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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue caracterizar y determinar la presencia de Mannheimia haemolytica y
Pasteurella multocida aisladas de cabritos con problemas respiratorios en México. Se realizaron muestreos
de conveniencia en siete estados de México, obteniéndose 1, 498 muestras de exudado nasal de cabritos,
las muestras fueron inoculadas en placas de agar sangre, a los aislamientos se les realizaron pruebas
bioquimicas para determinar género y especie, encontrando 535 aislamientos, de los cuales 491 fueron
identificados como M. haemolytica y 44 como P. multocida. Se seleccionaron aleatoriamente 50
aislamientos de M. haemolytica para caracterizarlos con PCR tiempo real y PCR punto final, confirmandose
la identificacién molecular con ambas pruebas en 46 de los 50 aislamientos. A los 44 aislamientos de P.
multocida se les determiné el tipo capsular y biotipo, encontrdndose que, 36 correspondieron al tipo Ay 8
al tipo D.

Palabras clave: Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida, cabritos, México.

ABSTRACT

The objective of this study was to characterize and determine the presence of Mannheimia haemolytica and
Pasteurella multocida isolated from kids with respiratory problems in Mexico. Convenience samplings were
carried out in seven states of Mexico, obtaining 1,498 samples of nasal exudate from kids, the samples
were inoculated on blood agar plates, and the isolates underwent biochemical tests to determine gender
and species, finding 535 isolates, of which 491 were identified as M. haemolytica and 44 as P. multocida.
Fifty isolates of M. haemolytica were randomly selected to be characterized with real-time PCR and endpoint
PCR, confirming molecular identification in 46 of the 50 isolates. The capsular type and biotype of the P.
multocida isolates were determined, finding that 36 isolates corresponded to type A and eight isolates to
type D.

Keywords: Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida, kids, Mexico.
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INTRODUCCION

La poblacion caprina en México superd las 8.7 millones de cabezas y obtuvo una
produccién de carne en canal de mas de 77 mil toneladas, y la producciéon de leche de
mas de 160 mil litros. La crianza del ganado caprino en México encuentra su rentabilidad
en la produccion de carne que se destina para venta y consumo, asimismo, en la
produccién de leche de cabra tanto para consumo humano como para elaboracion de
guesos y dulces (SADER, 2023).

La produccion de caprinos se concentra principalmente en las zonas aridas y semiaridas
gue corresponden al 60% del pais. El 80% de la produccién caprina se da en el sistema
extensivo, por sus bajos costos de produccién, con el uso de amplias zonas aridas de
arbustos y zacates. Las limitaciones que enfrenta son grandes rezagos tecnoldgicos y
graves problemas sanitarios (Cuéllar et al., 2012). Segun el producto final, se tienen tres
modelos de produccion: cabrito lechal de 8 a 10 kg, chivo cebado que tienen de 40 a 45
kg, y para la produccién de leche (Andrade-Montemayor, 2017).

Aunque existe poca informacion en los aspectos referidos a la salud caprina, se sabe que
en México las enfermedades respiratorias son importantes, pero en pocas ocasiones se
realiza diagndstico y se establecen programas de prevencion (Cuéllar et al., 2012). Estos
problemas se solucionan temporalmente aplicando tratamientos con antibidticos de
amplio espectro; lo que posteriormente puede ocasionar resistencia bacteriana. En la
presentacion del Complejo Respiratorio Infecciosos de los Rumiantes (CRIR) se
involucran varios factores, como son el medio ambiente, las condiciones del animal y la
presencia de los agentes infecciosos como los virus y bacterias (Laishevtsev, 2020; Rahal
et al., 2014).

La Mannheimia haemolytica y la Pasteurella multocida son las bacterias que participan
frecuentemente en los padecimientos respiratorios y son consideradas las bacterias mas
importantes, que afectan a caprinos de todas las edades, con una amplia distribucion,
apareciendo en climas templados, subtropicales y tropicales (Rawat et al., 2019; Amin,
2020) Se ha observado que P. multocida y M. haemolytica son responsables de los brotes
con presentacion septicémica o neumonica, ocasionando la muerte de los cabritos
lactantes expuestos a la fatiga y al enfriamiento (Hakim et al.,, 2014). Ambos
microorganismos forman parte de la microbiota normal de las vias respiratorias y
orofaringe de los rumiantes, manteniendo una relacion simbidtica con su hospedero
(Hakim et al., 2014; Laishevtsev, 2020).

La capsula de M. haemolytica le da la propiedad de adherencia (Laishevtsev, 2020;
Wilson & Ho, 2013). Ademas de la cépsula, existen otros factores de virulencia en M.
haemolytica, uno de ellos es la leucotoxina que es una citolisina formadora de poros que
destruye a los leucocitos de rumiantes, es una exotoxina de 104 kDa que se produce
durante la fase logaritmica de crecimiento de la bacteria. La sintesis, activacion y
produccion de la leucotoxina esta regulada a través de un operon policistrénico, el cual
contiene los genes IktC, IktA, IktB y IktD (Oppermann et al., 2017; Laishevtsev, 2020).
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La secuenciacion del gen sodA ha sido usada para la identificacion de Mannheimia spp
(Aulik et al., 2010; Nefedchenkoa et al., 2016). Con respecto a P. multocida, ésta tiene
cinco serogrupos capsulares denominados: A, B, D, Ey F (Wilson & Ho, 2013); en México
se han realizado pocos estudios al respecto en esta especie animal, sin embargo, se ha
informado de la presencia de los serogrupos Ay D (Blanco et al., 1993). El objetivo del
presente estudio fue caracterizar y determinar la presencia de M. haemolytica y P.
multocida aisladas de cabritos con problemas respiratorios en México.

MATERIAL Y METODOS

Obtencion de las muestras

Se realiz6 un muestreo no probabilistico de conveniencia (Hernandez, 2021) durante un
afio, en cabritos con problemas respiratorios que presentaban secrecién nasal y ocular,
tos, estertores en la auscultacion toracica, depresion y fiebre. Se obtuvieron 1, 498
muestras en los estados de San Luis Potosi (707), Baja California Sur (363), Coahuila
(211), Puebla (148), Durango (35), Guerrero (20), Guanajuato (9) y Querétaro (5). Se
colectaron exudados nasales, utilizando hisopos con medio de transporte Ames con
carbon activado. Los hisopos fueron conservados en refrigeracion a 4°C, hasta realizar
el estudio bacterioldgico en el laboratorio.

Aislamiento bacteriolégico e identificacion bacteriana

El estudio bacteriolégico de los exudados nasales obtenidos se realiz6 en placas de agar
sangre y agar Mc Conkey, se incubaron a 37°C durante 24 h. La identificacion de género
y especie de los aislamientos se realiz0 de acuerdo a la morfologia colonial y
microscopica, tincion de Gram, fermentacién de azucares, produccion de H»S, indol,
ureasa y oxidasa (Legesse et al., 2018)

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN a partir de los aislados bacterianos se realiz6 mediante la técnica
con tiocianato de guanidina (Pitcher et al., 1989). Se cuantifico la concentracion del ADN
por medio de espectrofotometria (espectrofotometro SmartSpec-Plus BIORAD
Laboratories, USA) a una absorbancia de 260/280. Para los aislamientos identificados
como Mannheimia, se les determind la especie utilizando PCR tiempo real, identificando
al gen sodA, utilizando el par de iniciadores disefiados por Guenther et al., (2008). A las
cepas identificadas como M. haemolytica se les determino la presencia del gen IktA,
mediante PCR (Tablal).

PCR Multiplex para la deteccion de genes de virulencia asociados a P. multocida
Los aislamientos identificados mediante bacteriologia como P. multocida, se les realiz6
una PCR mudltiple para género utilizando la secuencia del gen KMTL1, para el biotipo de
las cepas, se identificd la presencia de los genes hyaD-hyaC que codifican para el tipo
capsular Ay el gen dcbF para identificar el tipo D (Rawat et al., 2019).
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Determinacion de los serotipos somaticos de P. multocida.
Se determind el serotipo somatico de P. multocida por precipitacion en gel con antisueros
especificos (Chengappa et al., 1982).

Tabla 1. Secuencias de oligonucledtidos utilizados para P. multocida y M. haemolytica

Tamafio
- . py o del .
Gen Iniciadores Secuencia5 a3 amplicon Referencia
(pb)
SODA- AGCAGCGACTACTCGTGTTGGTTCAG h
sodA  FWD 143 G“fzem er
" SADA-REV AAGACTAAAATCGGATAGCCTGAAACGCCTG 008
haemolytica
LKTA-FWD  GGTGAAGGTTACGACCGAGTT Este
KtA | KTA-REV 172 estudio
CTTCACGGTTGCCCACTAATG
KMT1T7 ATCCGCTATTTACCCAGTGG Rawat et
KMT1  KmT1SP6 460 L2
GCTGTAAACGAACTCGCCAC al., 2009
. ocid hyaD- E\,/AVIEA TGCCAAAATCGCAGTCAG 104 Townsend
. multocida
hyaC CAPA-REV TTGCCATCATTGTCAGTG et al., 2001
CAPD- TTACAAAAGAAAGACTAGGAGCCC
debF  FWD CATCTACCCACTCAACCATATCAG 657 etT glvvnzsggf
CAPD-REV "
RESULTADOS

Aislamientos bacterianos a partir de hisopos nasales

De los 1, 498 hisopos de exudado nasal, a los que se les realizo el estudio bacteriologico,
se obtuvieron 535 aislamientos de bacterias de la familia Pasteurellaceae, teniendo un
porcentaje de recuperacion del 36%; de los cuales el 92% (491/535) fue identificado como
M. haemolytica y 8% (44/535) como P. multocida. La distribucién de los aislamientos
obtenidos en cada uno de los estados de la Republica Mexicana donde se realizaron los
muestreos se presentan en la Tabla 2.

Caracterizacion molecular de M. haemolytica

De los 491 aislamientos identificadas bioquimicamente como M. haemolytica, se
seleccionaron aleatoriamente 50 para caracterizarlos con las técnicas de PCR tiempo
real y PCR punto final, se clasificaron por PCR tiempo real para localizar el gen sodA,
obteniéndose amplificacion en 46 aislamientos, los cuales se confirmaron como M.
haemolytica.
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A los 46 aislamientos confirmados con la PCR como M. haemolytica, se les realizo la
prueba de PCR punto final con el objetivo de amplificar un segmento de 172 pb del gen
IktA; obteniéndose 39 aislamientos positivos a la amplificacion.

Tabla 2. Aislamientos obtenidos de cabritos con problemas respiratorios en los estados de la
Republica Mexicana donde se colectaron muestras

Estado Numero de Aislamientos positivos Aislamientos positivos
muestras Mannheimia haemolytica Pasteurella multocida
San Luis Potosi 707 231 (47.1%) 4 (9.1%)
Baja California Sur 363 113 (23%) 9 (20.4%)
Coahuila 211 86 (17.5%) 16 (36.4%)
Puebla 148 34 (6.9%) 11 (25%)
Durango 35 10 (2%) 1 (2.3%)
Guerrero 20 16 (3.3%) 1 (2.3%)
Guanajuato 9 0 2 (22%)
Querétaro 5 1 (0.2%) 0
Total 1498 491 (12.8) 44 (2.9)

Determinacion del tipo capsular de P. multocida

Los 44 aislamientos identificados por pruebas bioquimicas como P. multocida, al ser
probados simultaneamente para la deteccion del gen kmt para confirmar el género y los
genes hyaD-hyaC para determinar el tipo capsular A; amplificaron un segmento de 460
pb, lo que indicé y confirmd que todos pertenecen al género Pasteurella. Con respecto
al tipo capsular, 36 aislamientos amplificaron un segmento de 1044 pb, siendo estos asi
caracterizados como pertenecientes al tipo capsular A. Los ocho aislamientos restantes
al probarlos para el tipo D, amplificaron una banda de 657 pb que corresponde a la
presencia del gen dcbF que determina su pertenencia al biotipo capsular D (Figura 2).

Serotipos somaticos de P. multocida

Los ocho aislamientos confirmados como P. multocida tipo D, al realizarles la IDD,
mostraron una banda de precipitaciéon para el serotipo 3, confirmando que éstos
aislamientos obtenidos de hisopos nasales de cabritos fueron pertenecientes al tipo D:3.
En esta prueba se utilizaron cepas de referencia de P. multocida de los serotipos D:3, A:3
yA:l
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DISCUSION

La informacion relacionada con problemas respiratorios en caprinos es escasa en México
e incluso en el continente americano, quiza debido a que esta especie animal no es
considerada importante desde el punto de vista econémico. La literatura sobre este tema
usualmente es generada en paises de otros continentes.

En México, se tiene el antecedente de un estudio realizado por Blanco et al., (1993), en
el cual se determinaron los tipos capsulares y somaticos de P. multocida y los serotipos
de P. haemolytica (actualmente M. haemolytica), aislados a partir de 148 pulmones con
lesiones inflamatorias de ovinos y caprinos colectados en el rastro, obteniendo 79
aislamientos de bacterias de la familia Pasteurellaceae, correspondiendo 30 a M.
haemolytica y 49 a P. multocida. Al realizar la tipificacidon, especificamente de dos
aislamientos de M. haemolytica de caprinos, éstos correspondieron al serotipo Ay de los
tres de P. multocida correspondiendo uno al tipo A y dos al tipo D. Es importante
mencionar que en dicho estudio no se utilizaron metodologias moleculares para la
identificacion bacteriana, ni para la determinacion de tipos capsulares, empleando
solamente pruebas convencionales como hemaglutinacion indirecta, descapsulacion por
hialuronidasa y floculacion por acriflavina. Una diferencia importante es la proporcion de
aislamientos, ya que Blanco et al., (1993), obtuvieron una mayor cantidad de aislamientos
de P. multocida que de M. haemolytica, a diferencia de lo encontrado en el presente
estudio.

La diferencia podria deberse a varios factores como son el origen geografico y tipo de
muestras, dado que Blanco et al., (1993) tomaron muestras de tejido pulmonar con
lesiones de animales adultos provenientes de la zona centro del pais, principalmente de
los estados de México, Querétaro, Jalisco, Guanajuato y Aguascalientes, a diferencia del
presente trabajo en el que se colecté exudado nasal de cabritos enfermos en San Luis
Potosi, Baja California Sur, Coahuila y Puebla principalmente; sin embargo al realizar una
revision de lo publicado al respecto se encontraron resultados variables. Por ejemplo, en
Etiopia se realizo el estudio bacteriolégico a 112 pulmones de caprinos con lesiones
neumonicas, de los que obtuvieron 21 aislamientos de M. haemolytica y seis de P.
multocida, en el cual no utilizaron técnicas moleculares para la identificacion, ni realizaron
tipificacion de los aislados (Demissie et al., 2014). Otro estudio similar realizado en Sudan
en donde a partir de 200 pulmones de caprinos con lesiones neumonicas, obtuvieron 102
aislamientos de diferentes bacterias, predominando M. haemolytica con 85 aislamientos,
seguido de Corynebacterium pseudotuberculosis con siete aislados, Streptococcus spp.
a hemolitico con cinco y P. multocida con un aislamiento, por lo que concluyen que M.
haemolytica serotipo A es el principal causante de problemas respiratorios en cabras de
esta region de Sudan (Elsheikh et al., 2012). En otra investigacion, efectuada en la India
muestrearon caprinos afectados por problemas respiratorios, obteniendo 20 hisopos
nasales, de los cuales se recuperaron 15 aislamientos de M. haemolytica, dos de
Staphylococcus spp., dos de Proteus spp., y uno de E. coli, ademas realizaron el estudio
bacteriol6gico de cinco lavados traqueales de caprinos, de donde se lograron cuatro
aislamientos de M. haemolytica y uno de E. coli, por lo que los autores concluyen que en
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ésta region de la India el principal agente etiolégico participante en los brotes de
enfermedad respiratoria en cabras es M. haemolytica (Ponnusamy et al., 2017).

Una situacion diferente se presenta en los resultados encontrados en un estudio realizado
en Iran, donde se muestrearon ovinos y caprinos con hisopados de fosas nasales y
tonsilas (Sahragard et al., 2012), encontrandose 26 aislamientos de P. multocida y al
caracterizarlos con una PCR mudltiple, encontraron que 24 de ellos fueron tipo A y dos
pertenecieron al tipo D, aunque no refieren especificamente cuantos aislamientos
corresponden a ovinos y cuantos a caprinos (Tahamtan et al., 2016). Es importante
destacar que en este estudio realizaron pruebas para detectar algunos genes de
virulencia relacionados con la produccion de toxinas y proteinas de membrana externa.
En otro estudio efectuado en Egipto (Amin, 2020) con 20 cabras enfermas de neumonia,
al realizarles PCR de tejido pulmonar encontraron una positividad de 95% a Pasteurella
multocida como Unico agente bacteriano participante en el problema respiratorio.

Con respecto a los 50 aislamientos seleccionados para su identificacion definitiva con
PCR, en 46 se evidencio la presencia del gen sodA, por lo que se confirmo su
identificacion definitiva como M. haemolytica; los 4 aislamientos restantes fueron
negativos, por lo que ya no se les tomé en cuenta para el presente estudio. La
identificacion bacteriana inicial se realizd utilizando caracteristicas fenotipicas y
metabolicas que no necesariamente son altamente especificas, lo que puede conducir a
recabar informacion que al ser comparada con informacién genotipica obtenida con
herramientas moleculares no coincidan.

Con respecto al estudio para determinar la presencia del gen IktA en los 46 aislamientos
de M. haemolytica, se encontré que 39 (84.7 %) amplificaron un segmento del gen y los
7 (15.3%) restantes no amplificaron. Al consultar la informacion publicada al respecto, se
encontraron resultados variables, por ejemplo Vougidou et al., (2013) estudiaron 11
aislamientos de origen caprino y 70 de ovinos; el 100% de las cepas evidenciaron la
presencia de el gen IktA, sin embargo en otros estudios Fisher et al., (1999) informaron
gue al estudiar 147 cepas de Mannheimia haemolytica y 101 de Pasteurella trehalosi, el
gen IktA fue detectado en 108 (43.5%) aislamientos y 140 (56.5%) fueron negativos, los
autores no especifican el porcentaje por género bacteriano. En otro estudio Kelley et al.,
(2007), analizaron 48 cepas obtenidas de borregos silvestres, encontrando que 20
(41.6%) aislamientos tenian el gen IktA y 28 (58%) carecian de éste.

El por qué algunos aislamientos de M. haemolytica poseen el gen IktA y otros no, es
explicado por Davies et al., (2001) al mencionar que algunos genes implicados
directamente en la patogénesis se transfieren entre especies bacterianas, por medio de
bacteriéfagos y los genes del operon de la leucotoxina parecen transferirse
horizontalmente entre cepas de M. haemolytica e incluso entre M. glucosida y P. trehalosi.

De acuerdo a la bibliografia consultada, se puede observar que en general, existe poca
informacion relacionada con estudios de los problemas respiratorios en caprinos, ya que
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en la mayoria de los estudios los describen como “realizados en ovinos y caprinos” o
simplemente “realizados en pequefios rumiantes” y al presentar los resultados no
mencionan claramente la separacion por especie animal, lo que contribuye a que exista
poca informacion especifica sobre el tema en los cabritos.

CONCLUSION

Lo que se puede resaltar de los estudios realizados, sobre los problemas respiratorios en
cabras, asi como en rumiantes en general, es que la frecuencia de los principales agentes
etioldgicos como M. haemolytica y P. multocida difiere de acuerdo a la regién geografica,
por lo que es necesario realizar este tipo de estudios ya que contribuyen con informacion
gue tiene aplicacion practica en el diagnéstico, los factores de virulencia y la formulacion
de biolégicos especificos de la region. Un aspecto que no debe de omitirse en futuros
estudios es el relacionado con la resistencia bacteriana a quimioterapéuticos ya que
actualmente tiene un impacto importante tanto en salud animal como en salud publica.
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