran
inflamadas, empezando por los bronquiolos terminales. Los alvéolos contienen edema,
fibrina y ocasionalmente hemorragias en proporciones variables, los aspectos méas
interesantes son las células inflamatorias (neutréfilos y macréfagos) y las areas de
necrosis de coagulacion. Estas Gltimas son multifocales y pueden involucrar lobulillos
completos o confluentes, pero no I6bulos completos. La importancia de la necrosis se
produce por la citolisis de los neutrofilos y macréfagos que drenan una variedad de
compuestos toxicos (enzimas, histamina, prostaglandinas) que agravan el dafio

pulmonar (Zecchinon et al., 2005).
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Justificacion

La enfermedad respiratoria en ovinos, se caracteriza por ser un proceso infeccioso agudo que
causa importantes péerdidas economicas, debido a la elevada mortalidad de corderos y
reduccion de la ganancia de peso, afectando la conversion alimenticia de los animales
enfermos, ademas de tratamientos costosos entre los animales sobrevivientes. El patdgeno de
mayor importancia causante de la enfermedad respiratoria es M. haemolytica. Dada la alta
incidencia de ovinos afectados en la ovinocultura regional y nacional, es necesario determinar
la frecuencia de M. haemolytica, en ovinos aparentemente sanos. Los resultados obtenidos
en el presente estudio, brindan informacién sobre el papel de portadores de los ovinos con
aislamiento positivo y la posible trasmisidn horizontal a la progenie. Lo cual contribuira para
la toma de decisiones sobre las medidas de control y prevencion de las neumonias causadas

por M. haemolytica.
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Hipotesis

Es factible obtener aislados de Mannheimia haemolytica de ovinos aparentemente sanos,

procedentes de 6 municipios del Estado de México.
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Objetivos

Objetivo general:

Determinar la frecuencia de aislados de Mannheimia haemolytica a partir hisopados nasales

de ovinos aparentemente sanos, procedentes de 6 municipios del Estado de México.
Objetivos particulares:

- Obtener hisopados nasales de ovinos aparentemente sanos.

- Caracterizar fenotipicamente los aislados obtenidos.

15
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Material

Material biologico:

183 hisopados nasales de ovinos aparentemente sanos

Aislados de M. haemolytica

Cepa de referencia: M. haemolytica ATCC 4425, serotipo Al y (American Type

Collection Culture).

Medios de cultivo:

Base de Agar Sangre (DIFCO)
Infusion Cerebro Corazon (DIFCO)
Agar MacConkey (DIFCO)
Glicerol

Pruebas Bioquimicas:

TSI

SIM

MIO

Urea

Carbohidratos diversos
Reactivos:

Oxidasa

Saturnino Miguel Cejudo Rojas
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Catalasa

Kovac

Cristal violeta o violeta de genciana
Yodo

Alcohol

Acetona

Safranina

Equipo:

Estufa bacteriologica odds ratio

Microscopio Boeco Germany
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Método

Caracteristicas de la poblacion

Se procesaron 183 hisopados nasales de ovinos aparentemente sanos, de diferentes
unidades de produccion procedentes de 6 municipios del Estado de México. Los ovinos

fueron de rebarios de origen nacional.
Toma de muestras:

La toma de muestras se realizé de acuerdo con las recomendaciones del fabricante de

los hisopos.
Bacteriologia:

El proceso técnico para el cultivo de las muestras se realiz6 de acuerdo con Biberstein
y Dwight (1999). Las muestras se inocularon en placas agar sangre y en agar

MacConkey e incubaron durante 24 hrs. a 37 °C.

Las colonias obtenidas se seleccionaron por sus caracteristicas fenotipicas (aspecto,

color gris y caréacter hemolitico).

Se realizaron pruebas bioquimicas convencionales previa purificacion de los cultivos

para la identificacién de los aislamientos (Mutters, 1985).
Aislamiento e identificacion de M. haemolytica.

Las muestras de hisopados nasales se inocularon en placas de agar sangre (preparadas
con 10 % de sangre de carnero) e incubadas a 37 °C durante 24 hrs. La identificacion
fenotipica de las colonias fue hecha por la apariencia tipica de Mannhemia spp. Se les
realizO métodos convencionales como tincién de Gram y pruebas bioquimicas
(oxidasa, fermentacion de carbohidratos, produccion de acido sulfhidrico, motilidad,

produccién de indol, ureasa y fermentacion de trehalosa. Las colonias seleccionadas
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fueron subcultivadas en agar sangre, incubadas a 37 °C durante 24 hrs., obteniéndose

los cultivos puros de cada aislado.
Mantenimiento y congelacion

Una vez identificados los aislados de M. haemolytica obtenidos en los estudios
bacterioldgicos, se propagaron en infusion cerebro corazén (BHI) y se dispensaron en

criotubos para su conservacion en ultracongelador a -82 °C.
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Meétodo estadistico

Se uso6 un disefio experimental completamente al azar y los resultados se analizaron
con estadistica descriptiva, con descripcion con tablas, frecuencias y gréaficas
correspondientes, se realizé un andlisis con tabla de contingencia de 2x2 para evaluar
larelacion de variables de riesgo por sexo con prueba de Chi cuadrada, con un intervalo

de confianza del 95% y una P<0.05.
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Limite de tiempo

El presente trabajo se llevd a cabo dentro del periodo de Enero del 2016 a Enero del
2017.
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Limite de espacio

El trabajo se llevé a cabo en el area aves del Centro de Investigacion y Estudios
Avanzados en Salud Animal (CIESA), de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la Universidad Autonoma del Estado de México, situado en el Km 15.5
de la carretera Panamericana Toluca-Atlacomulco, coordenadas, latitud norte 19° 23’
577, latitud oeste 99° 42° 47>,
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Resultados

Los resultados obtenidos en el presente estudio se evaluaron a partir un total de 183
hisopados nasales de ovinos aparentemente sanos, correspondientes a seis municipios
del Estado de México, qué se procesaron para obtener aislados de Mannheimia
haemolytica, en el Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en Salud Animal
(CIESA) de laFMVZ-UAEMEX, en el cuadro uno se presentan las frecuencias de 183
hisopados nasales de ovinos aparentemente sanos, se identifican por su municipio de
origen, los municipios se ordenan de forma alfabética, se presenta también una gréfica

de frecuencia.

Cuadro 1. Frecuencia de muestreo de hisopados nasales de ovinos aparentemente

sanos, para aislamiento de Mannheimia haemolytica, por municipio.

Municip: Frecuencia Frecuencia Muestreo Relativa

Hnicipio de muestreo relativa % acumulado acumulada %
Calimaya 29 16 29 16
Capulhuac 48 27 77 43
Ixtlahuaca 11 6 88 49
Jiquipilco 13 7 101 56
Texcalyacac 41 22 142 78
Xalatlaco 41 22 183 100
Total 183 100

Fuente: Datos originales
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Cuadro 2. Hisopados positivos y prevalencia por municipio, de aislados de

Mannheimia haemolytica.

. Hisopados Hisopados Prevalencia
Municipio _ .

obtenidos positivos %
Calimaya 29 7 24
Capulhuac 48 15 31
[xtlahuaca 11 5 45
Jiquipilco 13 9 69
Texcalyacac 41 15 36
Xalatlaco 41 15 36
Total 183 66 36

Fuente: Datos originales

El cuadro 2 presenta la frecuencia de aislados positivos a Mannheimia haemolytica por
municipio, mostrando que de 183 hisopados nasales de ovinos aparentemente sanos,
66 fueron positivos a Mannheimia haemolytica en los seis municipios, donde
encontramos mayor numero de positivos en Capulhuac, Texcalyacac y Xalatlaco, y por
otro lado los nimeros mas bajos arrojados en el presente estudio los encontramos en
Calimaya, Ixtlahuaca y Jiquipilco, representado para los primeros tres municipios un
69% de los casos positivos y para los ultimos tres un 31% de los casos positivos
(Grafica 2), la prevalencia por municipio, se observa la mas alta en Jiquipilco con un
69%, sequido de Ixtlahuaca con un 45%, en los deméas municipios la prevalencia oscila
entre el 24 %y el 36%, con una prevalencia para el presente estudio de un 36% (Grafica
3).
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Gréafica 2. Hisopados obtenidos y aislamientos positivos a Mannheimia

haemolytica.
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Gréfica 3. Prevalencia de Mannheimia haemolytica, por municipio.
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Cuadro 3. Indice de positividad a Mannheimia haemolytica, de hisopados nasales

de ovinos aparentemente sanos, por municipio y sexo.

Hisopad Hisopados indicede  Hisopados indice de Total
Municipio L:)pa'!dos de hembras positividad de machos positividad hisopados Prevalencia %
obtenidos positivos % hembras  positivos % machos  positivos
Calimaya 29 2 7 5 17 7 24
Capulhuac 48 9 19 6 12 15 31
Ixtlahuaca 11 0 0 5 45 5 45
Jiquipilco 13 0 0 9 69 9 69
Texcalyacac 41 8 19 7 17 15 36
Xalatlaco 41 8 19 7 17 15 36
Total 183 27 15 39 21 66 36

Fuente: Datos originales

El cuadro 3 muestra, que de 183 hisopados nasales, 66 son positivos Mannheimia
haemolytica, correspondiendo a 27 hembras y a 39 machos, es necesario mencionar
que de los resultados negativos fueron 117, 62 corresponden a hembras y 55 a machos
(véase cuadro 4) siendo un total de 94 machos y de 89 hembras el universo de estudio
del presente trabajo, también se muestra el indice de positividad que fue de 15% para
hembras y de 21% para machos, mostrando diferencia significativa entre sexos para los
municipios de Jiquipilco e Ixtlahuaca, para los demas municipios no se observa
diferencia significativa con un 95% de IC, es decir la prevalencia por sexo resulté de
15% para hembras y 21% para machos, estadisticamente no existiendo una diferencia
significativa por sexo, se muestra en la Gréafica 4 el indice de positividad a Mannheimia

haemolytica, por sexo y municipio.
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Gréfica 4. Indice de positividad para Mannheimia haemolytica, por sexo.
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Cuadro 4. Cuadro de contingencia para andlisis de riesgo por sexo.

Mannheimia
haemolytica

Positivos | Negativos | Total

Machos

39 59 94

Hembras

27 62 89

Total

66 117 183
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En el andlisis estadistico, en cuadro de contingencia de 2X2 en analisis de riesgo por
sexo los resultados obtenidos son de 0.92--2.3 con 95% de confianza, lo que

interpretamos que no hay diferencia significativa por sexo.

Cuadro 5. Resultados de X2.

Prueba Ji-cuadrado de

L Estadistico Valor p
asociacion
Sin correccion 2.4659 0.1163
Correccion de Yates 2.0059 0.1567

MEGASTAT. Version 9.1b,

En el factor de riesgo por sexo no existe una diferencia significativa entre machos y
hembras, concluyendo que la obtencion de hisopados nasales positivos a Mannheimia

haemolytica no depende del factor sexo, con una confianza del 95%

Grafica 5. Prueba de Chi cuadrada.
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Cuadro 6: Distribucidon de hisopados positivos a Mannheimia haemolytica, por

municipio, sexo y edad.

Hembras Machos
Hi q | | Total
Municipio ISOP? s Corderas Adultas  Corderos  Adultos Tota Tota hisopados
obtenidos corderos adultos .
positivos
Calimaya 29 0 2 0 5 0 7 7
Capulhuac 48 2 7 4 2 6 9 15
Ixtlahuaca 11 0 0 5 0 5 0 5
Jiquipilco 13 0 0 5 4 5 4 9
Texcalyacac 41 3 5 4 3 7 8 15
Xalatlaco 41 0 8 5 2 5 10 15
Total 183 5 22 23 16 28 38 66

Fuente: Datos originales

De las hembras positivas 5 corresponden a corderas y 22 a ovejas adultas, para los
machos positivos, 23 corresponden a corderos y 16 a adultos. Por tanto el nimero de
hisopados nasales positivos a Mannheimia haemolytica, en corderos hembras y machos
es de 28 y de adultos hembras y machos es de 38, no existiendo diferencia significativa

por edad.
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Discusion.

En el presente estudio se obtuvieron aislados de Mannheimia haemolytica a partir de
hisopados nasales de ovinos aparentemente sanos procedentes de 6 municipios del
Estado de México. Estos resultados son similares a los obtenidos por Poulsen et al.,
2006, en un estudio epidemioldgico hecho en Noruega, en el cual obtuvieron aislados
en cultivo puro de Mannheimia haemolytica a partir de hisopados nasales de ovinos
aparentemente saludables de 4 rebafios del suroeste de Noruega. Ellos demostraron con
su estudio, que un namero relativamente elevado de ovinos aparentemente saludables
en noruega, parecen ser portadores de Mannheimia haemolytica en el tracto respiratorio

superior.

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo asi como lo reportado por Poulsen et al.,
2006, demuestran el papel de los ovinos sanos como portadores de Mannheimia
haemolytica en el tracto respiratorio superior. Y que es muy probable que ocurra lo que
describen Narayanan et al., 2002, que usualmente esta bacteria coloniza la parte alta
del tracto respiratorio y bajo ciertas condiciones de inmunosupresion del hospedero,
Mannheimia haemolytica se multiplica rapidamente, invade los pulmones e inicia una
infeccion activa del epitelio alveolar, y por ello consideran a esta bacteria como un

agente patdgeno secundario.

Murphy et al., 1993, mencionan que dentro de rebafios de ovinos que cursan por una
mannheimiosis, probablemente haya portadores sanos de la cepa que esta causando la
neumonia y que es factible aislarla. En nuestro trabajo se obtuvieron aislados de
Mannheimia haemolytica a partir de hisopados nasales de ovinos aparentemente sanos,
de rebafios saludables y es probable que éstos acten como portadores de la bacteria y

diseminadores de la enfermedad en su caso.

Ewers et al., 2004, consideran a Mannheimia haemolytica como un agente etiologico

primario, posiblemente por ser esta bacteria la mas frecuentemente aislada de los
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procesos neumonicos de los rumiantes domeésticos, como es en el caso de los estudios
hechos por Odugbo et al., 2003, en Nigeria y por Hernandez, 2008, en México, en
cuyos trabajos obtuvieron aislados de Mannheimia haemolytica a partir de pulmones
neumaonicos de ovinos, estos autores concluyen que el principal agente involucrado en

los problemas respiratorios en ovinos es esta bacteria.

Aunque algunos autores consideren a Mannheimia haemolytica como un agente
patdgeno primario, en este estudio se encontrd que esta bacteria puede ser un habitante
normal del tracto respiratorio superior de los ovinos, y que puede tener un papel de
oportunista dentro de la patogenia de la mannheimiosis. Es decir, el papel de los ovinos
sanos como portadores de esta bacteria es muy importante para la perpetuacion de la

mannheimiosis ovina.
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Conclusiones.

En este estudio se obtuvieron aislados de Mannheimia haemolytica, a partir de
hisopados nasales de ovinos aparentemente sanos, en 6 municipios del Estado de

México estudiados.

Los resultados de este trabajo sugieren que Mannheimia haemolytica puede ser un
agente patdgeno oportunista, habitante normal del tracto respiratorio superior de los

oVvinos.

De los 183 hisopados nasales de ovinos aparentemente sanos, 66 de ellos fueron
positivos a Mannheimia haemolytica, 1o que representa una prevalencia en promedio

del 36% de los municipios estudiados.

Jiquipilco fue el municipio con la prevalencia mas alta de hisopados nasales positivos
a Mannheimia haemolytica con 69% y Calimaya obtuvo la prevalencia mas baja con
24%.

En este trabajo se encontré que el sexo no es determinante para el aislamiento de

Mannheimia haemolytica a partir de hisopados nasales de ovinos aparentemente sanos.

En este trabajo se determind que la edad no es significativa para el aislamiento de

Mannheimia haemolytica a partir de hisopados nasales de ovinos aparentemente sanos.
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Sugerencias.

Se sugiere continuar con estudios bacterioldgicos en ovinos sanos, en otros municipios

del Estado de México.

Se sugiere hacer serotipificacion de los aislados de Mannheimia haemolytica obtenidos
en este trabajo, asi como otros que se obtengan a futuro.
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