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RESUMO 

O objetivo deste estudo foi caracterizar e determinar a presença de Mannheimia haemolytica e Pasteurella 

multocida isoladas de crianças com problemas respiratórios no México. Foi realizada uma amostragem por 

conveniência em sete estados do México, obtendo-se 1.498 amostras de exsudato nasal de crianças. As 

amostras foram inoculadas em placas de ágar sangue, os isolados foram submetidos a testes bioquímicos 

para determinar o gênero e a espécie, e foram encontrados 535 isolados, dos quais 491 foram identificados 

como M. haemolytica e 44 como P. multocida. Cinquenta isolados de M. haemolytica foram selecionados 

aleatoriamente para caracterização por PCR em tempo real e PCR de ponto final, e a identificação 

molecular por ambos os testes foi confirmada em 46 dos 50 isolados. O tipo capsular e o biótipo foram 

determinados para os 44 isolados de P. multocida, sendo que 36 eram do tipo A e 8 do tipo D.  

Palavras-chave: Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida, crianças, 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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INTRODUÇÃO 

A população caprina no México ultrapassa 8,7 milhões de cabeças e tem uma produção 
de carne em carcaça de mais de 77.000 toneladas e uma produção de leite de mais de 
160.000 litros. A rentabilidade da caprinocultura no México está na produção de carne 
para venda e consumo, bem como na produção de leite de cabra para consumo humano 
e para a produção de queijos e doces (SADER, 2023). 

 

A produção de caprinos está concentrada principalmente nas zonas áridas e semiáridas, 
que representam 60 % do país. Oitenta por cento da produção de caprinos ocorre no 
sistema extensivo, devido a seus baixos custos de produção, com o uso de grandes áreas 
áridas de arbustos e gramíneas. As limitações enfrentadas são grandes defasagens 
tecnológicas e sérios problemas sanitários (Cuéllar et al., 2012). Dependendo do produto 
final, há três modelos de produção: cabras em aleitamento com peso de 8 a 10 kg, cabras 
engordadas com peso de 40 a 45 kg e para produção de leite (Andrade-Montemayor, 
2017).  

Embora haja pouca informação sobre a saúde dos caprinos, sabe-se que as doenças 
respiratórias são importantes no México, mas os programas de diagnóstico e prevenção 
raramente são realizados (Cuéllar et al., 2012). Esses problemas são resolvidos 
temporariamente com a aplicação de tratamentos com antibióticos de amplo espectro, o 
que pode levar posteriormente à resistência bacteriana. Diversos fatores estão 
envolvidos no desenvolvimento do Complexo Respiratório Infeccioso de Ruminantes 
(CRIR), como o ambiente, as condições do animal e a presença de agentes infecciosos, 
como vírus e bactérias (Laishevtsev, 2020; Rahal et al., 2014). 

Mannheimia haemolytica e Pasteurella multocida são as bactérias frequentemente 
envolvidas em doenças respiratórias e são consideradas as bactérias mais importantes, 
afetando cabras de todas as idades, com ampla distribuição, ocorrendo em climas 
temperados, subtropicais e tropicais (Rawat et al., 2019; Amin, 2020). Observou-se que 
a P. multocida e a M. haemolytica são responsáveis por surtos com apresentação 
septicêmica ou pneumônica, causando a morte de cabritos lactantes expostos à fadiga e 
ao resfriamento (Hakim et al., 2014). Ambos os microrganismos fazem parte da 
microbiota normal do trato respiratório e da orofaringe de ruminantes, mantendo uma 
relação simbiótica com seu hospedeiro (Hakim et al., 2014; Laishevtsev, 2020). 

 
A cápsula da M. haemolytica lhe confere a propriedade de aderência (Laishevtsev, 2020; 
Wilson & Ho, 2013). Além da cápsula, há outros fatores de virulência na M. haemolytica, 
um deles é a leucotoxina, que é uma citolisina formadora de poros que destrói leucócitos 
de ruminantes; é uma exotoxina de 104 kDa produzida durante a fase logarítmica do 
crescimento bacteriano. A síntese, a ativação e a produção de leucotoxina são reguladas 
por meio de um operon policistrônico, que contém os genes lktC, lktA, lktB e lktD 
(Oppermann et al., 2017; Laishevtsev, 2020).  
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O sequenciamento do gene sodA foi usado para a identificação de Mannheimia spp. 
(Aulik et al., 2010; Nefedchenkoa et al., 2016). Com relação à P. multocida, ela tem cinco 
sorogrupos capsulares denominados: A, B, D, E e F (Wilson & Ho, 2013); poucos estudos 
foram realizados no México com essa espécie animal, mas a presença dos sorogrupos 
A e D foi relatada (Blanco et al., 1993). O objetivo do presente estudo foi caracterizar e 
determinar a presença de M. haemolytica e P. multocida isoladas de crianças com 
problemas respiratórios no México. 
 

MATERIAL E MÉTODOS 
Coleta de amostras 
Uma amostra de conveniência não probabilística (Hernández, 2021) foi coletada durante 
um ano de crianças com problemas respiratórios que apresentavam secreção nasal e 
ocular, tosse, estertores na ausculta torácica, depressão e febre. Um total de 1.498 
amostras foi obtido nos estados de San Luis Potosí (707), Baja California Sur (363), 
Coahuila (211), Puebla (148), Durango (35), Guerrero (20), Guanajuato (9) e Querétaro 
(5). Os exsudatos nasais foram coletados usando cotonetes com meio de transporte 
Ames com carvão ativado. Os foram mantidos refrigerados a 4 °C até o estudo 
bacteriológico no laboratório. 
 
Isolamento bacteriológico e identificação bacteriana 
O estudo bacteriológico dos cotonetes nasais obtidos foi realizado em placas de ágar 
sangue e ágar Mc Conkey, incubadas a 37 ºC por 24 horas. A identificação do gênero e 
da espécie dos isolados foi realizada de acordo com a morfologia colonial e microscópica, 
coloração de Gram, fermentação de açúcar, produção de H2S, indol, urease e oxidase 
(Legesse et al., 2018).  
 
Extração de DNA  
A extração de DNA de isolados bacterianos foi realizada usando a técnica de tiocianato 
de guanidina (Pitcher et al., 1989). A concentração de DNA foi quantificada por 
espectrofotometria (espectrofotômetro SmartSpec-Plus BIORAD Laboratories, EUA) a 
uma absorbância de 260/280. Para os isolados identificados como Mannheimia, a 
espécie foi determinada por PCR em tempo real, identificando o gene sodA, usando o 
par de primers projetado por Guenther et al., (2008).  As cepas identificadas como M. 
haemolytica foram testadas quanto à presença do gene lktA por PCR (Tabela 1). 
 
PCR multiplex para detecção de genes de virulência associados a P. multocida  
Os isolados identificados por bacteriologia como P. multocida foram submetidos a PCR 
multiplex para gênero usando a sequência do gene KMT1, para o biótipo das cepas, a 
presença dos genes hyaD-hyaC que codificam o tipo capsular A e o gene dcbF para 
identificar o tipo D foi identificado (Rawat et al., 2019). 
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Determinação dos sorotipos somáticos de P. multocida 
O sorotipo somático de P. multocida foi determinado por precipitação em gel com 
antissoros específicos (Chengappa et al., 1982).  
 

Tabela 1. Sequências de oligonucleotídeos usadas para P. multocida e M. haemolytica  

 

Gen Iniciadores Sequência 5’ a 3’ 

Tamanho 
do 

amplicon 
(pb) 

Referência 

M. 
haemolytica 

sodA 
SODA-
FWD 
SADA-REV 

AGCAGCGACTACTCGTGTTGGTTCAG 

AAGACTAAAATCGGATAGCCTGAAACGCCTG 
143 

Guenther 
2008 

lktA 
LKTA-FWD 
LKTA-REV 

GGTGAAGGTTACGACCGAGTT 

CTTCACGGTTGCCCACTAATG  
172 Este estudo 

P. multocida 

KMT1 
KMT1T7 
KMT1SP6 

ATCCGCTATTTACCCAGTGG 

GCTGTAAACGAACTCGCCAC 
460 

Rawat et 
al., 2009 

hyaD-
hyaC 

CAPA-
FWD 
CAPA-REV 

TGCCAAAATCGCAGTCAG 

TTGCCATCATTGTCAGTG 
1044 

  Townsend 
et al., 2001 

dcbF 
CAPD-
FWD 
CAPD-REV 

TTACAAAAGAAAGACTAGGAGCCC 

CATCTACCCACTCAACCATATCAG 
657 

  Townsend         
et al., 2001 

 

RESULTADOS 

Isolados bacterianos de cotonetes nasais 
Dos 1.498 cotonetes de exsudato nasal que foram submetidos a estudo bacteriológico, 
foram obtidos 535 isolados de bactérias da família Pasteurellaceae, com uma taxa de 
recuperação de 36 %, dos quais 92 % (491/535) foram identificados como M. haemolytica 
e 8 % (44/535) como P. multocida. A distribuição dos isolados obtidos em cada um dos 
estados da República Mexicana onde a amostragem foi realizada é apresentada na 
Tabela 2. 
 
Caracterização molecular da M. haemolytica 
Dos 491 isolados identificados bioquimicamente como M. haemolytica, 50 foram 
selecionados aleatoriamente para caracterização por PCR em tempo real e técnicas de 
PCR de ponto final, classificados por PCR em tempo real para localizar o gene sodA, 
obtendo amplificação em 46 isolados, que foram confirmados como M. haemolytica.  
Os 46 isolados confirmados por PCR como M. haemolytica foram submetidos a PCR de 
ponto final para amplificar um segmento de 172 pb do gene lktA; 39 isolados 
apresentaram amplificação positiva. 
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Tabela 2. Isolados obtidos de crianças com problemas respiratórios nos estados da República 
Mexicana onde as amostras foram coletadas 

Estado 
Número de 
amostras 

Isolamentos positivos 

Mannheimia haemolytica 

Isolamentos positivos 

Pasteurella multocida 

San Luis Potosí 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) 

 

Determinação do tipo capsular de P. multocida 
Os 44 isolados identificados por testes bioquímicos como P. multocida, quando testados 
simultaneamente para o gene kmt para confirmar o gênero e os genes hyaD-hyaC para 
determinar o tipo capsular A, amplificaram um segmento de 460 pb, o que indicou e 
confirmou que todos eles pertencem ao gênero Pasteurella. Com relação ao tipo 
capsular, 36 isolados amplificaram um segmento de 1044 pb, caracterizando-se, 
portanto, como pertencentes ao tipo capsular A. Os oito isolados restantes, quando 
testados para o tipo D, amplificaram uma banda de 657 pb correspondente à presença 
do gene dcbF, que determina sua pertença ao biótipo capsular D (Figura 2).  
 
Sorotipos somáticos de P. multocida 
Os oito isolados confirmados como P. multocida tipo D, após IDD, apresentaram uma 
banda de precipitação para o sorotipo 3, confirmando que esses isolados obtidos de 
cotonetes nasais de crianças pertenciam ao tipo D:3. As cepas de referência de P. 
multocida dos sorotipos D:3, A:3 e A:1 foram usadas nesse teste.  
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DISCUSSÃO 

As informações relacionadas a problemas respiratórios em caprinos são escassas no 
México e até mesmo no continente americano, talvez porque essa espécie animal não 
seja considerada economicamente importante. A literatura sobre esse assunto 
geralmente é gerada em países de outros continentes.  

No México, temos o antecedente de um estudo realizado por Blanco et al., (1993), no 
qual foram determinados os tipos capsulares e somáticos de P. multocida e os sorotipos 
de P. haemolytica (atualmente M. haemolytica), isolados de 148 pulmões com lesões 
inflamatórias de ovinos e caprinos coletados no matadouro, obtendo-se 79 isolados de 
bactérias da família Pasteurellaceae, 30 dos quais corresponderam a M. haemolytica e 
49 a P. multocida. Na tipagem, especificamente dois isolados de M. haemolytica de 
caprinos corresponderam ao sorotipo A, e dos três isolados de P. multocida, um 
correspondeu ao tipo A e dois ao tipo D. É importante mencionar que, neste estudo, não 
foram utilizadas metodologias moleculares para a identificação bacteriana nem para a 
determinação dos tipos capsulares, sendo usados apenas testes convencionais, como 
hemaglutinação indireta, decapsulação de hialuronidase e floculação de acriflavina. Uma 
diferença importante é a proporção de isolados, pois Blanco et al., (1993), obtiveram um 
número maior de isolados de P. multocida do que de M. haemolytica, em contraste com 
o presente estudo.  

 

A diferença pode se dever a vários fatores, como a origem geográfica e o tipo de 
amostras, já que Blanco et al., (1993) coletaram amostras de tecido pulmonar com lesões 
de animais adultos da parte central do país, principalmente dos estados do México, 
Queretaro, Jalisco, Guanajuato e Aguascalientes, ao contrário do presente estudo, no 
qual o exsudato nasal foi coletado principalmente de crianças doentes em San Luis 
Potosi, Baja California Sur, Coahuila e Puebla; entretanto, uma revisão da literatura 
encontrou resultados variáveis. Por exemplo, na Etiópia, um estudo bacteriológico foi 
realizado em 112 pulmões de cabras com lesões pneumônicas, dos quais foram obtidos 
21 isolados de M. haemolytica e seis de P. multocida, nos quais não foram usadas 
técnicas moleculares para identificação, nem foi realizada a tipagem dos isolados 
(Demissie et al., 2014). Outro estudo semelhante foi realizado no Sudão, onde, de 200 
pulmões de cabras com lesões pneumônicas, foram obtidos 102 isolados de diferentes 
bactérias, predominantemente M. haemolytica com 85 isolados, seguido por 
Corynebacterium pseudotuberculosis com sete isolados, Streptococcus spp α hemolítico 
com cinco e P. multocida com um isolado, concluindo assim que a M. haemolytica 
sorotipo A é a principal causa de problemas respiratórios em cabras nessa região do 
Sudão (Elsheikh et al., 2012). Em outra pesquisa, realizada na Índia, foram coletadas 
amostras de cabras afetadas por problemas respiratórios, obtendo-se 20 cotonetes 
nasais, dos quais foram recuperados 15 isolados de M. haemolytica, dois de 
Staphylococcus spp, dois de Proteus spp, e um de E. coli, além disso, realizaram um 
estudo bacteriológico de cinco lavagens traqueais de cabras, das quais foram obtidos 
quatro isolados de M. haemolytica e um de E. coli, de modo que os autores concluem 
que, nessa região da Índia, o principal agente etiológico envolvido em surtos de doenças 
respiratórias em cabras é a M. haemolytica (Ponnusamy et al., 2017). 
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Uma situação diferente é apresentada nos resultados encontrados em um estudo 
realizado no Irã, no qual ovelhas e cabras foram amostradas com cotonetes de cavidades 
nasais e amígdalas (Sahragard et al., 2012), encontrando 26 isolados de P. multocida e 
caracterizando-os com uma PCR multiplex, eles descobriram que 24 deles eram do tipo 
A e dois pertenciam ao tipo D, embora não se refiram especificamente a quantos isolados 
correspondem a ovelhas e quantos a cabras (Tahamtan et al., 2016). É importante 
ressaltar que, nesse estudo, eles testaram alguns genes de virulência relacionados à 
produção de toxinas e proteínas da membrana externa. Em outro estudo realizado no 
Egito (Amin, 2020) com 20 cabras que sofriam de pneumonia, a PCR do tecido pulmonar 
foi 95 % positiva para Pasteurella multocida como o único agente bacteriano envolvido 
no problema respiratório.   
 

Dos 50 isolados selecionados para identificação definitiva por PCR, 46 apresentaram a 
presença do gene sodA, confirmando sua identificação definitiva como M. haemolytica; 
os 4 isolados restantes foram negativos e, portanto, não foram considerados para o 
presente estudo. A identificação bacteriana inicial foi realizada usando características 
fenotípicas e metabólicas que não são necessariamente altamente específicas, o que 
pode levar à coleta de informações que não coincidem quando comparadas com 
informações genotípicas obtidas com ferramentas moleculares. 
 
Com relação ao estudo para determinar a presença do gene lktA nos 46 isolados de M. 
haemolytica, verificou-se que 39 (84.7 %) amplificaram um segmento do gene e os 7 
(15.3 %) restantes não amplificaram. Vougidou et al., (2013) estudaram 11 isolados de 
caprinos e 70 de ovinos; 100 % das cepas mostraram a presença do gene lktA, porém, 
em outros estudos, Fisher et al., (1999) relataram que ao estudar 147 cepas de 
Mannheimia haemolytica e 101 de Pasteurella trehalosi, o gene lktA foi detectado em 108 
(43.5 %) isolados e 140 (56.5 %) foram negativos, os autores não especificam a 
porcentagem por gênero bacteriano. Em outro estudo, Kelley et al., (2007), analisaram 
48 cepas obtidas de ovelhas selvagens e descobriram que 20 (41.6%) isolados tinham o 
gene lktA e 28 (58 %) não o tinham.  
 
A razão pela qual alguns isolados de M. haemolytica têm o gene lktA e outros não é 
explicada por Davies et al., (2001) quando mencionam que alguns genes diretamente 
envolvidos na patogênese são transferidos entre espécies bacterianas por bacteriófagos 
e os genes do operon da leucotoxina parecem ser transferidos horizontalmente entre 
cepas de M. haemolytica e até mesmo entre M. glucosida e P. trehalosi. 
 
De acordo com a bibliografia consultada, pode-se observar que, em geral, há pouca 
informação relacionada a estudos de problemas respiratórios em caprinos, pois a maioria 
dos estudos os descreve como “realizados em ovinos e caprinos” ou simplesmente 
“realizados em pequenos ruminantes” e, ao apresentar os resultados, não mencionam 
claramente a separação por espécie animal, o que contribui para o fato de haver pouca 
informação específica sobre o assunto em caprinos. 
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CONCLUSÃO 

O que pode ser destacado dos estudos realizados sobre problemas respiratórios em 
caprinos, bem como em ruminantes em geral, é que a frequência dos principais agentes 
etiológicos, como M. haemolytica e P. multocida, difere de acordo com a região 
geográfica, por isso é necessário realizar esse tipo de estudo, pois eles contribuem com 
informações que têm aplicação prática no diagnóstico, nos fatores de virulência e na 
formulação de produtos biológicos específicos para a região. Um aspecto que não deve 
ser omitido em estudos futuros é o relacionado à resistência bacteriana a 
quimioterápicos, pois atualmente ela tem um impacto importante na saúde pública e 
animal.  
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