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RESUMEN

Las limitaciones que enfrenta el sistema de produccion caprino son entre otras el bajo
ingreso econdmico, junto con problemas de sanidad, una de las principales amenazas
la actividad son los problemas respiratorios donde no se cuentan con programas de
prevencion y control. El objetivo de este estudio fue determinar la presencia de
Pasteurella multocida serotipo D, en muestras de caprinos con signos de neumonia.
Se trabajaron con un total de 156 muestras, las cuales se sembraron en agar sangre
y se identificaron mediante pruebas bioquimicas. Ademas, se llevo a cabo una PCR
punto final para la deteccion de los genes KMT para identificar género y especie, el
gen hyaD-hyaC para el serotipo A y el gen dcbF para el serotipo D. Si bien, en las
muestras de campo no se identificé la presencia de P. multocida, debido a que las
condiciones climaticas no eran favorables durante el periodo de tiempo en que se
realiz6 este estudio; se logré identificar el serotipo D en aislamientos resguardados
en laboratorio, por lo que se puede concluir que la importancia de identificar el serotipo
capsular radica en ser unos de uno de los principales factores que permite evadir el
sistema inmunoldgico del hospedador por mecanismos que se desconocen, por lo
gue crear estrategias de prevencion basadas en el reconocimiento de componentes
en la capsula como biolégicos o pruebas diagnésticas se hace necesario y

complementario a las ya existentes.



1. INTRODUCCION
Las actividades agropecuarias constituyen un papel importante en el desarrollo,
siendo unidades econ6micas que proveen de alimento a la poblacion. Sin embargo,
muchas son pequefias independientemente de su perfil productivo y estan limitadas
por los recursos naturales y el déficit del capital para optimizar sus actividades de
producciéon (Ramos Martinez et al., 2020).
Debido a que la cabra ha demostrado ser capaz de aprovechar la vegetacion de las
zonas aridas, se ha convertido en una especie ganadera que se adapta y produce en
condiciones desérticas obteniendo productos como la carne, la leche y el queso que
se consumen y comercializan por las poblaciones (Barrera Perales et al., 2018). En
México, los estados de Zacatecas, San Luis Potosi, Coahuila, Puebla y Oaxaca tienen
una tradicién gastrondémica donde se utiliza la carne de este rumiante y cuentan con
razas especializadas como Boer y Nubia; mientras que en Coahuila, Guanajuato,
Durango, Jalisco y Chihuahua se produce queso, cajeta y dulces las principales razas
son la Saanen, Alpina francesa, Toggenburg y Nubia (Palomares Resendiz et al.,
2021). El inventario nacional asciende a 8.7 millones de cabezas, que producen
167,000 toneladas de leche y 48,000 de carne, pero en los ultimos 10 afios ha tenido
una tasa de crecimiento de -0.77% (Barrera Perales et al, 2018; SIAP, 2016).
La produccion de cabras se asocia a la poblacién rural con menores ingresos, siendo
el 80% sistemas de produccion de subsistencia, concentrados en estados del norte y
centro como Coahuila, Durango y Guanajuato. Este ultimo destaca por ser de los
principales productores de leche y abastecimiento de material genético a través de
sementales y primalas (Santos Lavalle, 2018; Andrade Montemayor, 2017).
Los sistemas de produccion extensivos se caracterizan por el uso de amplios terrenos
con vegetacién arbustiva con potencial forrajero, donde las cabras ramonean
libremente con o sin supervision humana. El pastoreo realizado se hace en blsqueda
de mejores pastizales y fuentes de agua, ya que estos son variables debido a los
cambios estacionales y climaticos, ocasionando en los animales un estrés nutricional
y estacional, por lo que las tasas de produccién y reproduccién son variables. La
inversion en instalaciones es minima o nula y la mayor parte de mano de obra es
familiar (Chavez Espinoza et al, 2022; Martinez Razo et al, 2013).
En los sistemas semi-intensivos se combina el pastoreo de los animales para que

ramoneen vegetacion natural y durante su confinamiento por las noches se puede



suplementar la dieta con concentrados y forrajes. (Chavez Espinoza et al, 2022;
Ducoing Watty, 2005)

Mientras que en los sistemas intensivos se les considera como los mas eficientes ya
gue se trabaja en condiciones de estabulacion total, lo que incrementa los costos de
produccion por manejo e infraestructura. La alimentacion que se ofrece debe ser
equilibrada para lograr altos niveles de productividad de carne y leche. En este
sistema se requiere la mejora de los forrajes y una correcta suplementacion de granos
para evitar desequilibrios nutricionales y se tiene un control sobre la reproduccion, lo
gue garantiza la produccion de leche y carne (Chavez Espinoza et al, 2018).

Y en el sistema de traspatio los rebafios pertenecen a personas con pocos recursos,
por lo que esta actividad constituye su principal fuente de ingresos. A nivel nacional
250 mil familias de las zonas rurales viven de esta actividad (Barrera Perales et al,
2018). Los rebafios no son numerosos, la alimentacion se lleva a cabo al pastoreo,
no se proporcionan suplementos y la productividad es baja (Martinez Razo et al,
2013).

Los sistemas de produccién también se pueden dividir por el producto obtenido: el
cabrito, la cria lechal de 30 dias con peso promedio de 10 Kg; el chivo cebado, adultos
entre 40 a 45 Kg con edad de 9 meses hasta dos afios; y la produccion de leche,
siendo el cabrito un subproducto de estas explotaciones (Andrade Montemayor, 2017;
Diaz Aparacio et al, 2015; Cavalloti Vazquez et al, 2019).

Las enfermedades infecciosas respiratorias son la principal causa de pérdida de
animales jévenes, ya que 25% de animales experimentan al menos un episodio
respiratorio en su primer afio. Se estima que las neumonias causan el 75% de los
casos clinicos, provocando entre 45 y 55% de mortalidad pese al uso de
antimicrobianos, y aungque es de los problemas mas frecuentes pocas veces se
diagnostica y se establecen medidas preventivas, causando problemas a la ganaderia
nacional (Palomares Resendiz et al, 2021; Ramirez Rico, 2018).

Estas enfermedades son un complejo multifactorial que involucran el estrés, las
condiciones ambientales, la respuesta inmune del huésped y los agentes infecciosos.
Entre los agentes infecciosos virales mas importantes se encuentran la Parainfluenza-
3y el Respiratorio Sincitial que actian como agentes primarios, ocasionando que las
defensas bajen permitiendo que bacterias como Mannheimia haemolytica,
Pasteurella multocida y Mycoplasma spp., que comunmente se encuentran en el

tracto respiratorio provocando neumonias, que se caracterizan por manifestar fiebres



de 40-41°C, disnea, falta de apetito y anorexia, descargas mucopurulentas nasales y
oculares, depresion, postracion y muerte (Palomares Resendiz et al, 2021; Diaz
Aparacio et al, 2015)

2. MARCO TEORICO

2.1Agente causal
El género Pasteurella fue nombrado en honor al francés Louis Pasteur, quien aislé
por primera vez esta bacteria en la década de 1880 como agente causante de la
“choléra des poules”, misma que en su honor fue denominada Pasteurella multocida.
Desde entonces, esta especie se ha vinculado como agente causante de muchas
enfermedades infecciosas en una amplia gama de animales y en humanos. Se
encuentra a menudo como parte de la microbiota orofaringea normal de muchos
animales y aves, pero también puede ser un patdégeno primario u oportunista de las
vias respiratorias superiores e inferiores. En 1985 se reconocieron formalmente tres
subespecies de P. multocida: P. multocida subsp. multocida, subsp. gallicida y subsp.
séptica (Peng et al, 2019; Soto Ruiz, 2012).
Pasteurella multocida es un cocobacilo gramnegativo pequefio, inmévil, anaerobio
facultativo, que mide aproximadamente 0.3 a 1.0 um de ancho y de 1.0 a 2.0 um de
largo. Las cepas se pueden aislar en agar sangre, agar chocolate o agar infusion
cerebro-corazén, complementado con 5 a 10 % de suero de ternero o sangre de
caballo u oveja, en condiciones aerdbicas a 37 °C; son oxidasa y catalasa positivos;
y pueden fermentar carbohidratos como fructosa, glucosa, xilosa, sorbitol, manosa y
galactosa. Las colonias aisladas llegan a medir entre 1 a 3 mm, se observan
grisadceas, mucoides, circulares y no producen hemdlisis (Peng et al, 2019;Figueroa
Ochoa et al, 2014; Martinez Razo, 2013; Soto Ruiz, 2012).
Los aislamientos de P. multocida se clasifican serolégicamente en cinco serogrupos
capsulares (A, B, D, Ey F) y 16 serovares de lipopolisacéaridos (LPS) (serovar 1 a 16),
utilizando métodos desarrollados por Carter en 1952 y Heddleston en 1972,
respectivamente. Estos métodos de tipificacion serolégica han sido utilizados en
estudios epidemiologicos para determinar los serovares de cepas de P. multocida que
circulan en diferentes especies hospedadoras y que estan asociadas a diferentes
tipos de enfermedades (Smith et al, 2021; Peng et al, 2019).



2.2Via de transmision

Diferentes cepas de P. multocida pueden permanecer como parte de las bacterias
comensales en la orofaringe de animales sanos, e incluso colonizar las membranas
mucosas genitales, respiratorias bajas y del tracto digestivo de varios mamiferos,
aves y reptiles. Se sabe que, en aves, puede colonizar facilmente el tracto respiratorio
inferior y de alli pasar a la circulacion sistémica con cierta facilidad. En cambio, en
mamiferos la colonizacion en tejido pulmonar requiere que haya factores de estrés
gue predispongan la invasion del tejido y provocar infecciones locales o sistémicas.
La propagacion se da a través de la inhalacion de aerosoles emitidos por animales
infectados, sirviendo como medio de transmision exogena. Sin embargo, estas
bacterias suelen ser muy sensibles a los factores ambientales, por lo que las
condiciones climéticas son importantes para la transmision, siendo las cabras de las
especies mas afectadas por su comportamiento de rebafio (Rahman et al, 2022;
Boyce et al, 2010).

2.3Factores de virulencia

Los factores asociados con la patogénesis de Pasteurella multocida son las
endotoxinas, el lipopolisacarido (LPS), la capsula, proteinas de membrana externa
(PME), fimbria, adhesinas, exotoxinas, plasmidos de Vvirulencia, enzimas
extracelulares, proteinas captadoras de hierro (Martinez Razo, 2013).

La estructura del LPS esta compuesta por el lipido A altamente hidrofébico y un
esqueleto de oligosacarido de nucleo interno y externo, pero carece de la estructura
de antigeno O tipica de LPS que se encuentra en otras bacterias Gram-negativas
(Peng et al, 2019). EI LPS tiene la misma funcion y es de estructura similar al de las
endotoxinas de las bacterias gramnegativas: es pirogénico, activa macrofagos, induce
activacion de factor de tumoracién, activa la cascada de coagulaciéon, estimula la
inmunidad humoral y es considerado como antigeno protector. Las cepas de P.
multocida expresan dos glicoformas de LPS (A y B) que difieren en su estructura
central interna, mientras que la estructura del antigeno externo varia entre las cepas
y se ha clasificado en 16 serovares de LPS diferentes. La proteccion contra la
infeccion por P. multocida parece ser especifica del serotipo (Wilson & Ho, 2013; Soto
Ruiz, 2012).

La capsula es una estructura que poseen las bacterias en la superficie, participando

en la adherencia a la superficie de las células eucariotas, incrementado la tolerancia



a la desecacion, interfiiendo con la fagocitosis y reduciendo la accion del
complemento; ademas tiene la habilidad de unir metales i6nicos y aminoacidos
cargados positivamente, manteniendo los nutrientes cerca de la célula (Martinez
Razo, 2013; Soto Ruiz, 2012). El tipo de enfermedad esta relacionado con el tipo
capsular: la septicemia hemorragica es generalmente causada por los grupos By E,
y afecta a los bovinos y los bufalos; el cOlera aviar es causado por los serogrupos A
y F, ocasionalmente el D; la rinitis atrofica en cerdos se desarrolla por cepas
productoras de toxinas, usualmente del grupo D; la infeccion del tracto respiratorio se
relaciona al serogrupo A (Martinez Razo, 2013).

El principal polisacarido componente del serotipo A es el acido hialurénico que es
sensible a la accion de la hialuronidasa. El aparente predominio de las cepas del
serotipo A en infecciones en humanos se ha atribuido a las propiedades
antifagociticas de los componentes del acido hialurénico capsular que impiden la
accion fagocitica y promueve la colonizacion de la mucosa del tracto respiratorio
inferior en humanos. Las capsulas del serotipo D estdn compuestas de heparina o
sulfato de heparina y las capsulas del serotipo F estan compuestas de condroitina,
estos fueron identificados por la accion de las mucopolisacaridasas que provocan su
descapsulacion. Los aislamientos clinicos en humanos con capsulas de serotipo D se
asocian con mayor frecuencia con infecciones sistémicas resultantes de la exposicion
de la piel y los tejidos blandos (Wilson & Ho, 2013; Martinez Razo, 2013).

Los genes involucrados en la biosintesis de diferentes tipos de capsulas de P.
multocida estan ubicados dentro de un solo locus en el genoma. El andlisis de la
organizacion genética de los loci de la capsula A, B, Dy F revelé tres grupos de genes
funcionales separados: un grupo para la biosintesis de la capsula, un grupo
responsable de la sustitucion de fosfolipidos y un grupo para la exportaciéon de la
capsula. Se han determinado al menos dos tipos de organizaciones genéticas para
los loci del casquete en P. multocida. El tipo |, caracteristicos de las cepas de P.
multocida tipo A, D y F, consisten en 10 genes, phyBA-hyaEDCB-hexDCBA, donde
phyBA funciona en la sustitucion de fosfolipidos, hyaEDCB funciona en la biosintesis
de la capsula y hexDCBA funciona en la exportacion de la capsula (Peng et al, 2019).
Otro factor de virulencia conocido de P. multocida serotipo Ay D, es la toxina llamada
PMT, que es un miembro de la familia de toxinas dermonecroticas de G- toxinas
desamidantes de proteinas. La PMT ingresa a las células de los mamiferos y ejerce

su efecto en las células a través de la modulacion de multiples vias de sefializacion.



Posee actividad citotoxica en células de pulmén de embriones, produce atrofia
esplénica, diarrea mucoide y muerte en ratones; dafio endotelial vascular en higado
de cerdos y ratas; atrofia en los huesos turbinados en diversas especies como cerdos,
ratas, conejos y cabras. Esta codificado por el gen toxA de 3,858 pb, que se encuentra
en un profago intacto predicho de 56.030 pb adyacente a un gen de ARNt (tRNATrp)
en la cepa toxigénica HNO6 de P. multocida aislada de un caso de rinitis atréfica

progresiva en cerdos (Peng et al, 2019; Martinez Razo, 2013; Soto Ruiz, 2012).

2.4 Signologia y lesiones
P. multocida coloniza la nasofaringe, el tracto respiratorio y gastrointestinal y otros
organos de varios animales y en condiciones de estrés induce signos de enfermedad
desde leves como los estornudos, secreciones mucosas abundantes, rinitis,
neumonia con respiracion dificultosa y fiebre; sin embargo, puede progresar y
manifestarse como enfermedad diseminada ya sea como septicemia hemorragica y/o
rinitis atrofica, produciendo lesiones bronconeumédnicas de caracteristicas
fibrinosupurativas y necrotizantes por la intensa respuesta inflamatoria mediada por
neutréfilos, macréfagos alveolares, células epiteliales alveolares y bronquiales, el
endotelio vascular y linfocitos que provocan una respuesta aguda dafiando el
parénquima pulmonar lo que ocasiona apoptosis y muerte celular (Mostaan et al,
2020; Garcia Alvarez, 2018).

2.5Diagndéstico

El diagndstico de pasteurelosis en hatos caprinos se basa principalmente en la
historia y el examen clinico del rebafio. Entre los signos de bronconeumonia aguda
gue se deben tomar en cuenta son disnea, fiebre, depresion, anorexia, tos, secrecion
oronasal y sonidos pulmonares anormales. La auscultacion pulmonar esta poco
relacionada con la distribucion de lesiones pulmonares, el leucograma sanguineo, la
concentracion de fibrindgeno y la concentracion de proteina pueden indicar reaccion
inflamatoria inespecifica.

Para llegar al diagnéstico definitivo se deben tomar muestras ante mortem como
exudados nasofaringeos e incluso lavados broncoalveolares. Durante la necropsia
también se pueden tomar estos lavados y mandar pulmones con lesiones al
laboratorio para poder realizar los estudios bacteriologicos y hacer pruebas de PCR
(Diaz Aparacio et al, 2015; Still Brooks, 2022).



2.6 Vacunacion

La pasteurelosis es una enfermedad altamente contagiosa y compleja que afecta a
casi todas las especies animales. Las medidas de control actuales son costosas y de
eficacia limitada, por lo tanto, las estrategias de disefio de vacunas conducen a ofrecer
proteccion cruzada como el mejor método de control eficaz. Estas contemplan a las
bacterinas, que son bacterias inactivadas mediante el calor o agentes quimicos para
provocar lisis celular; las vacunas vivas atenuadas se basan en bacterias que han
crecido en ambientes deficientes de hierro o se les ha suprimido genes de virulencia;
las vacunas acelulares las cuales trabajan con una o varias fracciones patdgenas de
la bacteria como lipopolisacarido (LPS), toxina de P. multocida (PMT), toxina
dermonecrética (DNT), proteinas de la membrana externa nativas y reguladas por
hierro o modificadas térmicamente, adhesinas bacterianas, entre otras; las vacunas
recombinantes, cumplen con la funciébn de combatir la enfermedad ademas de
generar inmunidad de manera similar a las vacunas acelulares; y las vacunas
genéticas o de ADN provocan inmunidad al transfectar células huésped que codifican
ADN con un antigeno, en lugar de inyectar antigenos proteicos o peptidicos (Mostaan,
et al, 2020; Yassein et al, 2021)

Algunas vacunas elaboradas con bacterias inactivadas y/o toxinas estan disponibles
comercialmente. Una vacuna comercial (CholeramuneM, Multimunem o M-Ninevax-
C) contra el célera aviar (pollos y pavos), se basa en una preparacion liofilizada de un
aislamiento aviar vivo, avirulento, de la cepa M-9 de P. multocida (Un cruce del
serotipo A:3-A:4). Una vacuna combinada trivalente (Landavax) contra el célera aviar
(para patos, pollos y otras aves) y la pasteurelosis del conejo, esta disponible como
una emulsién de aceite de bacterina inactivada de las cepas de P. multocida serotipo
A:1l, A:3y A:4 (Mostaan et al, 2020). Para el caso de rumiantes y pequefos rumiantes,
se encuentra una bacterina-toxoide, Bobact 8, incluye células inactivadas de P.
multocida (MSD Salud Animal, 2025).

2.7 Epidemiologia
Diferentes cepas de P. multocida son considerados como los agentes primarios de
diferentes enfermedades ya que es capaz de infectar gran variedad de mamiferos,
reptiles y hasta humanos. Es el agente primario para coélera aviar en aves silvestres
de Norteamérica, provocando brotes significativos con regularidad entre productores

asentados en zonas donde las aves acuaticas se congregan en temporada de



migracion, siendo los mas afectados los pavos. En caso de los cerdos, la enfermedad
gue causa es rinitis atrofica, afectando la industria porcina ya que reduce la ganancia
de peso de los individuos entre 6 y 10%. En bovinos, la septicemia hemorragica que
se presenta suele ser fatal una vez que se presentan signos, aunque las pérdidas
anuales declaradas varian mucho de un pais a otro, en algunos paises se estiman
pérdidas econdmicas de hasta 350 millones de dolares en algunos paises. En el caso
de cabras, ocasionan brotes septicémicos y/o neumdnicos que pueden derivar en la
muerte sobre todo de cabritos lactantes, quienes son los mas susceptibles (Boyce et
al, 2010; Peng et al, 2019; Martinez Razo et al, 2023).

3. OBJETIVO

3.1General

Determinar la presencia de Pasteurella multocida serotipo D., en muestras de

caprinos con signos de neumonia.

3.2 Especificos

e Aislar Pasteurella multocida a partir de hisopados nasales obtenidos de cabras

e Identificar Pasteurella multocida por medio de pruebas bioquimicas para
determinar género y especie de aislamientos sospechosos

e Determinar el grupo capsular de Pasteurella multocida por medio de técnicas

convencionales y moleculares.



4. METODOLOGIA

4.1 Sitio de muestreo
Los muestreos se realizaron en rebafios de caprinos en el periodo comprendido entre
febrero y junio de 2023, en zonas de produccién ubicados en los pueblos de San Juan
Cruz y Naranijillo, en el municipio de Juventino Rosas, Guanajuato; en la explotacion
caprina del CEPIPSA de la FMVZ-UNAM ubicado en Topilejo, Tlalpan, CDMX; y en
los pueblos de Santa Catarina Ayotzingo y las Colonias, en Chalco de Diaz
Covarrubias, Estado de México. También se trabajaron con 76 cepas aisladas
resguardadas en el CENID-SAI sede Palo Alto y cinco de la FES-C Campus 4. (Tabla

1y Figura 1).
Fecha No. de muestras Procedencia
16 de febrero de 2023 5 San Juan Cruz y Naranjillo, Guanajuato
9 de marzo de 2023 2 San Juan Cruz, Guanajuato
15 de marzo de 2023 7 Cerrito, San Juan Cruz, Guanajuato
30 de marzo de 2023 3 San Juan Cruz, Guanajuato
12 de abril de 2023 34 CEPIPSA, Tlalpan, CDMX
18 de mayo de 2023 76 CENID-SAI Palo Alto
24 de mayo de 2023 12 Las Colonias, Chalco, Estado de México
25 de mayo de 2023 9 Santa Catarina Ayotzingo, Chalco, Estado
de México
12 de junio de 2023 5 FES-C
26 de junio de 2023 3 Naranjillo, Guanajuato

Tabla 1. Fechas de muestreo, cantidad de muestras y procedencia

4.2 Muestreo
Se colectaron muestras de exudados nasales de animales con problemas
respiratorios y con signos de secrecion nasal y ocular, tos, estertores a la auscultacion
toracica, depresion y/o fiebre. Estas se colectaron en un medio de transporte Ames
con carbon activado y se mantuvieron en refrigeracion a 4°C para ser enviados al

laboratorio.
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Figura 1.Enla imagen de la izquierda se observan instalaciones de CEPIPSA donde
se tomaron muestras, en la de en medio se observa la toma de muestras por un
hisopado nasal y en foto de la derecha se muestran a las cabras de un rebafio en
Chalco

4.3 Analisis de muestras
El andlisis y el procesamiento de las muestras se realiz6 en el Laboratorio de los
Pequefios Rumiantes del Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria Salud Animal
e Inocuidad, del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y

Pecuarias ubicado en la CDMX.

4.3.1 Aislamiento de P. multocida

El aislamiento e identificacién de colonias sugerentes a Pasteurella multocida se
realiz6 en agar sangre al 5% a partir del hisopo nasal, se realiz6 la siembra por medio
de estria cruzada y se incubaron por 24 horas a 37°C. Una vez concluido el tiempo,
las colonias sugerentes a Pasteurella multocida se seleccionaron (Figura 2) y se
realizo tincion de Gram para ser observadas al microscopio y determinar la morfologia
de cocobacilos Gram (-). Se realizaron resiembras de estas colonias que cumplieron

con morfologia celular para conseguir aislamientos puros.

Fig. 2. Agar sangre sembrado con aislamientos de P. multocida, las colonias se observan
lisas, de aspecto mucoide, de color blanco grisaceo.



4.3.2 Identificacion de P. multocida por pruebas bioquimicas

A los aislamientos sospechosos se les realiz6 las pruebas bioguimicas de catalasa,
oxidasa y SIM descritas por Figueroa Ochoa et al, 2014. Para la primera se utilizé una
solucion de Peréxido de Hidrégeno al 3% y se colocé una gota (20 pL) en un
portaobjetos y con ayuda de un asa bacteriologica se tomé una colonia aislada y se
colocé sobre la gota, se considerd catalasa positiva si se observaba la formacion
inmediata de una efervescencia rapida con desprendimiento de burbujas, como se

observa en la Figura 3.

Figura 3. Prueba de catalasa, donde en el portaobjetos se observa formacion de burbujas
indicador que la enzima catalasa esta reaccionando con el agua oxigenada

Para la prueba de oxidasa se utilizd6 un reactivo comercial Hach®, una solucion
acuosa al 1 % de N,N,N,N tetrametil-p-fenilendiamina dihidrocloruro (Figura 4). Se
colocé una gota del reactivo sobre papel filtro y con un asa bacteriolégica se tomo
una colonia aislada y se deposit6 en el centro de la gota. Se considerd positiva si se
tefiia de color azul dentro del rango de 1 minuto.
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Figura. 4. Las flechas indican pruebas positivas a oxidasa. Al colocar una colonia sobre el
reactivo, este tifie de azul debido a la reaccién del citocromo evidenciando la presencia de
oxidasas



La prueba de produccion de acido sulfhidrico (H2S), indol y motilidad se realiz6 con
medio SIM. Para ello se tomd una colonia aislada con ayuda de un asa bacteriologica
rectay se inocul6 con una picadura hasta el fondo del medio. Se dej6 incubar durante
24 horas a 37°C. Al no haber precipitado negro ni turbidez se considerd negativo a
H2S y a motilidad. Para observar si hay produccion de indol se afiadieron 5 gotas de

reactivo de Kovac’s (p-dimetilaminobenzaldehido) (Figura 5).

Figura 5. Pasteurella spp, inoculada en distintas bioquimicas para la identificacion del
género. Prueba SIM a las 24 horas a partir de cultivo puro, en la imagen de la izquierda no
se observa precipitado ni turbidez, indicando que no hay produccion de acido sulfhidrico ni
motilidad bacterianas. En la imagen de la derecha, una vez agregado el reactivo de Kovac,

se forma un precipitado rojo, indicando la produccién de indol.

Para la identificacién capsular se realizé la prueba de hialuronidasa descrita por
Campuzano (2011). Se resembraron las colonias sospechosas de ser P. multocida
en estria cerrada en toda la caja y se cruz6 una estria de S. aureus, se incubd por 24
horas a 37°C (Figura 6)

>

Figura 6. Prueba de hialuronidasa para identificar el serotipo A de Pasteurella multocida. Se
siembra en toda la placa de agar sangre y por la mitad se hace una estria con una cepa
de Staphylococcus aureus, que secreta la hialuronidasa, la cual destruye la capsula de P.
multocida , que esta compuesta por acido hialurénico



4.3.3 Aislamiento e identificacion de P. multocida mediante técnicas
moleculares

4.3.3.1 Extraccién de ADN

Para la extraccion de material genético de aislamientos bacterianos de no mas de 24
horas de crecimiento, se utiliz la técnica de Fenol-Cloroformo modificado de Red
Nacional de Biobancos tomando una asada de cultivo de no méas de 24 horas de
crecimiento y se homogeneizé en 1 ml de solucién salina estéril. Se agregé 50 uL de
buffer de lisis, 10 yL de lisozima y 50 yL de SDS 10% y se incubd a 37°C durante 10
min, posteriormente se dejé en bafio Maria a 100°C por 30 min y se dej6 enfriar a
temperatura ambiente. Se agregaron 2 volumenes de fenol-cloroformo y se centrifugé
a 13,000 RPM por 5 minutos. La capa acuosa superior formada se transfirié a un
nuevo tubo. Para precipitar el ADN se afiadié 1 volumen de isopropanol frio y se
centrifugé durante 10 min a 13,000 RPM, se descartd el sobrenadante y se

resuspendio el pellet con 50 uL de agua destilada estéril precalentada a 50°C.
4.3.3.2 Cuantificacion

La calidad de ADN se evalu6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido
con bromuro de etidio (0.5 ug/ml), a 70 Volts por 15 minutos; ademas se cuantifico
con un Nanodrop Nano-100 Micro-Spectrophotometer 2.0 para obtener la cantidad
(ng/uL) y la calidad del ADN extraido, considerando para esta ultima la absorbancia a
260 nm /280 nm, con una proporcién de 1.8 para ser aceptada como ADN puro
(Veldzquez et al., 2012).

4.3.3.3 Técnica PCR

Se estandarizé una PCR punto final para P. multocida, teniendo como objetivo tres
genes (Tabla 2). Para género y especie se identificd la secuencia KMT para el biotipo
de las cepas ya que es un gen altamente conservado que codifica proteinas para la
pared celular exclusiva de P. multocida, para el serotipo capsular de las cepas fue
determinado utilizando la deteccion de los genes hyaD-hyaC para el serotipo A que
codifican glucosiltransferasa del &cido hialurénico de P. multocida sintasa y el gen
dcbF para el serotipo D que codifica coindritin sintasa para la formacién de la capsulas
(Guan et al, 2019; Nefedchenko et al, 2017).



Biotipo Gen Secuencia Tamafo del producto

(Sentido/contrasentido) (pb)
Género y KMT1 5-ATCCGCTATTTACCCAGTGG-3’ 460
. 5-GCTGTAAACGAACTCGCCAC-3’
especie
A hyaD-hyaC 5-TGCCAAAATCGCAGTCAG-3’ 1044
5-TTGCCATCATTGTCAGTG-3’
D dcbF 5-TTACAAAAGAAAGACTAGGAGCCC-3' 657

5’-CATCTACCCACTCAACCATATCAG-3

Tabla 2. Secuencia de iniciadores de serotipos capsulares de P. multocida, utilizados en

este estudio

4.3.3.4 Condiciones de la PCR

La reaccién se realiz6 en un volumen final de 25 pL, que contenia 6.25 pL de
AmpliTaqg Gold TM Fast PCR Master Mix, 2.5 yL de los cebadores a una
concentracion de 10 uyM, 5uL de ADN extraido y agua grado molecular. La reaccién
se llevd a cabo en un termociclador Multigene Optimax Labnet (Figura 7) en las

condiciones reportadas por Martinez Razo en 2013 las cuales fueron:

e Desnaturalizacion inicial: 95°C x 5 min x 1 ciclo
e Desnaturalizacion: 95°C x 30 seg x 30 ciclos

e Alineacién: 56.5°C x 30 seg x 30 ciclos

e Extension: 72°C x 30 seg x 30 ciclos

e Extension final: 72°C x 5 min x 1 ciclo

Figura 7. Material y equipos utilizados en la PCR punto final



4.3.3.5 Visualizacién del producto amplificado

Se realiz6 electroforesis por 30 min y se visualizaron los productos de las reacciones
(Figura 8). Se prepar6 un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio (0.5
pug/ml), para visualizar las bandas se utilizé un fotodocumentador. El producto de

amplificacion fue de 460 pb (Figura 9)
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0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1X TAE, 7 V/icm, 45 min

Figura 8. A la derecha se encuentra el valor correspondiente del marcador de pares de
bases utilizado para la técnica de PCR. En la imagen izquierda, se observa como se
colocan los productos de PCR con bromuro de etidio en el gel de agarosa al 1% para

realizar electroforesis y visualizar las bandas de los productos obtenidos

A B C D E F

Figura 9. Foto de PCR de estandarizacion de las cepas control para cada uno de los
primers. En la columna A se coloco el marcador de pares de bases 1 kb. En la columna B
se colocd el control negativo. En la columna C y D se colocaron ambas cepas de Pm donde
se observa amplicones entre los valores de 400 y 500, confirmando el género y especie. En
columna E, se observa amplicén entre 1000 y 1500, corroborando el serotipo Pm Ay en la
columna F, el amplicon esta entre 500 y 700, se verifica que la cepa es Pm D.



5. RESULTADOS

Se trabajaron en total con 156 muestras, de las cuales 76 fueron aislamientos
resguardados en el CENID-SAI Palo Alto que ya se habian identificado como P.
multocida y cinco aislamientos procedentes de FES-C.

De las muestras provenientes del estado de Guanajuato presentaron diferentes
morfologias coloniales, en su mayoria colonias redondeadas y otras onduladas, de
color blanco, grisaceo y amarillento, de tamafios variados desde menores a 1 mm
(puntiformes) hasta los 5 mm, algunos presentaron consistencia mucosa y brillante
de bordes bien definidos; mientras que otras se observaron secas; con elevaciones
convexas en su mayoria, pero también habia planas y planoconvexos. Los bordes
observados eran ondulados (Figura 10). Muchas colonias presentaron hemolisis
completa y otras en forma parcial, muy pocas se observaron sin hemolisis. Al realizar
la tincidn de Gram se observaron bacterias Gram positivas y negativas. La morfologia
mas comun entre las primeras fueron bacilos alargados, diplococos y estreptococos;
mientras que para las segundas se observaron diplococos, cocobacilos y bacilos
cortos. Se seleccionaron para hacer resiembras las colonias donde se observaron
cocobacilos Gram negativos con el fin de lograr aislamientos puros; sin embargo, no

se logré una separacién de colonias adecuada.
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Figura 10. Crecimientos bacterianos de las muestras provenientes de Guanajuato después
de 24 horas de incubacion. En las fotos superiores, se observan colonias que no son
compatibles con P. multocida. En las fotos de abajo se observan cocos agrupados entre
Gram positivos y Gram negativos



Los aislamientos bacterianos de los hisopados nasales de CEPIPSA mostraron una
morfologia colonial y bacteriana sugerente a P. multocida ya que al microscopio se
observaron cocobacilos Gram negativos (Figura 11). So6lo cinco de ellas se

seleccionaron para continuar con los procedimientos.
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Figura 11. Crecimientos bacterianos de las muestras provenientes de CEPIPSA, donde se
observan cocobacilos Gram negativos, sugerentes a P. multocida.

Los aislamientos seleccionados se sometieron a las pruebas de catalasa y oxidasa,
siendo positivos a ambos (Figura 12), en medio SIM no mostraron formacion de acido
sulfhidrico ni turbidez. A prueba de hialuronidasa cuatro fueron positivas. Se realizé

PCR para género de P. multocida y serotipo D, siendo negativas.

Figura 12. En foto de la izquierda se observa el crecimiento de cepas de P. multocida, a la
derecha las pruebas positivas a catalasa y oxidasa.

Las resiembras de las cepas resguardadas en el CENID-SAI de Palo Alto, mostraron
crecimientos con colonias mucoides, pero todas en su mayoria presentaron hemolisis

y al microscopio habia bacterias tanto Gram positivas y negativas.



Las muestras obtenidas de los rebafios del municipio de Chalco mostraron colonias
sugerentes a P. multocida, aunque varios crecimientos presentaron hemolisis y al
microscopio se observaron cocobacilos, bacilos y diplococos Gram negativos. Se
aislaron las colonias de tres cajas que cumplieron con morfologia celular para
resiembras y tener aislamientos puros. Dieron positivo a catalasa y oxidasa, en medio

SIM negativos a acido sulfhidrico y movilidad e indol (Figura 13).

Figura 13. Pruebas en medio SIM de cepas de muestras obtenidas en rebafios de Chalco,
donde no hubo reaccion con reactivo de Kovac, descartando la presencia de P. multocida

A la tincibn de Gram, los aislamientos de FES-C mostraron morfologia
correspondiente a P. multocida, aunque se observo en algunas colonias hemolisis
beta. Las posteriores resiembras de estas resultaron en catalasa y oxidasa positiva,
en medio SIM negativo a produccion de H2S y movilidad, positivo a Indol. Se realizo
PCR de género y serotipo capsular D, solo una de ellas dio positiva (Figura 14).

También se hizo PCR para género y especie de M. haemolytica, para descartar o
confirmar su presencia en los aislamientos; concluyendo que la cepa aislada de P.

multocida serotipo D estaba contaminada con M. haemolytica
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Fig. 14. Gel de Agarosa al 1% donde se observan los resultados de la PCR, carriles |-V
amplicones de las muestras de P. multocida; carriles de A-K, M. haemolytica; GR, marcador
de pares de bases. En VI se coloc6 control de P. multocida, en carril V se colocé control
negativo, en IV se coloc6 una muestra previamente identificada como P. multocida que
corresponde al serotipo D. Del lado derecho, en Ay B se colocaron los controles positivos +
para M. haemolytica, en el C el control negativo, en D se colocé la misma muestra que en el
carril IV, confirmando que en la misma muestra también hay M. haemolytica.

Se repitié el ensayo con los mismos controles, para revisar que no hubiese sido un
error al momento realizar la PCR, obteniendo que no amplificé para el control positivo
de P. multocida serotipo D (Figura 15).
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Figura 15. Gel de agarosa 1%. Carril a, control positivo, carril f control negativo. En carril b
muestra sospechosa amplificé una banda de 657 pb, que corresponde al gen dcbF,
identificando esta muestra como P. multocida serotipo D.



6. DISCUSION

Uno de los principales retos a los que se enfrento fue la temporada estacional en la
que se realiz6 el estudio y la toma de muestras, actividades que se realizaron entre
los meses de marzo a junio del afilo 2023; ya que se ha descrito que la enfermedad
por complejo respiratorio se manifiesta en momentos donde las condiciones
ambientales suelen ser adversas y existen cambios bruscos de temperatura y
corrientes de aire (Palomares Resendiz et al, 2021). En el estudio realizado por
Muheet et al, entre 2017 y 2019 en el que se observaron 180 cabras, arrojaron como
resultados un incremento de enfermedades respiratorias en un 8% en el invierno,
mientras que en primavera solo fue del 5%. De estas enfermedades, se identifico
entre un 13 y 15 % correspondientes a infecciones por Pasteurella. Por lo anterior,
uno de los factores que influyd bastante para el aislamiento de P. multocida serotipo
D, fueron las condiciones climaticas, ya que los muestreos se realizaron durante la
primavera por lo que disminuy6 el nUumero de casos con enfermedad respiratoria,
siendo ademas que los municipios de Guanajuato presentan un clima mucho mas
calido y seco, comparado con otras regiones que presentan un clima calido con
humedad ambiental, lo que incrementa la prevalencia de enfermedades respiratorias
(Abdullah Jesse et al, 2019).

Sumado a lo anterior, de acuerdo a los resultados del estudio publicado por Martinez
Razo y col en 2023, de un total de 1,498 muestras de hisopado nasal, sélo se
obtuvieron 535 aislamientos de bacterias que pertenecen a la familia Pasteurellaceae,
de los cuales 491 correspondieron a M. haemolytica y 44 correspondieron a P.
multocida. De esas 44, sélo 8 aislamientos correspondieron al serotipo D, que es de
nuestro interés. Lo anterior implica que, con la cantidad de muestras obtenidas para
este trabajo en una estacionalidad poco favorable, la posibilidad de aislar Pasteurella
multocida serotipo D era muy baja, sumado a que es mas comun aislar M.
haemolytica. Esta situacion es similar en otros estudios reportados como el de Girma,
y col. en 2023, en el que se tomaron en cuenta 450 cabras y ovejas en la region de
Borana, Etiopia, de las cuales s6lo 52 presentaban signos clinicos de neumonia, se
tomaron hisopados nasales para cultivo, encontrando 13 muestras positivas a M.
haemolytica. En el mismo estudio, en la region de Arsi, Etiopia, de una poblacién de
301 cabras y borregos, s6lo 78 presentaron signos de neumonia, mismas a las que
se les tomaron hisopados nasales, de ellas s6lo se indentificaron 14 como M.

haemolytica, y negativas a P. multocida.



En el estudio realizado por Boumart y col., en 2021, obtuvieron tejido pulmonar de 55
animales con lesiones compatibles con neumonia: 37 bovinos, 10 ovinos y 8 caprinos.
Es de llamar la atencion que P. multocida fue aislada en 7 de 8 muestras provenientes
de cabras, mientras que de los 10 borregos, 5 fueron positivas a P. multocida. El
serotipo de estas fue A y no D; sin embargo, el hecho de encontrar P. multocida en
cultivos directos de tejido pulmonar, nos brinda la idea de tomar otro tipo de muestra.
Uno de los principales desafios fue lograr la identificacion de colonias con la
morfologia correspondiente de P. multocida, ya que al realizar los primo aislamientos
se encontrd con la dificultad de distinguir las colonias de interés. Esto se pudo deber
a las técnicas de sembrado, ya que con las primeras muestras se utilizé la técnica de
sembrado por estria cerrada, lo que no permite la identificacion adecuada de las
colonias de interés ya que los crecimientos se sobreponian y no permitieron observar
caracteristicas importantes para la identificacion como la ausencia de hemolisis. Esta
situacion mejoré cuando se realizé la siembra por medio de la técnica de estria
cruzada, ya que permitio ir separando colonias con las caracteristicas descritas para
P. multocida (Aguilar Romero et al, 2013; Figueroa Ochoa et al, 2014).

Sin embargo, el principal reto fue poder separar las colonias de P. multocida de
M.haemolytica, ya que ambas pertenecen a la misma familia, comparten
caracteristicas de colonia similar como lo reportado por Figueroa y col. en 2014:
colonias mucoides, lisas, himedas, color de blanco a grisaceo y con un diametro de
2-3 mm. Ademas que a nivel microscopico la morfologia celular es similar, por lo que
se recurren a pruebas para caracterizarlas e identificarlas con el fin de realizar
aislamientos puros. Tradicionalmente la caracterizacién de P. multocida se realiza por
medio de pruebas primarias y secundarias de identificacion. Entre las pruebas que se
realizan son catalasa, oxidasa, citrato, TSI, Urea, SIM, y pruebas de aprovechamiento
de carbohidratos. La unica diferencia entre P. multocida y M. haemolytica es en la
prueba de SIM, donde la primera es indol positiva mientras que la segunda es
negativa, lectura que se hace a las 24 horas de incubacion; siendo esta la unica
prueba bioquimica que nos diferencia los cultivos de estas bacterias que son de la
misma familia y que se utilizd en este estudio (Figueroa Ochoa et al, 2014). Los
estudios realizados por Villegas Vazquez y col. en 2014 realizado en bovinos; el de
Lugo Marante y col. en 2019 donde se trabajaron con muestras de conejos; y el de
Malik y col en 2023 en el que se trabajaron con muestras de una coleccion, la
identificacion bacteriana se llevé a cabo por los sistemas API-20 NE BioMérieux,



Francia; que es una bateria de pruebas bioquimicas estandarizada para bacterias
Gram negativas, que permite la identificacion de P. multocida con gran precision
teniendo lecturas a la 24 horas una vez realizadas, lo que supone una ventaja sobre
las pruebas bioquimicas tradicionalesya que algunas de estas se leen a las 18 horas
de incubacién y otras hasta las 48 horas para evitar errores de interpretacion. Sin
embargo, como principal desventaja es el costo del software, ya que suele ser alto y
sin él, no se puede realizar la interpretacion de las pruebas.

Para la identificacion de los aislamientos logrados se utilizo PCR punto final,
identificando P. multocida serotipo D a partir de los genes KMT, para género y
especie; hyaD-hyaC para el seritpo A; y dcbF, para el serotipo D. Esta técnica de
identificacion genotipica ha mostrado resultados confiables sobre todo cuando se le
compara con técnicas de identificacion fenotipicas para identificar serotipos como la
prueba de hialorunidasa y acriflavina. El estudio realizado por Figueiredo Amaral y
col. en 2016, se utilizaron 44 aislamientos de P. multocida, obtenidas en casos de
nuemonias en cerdos, identificando 40 aislamientos como serotipo A, 2 como serotipo
D y dos no se lograron tipificar; sin embargo, al hacer la identificacién mediante PCR,
los resultados cambiaron a 38 aislamientos como serotipo A y los 6 restantes como
serotipo D. Caso similar al estudio realizado por Malik y col. en el 2023, en el que se
trabajaron con 82 asilamientos de una coleccion previamente identificadas de los
serotipos A, B y D, al que se sometieron a pruebas de identificacion fenotipicas,
teniendo como resultados 34 del serotipo A, 9 del serotipo D, 16 del serotipo B y las
restantes no se identificaron; mientras que al realizar la identificacion por PCR se
tipificaron 59 como serotipo A, 4 como serotipo D, 16 como B, 1 como serotipo Fy 2
gue no se identificd grupo capsular. Es importante mencionar que las capsulas de los
serotipos A y D se componen de glicosaminoglicanos, que es un heteropolisacarido
de dos unidades: hexosamina y un acido glucorénico y que solo varian en la posicién
del enlace, lo que puede explicar que ante ciertas reacciones presente un
comportamiento similar y por tanto se puedan tomar cepas de serotipo A como
serotipo D ante la prueba de acriflavina.

Figuereido y col. en 2016 también describe que algunos aislamientos de serotipo D
pueden verse disminuidos ante el crecimiento de S. aureus, lo que podria indicar que
algunas cepas de serotipo D puedan poseer acido hialuronico periférico que se reduce
ante la presencia de hialuronidasa, lo que se puede interpretar como un falso positivo

para P. multocida serotipo A. También es importante mencionar la correlacion que



obtuvieron de ambos métodos fue del 90.9% con un coeficiente kapp ponderado de
0.633, lo que indica una buena concordancia entre los resultados de ambas pruebas.
Lo anterior nos habla de la sensibilidad y especificidad que tienen las pruebas
genotipicas sobre las fenotipicas, por lo que se puede decir que la PCR como método
de diagnoéstico para identificar ya no solo género y especie, sino también el serotipo

capsular es una de las mejores opciones.



7. CONCLUSION
P. multocida es una bacteria que, a pesar de haber sido descubierta desde fines del

siglo XIX por Louis Pasteur, sigue siendo de vital interés por el gran espectro de
especies animales en los que se puede hospedar y los dafios que esta puede
representar si se genera un brote. En el caso particular de los caprinos, de los cuales
se obtienen una gran variedad de productos y subproductos; es de importancia
entender los factores que puedan favorecer su crecimiento, ya que forma parte de la
microbiota normal del tracto respiratorio alto lo que complica establecer estrategias
de control y prevencion efectivas. Parte de ello consiste en realizar aislamientos de
los individuos que presenten enfermedades respiratorias activas en temporadas de

estrés ambiental.

Si bien, de acuerdo a diferentes estudios la prevalencia de P. multocida serotipo A es
mayor al serotipo D, y al hecho que durante este estudio no se haya aislado esta
Ultima en muestras de campo; existen reportes previos de su identificacion en
diferentes hatos caprinos identificados también mediante la técnica PCR, por lo que
se puede decir que es una de las bacterias importantes que forman parte del Complejo

Respiratorio Infeccioso de los Rumiantes.

La importancia de identificar el serotipo capsular radica en ser uno de los principales
factores que permite evadir el sistema inmunolégico del hospedador por mecanismos
gue aun no se conocen, por lo que crear estrategias de prevencion basadas en el
reconocimiento de componentes de la capsula como biol6gicos o vacunas se hace

necesario y complementario a las ya existentes.
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