Serotipos de Pasteurella multociday Pasteurella haemolytica
aislados a partir de pulmones con lesiones
inflamatorias en ovinos y caprinos

Resumen

El presente trabajo se realizé con el objetivo de aislar
y determinar los serotipos capsulares y somiticos de
Pasteurella multocida y los serotipos de Pasteurella hae-
molytica, a partir de pulmones con lesionesinflamatorias
de ovinos y caprinos. Con tal propésito se tomaron
muestras de 232 lesiones neumonicas, obteniéndose
un total de 117 aislamientos positivos a Pasteurellasp, de
las cuales 42 cepas se identificaron como P. haemolytica
y 75 como P. multocida. E1100% de los aislamientos de
P. haemolytica pertenecié al biotipo A. Los serotipos
determinados por Hemoaglutinacién Indirecta (HAI)
segin la especie animal fueron: En ovinos con 28 cepas
el 39% parael A8,el32% €lA2,11% A1, 7% A 6,4%
A 5y 7% no tipificables; en caprinos con 2 cepas, A5y
A 8respectivamente. En los aislamientos de P. multocida,
segiin las técnicas de Acriflavina e Hialuronidasa, 60%
pertenecid al tipo Ay 27% al D. Los serotipos somdticos
por Inmunodifusién en gel representaron en ovinos el
72% para el serotipo 3, 9% para el 15,4% parael 7, 2%
parael4,10,12y 14y 7% de no tipificables; en caprinos
con 3 cepas una pertenecio al serotipo 3, otraal 15y la
restante no tipificable. Se analiza la distribucién de los
serotipos de Pasteurella sp encontrados en el presente
estudio con otros informes al respecto.
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Introduccién

Las enfermedades respiratorias en ovinos represen-
tan un problema importante en muchos paises. Diver-
sos trabajos senalan su importancia como causa de
mortalidad en corderos, asi como los efectos negativos
sobre la ganancia de peso y menor eficiencia en la
conversién alimenticia en ovinos afectados con neumo-
nia cronica.5 26 .58

Los datos sobre prevalencia de neumonias varian
segiin el pais de procedencia, tipos de explotacién,
edad de los animales y época del aiio en que se realiza
el estudio. Se estima que las tasas promedio de
prevalencia en corderos fluctiian de 102 40%, tanto en
México como en el extranjero; los valores obtenidos en
el rastro son algo mis bajos que los de los Centros de
Diagnéstjco.l’n, 31, 34, 85, 38, 41

Eguiluz'® determiné que laneumonia mas comiin en
ovinos fue laintersticial, seguida de labronconeumonia
con aislamiento de Pasteurella multocida y Pasteurella
haemolytica como los principales agentes bacterianos
patégenos.

Enun estudiorealizado en un Centro de Explotacién
Ovina ubicado en Topilejo, México, D.F., Trigo y Ro-
mero® informan que de 191 necropsias efectuadas en
un periodo de dos afios, 28% de los casos tuvo como
causa de muerte cuadros neumonicos.

Entre los agentes infecciosos aislados en las enferme-
dades respiratorias de ovinos se mencionan como im-
portantes a: Mycoplasma ovipneumoniae, Mycoplasma
arginini, Pasteurella haemolytica, adenovirus, el virus de
parainfluenza-3 y el virus respiratorio sincicial ovino.*
15, 18, 28, 26, 50

Eguiluz'® en un estudio sobre 79 pulmones ovinos
encontré que los principales agentes- bacterianos
pat6genos aislados fueron P. multociday P. haemolytica.

Madrigal® informé que el 24% de 286 ovinos sacrifi-
cados presentd lesiones neumonicas; se aislaron como
microorganismos mas relevantes Mycoplasma spp y
Pasteurella haemolytica.
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Los trabajos de Malone et al.*? sefialan a Mycoplasma
ovipneumoniaey Pasteurella haemolytica como los organis-
mos mas aislados a partir del pulmén, triquea y moco
nasal.

Pasteurella haemolyticaes el agente mis frecuente en el
Reino Unido, pero ambas, P. haemolytica y P. multocida,
causan neumonias en ovinos y caprinos.?*

El serotipo 2 es comiinmente aislado a partir de
ovinos en buen estado de salud.®*?*?* Gilmour et al.?*
aislaron Pasteurella haemolytica a partir de 95% de las
muestras de tonsilas y del 64% de los hisopos naso-
faringeos.

Argueta ¢t al.* en un muestreo total de 625 ovinos
sanos, aislaron a partir de cavidad nasal un 12% de P.
haemolytica. Los serotipos mis comunes fueron A 11
(18.7%), A5 (13.5%),A 7 (10.52%) y P. haemolyticano
tipificable (14%). No se encontraron aislamientos de
los serotipos 3, 4, 10 y 15 del biotipo T.

Elserotipo 2 es el aislamiento mis frecuente en casos
de pasteurelosis neuménica ovina, mientras que rara-
mente se aisla de casos de pasteurelosis neuménica
bovina. Sin embargo, Thomson et al.*’ y Fraser et al.?
establecieron que existe una amplia variacién en la
prevalencia de los serotipos aislados de pulmones de
ovinos con neumonias por Pasteurella sp.

Jaramillo ¢t al.,*’ al analizar un total de 61 cepas de P.
haemolytica provenientes de pulmones neuménicos de
ovinos, encontraron que los serotipos mas frecuentes
fueron el 2con 25%, el 1 con 15% yelbyelll con 10%
cada uno, correspondiendo el 20% a cepas no tipi-
ficables.

Colin et al,"* trabajando con cincuenta cepas de
ovinos, encontraron que el 28% de las cepas correspon-
di6 al serotipo A1, 14% al A5, 8% al A2y A9, 6% al A8,
2% al A6, A7 y All y el 30% restante a cepas no
tipificables.

En un estudio realizado sobre un total de 115 cepas
de P. haemolytica, de las cuales 76 correspondieron a
ovinosylasrestantes a caprinos, Sanchis ¢t al.** observa-
ron que 34% de las cepas de origen ovino perteneciaal
serotipo A 2, 12% al A6, 10% al Aly 8% al A7; en las
cepas de origen caprino 64% fue A2.

Elobjetivo de este trabajo fue determinar los serotipos
capsulares y somaticos de P. multocida 'y P. haemolytica
presentes en muestras de pulmones con lesiones
inflamatorias de ovinos y caprinos.

Material y métodos
Recoleccién de muestras

Se efectuaron muestreos periédicos en los rastros de
Ferrerfa de la Ciudad de México y Tlanepantla, Estado
de México, con el fin de recolectar muestras de pulmo-
nes de 8070 ovinos y 988 caprinos recién sacrificados,
con lesiones macroscopicas sugestivas de procesos
neumoénicos. La recoleccion de muestras se efectud
entre noviembre de 1989 y junio de 1990.
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Estudio bacteriolégico

Se tomaron muestras de las zonas con lesiones, las
cuales fueron colocadas en recipientes estériles para
realizar posteriormente los cultivos bacteriolégicos res-
pectivos. Cada muestra fue procesada de acuerdo a las
técnicas descritas en la literatura para el aislamiento de
Pasteurella sp.®*1°

Una vez identificadas se separaron las cepas de P.
haemolyticay P. multocida, las cuales fueron liofilizadas.
Se mantuvieron asi hasta su posterior utilizacién.

Con las cepas de P. multocida se procedié a clasificar
sus tipos capsulares por las pruebas de: descapsulacién
por hialuronidasa para el tipo A, y para el D la técnica
de acriflavina. Mediante la prueba de precipitacién en
agar se clasificaron los tipos somdticos, para lo cual las
cepas aisladas fueron sembradas en agar dextrosa almi-
dén e incubadas durante 12 h.>1°

Luego, fueron lavadas y suspendidas en 1 ml de
solucién salina al 8.5% de NaCl en solucién amor-
tiguadora de fosfato pH 7.0 y formalinizada al 0.3%. En
el calentamiento de la suspensién bacteriana se siguie-
ron tres procedimientos: a) calentamientoabafio maria
en ebullicién durante una hora, b) calentamiento a
100 C enautoclave durante una horayc) calentamiento
a 120 C durante quince minutos. La suspensién fue
centrifugada, utilizindose el sobrenadante como an-
tigeno para la prueba.

La prueba de precipitacion se efectud por el método
de difusién en gel usando agar con 8.5% de NaCl. Fl
antigeno se puso en el pozo central y los antisueros en
los pozos periféricos circundantes. Se incubaron du-
rante 24 ha 37 C para luego ser leidas, registrdndose las
lineas de precipitacién. Se puso especial cuidado en la
diferenciacién entre antigenos primarios, caracteriza-
dos por fuertes lineas de precipitacién y antigenos
secundarios con lineas menos marcadas, de acuerdo a
las recomendaciones de Carter y Chengappa.'!

Respecto a las cepas identificadas como Pasteurella
haemolytica se procedi6 ala serotipificacién por el méto-
do de Hemoaglutinacién Indirecta descrita por Biber-
stein y Thompson.® Los antisueros para los 12 serotipos
se obtuvieron del Centro Nacional de Enfermedades
Animales de Ames, Iowa, Estados Unidos.

Andlisis estadistico

Para comparar las proporciones entre aislamientos
de ambas especies bacterianas con la especie animal se
utilizé una prueba de Z para diferencias de proporcio-
nes.”!” Se obtuvieron ademas los intervalos de confian-
za (95%) para los indices de lesion y aislamiento.

Resultados

En el periodo comprendido entre los meses de no-
viembre de 1989 a junio de 1990, se observd un total de
9,058 pares de pulmones que correspondieron a 8,070
ovinosy 988 caprinos; se obtuvo un total de 148 lesiones



Cuadro 1
SEROTIPOS DE Pasteurella haemolytica EN OVINOS Y CAPRINOS

Serotipos
Especie 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 N.T. Total
Ovinos s 9 - - 1 2 - 1 - . 28
% 11 32 - - 4 7 - 39 - - - - 100%
Caprinos - - - - 1 - - 1 - - - - - 2
% - - - - 50 - - 50 - - - - - 100%
Total 3 9 - - 2 2 - 12 - - - - 2 30
% 10 30 - - 6.6 6.6 - 40 - - - - 6.6 100%

N.T. = No tipificable

neumonicas, determinando un indice de lesion de
1.6%, con un intervalo de confianza de 1.46a1.74%. Si
se considera la especie animal estos indices fueron de
1.71% en ovinos (1.56 a 1.85%) y 1.01% en caprinos
(0.69 2 1.33%).

De las 14 lesiones se obtuvieron aislamientos positi-
vos a Pasteurella sp en 67 casos; se determiné un indice
de aislamiento en relacién con laslesiones neumonicas
de 45.2% (41.1 2 49.3%).

A partir de los 67 casos con aislamiento positivo, se
obtuvo un total de 70 cepas de Pasteurella sp, de las
cuales 30 (38%) pertenecieron a P. haemolytica y 49
(62%) a P. multocida.

En ovinos, 62% de los aislamientos correspondiéa
P. multociday 38% a P. haemolytica; en los caprinosde 5
cepas aisladas, 3 correspondieron a P. multociday 2 a
P. haemolytica.

Se detectdé una diferencia estadistica entre el aisla-

miento de P. multocida con respecto a P. haemolytica en -

los ovinos (P < 0.01).
De los 30 aislamientos de P. haemolytica el 100%
correspondié al biotipo A. Para ovinos, hubo 3 aisla-

mientos Al (11%),9 A2 (32%), 1 A5 (4%), 2 A6 (7%),

11 A8 (39%) y 2 no tipificables (7%). Para caprinos

hubo un aislamiento A5y uno A8 (Cuadro 1).

Cuadro 2
TIPOS CAPSULARES DE Pasteurella multocida
EN OVINOS Y CAPRINOS

Tipos
Especie A % D % . N.T. %

Total %

Ovinos 24 52 12 26 10 22 46 100
Caprinos 1 33 2 67 - - 3 100

Total 25 51 14 29 100 20 49 100

N.T. = No tipificable

De los 49 aislamientos de P. multocida 51% correspondid
al tipo A, 28% al D y 21% no fue tipificable (Cuadro 2).

En relacién con la especie animal, en ovinos el 52%
(24 cepas) fue del tipo A, 26% (12 cepas) del tipo Dy
22% (10 cepas) no tipificable; en caprinos con un total
de 3 cepas aisladas, dos correspondieron al tipo D y una
al A (Cuadro 2).

Dentro delos distintos procedimientos efectuados en
la preparacién del antigeno para la determinacién del
serotipo somdtico, el calentamiento a 120 C durante 15
minutos proporcioné los mejores resultados.

En cuanto a especie animal, en ovinos el 72% de las
cepas de P. multocida correspondid al serotipo 3, el 9%
al15,4% al 7, el 2% alos serotipos 4, 10,12y 14,y el 7%
fue no tipificable. En caprinos, de un total de 3 cepas,
una pertenecid al serotipo 3, otraal 15 y la restante fue
no tipificable (Cuadro 3).

Discusion

Segtin los resultados obtenidos, conviene mencionar
los términos utilizados. Asi, lo definido como indice de
lesién surge de la proporcién entre el nimero de
pulmones con lesiéon neuménica sobre el nimero total
de pulmones observados, los cuales se eligieron consi-
derando su aspecto macroscopico (aquéllos con la
mayor probabilidad de aislamiento de Pasteurella hae-
molyticay P. multocida). Por tal motivo, no se considera-
ron otras afecciones pulmonares, algunas indicativas
de procesos cronicos y proceso abscedativos o aquellos
con excesiva contaminacién. Por lo tanto, es imposible
considerar este valor de indice de lesion como indice
de lesién neuménica comparable con los indices de
prevalencia de neumonias obtenidos por otros auto-
res;'> #4851 por esto, los valores encontrados en este
trabajo son bastante menores a los referidos por los
autores antes mencionados.

En cuanto al indice de aislamiento que surge de la
relacion entre el nimero de pulmones con lesién y el
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Cuadro 3
SEROTIPOS SOMATICOS DE Pasteurella multocida EN OVINOS Y CAPRINOS

Serotipos somdticos

Especie 3* 4 7 10 12 14 15 NT. Total
Ovinos 33 1 2 1 1 46
% 72 2 4 2 2 2 9 7 100
Caprinos 1 - - - - - 1 1 3
% 33.3 - - - - - 33.3 33.3 100
Total 34 1 2 1 1 1 5 49
% 69 2 4 2 2 2 10 9 100

* Los serotipos faltantes no se incluyeron debido a la ausencia de cepas positivas

N.T. = No tipificable

nimero de cepas de P. haemolytica, P. multocidaaisladas,
o ambas, el valor obtenido fue algo mas elevado al
encontrado por otros autores,'* ?-2%% ]o cual podria
deberse a la mayor seleccién en el tipo de muestra
obtenida.

En cuanto a la especie bacteriana aislada, se observo
unadiferenciasignificativa (P <0.01) entre los aislamien-
tos de ambas especies. P. multocida fue el aistamiento més
frecuente con 49 cepas; los aislamientos de P. haemolytica
constituyeron 42 cepas. Estos resultados no coinciden
con lo observado por otros autores, quienes mencionan
que P. haemolytica es el aislamiento mas frecuente en
casos de pasteurelosis bovina y ovina,® 19247

Los resultados obtenidos en este trabajo sobre la
serotipificacién de P. haemolytica guardan similitud con
los sefialados por otros autores,!* 12 quienes obser-
varon que el mayor porcentaje de cepas estuvo agrupa-
do dentro del serotipo A1, A2y A8.

En ovinosel espectro de serotiposaislados es bastante
amplio. Biberstein y Thompson® al muestrear animales
sanos detectaron entre 5 y 10 serotipos diferentes;
Argueta et al. obtuvieron un resultado similar en un
trabajo realizado en corderos. Sin embargo, Shreeve et
al®informaron que esta amplitud se reducia en asocia-
cién a brotes de pasteurelosis donde pocos serotipos
tendian a predominar. Otros autores? *”*%47 informan
que hay una amplia variacién en la prevalencia de
serotipos individuales aislados de pulmones de ovinos
con pasteurelosis neuménica. Segin Jubb et al,* la
pasteurelosis neuménica en ovinos se deberia mis
comiinmente al serotipo A 2 con 25%, seguido del A 1
con 15%. Sanchis et al.** también encuentran predomi-
nio del serotipo A 2 con 34%; Colin et al.'* enun trabajo
con pulmones neumoénicos sefalan una amplia varie-
dad de serotipos. Los resultados obtenidos en este
trabajo no muestran una gran variedad de serotiposy si
bien indican un alto porcentaje de cepas dentro del
serotipo A 2, también sefnalan un elevado valor para el
serotipo A 8.

El mayor porcentaje de aislamientos de los serotipos
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AlyAB8indicaque éstosson los de mayor patogenicidad
para las especies analizadas. En los estudios realizados
por Gilmour,”® quien comparé la patogenicidad de los
serotipos 1, 2, 7y 9 en ovinos, no se encontré una
diferencia clara entre estos distintos serotipos. Gentry e
al*® compararon las propiedades de encapsulacion,
produccién de leucotoxina y propiedades antigénicas
de seis serotipos diferentes. Estos autores concluyeron
que si bien los seis presentaban el mismo potencial
patégeno segiin los pardmetros considerados, existian
ciertas diferencias sutiles en la toxicidad contra leuco-
citos, en el grado de crecimiento, habilidad para man-
tener la fase logaritmica de crecimiento, o ambos, que
podrian explicar porqué algunas cepas fallan en produ-
cir enfermedad. Luego, esta diferencia en favor de los
serotipos A 2y A 8 podria justificar la mayor frecuencia
de aislamientos de estos serotipos en relacién con los
Procesos neumonicos en ovinos y caprinos.

En este trabajo, el niimero de cepas no tipificables
por la prueba de hemoaglutinacién mostré un valor
relativamente bajo (7%), en comparacién con lo obser-
vado por otros autores. Aguilar ¢f al.! encontraron 14%
de cepas no tipificables, Colin et al.'* 30%, Quirie et al.?
24%, Argueta et al* 15%, Jaramillo et al.?® 18% y Fodor
et al'® 18%. La poca cantidad de cepas no tpificables
coincide con lo comunicado por otros autores,**? quie-
nesmencionan que las cepasaisladas de casosasociados
a enfermedad respiratoria son tipificables dentro de
algunos de los quince serotipos existentes; no asi aque-
llas cepas aisladas de animales sanos o provenientes de
lesiones patoldgicas ubicadas en otros 6rganos diferen-
tes a los pulmones.

No se aislaron cepas pertenecientes al biotipo T, lo
cual notificaria una vez mis la poca frecuencia de este
biotipo en México tal como lo describieran diversos
autores,*'*?4 aunque esimportante sehalar quenose
muestrearon ovinos con lesiones sospechosas de cua-
dros septicémicos.

Respecto a los tipos capsulares de P. multocida, la to-
talidad de los aislamientos estuvo agrupado dentro de



los tipos A y D. No se observé la presencia de los tipos
By E, lo que confirmé los hallazgos previos de otros
autores.'??% 4.4 ] Jama la atencién la elevada cantidad
de cepas del tipo D (27%), que contradice lo comunica-
do en trabajos de otros autores, donde la mayoria de las
cepas encontradas pertenecié al tipo capsular A, %4640

En cuanto a tipo somitico, 72% de las cepas pertene-
ci6 al serotipo 3, 7% al 15 y porcentajes menores
correspondieronalos serotipos 4, 7,10 y 74, coincidien-
do con los resultados obtenidos por Carter'®y Collier.!*
Estos autores informaron que el serotipo 3 era el mas
frecuente. Atsumi ¢ al. ° sefialaron que las cepas aisla-
das pertenecieron principalmente a los serotipos 1, 3,
4 y 11; ademds, encontraron la existencia de varias
cepas que reaccionaron con mas de un antisuero.
Estos resultados no concuerdan con lo descrito por
Wuy Qjan,” quienes encontraron mayor porcentaje
de los serotipos 2y 5.

El 8% de cepas que no pudo ser tipificado por la
prueba de Inmunodifusién en gel podria indicar nue-
vos serotipos comolo sefialaron Mushiny Schoenbaum?
en un trabajo sobre serotipificacion de cepas aisladas
de cuatro colonias de conejos en Israel, donde 94% de
las cepas fue no tipificable. Por otro lado, Chengappa e
al.,’? al wrabajar con cepas de P. multocida aisladas en
conejos, encontraron que 8% de las mismas no podia
ser tipificado.

Abstract

The purpose of this study was to isolate and determi-
ne the capsular and somatic serotypes of Pasteurella
multocida and the serotypes of Pasteurella haemolytica
from ovine and caprine lungs with inflammatorylesions.
A total of 232 lungs with inflammatory lesions were
collected and these yielded 117 isolates of Pasteurellasp.
Forty two strains were identified as P. haemolytica and 75
as P. multocida. All P. haemolytica isolates were biotype A.
The serotypes, which were determined by indirect
hemagglutination, were as follows: In sheep there were
28 strains with 39% serotype A8, 32% with A2, 11% with
Al, 7% with A6, 4% with A5 and 7% untyped. There
were 2 strains in goats, A5 and A8. There were 60%
biotype Aand 27% biotype D in the P. multocida isolates,
according with the acriflavine and hyaluronidase
techniques. Somatic serotypes were determined by gel
immunodiffusion and represented 72% in sheep for
serotype 3; 9%, for serotype 15; 4%, for serotype 7; 2%,
for serotypes 4, 10, 12 and 14; and 7%, untyped. There
were 3 isolates in the goats, and one belonged to
serotype 3, another to serotype 15 and the other one
wasuntyped. Theseresultswere comparedand discussed
with other studies described elsewhere.
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