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I. RESUMEN.
del  presente trabajo fue aislar y tipificar los tipos de £ muliocida v

El objctivo
partir de cavidad nasal de ovinos aparentemente sanos,

biotipos de P. hacmolvtica a
pertenecientes a sistemas de produccion trashumantes. Sc recolecturon 230 mucestras de 650
animales en 6 rebanos diferentes del Nunicipio de Xalatlaco, Estado de México, mediante

hisopos estériles en ¢l periodo de diciembre de 1995 a agosto de 1996, El anilisis

bacterioldgico de las muestras se rcalizd en cl Laboratorio de Microbiologia de la Faculiad
de Estudios Superiores Cuautitlan, utitizando placas de agar sangre ¢ incubadas por 24 h.

Las colonias se scleccionaron de acuerdo a su morfologia macroscdpicas v microscopicas.

Posteriormente se realizaron pruebas bioquimicas para su identificacion. los cstudios

serolégicos para tipificar Jos aislamicentos fueron hechos en el CENID-Microbiologia,
indirecta. con 16 antisucros

INIFAP-SAGAR, utilizando la técnica de hemoaglutinacion
36

recolectadas, se

de referencia. De las 230 muestras

monoespecificos
11 (23.9 26) a P mudiocida, de las

aislamientos de Pasteurella spp, correspondiendo
cuales 3 (6.5 %) fucron deltipo A » 8 (17.5 5) del tipo D. Por otro lado
2%) fucron Biotipo Ay 27 (58.7 %%)
un 96.3 % dc

35 aislamientos

correspondicron a . fivemolyvtica, de las cuales 8 (17.5

del biotipo T. Solo sc encontrd una cepa de scrotipo A6, obteniéndose

aislamientos no tipificables por hemoaglutinacion indirecta. La variacién estacional de

Pasreurella spp. fue elevada v estadisticamente significativa cn los meses de diciembre

{40 %) ¥ cnero (33.3 258) en comparacion con abril (6 %) y agosto ( 10.2 %3), coincidiendo

estos meses de porcentajes elevados con épocas de clima frio.

——— e

- ————— o ——m o



1. INTRODUCCION

Las neumonias son consideradas como uno de los principales problemas infecciosos
que limitan el desarrollo de la produccidn ovina nacional, debido a que constituye una
importante causa de pérdidas econdmicas, tanto por sus cfcctos negativos sobre la

ganancia de peso. la baja conversion alimenticia ¥ ¢l alto costo por tratamicntos: asi

13, 4m 2a e

como la mortalidad que ocasiona en los animales susceptibles.

Los dates de prevalencia de neumonias varia de acuerdo al pais de procedencia, tipos

de explotacion, vdad de los animales v época del ano en que sc realiza ¢l estudio. Se

cstima  que las tasas promedio de prevalencia en corderos fluctian del 10 al

i 1313,1% %4, e
tanto en México como en el extranjero.

En  estudios donde se evalud la mortalidad en corderos por ctapas en ol Estado de

Looas

México, se demostrd que la cifra alcanzada por ncumonias era del 20.92 %%,

Resultados similares fucron obtenidos en ¢l hato ovino del COPEA, localizado en

Topilejo, D.F. 7

Trigo ¥ Romero (1986). efectuando necropsias durante algunos ados; observaron en
191 animales, que ¢l 28 %% de los casos muricron por cuadros neumdnicos. Por otro
Iado. en investigaciones realizadas a 17 explotaciones ovinas en ¢l Valle de Toluca, en
un periodo de un afo, s¢ encontré guc el 40 % muricron por problemas

P 3s, 67
neumonicos.

Existen gran variedad de agentes infecciosos que participan en la enfermedad
respiratoria, entre las cuales sc pueden incluir virus como Adcnovirus vy
Parainfluenza 3, los cuales producen en forma gencral bronquitis v alveolitis: los
virus respiratorios sincitiales, que ocasionan la rinitis focal y bronquitis catarral y por
altimo sec menciona al Reovirus tipo 1, ¢l cual produce neumonia de tipo intersticial en

20, 42,43,
corderos. ' 30 43.43.53

(]




Entre los pardsitos que se involucran cn ¢l aparato respiratorio y que pucden
considerarse de importancia son  Dyvetiocaulus sp. Mucllerius v Protostrongnlus

20, IR, 46, 33, 613
rufescens. *

Dec los agentes bacterianos considerados en las ncumor cn OViNnos, se Mmencionan
como importantes a  AMycoplasma  ovipneumoniaoe,  Mycoplasnue  argining v

Myecoplasmea cornjuntivac, pero sin duda, 1a de

yor impontancia es Pasteurella
S8, 03, L8

. <a . . .
haemobtica O1tras bacterias involucradas son Pasicurctla midiocida,

Branhamella sp., Corynebacterium sp., Streptococcus sp., Staphylococeus sp., ¥
ocasionalmente se pueden aislar  estatilococos hemoliticos  y coliformes a partir de

42,4887

neumonias atipicas.

Se ha reconocido que P haemalviica v Poomultocida son agentes que comianmente sc

AT .
(O fsta

encuentran formando parte de la microbiota normal de Jos rumiantes.
asociacién comensal es importante debide a que bajo cicrtas condiciones dc

inmunosupresion en ¢l hudsped, como primoinfeccion por olros microorganismos,

cambios dc temperatura, humedad relativa alta » ventilacion deficiente, afectan a los

mecanismos de defensa incspecificos o que permiten la colonizacion de vias

. - - ie AR R SR1 ]
respiratorias bajas, causando daiio al tejido pulmonar.

2.1 CARACTERISTICAS GE

Pasteurella multocida y Pastcurella haemolyvtica son bacilos o cocobacilos Gram
negativos; tienen diversos tamaios, que varian de 0.3 - 1.0 por 1.0 - 2.0 um. '3, 39, 42
Sc pueden observar sélos, cn empalizadas o cadenas cortas, son acrobios o anacrobios
facultativos, son inmoviles, estdn capsuladas, no forman espora, soh oxidasa positiva y
muestran tincion bipolar, 1a cual cs mas manifiesta con las tinciones de Leishman o

. a PR . .
Wright; 10.19.3% o producen hemolisis, excepto 7. haemolytica, 1a cual sc aprecia en

placas dec agar sangre de bovino (en ocasioncs poco aparente), ademais de crecer en

LTS e o

agar Mc Conkey. multocida produce indol ademds de un olor

caracterististico en las placas, micntras que P. hucmolytica  no presenta éstas

P 7, 7, 39
caracteristicas. '- 717



En agar sangre, crcce a las 24 horas de incubacion, las colonias son de tamailo

variable, en general mide de 1 - 3 mun de diametro, 77 su torma es redonda bien
LL e 4

limitada, mucoide o rugosa ¥ tiene un color grisiceo.

Los diferentes tipos de Musterrcella mudtocida que se han identificado en base a sus

el AL.B.D, EyE "

. ' El tipo

A, es parte de la tlora nonmal de tracto respiratorio de muchos animales domésticos,

polisaciridos capsulares sepan Carter son 5 tipos

: también cs

ademds a sido aislado de problemas neuménicos en diferentes especies

frecuentemente aislado Jdel colera aviar, el tipo I3, no ¢s comensal ¥ ¢s asociado con

septicemia hemorrigica Je rumiantes en Asia, Australia y Europa. EJ tipo D, es

aislado mas frecuentemente de neumonia ¥ rinitis atrofica en cerdos, el tipo E, causa

LI T LA ~ -
s finalmente aislado

septicemia hemorragica on rumiantes de Africa Central,

de pavoes un nuevao tipo capsular denominado F, del cual aon no ¢s claro ¢l papel

con la enferme:

De los tipos antes mencionados de £ multocnda €1 Ay 1) se han aislado en

México. estos son identificados a partir de la prucba de la descapsulacidn por

. N . - " B - . T 2133
hialuronidasa para ¢l tipo Ay precipitacién de acritlavina para ¢l tipo . v

Los factores de virulencia de 22 mudrocida se asocian a Ia presencia de capsula. que

tienen como primer componcente al dcido hialurdnico; désta pucde ser responsable de la

adherencia selectiva que muestran algunas bacterias hacia los diferentes substratos,

incluyendo a superficies inertes y células epiteliales y la formacion de una toxina. la

P . 33
cual es un polipéptido dermonccrédtico letal en ratones, 7

Pasteurcila hacmolvtica cs un comcnsal de la nasofaringe, confinada casi
exclusivamente a los rumiantes y la cual se asocia cominmente a problemas
neuménicos, por ser la bacterin mas frecuentemente aislada de tejidos afectados. >
13.17.3% e acuerdo a la capacidad de reaccion con la catalasa y a la fermentacion de
carbohidratos se dividen en dos biotipos, €] biotipo A arabinosa y catalasa positivo v

el biotipo T trehalosa positivo, catalasa negativo. ' P7.0R.33. 48,62, 00



: puesto que las cepas del biotipo

Esta clasificaciédn ademas ticne importancia bioldgic
cn ovinos adultes y septicemia cn corderos

A, son responsables de 1a neumani

B 4,18, 17,38 . I - ) 5
Joévencs, por otro 1ado las cepas del biotipo T, causan la forma comdanmente
. PR 13, sn te, e2
conocida como pastcurclasis septicémica en  corderos  posdestete, oA A9 e2

islamicntos positivos a partir de fosas nasales de barregos

describi¢ndose también a

P 17,2
clinicamente sanas, | © 10 13 13 17,3398

Dec acucrdo a los antigenos capsulares solubles, se han descrito 17 scrotipos

diferenciables mediante la técnica de hemoaglutinacion indirecta o aglutinacion rapida

en placa. de los cuales para cl biotipo A sonel 1.2.5,6, 7.8, 9,11, 12,13, 14, 16 =
2 [T 3 aonLTaze - .

173 17, para ¢l biotipo T son et 3,4, 10, 15, 0 71303055 Gy cmbargo cientas

RN TR SN 263w S a

cepas no son tipificables por €stos metodos.

Accrea de los mecanismos que intervienen en ¢l desarrolio del dano pulmonar causado

ico de Ia

por P haemolytica, la mayoria de los autores coinciden en el efecto patolog

leucotoxina y» Ia endotoxina consideradas como los factores de virulencia mas

15, a8

se han reconocido

importantes, otros factores de virulencia que tambi

son una proteina de superficie, que liga solamente transferrina de rumiantes, dos tipos

de fimbria, una grande y rigida de 12 nm de diametro » otra flexible » pequeda de 5 nm

de didmerro. la cipsula con propicdades antifagociticas, de naturaleza polisacdrida,

que favorece la adhesiGn a superficies cpiteliales v le conficre a cada serotipo sus
: s

20

caracteristicas, la hcmolisina y la ncuroaminidasa. =

2.2 ASPECTOS MACRQOSCOPICOS ¥ MICROSCOPICOS.
La naturaleza de la ncumonia causada por Pastcurcila spp depende del prado de
proliferacién  bacteriana, de la  virulencia de la cepa y del nivel de defensa del
hospecdador, aunquc hay tendencia a caractlerizarse como ncumonia intersticial
fibrinosa aquella producida por P. hacmolytica y como bronconcumonia exudativa o

fibrinopurulenta a la relacionada con . multocida. 3



acterizn por ser

necumonia causada por £ haemaolyviica se ca

Como se menciond

intersticial fibrinosa. Sin cmbargo se ha logrado aislar Jde cuadros ncumanicos tanto

riables, que van desde una neumonia

de severidad, distribucion ' morfopatologia

supurativa focal v difusa, hasta cuadros de Iesiones vasculares con trombosis »

to pucde ser posible debido a que puedan existir diferencias en las

T a2

hemorragis

propicdades patogénicas de la bacteria.

En animalcs que han muerto por pastcurclosis ncumonica hiperaguda, se encucntra

exudado gelatinoso grisiceo sobre ¢l pericardio ¥ grundes cantidades de exudado
plecural de color pajizo, micntras que los pulmones estin agrandados. cedematosos y
alveolar difusa, edema

1y NCCros

hemorragicos. Desde el punto de visia histologico |
de tabiques interlobulillares v ¢n ovinoes que sobreviven a la tase hiperaguda de Ja

enfermedad se observan las Mamadas células avenulares con zonas alrededor de los

alveolos necrosados. En forma gencralizada las lesiones principales se encuentran en

la parte superior del aparatoe digestivo, torax ¢ higado ¥ son ademis frecuentes las

as subcutinecas en torax y cucllo. Se observa por otra parte aumcento de

hemorrag
volumen de tonsilas v linfonodos faringcos, asi como ulceracién y necrosis de faringe

yesofage. '

i
1




1. OBJETIVOS

-Aislar Pasteurclla multocida y Pusteurella hacmolytica de cavidad nasal de ovinos

a rebaios trashumantes de la zona de Xalatlaco, Estado

apar sanos, per

de México.

-ldentificar los tipos de Pasreurclla pudiocida asi como los  biotipos y scrotipos de

Pasteurello haemolytica.



IV. MATERIAL Y METODOS
4.1 Recoleccion de muestras
Se efectuaron mucstreos periddicos comprendidos de diciembre de 1995 a agosto de 1996, a

650 ovinos, dc 6 rebaios diferentes, pertenceicntes a sistemas de produccién trashumante en

co; recolectindose un total de 230 muestras de

el Municipio de Xalatlaco. Estado de Nés
exudado nasal de animales aparentemente sanos, mediante hisopos estériles introduciéndolos
» rotindolos en la parte profunda de la cavidad, una vez obtenidos se depositaron en tubos v

se trasladaron en refrigeracion para su procesamicnto al Laboratorio de Microbiologia de la

Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan.
3.2 Aislamicnto de Pastewrclla spp.

Cada mucstra sc sembrd directaimente del hisopo a las placas de agar sangre, adicionadas con

un 7% de sangre de bovino ¢ incubadas por 24 horas a 37 ° C. Transcurrido ¢sc tiempo se

procedié a scparar por su morfologia las colonias sospechosas de Pasteurella spp. una vez
adas para ob

seleccionadas sc resembraron bajo las mismas condiciones antes
un cultivo puro, se realizaron frotis de las colonias 3 se procedid a efectuar la tincion de

Gram para obscrvar sus caracteristicas microscépicas y tintoriales.

Una vez seleccionados los cultivos puros, fucron somctidos a prucbas bioquimicas primarias
y secundarias tales como motilidad, exhibicién de la actividad de la oxidasa, catalasa,
crecimiento en agar Mc Conkey, Oxido-Fermentacion, produccion de indol y produccién de
4dcido a partir de diferentes carbohidratos siguiendo la metodologia de Carter, Cowan y Me

Faddin. ™2'-4°

Todos los cultivos identificados como Pasteurella multocida y Pasteurella haemolytica

fucron scparados para su tipificacion.

.- cedm & oan sam
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4.3 Tipificacién de Pasteurella multocida
Las cepas de £, mudtocida fucron recapsuladas en ratones albinos, mediante la inoculacion

intraperitoneal de 0.2 ml de una suspension de la bacteria en caldo infusién cerebro-corazén

(BH1I). relizindoles la necropsia a las 23 ho postinoculacion y recuperindolas de higado.
Posteriormente sc procedio a clasificar los tipos capsulares de 7. nnddtocida, mediante las
prucbas de descapsulacion por hialuronidasa para el tipo A » la precipitacion de acriflavina

para ¢l tipo D.

Para Ia prucba de descapsulacion por hialuronidasa se scmbraron las colonias de
P. multocida en placas de agar sangre sobre tada la superficie y despuds una estria central
de Staplnlococcus aurcus productor de hialuronidasa, las cuales se¢ incubaron a 37° C por
243 h. Aquellas ccpas que mostraron un crecimicnto de colonias mucoides en la proximidad a

1a estria de S. qurewus y en cl resto de la placa colonias mucaoides se consideraron positivas a

descapsulacién y por consiguicente al tipo A.

Para la prucba de precipitacién de acriflavina se inocularon cepas de /. mulrtocida en tubos
con caldo BHI, los que se incubaron por 24 h a 37° C, transcurrido éste ticmpo sc
centrifugaron a 1200 x g durante 10 minutos; posteriormente se rctiraron 2.5 ml del
sobrenadante quedando 0.5 ml del scdimento bacteriano al que se le adiciond 0.5 ml de
solucién de acriflavina 1:1000. dcjindolos rcposar & temperatura ambiente durante 30
minutos. La reaccion sc did como positiva al observar la formacion de un precipitado

d

gr de color It y por igui al tipo D.

4.4 Tipificacién de Pasteurella haemolytica.

La subclasificacién en biotipo A y T sc realizd en basc a la produccidon de dcido a partir de
arabinosa y trehalosa. Por lo que las cepas de . haemolytica se scmbraron por agitacién en
un medio que contenia :

~Pepiona base 1.0 %

~Clorwo de Sodio 0.5 %

-Indicador de Andrade 1.0 %

~Cartohidrato » probar 1.0 %



Se dejaron en incubacidn por 23 - 72 h a 37° C, transcurrido e¢ste tiempo e consideraron
positivos al aprovechamiento de los carbohidratos por ta acidificacion del medio ¢l cual se
tornaba a un color rosado. Correspondiendo los aislamicntos arabinosa positivo al biotipo A

» aislamicntos trehalosa positiv o al biotipo T,
4.5 Dctenninacion de los serotipos capsulares de Pasteurella haemolyvtica
Las serotipos capsulares de P hacmolviica fueron determinados  por 1a prucba de

hemoaglutinacion indirecta wtitizando antisueros monoespecificos de referencia v siguiendo

cidn de 96 poros.”?

12 téenica sugerida por Frank en microplacas de titula

Para esta prucha se utilizaren eritrocitas de sanpre periférica destibrinada de bovino que sc

almacend por 10 menos 7 dias, pasado este tiempo se procedio a lavar los critrocitos con
solucién salina fistoldgica v cenrritnpindolos a 800 x g por 10 minutos varias veces hasta
que se obtuvo un sobrenadante completamente claro, mismo que se deeantd para obtener el

paquete de eritrocitos.

nto bacteriano

Para preparar ¢l antigeno (eritrocitos sensibilizados). se hizo crecer el aislami
a probar en tubos que contermiun 7 i Jde caldo 13 durante 18 h a 37° C en baio Maria en
agitacidén continua. Posteriormente  se inactivaron los cultivos clevando la  temperatura a
56° C por 30 minutos. lo que favorecio a la liberacion de antigenos capsulares solubles. Sc
agregaron 100 gl de eritrocitos previamente lavados ¢ inmediatamente sc incubaron en el
bafo por | h a 37 °C. Después se centrifugaron a 700 x g durante 5 minutos y sc repitié una

vez mas. finalmente los eritrocitos ibilizados se on con 7 ml! dc solucién

salina fisiologica.

En placas de microtitulaciéon de 96 pozos con fondo *U™, sc agregaron 25 pl de solucién
salina fisiolégica. En cada pozo de 1a linca A de 1a placa sc agregaron 25 pl de cada uno de
los 16 antisueros monoespecificos a probar y sc realizaron diluciones dobles hasta Ia fila H.
A cada pozo se les ailadié 25 pl de eritrocitos sensibilizados con P. hacmolytica del serotipo
a probar y se incubaron de 1 a 2 h a 37° C. Al finalizar este periodo se realizé una primern

10



lectura y luego se incubaron durante 24 h a temperatura ambicnie para realizar una

scgundalectura de las placas.

Los estudios seroldgicos se realizaron en el Laboratorio de Bacteriologia del CENID-
Microbiologia, INIFAP-SAGAR, ¢! cual proporciond los 16 antisueros de referencia, junto

con cepas de referencia.
4.6 Analisis Estadistico.

Para el andlisis de los porcentajes de aislamicnto de Pasteurclla spp sc utilizé ¢l programa

G.L.M (General Lineal Maodels) del paqucetce estadistico S.A.S. (Statistical Analysis System).



V. RESULTADOS.

Se trabajaron 230 muecstras de exudado nasal de 650 ovinos de 6 rebaios diferentes del

Municipio de Xalatlaco, Estado de México, en un periodo comprendido de diciembre de 1995

amicnto de Pastcurella spp (20 %6). los cuales fucron

a agosto de¢ 1996, obteniéndose 46 ais
examinados observando sus caracteristicas de morfologia bacteriana ' reaccidn tintorial,
ademais de las prucbas bioquimicas especificas realizadas como lo muestra ¢l cuadro 1, donde
sc observa como los aislamientos se comportaron de acucerdo a lo previsto, cs decir,
compatibles con cl géncro Pusteurclla spp vy a la vez penmnitio diferenciar por  su actividad
bioquimica a F. multocida de P. haemolyiica, obtenicndose  asi 11 (23.9%%) y 35 (76%6)
aislaimientos respectivamente tal como sc indica en la figura 1.

De fos aislamicntos de £ mnfltocida. 3 (6.5%) correpondicron al tipo A » 8 ( 17.5%) al
tipo D, mientras que de /2 licernic viica, 8 (17.58%4) fucron del biotipo A » 27 (5§8.7%4) del

biotipo T de acucrdo a las prucbas bioquimicas realizadas, tal como lo indican los cuadros

2, 3 » -4 Cabe scidalar que sc observa variabilidad en la fermentacion de los carbohidratos cn

cuanto al biotipo T ¢n donde xilosa presentd 7 aislamicntos positivos  » 20 negpativos asi

como arabinosa 11 positivos » 16 negativos.

Otras prucbas quc sc  realizaron para complementar la identificacion P. haemolyviica,
se indican en el cuadro 5, donde cabe sefialar que los resultados obtenidos descartaron a
otros géncros de cocobacilos, ademas de que se puede observar come <l 100% de los
aislamientos fueron ncgativos para las prucbas de urecasa, hidrolisis de Ia gelatina v
fenilalanina y 100% positivas en reduccion del nitrato, notando solamente variabilidad en la

produccién de H,S.

Dec los 35 aislamientos de 2. figcmolyvtica, sdlo 27 fueron serotipificadas. debido a que de las
B restantes, algunas no pudicron purificarse y otras no fucron recuperadas después de varios

dias de conservacion. De aguellas probadas sélo 1 (3.7%) pertenccio al biotipo A scrotipo 6

izando 1A,

y las 26 (96.3%%) rcstantes fueron no tipificables uti




El porcentaje obtenido de Pasteurclla spp. por mes fue: diciembre 40%, enero 33%, febrero
15%, marzo 25%, abril 6%, mayo 15.7%, junio 22% y agosto 10.2%, obscrvandose
diferencias cstadisticamente significativas entre diciembre 30% y cnero 33%% con abril 6% y

agosto 10% (P < 0.05) como se mucstra cn la figura 3.
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Cuadro 1. PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA Pastourella spp.

FORMA 7 COCOBACILO
GRAM (-) i 46746 (100%)

HEMOLISIS(+) i 35/46 (76%)°
OXIDASA (+) _‘ 46/46 (100%)
CATALASA (+) 7T T23146 (50%)
O7F CTTTF46/46(100%) T T

PRODUCCIONDE INDOL = = 1146 (26.1)

[PRODUCCIONDE ACIDO™ 7

A PARTIR DE.
GLUCOSA 7~ 77TTTT36/46 (100%)

RAFINOSA T 29746 (63%%)
MALTOSA 733148 (72%)
XILOSA TT21746 (469%)

~Soia sparente al GUItar 13 Coidna © desPues de vanas dias




CUADRO 2. MODELO DIFERENCIAL DE LOS TIPOS A Y D DE Pasteurella multocida.

HIALORUNIDASA pesitivo
TR 65 i o
ACRIFLAVINA __ posdvo ; o1 s/it
o % i 0 ; 175

No. de cepas probadas de Pasteurella multocida n=171
Tipos T A : D
Pruebas bioquimicas: i ! e
{ 371 or11
1




Cuadro 3. REACCION FERMENTATIVA DE CARBOHIDRATOS PARA EL TIPO A Y D DE
Pasteurella multocida

No. de cepas probadas ! 3 i 8 1
Tipos A ] )
Prod. de acido a partir de:
Glucosa T 3 1 8

% i 100 i 100
Xilosa B 1 { 7

% 383 T s7s
{Lactosa | 3- j 8 -
{ % 7 100 I 100 )
{Maftosa f 3- i 8-

% 7 700 7 160
Rafincsa o 3- ! 7-

% ! 100 ] 875
Trehalosa N T 1 i 8

% ] 333 N 100

ar




REACCION FERMENTATIVA DE LOS CARBOHIDRATOS

No. de cepas probadas. 7
Bictipos R el z
Prod. da acido a partir de.

Glgcosa

A —.—m*f_ 100 ! 100
Xilosa o ! 6 ! 20-
75 ‘ 74.1

%

Rafinosa

Arabincsa
5

Trehalosa J
% : 100 i 889

Cuadro 4. DIFERENCIACION DE LOS DOS BIOTIPOS A Y T DE Pasteurella haemolytica MEDIANTE LA



Cuadro 5. OTRAS PRUEBAS BIOCQUIMICAS UTILIZADAS PARA LA IDENTIFICACION DE Pasteurella
haemolytica

No. de cepas probadas i 8 t 27
Biotipos ] A i =
Pbas. biocquimicas T
Prod. de H2S
(tiras de Ac. Plomo) i 3 { 17
% : 37.5 | 63
Ureasa 8- { 27-
% N 100 : 100
Hidrol. de Ila Gelatina L 8- 1 27-
Yo TTTTTTRe6 T 7 oo
Reduc. del Nitrato ! 8 27
% i 100 100
Fenilalanina | 8- 27-
Yo I 100 100




VI. DISCUSION

trabajo los resultados obtenidos de 230 mucstras fueron 24 % de

Para el presente
con diversos autores, los cuiles

P. multocida y 76 %6 de P hacmolytica, 10 que coincide
mayor porc

cntaje que Floreltocida, en

mencionan que P haemolyviica  es  aisiada en

: X,9.13, 14,20, 33, 1%, 33, 34,63 07
ovinos.

de Dastenrella spp se encontro en los meses de diciembre »

De acucrdo a la prevalen
¢ de aisLaunienta del -0 26 y 33 26 respectivamente, en comparacion

encro un alto porcen
Isto indica que of mayor ninmero de

con abril ¥ agasto los cuales tuvicron un 6 %0 3 10 %6,
aislamientos de Pusteurelly spp aisladas coincide con época de clima frio. Sin embargo cabe

se logrd obtener un aislamicnto constante o

seitalar que en los meses restantes también

importante debido a que pudicera existir variacion ¥ correlacion entre permanencia cn un

determinado Jugar y época del ano de acuerdo al sistema trashumante.

Se encontrd un mayor numero de cepas del tipo D que del A de 77 pudrocidia, hecho que se
13,30 te, 37 .
. o en donde fa mayoria Jde los

contradice con lo mencionado por alpunes autore
aislamientos de cavidad nasal ¥ pulmones ncumanicos pertenccen al tipo capsular A, Owros

parecido a lo encontrado en el presente trabajo, por

ado mas cepas del tipo DD

autores han a
ciemplo. Radillo (1987) aislé un 35 % de oste tipo ¢n ovinos, mientras que Martinez (1991)
Niste poca

slamicnto ¢n pulmones neuwmanicos de corderos.

encontré un 100 %6 de
i pensarse que éste dato

nformacion sobre ¢l porque de los cambios de incidencia, pudie

las células epite

les de cavidad nasal,

este relacionado con la adherencia bacteriana hac

como menciona Ruz (1989). donde observo que existe una mayor tendencia en la

tal

adherencia de aislamicntos de /2. mudtocida tipo D que las del tipo A a células respiratorias

de concjo portadores en comparacion con Jos no portadores. Esto puede estar relacionado
con el tipo de cépsula, de hecho otros autores mencionados por Ruz (1989) han hecho notar

que la capsula del tipo A reduce la adherencia, quiza por su alta densidad de cargas que
la

repele mas a la bacteria de la célula animal o que la cipsula enmascare parcialmente
del

adhesina o ambas cosas.*®De este modo podriamos considerar que los resultados

prescnte trabajo de . nudtocida esten relacionados de Ia misma forma cn los ovinos de

la regién de Xalatlaco: sin embargo, s conveniente realizar nucvos estudios para confirmar

o descartar csta posibilidad. 22



En ¢l caso de . haemolvtica, it mayoria de los autores coinciden gue es mas frecuente e

aislamiento de cavidad nasal del biotipo A. quec frecuentemente ¢sta relucionado con
neumonia ¥ septicemia en corderos jovenes vy menos 0 nulo ¢l biotipo T que causa
septicemia en corderos postdestete, %% 1 Hoa e e cncontrandose mas de este altimo en
el presente estudio. Sin embargo. Muangots eof of. (1978), ¢n un estudio realizado en Kenya
aislaron 10.2 ¢% de P haemaolytica biotipo T, sienda éste mas frecuentemente aisiado de

cavidad nasal de cabrs "

cmia cn corderos.

s 3 bofregos aparentemente sanas » no de septic
En Francia, Sanchis «f af. (19%9), cncontrason 17 25 de aislamiento del biotipo T de

: . "
neumenias de pequeiios rumiantes.

En México, Martinez (1991) aisld uns

cepa del biotipo T serotipo 10 de pulmén ncumadanico
dc cordero, mientras que Morales er af. (1993) encontraron 2 cepas, ambas del serotipo 10,
una de ellas recobrada de exudado nasal » Ia otra de pulimon neumdnico. También Martinez
(1995) encontrd un 51.3 26 de £ huemolviica biotipo T de exudado nasal de semuentales
ovinos, identificadas <OIG por prucbas bioquimicas. A4S G anterior nos indica. que la
variacion de los biotipos de . hacmolvrica se deba a la constante competencia que existe

entre éstos on la nasofaringe; por lo que se sugicere que el alto porcentaje de aislamientos del

biotipo T en Xalatlaco. se deba a que estiin mejor adaptadas tanto al hospedador como a los

factores que 1o rodean y por lo tanto ser mas frecuente cn esta zor

dado que existen
variaciones cn cuanto a cspecie s tipos de Pasteurella spp, 1anto por zonas como por época

del ailo.

Los resultados de aislamicntos del biotipo T en la regidn de Xalatlaco confirma su presencia
en México, siendo nccesaria la investigacion en cuanto a la relacion que pudicra existir cntre
este biotipo ¥ 1a presentacidén de neumonias, debido a que en cl presente trabajo no fue
evaluado ya que no era parte dc los objctivos. Ademas cabe sefialar la importancia de que

este biotipo pudicra estar involucrado en mucrtes repentinas de los animales.



En cl presente trabajo sélo se logrs scrotipificar una cepa de . hacmaolytica biotipo A,

serotipo 6, obteniéndose a la verz un alto dndice de cepas no  tipificables por

hemoaglutinacién indirecta (HAI) utilizando 16 antisucros monoespecificos, cn comparacion

con lo observado por otros autores, que varia de 7 26 al 30 %6 de aislamientos no tipificables.

2,613, 18,5030 oo .
. 3R 3029 gin embargo, otros autores como Mawangota ef wl. (1987), observaron un 42 %
de cepas no tipificables utilizando 12 antisucros monocspecificos ¥ Je éstas ¢l 95.4 %% tucron

1sé misimo Martinez (1991). encontré un 56.2 %

sal de rumianies,

recobradas de cavidad s

de aislamicntos no tipificables de¢ pulmones necumédnicos de corderos. utilizando 12

antisucres Mmonoespeciticos. 3% por otro lado Bibersicin of uf. (1960). mencionan que dc

18 cepas no tipificables, 12 fucron recobradas de cavidad nasal de animales aparentemente
sanos, asi mismo en otro ostudico obtuvieron 39.42% cepas no tipificables utilizando sélo 11
antisucros, aisladas de cavidad nasal de ovinos aparcntemente sanos » Sanchis e of. (1989)

Je cepas no tipificables utilizando 15 antisueros monocspecificos, la

obtuvicron
3, <8

- . . . *
mayor parte fucron recobradas Jde nasefaringe de ovinos y caprinas.

lammicntos de

Los resultados obtenidos sugicren que existe una posible relacién entre los

cavidad nasal de animales aparentemente sanos con la no tipificacion por HAL ¥ que a la vez

- - . - . 4.3 .
pudieran ser patégenas o no patogenas segin la edad de los animales. *** % Ademias de que

pudieran involucrarse otros factores con la no tipificacion, tales como ¢l prado de

especificidad y sensibilidad de Ia prucha. 7> 3 por cjemplo Gilmour er /. (1985), observaron
al microscopio clectrénico protuberancias irregulares en la superficie, lo que pudicra reflcjar
distintas fases de crecimicnto y por lo tanto causar variaciones antigénicas que hnpidan la
tipificacién por métodos ya establecidos. 32 por o que sc sugicrc utilizar pruebas como la
contrainmunoecicctroforesis, donde segun Donachic ¢r al. (1984), encontraron dentro de un
grupo de cepas HAI negativas, 9 diferentes serogrupos y segin Frank (1980), existen por lo
1 do HAI, 3333 gebido a ésto los

menos 15 serotipos que no pued ser tipifi

isl. ientos del p dio podrian caer dentro de éstos serogrupos y scrotipaos nucvos

no tipificados por HAL. Por lo tanto cabe secilalar que los 35 aislamientos identificados

como P. haemolytica se portaron de¢ do a las i bioguimicas escnciales del
0. 17, 19,21, . . —

género, 1% 171 9 es decir, que todos tuvieron un escaso crecimiento en Mac Conkey.
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reaccién a la catalasa para cf biotipo A, no asi para el biotipo T: la

reaccién a la oxidasa,
obscrvable al quitar Ia colonia del agar o bien después

mayoria presentaba hemdlisis
de wvarios dias a 4° C, asi mismo fucron negativas a la motilidad, a Ia produccion de indol, a

licuefaccion de la gelating y fucron cominmente variables a

ureasa, fenilalanina,
mas cn aquellos aislamientos

produccion de H;>S; sin embargo.

sugeridos como F. haemaolytica biotipo T.

csta diferencia se aprecio

rvié para obicner mayor confiabilidad al respecto fue Ia

Un factor imprescindible que

produccidn de dcido a partir de los azicares arabinosa y trehalosa, lo que marcaron la
L10.17.19, 21,39, 48,62, 69

diferencia entre éstos 2 tipos, tal como lo sugieren diversos avtores.




V1. CONCLUSIONES.

-De las mucstras recolectadas se obtuvo un mayor miunero de aislamicntos de 2. hacmolviica
que de Pasteurella nudtocida y a la vez fucron aislados los 2 tipos v biotipos de ambas
especics. por lo tanto estos resultados deben de tomarse en cucnta en la claboraciéon de
autobacterinas para prevenir ¥y controlar posibles brotes de Ia enfermedad debido a que es
frecuente cl aislamiento de Pasicurclla spp de ovinos en la zona de Nalatlaco, bajo el
sistema trashumante.

-Lo aislamientos de . hacmolviica biotipo T, son frecuentes ¢n Ia region de Xalatlaco, y se

hace necesaria la investiy

acion cn cuanto a la relacion que pudiera existir entre este bhiotipo v
ta presentacion de neumonias.

-En los porcentajes de aisiamiento por mes se encontrd un mayor indice de Pastcurella spp.
en los meses de diciembre v enero coincidiendo con 1a época de clima trio, por lo tanto se

hace enfasis hacia ¢l mancjo sanitario en estos mes

. para prevenir enfermedades de tipo
respiratorio.

-De los aistamicntos de £ hacmolvtica sometidos a la prucba de HAL sc obtuvo un alto
porcentaje de cepas no tipificables, aunque Ia fermentacién de los azicares y otras prucbas
bioquimicas aportaron la confinnacion dc las caracteristicas de P. figemolytica, se sugicre
sean probadas con nuevas técnicas mais scnsibles, debido a que dentro de éste tipo de
aislamientos se podrian encontrar  nucvos scrotipos, ademas de ser neccesario que se
involucren otros grupos de investigacion.
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