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RESUMEN

VILLEGAS VAZQUEZ ANA LILIA. Caracterizacion de los tipos capsulares de
Pasteurella multocida en exudado faringeo de bovinos productores de carne
clinicamente sanos en el estado de Querétaro. (Bajo la direccion del Dr. Carlos

Julio Jaramillo Arango y M en C. Victor Manuel Campuzano Ocampo).

El objetivo del presente estudio fue identificar y caracterizar los tipos capsulares
de P. multocida en exudado faringeo en bovinos destinados a la produccion de
carne en el estado de Querétaro. Se obtuvieron 227 muestras, mediante hisopo,
de exudado faringeo de animales clinicamente sanos en una planta de sacrificio
ubicada en el municipio de Ezequiel Montes, Querétaro. Las muestras fueron
sembradas en agar sangre a partir del hisopo e incubadas a 37°C por 24 h en
aerobiosis. Las cepas fueron identificadas a través de caracteristicas morfologicas,
pruebas bioquimicas convencionales y el microsistema comercial APl 20NE. La
tipificacion de los grupos capsulares A y D se realizo por medio de una PCR
multiple para la amplificacion de los genes hyaD-hyaC y dcbF respectivamente. De
acuerdo con los valores establecidos por el software APl WEB, se logré la
identificacién de un 14.09% (32/227) cepas de P. multocida, que mostraron un
porcentaje de identificacion de 96%, y una tipicidad de 1 a P. multocida. Por medio
de la PCR multiple se logré la amplificacion de los genes hyaD-hyaC
correspondientes al grupo capsular A en el 100% (32/32) de las cepas
identificadas previamente como P. multocida. No existen datos similares en
México sobre la identificacion y caracterizacion de P. multocida en bovinos
especializados en la produccién de carne. Con los resultados obtenidos se
corrobora que, de manera similar con otros paises de Europa y Ameérica, en

México el grupo capsular predominante de P. multocida es el A.

Palabras clave: Pasteurella multocida TIPOS CAPSULARES, CARACTERIZACION
BIOQUIMICA, CARACTERIZACION MOLECULAR, EXUDADO FARINGEO, BOVINOS,
PCR.



INTRODUCCION.

El Complejo Respiratorio Bovino (CRB) es un problema de salud animal con gran
impacto en la industria de la produccion de carne. Es la principal causa de
morbilidad (70%-80%) y de mortalidad (40%-50%) en los corrales de engorda en
los Estados Unidos, contribuye a pérdidas econdmicas y afecta el desempefio de
la produccion, la salud animal y la calidad de la canal. El CRB se conforma por
tres entidades clinicas: neumonia enzodtica de los terneros, neumonia intersticial
y la pasteurelosis neumonica; esta Ultima se describe como una enfermedad de
curso agudo que afecta a los bovinos jovenes y adultos, en la cual se involucran
microorganismos de la familia Pasteurellaceae como son: Pasteurella multocida,
Mannheimia haemolytica e Histophilus somniy otros agentes como el virus de la

rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR). **

Los factores predisponentes para la presentacion del CRB en el ganado son: la
tension producida por el traslado de los animales, el hacinamiento, la mezcla de
animales de diferentes edades y region geografica, cambios en la alimentacion, la
privacion de agua y alimento, los cambios oxidativos por estrés y el cambio

drastico de la temperatura.* *

Los principales patégenos presentes en el CRB son parte de la microbiota normal
de las vias respiratorias de los bovinos. Pasteurella multocida es uno de los
principales microorganismos aislados dentro del complejo respiratorio bovino al
igual que Mannheimia haemolytica, estos microorganismos colonizan
normalmente la nasofaringe de diversos animales domeésticos y silvestres,
cuando existen condiciones de tension (estrés) o bien infecciones virales, pueden
producir una neumonia fibrinosa de curso agudo. P. multocida participa como
agente oportunista y, en algunas ocasiones, como patdgeno primario; puede

sobrevivir por largos periodos en materia organica y hasta un afio en el agua.>®



PASTEURELOSIS PULMONAR BOVINA.

La pasteurelosis pulmonar es desencadenada por factores estresantes, los cuales
al presentarse durante un tiempo prolongado conducen a la hipersecrecién de
corticosteroides, lo que provoca decremento en la funcién leucocitaria,
comprometiendo asi la respuesta inmune del hospedador a los agentes
infecciosos.®’ Los agentes virales involucrados: herpesvirus bovino tipo 1, virus
sincitial respiratorio bovino, diarrea viral bovina y parainfluenza 3, que causan un
efecto citopatico directo en el aparato respiratorio, reducen la remocion bacteriana
y la capacidad fagocitica del macrofago alveolar, y el dafio al tejido favorece la
colonizacion del pulmén por la microbiota del hospedero. Una vez que las
bacterias se establecen en los pulmones, el dafio al tejido estd mediado por
diversos mecanismos. Las toxinas juegan un papel importante en la patogénesis
de la neumonia bacteriana, la endotoxina tiene una serie de efectos toxicos que
incluyen la iniciacion de las cascadas del complemento y la coagulacion, la
activacion de los granulocitos y macrofagos, aumentando el dafio en los tejidos. La
fraccion C de la capsula de P. multocida inhibe la funcién de los neutréfilos e
inhibe la fagocitosis destruyendo a los macrofagos. De esta manera, gran parte del
dafio pulmonar en la neumonia provocada por P. multocida se debe a inflamacion
pulmonar. El lipopolisacarido (LPS) de la membrana externa de la pared de las
bacterias Gram negativas esta implicado en el dafio pulmonar debido a que activa
la cascada del complemento. Esto resulta en un aumento de la permeabilidad
vascular, que conduce a la acumulacion de células inflamatorias, edema y la

deposicion de fibrina intravascular y extravascular. ®°

Los signos clinicos se observan en los animales de 7 a 10 dias después de un
evento estresante (movilizaciéon y traslado), o aproximadamente 27 dias después
de su llegada al corral de engorda. Los microorganismos presentes en la cavidad
nasal son una fuente de infeccion que puede transmitirse a través de la inhalacion
de aerosoles que contienen a las bacterias, por contacto directo, o por la ingestiéon
de alimentos o agua contaminados con las secreciones nasales de los animales

infectados.® La identificacion de los animales afectados es importante debido a



gue el comportamiento exhibido por los animales enmascara los signos tempranos
retrasando la deteccion y el tratamiento.” Las manifestaciones pueden ir de lo
inaparente hasta la muerte, los signos clinicos incluyen fiebres de hasta 42°C,
anorexia, hipersecrecion conjuntival, rinitis mucopurulenta, tos, incremento en la
frecuencia respiratoria aunque después se presenta disnea severa que puede
conducir a una respiracion oral; la auscultacion revela friccion pleural y pulmonar
debido a la consolidacién.® Los animales afectados extienden el cuello, abducen
los miembros anteriores para expandir el volumen de la cavidad toracica. Los
animales con signos severos por lo general mueren en los primeros 25 dias del
arribo a la engorda, algunos pueden recuperarse en una semana o desarrollar un
proceso cronico. La pasteurelosis se presenta con mayor frecuencia en otofio e

invierno.>*!

Pasteurella multocida.

En 1880, Louis Pasteur aisldé por primera vez P. multocida y determind que la
bacteria era el agente causante del cdélera aviar, también demostré que al hacer
pases repetidos de la bacteria se produce una cepa atenuada incapaz de causar
enfermedad, la inoculacion de aves con esta cepa podia provocar una respuesta
inmune protectora. En 1885, Kit aisld el microorganismo de la sangre de ganado
enfermo y lo llamé Bacterium bipolare multocidum. Hueppe, en 1886, le denomino
Bacterium septicemia haemorragica y empled el término “septicemia hemorragica”
para describir la enfermedad provocada por esta bacteria. Trabajos sucesivos
reconocieron propiedades bioquimicas y morfoldgicas comunes entre las bacterias
no hemoliticas que causaban septicemia hemorragica en los animales y fueron

clasificadas como Pasteurella multocida en 1939.1%2

P. multocida se subdivide en cuatro subespecies, que incluye a Pasteurella
multocida subsp. multocida, gallicida, septica y tigris.*? P. multocida puede
clasificarse en cinco grupos capsulares: A,B, D, E y F, de acuerdo a los

diferentes polisacaridos de la capsula. La distribucion geografica de estos grupos



es variable, los grupos B y E producen la septicemia hemorragica que afecta a los
blfalos de agua y al ganado bovino en Asia, Africa y sur de Europa. Se ha
demostrado que los grupos capsulares A y D afectan al ganado bovino en México.
La determinacion de la prevalencia contribuye en la elaboracién de productos

biolégicos para la prevencién y control de la pasteurelosis neuménica.*®**

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y BIOQUIMICAS DE P.

multocida.

P. multocida es un pequefio cocobacilo pleomérfico Gramnegativo. Presenta
capsula, es inmévil y mide 0.3- 1.0 um de largo, aerobio y anarerobio facultativo,
catalasa y oxidasa positivos, sin presencia de hemodlisis ni produccién de gas.*®
Crece después de incubarse por 18-24 horas en un rango de temperatura de 25 a
40 °C, siendo 37 °C la éptima para su desarrollo. Forma colonias que miden de 1 a
2 mm de diametro, presentan tres variaciones: mucoides, lisas iridiscentes y lisas
no iridiscentes. Con la tincion de Wright presentan una tipica tincion bipolar. Crece
bien en medios enriquecidos como agar sangre, agar chocolate y agar Mueller

Hinton, pero no crece en agar MacConkey.*>*°

FACTORES DE VIRULENCIA.

Capsula.

Es la base para la identificacién de los 5 grupos capsulares conocidos A, B, D, E y
F.1718 | as cepas de P. multocida producen una cépsula de polisacaridos que
difiere en su composicion dependiendo del grupo capsular. El grupo capsular A
posee una capsula de &cido hialurénico, mientras que D y F tienen cdpsulas con
heparina y condroitin respectivamente; el grupo B presenta manosa, glucosa y
glucosamina. La capsula de las cepas puede contribuir significativamente a la
virulencia, pues tiene propiedades antifagociticas y pirdgenas, claramente
juega un papel importante en la proteccion de las bacterias contra los

mecanismos inmunes del hospedero.*?’



Lipopolisacarido (LPS).

El LPS es considerado un antigeno que posee las funciones de las endotdxinas
de las bacterias Gram negativas: pirogénica, activaciéon de macréfagos, induccion
del factor de necrosis tumoral, activacion de la cascada de la coagulacion,
agregacion de plaquetas, estimulacion de la inmunidad humoral. Dicho antigeno
es uno de los principales factores de virulencia en las enfermedades ocasionadas

por P. multocida.®
Proteinas captadoras de hierro

El hierro es un nutriente esencial para P. multocida, se ha observado que bajo
condiciones carentes de este elemento, es capaz de secretar un factor de
crecimiento que funciona como un sideroforo. El hierro soluble es generalmente
escaso en los tejidos del hospedero; asi P. multocida ha desarrollado un
sistema de captacion de hierro mediado por sideréforos, éstos tienen gran

afinidad y lo captan de las moléculas libres de hierro en los tejidos.*"*°

Fimbria.

Se ha confirmado la participacion de la fimbria en el proceso de adhesion a la
superficie celular del hospedero. Las fimbrias son los principales mecanismos de
adherencia al epitelio mucoso del hospedero y trabajan en conjunto con el material

capsular, esta caracteristica esta relacionada directamente con la virulencia.?

Toxinas.

Las cepas de P. multocida producen toxinas en particular las del grupo capsular D,
gue posee una dermonecrotoxina (DNT) la cual tiene accidn citotoxica en células
de pulmon de embriones de bovino, también es causante de la rinitis atrofica en el

cerdo.?



Métodos de identificacion para P. multocida

El diagnostico de las enfermedades producidas por P. multocida se ha basado
tradicionalmente en la identificacibn de signos clinicos y caracteristicas
fisicoguimicas del agente. Estas pruebas se realizan con base en cualidades
fenotipicas; sin embargo, las condiciones del cultivo pueden influir en la expresion
de algunas caracteristicas, como la morfologia, fermentacion de carbohidratos y
propiedades seroldgicas, y con ello disminuir la sensibilidad y especificidad de los

métodos basados en estas caracteristicas.??

Carter (1967) propuso dos técnicas no seroldgicas para la tipificacion capsular, la
técnica de hialuronidasa para identificar el grupo capsular A, que se basa en la
despolimerizacion de la capsula del acido hialurénico al estar en contacto con una
cepa de Staphylococcus aureus productora de hialuronidasa y la floculacion por
acriflavina para identificar el grupo capsular D, técnicas que tardan de 3 a 5 dias,

respectivamente, para una identificacién completa.??*

En afos recientes las técnicas de biologia molecular han provisto grandes
beneficios para la identificacion bacteriana superando algunas limitaciones de los
procedimientos convencionales. Los ensayos basados en la deteccién de los
acidos nucléicos permiten la deteccion de organismos directamente de las
muestras clinicas, asi se mejora la sensibilidad, la especificidad y el tiempo
requerido para la identificaciébn del microorganismo disminuye. Particularmente la
PCR, ha sido muy util, pues con el uso de iniciadores especificos resulta facil la

identificacion del género y los grupos capsulares.??°

PCR para la tipificacion de los grupos capsulares de P. multocida

El desarrollo de la técnica de PCR ha demostrado ser un método rapido y sensible
para el diagnéstico de enfermedades, siendo posible producir en el laboratorio

multiples copias de un fragmento de ADN especifico, incluso en presencia de



millones de fragmentos de otras moléculas de ADN. Como su nombre indica, se
basa en la actividad de la enzima ADN polimerasa que es capaz de amplificar el
ADN y una pequefia cadena de nucleétidos que puede unirse a la molécula que se

desea copiar o amplificar para que sirva como iniciador o “primer”.* %

El genoma de P. multocida ha sido objeto de estudio con la finalidad de obtener
informacion sobre su replicacion, factores de virulencia y como evade al sistema
inmune. Se ha reportado que la cepa de P. multocida Pm70 posee un cromosoma
simple circular con 2,257,487 pares de bases, con 2,015 marcos abiertos de
lectura, 6 operones ARNr y 57 ARNt. En dicho andlisis se identificaron 104 genes

asociados a la virulencia del microorganismo.?"#

Los genes de virulencia codifican y regulan la actividad de los factores
involucrados en la interaccion de los patdogenos con el hospedero, o bien se
encuentran implicitos en los procesos metabdlicos y originan el desarrollo de la

patogénesis de la enfermedad.?

La secuencia de nucleétidos de los genes que codifican para la sintesis de la
capsula de P. multocida A, fue publicada en 1998 la cual fue descrita con 11
marcos abiertos de lectura, nueve de ellos tienen la funcion de codificar proteinas
para la capsula. La organizacion fue descrita en tres regiones, donde la region 1y
3 contienen los genes involucrados en la traslocacién y sustitucion de fosfolipidos,
mientras que la region 2 esta involucrada en la formacion de mondémeros de

azlcar activados y el ensamble de los polimeros de polisacéaridos.?>%%*



De acuerdo con lo descrito por Boyce (2000),* el producto de los primeros cuatro
genes (hexABCD) de la region 1 se encuentran involucrados en la exportacion de
los polisacéridos a la superficie, que a su vez forman proteinas que tienen similitud
a las proteinas involucradas en el transporte de ATP dependiente de otros

géneros bacterianos capsulados como lo son Haemophilus influenzae, Escherichia

coli y Neisseria meningitidis. 2°3*
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FIGURA 1. Organizacion genética de los diferentes grupos de P. multocida. Los
nameros indican la distancia en pares de bases entre la Ultima base del gen
anterior y la primera base del siguiente gen.*°

Los productos de los cinco genes siguientes (hyaABCDE) de la region 2 (Figura 1)
codifican para las proteinas involucradas en la formacién de los monomeros de
azucar activados y el ensamble de los polisacéaridos (acido hialurénico) del grupo
capsular A. Asimismo, dichos genes codifican las enzimas capaces de unir el
acido UDP glucorénico y UDP-N-acetil glicosamina, asi como la polimerasa capaz
de ensamblar los monosacaridos. Los genes hyaA y hyaD presentan una gran

similitud y se ha propuesto que cada uno participa en agregar los mondmeros



activados de azlcar para la formacion de los polisacaridos. Las funciones de los

genes hyaB y hyaE alin permanecen desconocidas.?®3!

Los productos de los dos genes finales (phyAB) de la regién 3 codifican para la
formacion de proteinas involucradas en la sustitucion de fosfolipidos de &acido

hialurénico anterior a la traslocacion.?%!

Importancia en la salud publica.

En estudios epidemiolégicos se ha aislado P. multocida de la faringe y de las
secreciones respiratorias en el 2 a 3% de las personas que tienen contacto con
animales (perros y gatos). La colonizaciéon se presenta con mayor frecuencia en
las personas que presentan enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) y
bronquiectasias, en ancianos y en pacientes con algun tipo de inmunodepresion.
En estas circunstancias, P. multocida puede comportarse como patdgeno
oportunista y, a partir de la mucosa respiratoria colonizada, invadir los tejidos,
causando cuadros de neumonia, bronquitis, empiema y abscesos pulmonares.
Con menor frecuencia, se presentan infecciones de vias altas: sinusitis, epiglotitis

y otitis. >3

Generalmente, el hombre adquiere la infeccion por inoculacién directa, por
araflazos o mordeduras de animales, especialmente de gatos y perros. P.
multocida es la causa mas frecuente de infeccién de heridas producidas por
mordedura de gato. Con menor frecuencia, se producen infecciones de heridas

abiertas, no causadas por mordedura.*®
JUSTIFICACION

En Meéxico se cuenta con estudios previos sobre la caracterizacion y
prevalencia de los tipos capsulares de P. multocida en bovinos destinados a la
produccion de leche, ain no se han realizado estudios en bovinos destinados a la

produccion de carne.
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HIPOTESIS

Es posible el aislamiento de Pasteurella multocida en muestras provenientes de

bovinos productores de carne clinicamente sanos.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

+ Identificar las cepas de Pasteurella multocida presentes en exudado faringeo

proveniente de bovinos clinicamente sanos destinados a la produccion de carne.
OBJETIVOS PARTICULARES.

* Realizar el aislamiento de Pasteurella multocida en vias respiratorias altas

de bovinos clinicamente sanos.

» Identificar los diferentes tipos capsulares de Pasteurella multocida mediante

PCR multiple aislados durante el estudio.

 Estimar la frecuencia de Pasteurella multocida en bovinos clinicamente

Sanos.

MATERIAL Y METODOS

Disefio del muestreo

Se consider6 una prevalencia del 18% con base en estudios previos'’ se calcul6
el tamafio minimo de muestra (TMM) con un 95% de confianza y un error

estimado de 5%. Aplicando la siguiente ecuacion:
n=2zxp x g/ d?

En la que:

z= nivel de confianza al 95%= 1,96

p= probabilidad de que ocurra el evento o prevalencia.
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g= 1-p, probabilidad de que no ocurra el evento
d= error estimado

Con base en dicha ecuacion, el TMM fue de 227 bovinos para determinar la

proporcion de animales positivos a P. multocida.
Obtencion y tipo de muestras de estudio.

La obtencion de las muestras se llevé a cabo en la planta de sacrificio de la
Distribuidora de Carne del Bajio (DICABSA) ubicada en el municipio de Ezequiel
Montes, Querétaro, en bovinos provenientes del mismo municipio; dichos
animales fueron muestreados después del sacrificio y previo al lavado de las

cabezas.

Se colectaron muestras de exudado faringeo mediante hisopos estériles que se
colocaron en medio de transporte Stuart y se conservaron en refrigeracion hasta
su procesamiento, el cual fue llevado a cabo en el Departamento de Medicina
Preventiva y Salud Publica Veterinaria y en el Centro de Ensefianza Investigacion
y Extensién en Produccion Animal en Altiplano de la Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia, UNAM.
Aislamiento e identificacion de P. multocida

El aislamiento e identificacién de las colonias se realiz6 por siembra en cajas de
agar sangre a partir del hisopo, se incubaron en aerobiosis durante 24 horas a
37°C. Posteriormente se realizé la tincion de Gram. Se observaron las
caracteristicas morfolégicas de las colonias y se seleccionaron aquellas que
coincidieron con las de P. multocida: redondas, grises, mucoides y sin presencia
de hemdlisis. Se llevaron a cabo las pruebas de identificacion de catalasa y
oxidasa. Se realizdé una nueva siembra con el fin de obtener cultivo puro de las
cepas de P. multocida, y posteriormente se realizé la identificacion bioquimica

mediante un microsistema comercial de identificacion.
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ldentificacion bioquimica de P. multocida

Se realiz6 la identificacion bioquimica de las cepas de P. multocida mediante el
sistema API 20NE’. El cual posee una galeria con 8 pruebas convencionales y 12
de asimilacion (Cuadro 1), conteniendo medios y/o sustratos en forma
deshidratada. Se prepararon las camaras de incubacion repartiendo
aproximadamente 5mL de agua destilada en los alveolos del fondo para crear una
atmésfera humeda. Las pruebas se realizaron a partir de colonias incubadas
durante 18 a 24 horas en agar sangre al 5%. Los ensayos convencionales se
inocularon con una suspension bacteriana al 0.5 en la escala de McFarland de la
cepa en solucién salina, se rellenaron los tubos (y no las cupulas) de los ensayos
desde el NO3 hasta al PNPG. Los ensayos de asimilacion de carbohidratos se
inocularon con un medio provisto por el fabricante (APl AUX Medium), al que se
transfirieron 200 pL de la suspension precedente y se rellenaron los tubos y las
cupulas desde el GLU al PAC. Finalmente se cubrieron con aceite las cupulas de
los ensayos GLU, ADH y URE. Las reacciones se produjeron tras un periodo de
incubacion de 24 horas a 30°C y se tradujeron en cambios de color, por el uso del
sustrato (GLU, ADH, URE, ESC, GEL, PNPG) o bien inducidos por la adicién de
reactivos (NOgs, TRP). Los ensayos se reincubaron 24 horas a 30°C para validar la
identificacion. La lectura de las reacciones se realizo utilizando la tabla de
identificacién provista por el fabricante, la identificacion se realiz6 con un peffil
numérico y el reconocimiento mediante el software de identificacion en linea
(APIWEB).

“ bioMérieux sa F-69280 Marcy I'Etoile, France.
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Cuadro 1: Identificacion de los ensayos y sus componentes activos en el sistema
AP| 20NE.

Ensayo \ Componentes activos
NO; Nitrato potdsico (reduccion de nitratos en
nitritos)
TRP L-triptofano
GLU D-glucosa
ADH L-arginina
URE Urea
ESC Esculina (citrato férrico)
GEL Gelatina
PNPG 4-nitrofenil-BD-galactosidasa
GLU D-glucosa
ARA L-arabinosa
MNE D-manosa
MAN D-manitol
NAG N-acetil-glucosamina
MAL D-maltosa
GNT Gluconato potasico
CAP Acido caprico
ADI Acido adipico
MLT Acido mélico
CIT Citrato trisédico
PAC Acido fenilacético
OX Oxidasa

Caracterizacion molecular de los grupos capsulares de P.
multocida
Extraccion de ADN.

Las cepas identificadas como P. multocida mediante el sistema API20NE fueron
resembradas en agar sangre al 5% e incubadas a 37 °C durante 24 horas. La
extraccion de ADN se llevé a cabo mediante el método de choque térmico.® Se
suspendio una asada de la muestra bacteriana en 200uL de agua destilada estéril

la cual se sometié a una temperatura de 92°C (ebullicién) durante 15 minutos. Se
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centrifugd a 8000xg durante 15 minutos, y se tomaron 5 pL del sobrenadante

(ADN) para agregarlos a la mezcla de la PCR.

PCR

Para la caracterizacion de los tipos capsulares los genes amplificados fueron:
para el A, hyaD-hyaC que codifican para la sintesis de acido hialuronico,
por medio de los iniciadores 5-TGCCAAAATCGCAGTCAG-3 y 5
TTGCCATCATTGTCAGTG-3' y para el grupo capsular D el gen amplificado
fue dcbF que codifica para la sintesis de una glicosil transferasa del operon
capsular, para lo cual se emplearon los iniciadores 5-
TTACAAAAGAAAGACTAGGAGCCC-3' y 5-CATCTACCCACTCAATATCAG-3
La caracterizacion molecular se realiz6 por medio de una PCR multiple
tomando como base el protocolo descrito por Campuzano et al. (2011) La
amplificacién se realizé en un termociclador bajo las siguientes condiciones: una
desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 minutos, seguida de una desnaturalizacion a
95°C por 30 segundos, elongaciéon a 56.5°C por 30 segundos y extension a 72°C
durante 30 segundos por 30 ciclos. La extension final a 72°C por 5 minutos. Las

reacciones se mantuvieron a 4°C hasta su visualizacion.

Se colocaron 32.5 uL de agua destilada estéril, 5uL de amortiguador 1x PCR, 3 uL
MgCl,, 2 uL de DNTP'S, 0.5 uL de cada uno de los iniciadores, 5 uL de ADNy 0.5
uL de Taq ADN Polimerasa.

La visualizacion de los productos amplificados se efectué en geles de agarosa al

1% tefidos con bromuro de etidio al 10% (10mg/mL).

RESULTADOS

Identificacion morfoldgica de las cepas de P. multocida

“MAXYGENE 198 Cambridge Street, Wembley WA 6014, AUSTRALIA.
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De un total de 227 muestras procesadas, se recuperaron 77 aislados (33.92%)
que correspondieron a la morfologia de P. multocida (redondas, grisaceas,
mucoides y sin presencia de hemdlisis). Posteriormente se realizé la tincién de
Gram, en donde 54 colonias (23.78%) correspondieron a cocobacilos

Gramnegativos.

Finalmente se utilizaron las pruebas de oxidasa y catalasa, resultando 50
aislamientos (22.02%) positivos (Figura 2).
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Figura 2. Aislamientos provenientes de exudado faringeo de bovinos destinados a la
produccion de carne en el estado de Querétaro.

Identificacion biogquimica de las cepas mediante APl 20NE.

Los 50 aislados que resultaron positivos a los ensayos de catalasa y oxidasa,
fueron sometidos al microsistema APl 20NE para obtener la identificacion
bioguimica definitiva y se obtuvieron los siguientes resultados: el 64% (32/50)
mostraron un porcentaje de identificacion del 96% y tipicidad de 1 a P. multocida,
y el 24% (12/50) correspondieron a Pasteurella spp con un porcentaje de

identificacion y tipicidad menores al 96% y 1, respectivamente.
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En el siguiente cuadro se describen los resultados positivos a las pruebas

bioguimicas contenidas en la galeria API20NE de los aislamientos estudiados.

Cuadro 2. Perfiles bioquimicos de las cepas de P. multocida aisladas de exudado
faringeo de bovinos clinicamente sanos, en el estado de Querétaro.

Pruebas biogquimicas % Positivos

Reduccidén de nitratos a nitritos 100
Triptéfano 73
D-glucosa 100
L-arginina 100
Urea 100
Esculina

Gelatina
Galactosidasa
D-glucosa
L-arabinosa
D-manosa

D-manitol
N-acetil-glucosamina
D-maltosa
Gluconato potasico
Acido caprico

Acido adipico

Acido mélico

Citrato trisddico

Acido fenilacético

OO O O O O O 0o o o o o o o o o o

Hemolisis

Oxidasa 100
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Tipificacion molecular.

Mediante la prueba de PCR se amplificaron los genes hyaD-hyaC para el grupo
capsular A y el gen dcbF para el grupo D cuyos productos de amplificacion
tuvieron un peso molecular esperado de 1044 pb para el grupo A y de 657pb para
el grupo D (Figura 4), que concuerdan con lo publicado por Townsend et al.
(2001).

1044 pb
657 pb

Figura 4. Producto de amplificacion de PCR multiple Gel de agarosa al 1% tefiido
con bromuro de etidio (M) Marcador, (A) Cepa de Referencia A, (D) Cepa de
Referencia D

Por medio de la PCR multiple, en las cepas se logré la amplificacion de un
producto de ~1044 pb, en el 100% de las cepas (n=32) que corresponde al grupo

capsular A de P. multocida (Figura 5).
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Figura 5. Producto de amplificacion de PCR mudltiple a partir de muestras de
exudado faringeo de bovinos. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio
(M) Marcador, (A) Control positivo A, (-) Control negativo, carriles 1-7 cepas de
campo.

Los resultados de las amplificaciones de las 32 muestras analizadas presentaron

el mismo perfil a las de la figura 5.

FRECUENCIA DE P. MULTOCIDA EN BOVINOS DESTINADOS A
LA PRODUCCION DE CARNE CLINICAMENTE SANOS.

Con base en los resultados obtenidos en la identificacion bioquimica y molecular la
frecuencia estimada de P. multocida fue de 14.09 % (32/227) de las cuales el

100% (32/32) fueron grupo A.
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DISCUSION.

El CRB ha sido reconocido como una enfermedad de gran importancia econémica
en el ganado. Su confirmacion es dificil debido a la variedad en los signos clinicos
y los procedimientos para su diagnostico pueden tomar mucho tiempo. Los
agentes bacterianos son los patégenos mas comuanmente involucrados,
actualmente no existe una prueba eficaz y sencilla para determinar la etiologia de

la enfermedad. 3% 34

Se ha demostrado que las principales bacterias encontradas en los problemas
respiratorios en el ganado bovino son M. haemolytica, H. somni y P. multocida,
esta Ultima se cita como la bacteria mas comunmente aislada en las neumonias

%38 1o cual refleja en alguna medida la naturaleza

de becerras lecheras,
oportunista de este microorganismo, al superar el desarrollo de otras
bacterias.®”*3° Se han identificado a los grupos capsulares A y D de P.
multocida, como los responsables de ocasionar la pasteurelosis neumonica
en México.”?**° En estudios llevados a cabo en el pais con muestras pulmonares
provenientes de rastros se han logrado aislamientos de Pasteurella spp en
alrededor del 50% de los casos, en los que P. multocida ha sido el principal agente
patégeno identificado.***%4°

El diagnostico de P. multocida se ha basado tradicionalmente en la presencia de
signos clinicos y la presentacion de caracteristicas fisicoquimicas del agente. Las
pruebas se realizan con base en caracteristicas fenotipicas; sin embargo, las
condiciones del cultivo pueden influir en la expresion de las propiedades de la
bacteria y con ello disminuir la especificidad y sensibilidad de los métodos

basados en estas caracteristicas.

La identificacion fenotipica de las cepas se llevé a cabo mediante el método de
siembra y crecimiento en agar sangre a 37 °C e identificando la morfologia de la

colonia.

Para la identificacion bioquimica de P. multocida se dispone de métodos que se
basan en sistemas comerciales miniaturizados, los cuales facilitan y agilizan la

tipificacion, entre ellos se encuentra el sistema APl 20NE, el cual se ha empleado
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como herramienta en la identificacién de enterobacterias y no enterobacterias en
medicina veterinaria, con resultados muy satisfactorios en cepas de P. multocida y
M. haemolytica.*? El sistema API es capaz de identificar con precision P. multocida
con un 64% menos del tiempo en comparacién con otros sistemas como Oxi/Ferm
El porcentaje de errores de identificacion es de s6lo 10% en los aislamientos de P.
multocida.*#434

En los resultados obtenidos mediante el uso de este sistema se observd un alto
porcentaje de identificacion y tipicidad completa a P. multocida en el 100% de los
aislamientos. Al utilizar el sistema API 20NE, se logré identificar 32 cepas
(14.09%) como P. multocida, las cuales mostraron un porcentaje de identificacion
del 96% y tipicidad de 1 a P. multocida, se observaron 12 cepas (5.28%) con
porcentajes de identificacion y tipicidad menores al 96% y 1, respectivamente. Los
resultados obtenidos del perfil bioquimico de las cepas estudiadas en este trabajo,
en cuanto al porcentaje de identificacidn y tipicidad con respecto a P. multocida,
concuerdan con los resultados obtenidos por Campuzano et al (2011), quienes en
el 97.5% de las cepas analizadas encontraron un porcentaje de identificacion del
96% vy tipicidad de 1 a P. multocida, por lo cual se considera al sistema de
identificacion APl 20NE como un método facil de aplicar y de alta confiabilidad

para la identificacion de este microorganismo.

Se ha observado que la deteccion de P. multocida se realiza en una menor
cantidad de tiempo utilizando la técnica de PCR. Con la identificacion de los genes
implicados en la biosintesis del polisacéarido capsular, las secuencias especificas
de los grupos capsulares son identificadas para su utilizacién como iniciadores
para la tipificacién capsular P. multocida por Townsend et al, (2001).*° La PCR
puede ser realizada a partir de una colonia bacteriana o mediante la extraccién de
ADN por ebullicion, lo que reduce el tiempo para la tipificacion sin necesidad de la
extraccion del ADN bacteriano por métodos mas costosos 0 con mayor inversion
de tiempo, como en el caso de la lisis alcalina. La PCR dirigida a los genes hya-C

y -hyaD proporciona una deteccién especifica de las cepas de P. multocida. 334
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Las ventajas de la PCR en comparacion con otras pruebas existentes incluyen una
mayor velocidad, sensibilidad, especificidad y simplicidad. No requiere medios de
cultivo especiales ni la inoculacién de animales de laboratorio y, por tanto, es mas

segura ya que evita el manejo de bacterias vivas.*

En el pais no existen antecedentes sobre las frecuencias de aislamiento de P.
multocida en bovinos productores de carne; las frecuencias del presente trabajo
(14.09%), de las cuales el 100% fue identificada como grupo capsular A, son
similares a otros autores que han identificado al grupo A en porcentajes que van
de un 80 hasta un 100%.%° Trabajos similares se han realizado en ovinos,
becerras y ganado lechero donde el grupo capsular mas frecuentemente

1235 mientras

encontrado es el A con porcentajes que van desde 77 hasta 97.3%
que del grupo capsular D el intervalo es de 0.02 hasta un 27%.%%*" Yates (1982)
menciona que el tipo A esta asociado comunmente con la neumonia en bovinos,
mientras que el grupo D solo se encuentra esporadicamente en casos de

enfermedad respiratoria. *®

En otros informes basados en la caracterizacion fenotipica de las cepas de P.
multocida de origen bovino y otros rumiantes, el grupo capsular predominante es
el A.* Investigaciones realizadas en bovinos con muestras de pulmones
neumonicos de becerras Holstein en el Estado de México,*” 'y en pulmones
neumonicos en los estados de México y Durango, informaron la presencia del
grupo A en un intervalo de 98.7 a 100% de las muestras estudiadas y 1.2 % para
el grupo D.***" Blanco et al. (1981) indicaron la presencia del grupo A en el 100%
de los aislamientos de P. multocida en pulmones con lesiones neumoénicas

provenientes becerras en el Estado de México.**

En el presente estudio la totalidad de los aislamientos de P. multocida
corresponden al grupo capsular A, dichos resultados demuestran que este grupo
predomina en los bovinos clinicamente sanos destinados a la produccion céarnica y
se asemejan a los resultados obtenidos en el trabajo de Campuzano et al. (2011)
en el que se utlizaron muestras de exudado nasal de bovinos lecheros

clinicamente sanos procedentes de la regidn lagunera en los estados de Coahuila

22



y Durango, y en el estado de Hidalgo,?* con lo cual se corrobora que, de manera
similar a otros paises de Europa y Ameérica, en México el grupo capsular
predominante de P. multocida es el A.

La identificacion y caracterizacion de los grupos capsulares de P. multocida es
importante en la prevencion y tratamiento de la pasteurelosis neuménica en
bovinos destinados a la produccién de carne. Asi como para conocer la situacion
epidemiolégica de este microorganismo en el municipio de Ezequiel Montes, en el
estado de Querétaro. De igual forma puede contribuir al desarrollo de
inmundégenos mas eficaces y como apoyo en los programas de prevencion y
control de dicha enfermedad.

Es menester resaltar que no existen datos similares en México sobre la
identificacién y caracterizacion de P. multocida en bovinos especializados en la

produccion de carne.

CONCLUSIONES.

e Se confirmo la presencia de P. multocida en exudado faringeo proveniente
de bovinos de engorda clinicamente sanos.

e No existen datos similares en México sobre la identificacion y
caracterizacion de P. multocida en bovinos especializados en produccién de
carne.

e EIl grupo capsular A de P. multocida es el que predomina en los bovinos
clinicamente sanos.
e El microsistema API20NE es una herramienta eficiente que acorta el tiempo

de identificacién de P. multocida.

e La prueba de PCR, es una herramienta rapida de deteccion e identificacién
para el diagndstico rutinario de la pasteurelosis neumonica.

e Es necesario analizar un mayor numero de muestras de distintas
producciones en diferentes zonas del municipio y del estado, para conocer

la situacion de P. multocida a nivel estatal.
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