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1.0 INTRODUCCION

Los organismos del género Pasteurella poseen una amplia gama de hospederos y
causan enfermedades epidémicas y sistémicas en animales domésticos y aves. Los
microorganismos pertenecientes a éste género son generalmente bacilos cocoides,
cortos y gruesos, sin embargo, a veces se observan formas alargadas; generalmente
son capsulado, sin embrago han sido algunos encontrados algunos sin capsula la
mayoria de las especies son inmoviles y ninguna forma esporas. Son Gram negativos,
tifiéndose mas intensamente en los polos, dando lugar a la llamada tincién bipolar que
suele ser caracteristica del grupo ®/%1929

Todas las especies de este género crecen bien en medios cominmente usados y en
medios convencionales empleados para pruebas bioquimicas diferenciales. Su
temperatura Optima de crecimiento es de 35 a 37°C, son productores de oxidasa. La
mayoria de los cultivos de las diferentes especies producen catalasa, pero solamente
Pasteurella anatipestifer produce gelatinasa. El poder fermentativo de los
carbohidratos de éstos microor§anismos es muy limitado; aunque acidifican algunos
azucares, nunca producen gas, &1%19202

El genero Pasteurella comprende un grupo extremadamente heterogéneo de
organismos, pero solamente han sido reconocidas cuatro especies: Pasteurella
multocida, Pasteurella pneumotropica, Pasteurella haemolyvtica y Pasteurella ureae.

Pasteurella multocida es un microorganismo de considerable importancia historica,
cientifica y econdmica. Es un microorganismo muy versatil, capaz de infectar a
bovinos, ovinos y bufalos, también infecta cerdos, gatos, perros, asi como aves
silvestres y domésticas; es considerado como flora bacteriana normal en conejos,
ratas y ratones @°2!2%

La primera contribucién importante sobre estos microorganismos fue aportada por
Bollinger en 1978, investigando una enfermedad mortal que afectaba a los animales
silvestres y al ganado bovino. El agente bacteriano del colera aviar fue descrito por
Rivolta en 1877, por Perroncito en 1879 y por Toussaint en ¢l mismo afio. La
descripcion mas completa del colera de las gallinas la hizo Pasteur en 1880. En los
Estados Unidos, Salmon y Smith observaron la bacteria en 1880. Davaine y Gaffky
en 1981, describieron el agente causal de la septicemia del conejo. Loeffler y Schiitz
estudiaron y describieron el agente causal de la septicemia porcina 1882. En 1885,
Kit realizé un estudio comparativo de los agentes productores de colera aviar,
septicemia del conejo, cerdos, animales de caza y bovinos, llegando a la conclusion
de que, en muchos aspectos, eran idénticos, les dio el nombre de Bacterium bipolare
multocidum.



En 1886, Hueppe notd la semejanza de las enfermedades producidas por éstas
bacter(ig)s ovoides bipolares, proponiendo el nombre de septicemias hemorragicas para
ellas.

En 1887, Trevisan empled el nombre de Pasteurella, como resultado de estudios
comparativos, Rosenbusch en 1937 y Rosenbusch y Merchant en 1938, emplearon el
nombre de Pasteurella mudtocida para los microbios tipicos de las septicemias
hemorragicas, &37°7)

1.1 MORFOLOGIA Y FISIOLOGIA

Pasteurella multocida es un pequefio bacilo cocoide gram negativo de 1.4 um de
tamaiio; muestra una tincion bipolar caracteristica del grupo cuando se tifie con azul
de metileno 6 fucsina fenicada. Tras repetidos cultivos en agar, tiende a formar largos
bacilos, resultando pleomorfico y dando origen a cadenas, filamentos y bacilos de
varios tamaiios. Generalmente poseen capsula, la cual puede variar en tamaiio y
composicion. Carter, 1970 demostrd, independientemente; la presencia de capsulas de
algunas cepas de acido hialurénico. Las capsulas pueden ponerse de Manifiesto por el
azul de alcian y con tinciones negativas utilizando tinta china o nigrosina. Las cepas
virulentas pueden perder su capsula de resiembras continuas en medios
artificiales®'»

12 NECESIDADES Y CARACTERISTICAS DE CULTIVO

Pasteurella multocida es un microorganismo aerobico y anaerobio facultativo. Su
temperatura Optima de crecimiento es de 37°C. El pH conveniente oscila entre 6 y
8.5, con un optimo situado entre 7.2 y 7.4.

El empleo de medios a partir de proteinas digerida o proteasa de peptona, estimula el
crecimiento del microorganismo. Puede cultivarse en caldo comiin, pero se obtiene
mejor crecimiento cuando se adiciona sangre o suero. Crece bien en cajas de medio
de infusion de cerebro y corazén (BHI), y en cajas de agar sangre; es un
microorganismo no hemolitico, pero puede producir una tonalidad obscura del medio
en areas de gran crecimiento después de 48 a 72 horas de incubacion. Los cultivos en
agar sangre posecen un olor distintivo. Se reconocen tres diferentes tipos de colonias
después de 24 horas de crecimiento en agar suero clarificado a 37°C. Cepas altamente
virulentas que contienen un antigeno capsular polisacarido tipo-especifico, que
generalmente produce colonias lisas (L) de 1.0 a 1.5 mm de diametro; que
normalmente son fluorescentes a la transmision de luz oblicua.



Las cepas mucoides (M) son aisladas con mayor frecuencia de los pasajes
respiratorios normales o de infecciones crénicas. Estas colonias son largas, pudiendo
llegar a medir 2 a 3 mm de diametro. Estos aislamientos son generalmente de baja
virulencia, poseen una gruesa capsula formada por acido hialurénico, pero pueden o
no tener el antigeno capsular polisacarido tipo-especifico. Las cepas rugosas (R) son
completamente avirulentas y no poseen antigeno capsular. Las colonias son en
apariencia similares a las colonias L, pero son dificiles de suspender en solucion
salina fisiologica, @

1.3 ESTRUCTURA ANTIGENICA

La clasificacion serologica de Pasteurella multocida es mas compleja de lo que se
pensaba en un principio. La tipificacion por el uso de procedimientos estandares de
aglutinacién, es usualmente complicado por la presencia de antigenos somaticos
comunes y, en cepas mucoides por ¢l 4cido hialurénico capsular. '

Roberts (1947) fue el primero en demostrar la existencia de por lo menos 5 cepas tipo
de Pasteurella multocida, basado principalmente en las pruebas de inmunidad
cruzada para el raton

El sistema Serolégico de agrupacién mas cominmente utilizado proviene de la
separacion inicial en 4 serotipos realizada por Carter, basado en las diferencias de los
antigenos capsulares. Para esté proposito fue realizada uma prucba de
hemaglutinacion indirecta, utilizando eritrocitos humanos del grupo sanguineo O
como porntadores de antigeno. Las células sensibilizadas con el polisacarido (antigeno
K), fucron utilizadas para titular varios sueros anti- Pasteurella multocida,
obteniéndose 4 tipos capsulares diferentes; los cuales fueron designados como tipo
"A", "B", "C" y "D". Mas tarde, fue descrito un nuevo tipo; el “E "y el tipo "C” fue
descartado. 7

Roberts clasificé las cepas tipo como I, I, Il y V las cuales corresponden
respectivamente a los antigenos capsulares “B”, “A”, “E” y “D” de Carter. % 10)

En general los grupos “A” y “D” muestran una gran capsula y son altamente
virulentos para pollos, pavos, cerdos, vacas y ratones. La relacion existente entre la
capsula y la alta virulencia ha sido discutida por Carter, 1979.®

Existe una gran confusiéon en cuanto a la relacion existente entre varios de los tipos
capsulares, ya que ademas; Pasteurella multocida produce un gran numero de
antigenos somaticos lipopolisacaridos, los cuales pueden ser detectados mediante
Lo X - P (14)
pruebas de hemaglutinacion, una vez que el antigeno capsular ha sido eliminado.



El antigeno capsular puede ser eliminado por el tratamiento de las células con acido
clorhidrico normal durante toda la noche, o bien tratando las células con
hialuronidasa que produce el mismo efecto que la hidrélisis acida. %%

Algunas cepas de Pasteurella mulfocida probablemente contienen antigenos
somaticos muiltiples de los cuales, hasta ahora, han sido identificados por lo menos 11
antigenos O especificos.

Ahora es costumbre el designar los aislamientos de Pasteurella multocida con un
numero arabigo para el antigeno somatico especifico, seguido por una letra capital
designando el antigeno capsular, si este es conocido.

1.4. VIRULENCIA DE Pasteurella multocida Y SUSCEPTIBILIDAD DEL
HOSPEDERO

La virulencia de las cepas de Pasteurella multocida en la variedad de especies de
huéspedes primarios, varia desde los niveles altamente patogenos encontrados en las
cepas patogenas de aves a la virulencia mas modesta de cepas asociadas con
neumonia bovina y porcina, e incluso la virtal avirulencia de las cepas aisladas de la
mucosa oral de gatos y perros.

Las cepas virulentas de Pasteurella multocida pueden ser aisladas de pulmones
bovinos aparentemente normales, las cuales, al parecer; desencadenan brotes
epidémicos de septicemia hemorragica causados por estas mismas cepas con la ayuda
de estrés previo de los animales (por ejemplo: Frio, hacinamiento, o la presencia de
una infeccion intercurrente), llegando a causar epidemias fatales. @

La virulencia extraordinaria mostrada por algunas cepas de Pasteurella multocida,
esta relacionada con la habilidad de este microorganismo de evadir la fagocitosis una
vez que penetra a los tejidos. Cuando se introduce parenteralmente en ratones
normales, los bacilos se multiplican libremente por todos los tejidos al igual que si se
encontraran en un medio de cultivo liquido in virro, ¥

En consecuencia, virtualmente; todos los organos y tejidos del cuerpo llegan a ser
infectados masivamente en unas cuantas horas, dando como resultado, 1a muerte del
huésped en menos de 24 horas debido a una endotoxemia fatal, ®



La cavidad peritoneal también se puede ver involucrada, y los conteos diferenciales
de los cultivos obtenidos por lavado peritoneal indican que mas del 98% de los
bacilos presentes se encuentran en la fase extracelular, sugiriendo que el mecanismo
de fagocitosis no fue efectivo contra el microorganismo; el cual continia
multiplicandose libremente dentro del fluido peritoneal y en la sangre hasta que el
huésped muere.

La falta de fagocitosis en infecciones de Pasteurella multocida ha sido observada y
reportada por varios investigadores®™®'® considerindose que este fenémeno es
debido en parte a que la capsula que poseen las bacterias dificulta su fagocitosis y por
otro lado , a la ausencia de opsoninas especificas en el organismo afectado, lo cual
determina que los macréfagos del huésped no puede fagocitar los microorganismos
en un grado que puedan proporcionarle proteccion. Cuando la infeccion entra
directamente en la cavidad peritoneal, pasa rapidamente a los nodulos linfaticos
mediastinales para llegar a la sangre en pocas horas. Después de 5 horas, la pared del
sistema reticulo endotelial se encuentra altamente involucrada y el animal se observa

enfermo®®,

1.5 FACTORES DE PATOGENECIDAD

Varios productos bacterianos, incluyendo endotoxina, neuraminidasa, adhesina y una
capsula antifagocitica, han sido descritos y pueden ser significativos en la virulencia
de las cepas de Pasteurella multocida.

A) ENDOTOXINA.

EN 1971 Wok expreso que la mayoria de las preparaciones de endotoxinas
probablemente consistian de complejos o mezclas con proteinas fosfolipidos y
lipopolisacaridos (Heddleston, 1975). En los conejos la endotoxina de Pasteurella
multocida ha sido relacionada con fiebre, depresion del Sistema Nervioso Central,
coagulopatia intravascular diseminada, leucopenia, trombocitopenia y muerte,
también ha sido detectada una endotoxina libre en el plasma de congjos
septicémicos‘”'so'”)

B) NEURAMINIDASA

La produccién de neuraminidasa esta relacionada con la virulencia de algunas cepas

de Pasteurella multocida observindose que las cepas de Pasteurella muliocida de
rapido crecimiento y una gran actividad de neurominidasa son mads virulentas que
aquellas que crecen lentamente o que expresan una baja actividad enzimatica. Sin
embargo, el mecanismo _de accién especifico de la neuraminidasa de Pasteurelia
multocida se desconoce @,



C) ADHESINA.

La capacidad de Pasteurella multocida para adherirse a células nasofaringeas de
conejo y a células de cultivo de tejidos descrita Y ha postulado su papel en la
colonizacién y la infeccién en el conejo huésped @™,

En un estudio realizado para comparar las propiedades de adhesividad de diferentes
serotipos capsulares de Pasteurella multocida a células epiteliales, las cepas con
capsula del tipo "A" fueron aproximadamente 10 veces mas adherentes in vitro a
células Hela que las cepas de tipo capsular "D~ evaluadas. La adherencia fue
destruida a la interaccion de las fimbrias bacterianas con los receptores de N-acetil-
D-glucosamina en la célula huésped®®.

D) CAPSULA.

Varias cepas de Pasteurella multocida tipo “A” posecen una capsula de acido
hialurénico que inhibe la fagocitosis de éstos microorganismos por los neutrofilos

polimorfonucleares®®,

Sin embargo, hasta ahora; el papel especifico que desempeiia cada uno de esos
productos en la patogénesis de la infeccion con Pasteurella multocida no son del todo
claros.

1.6. MECANISMOS DE DEFENSA DEL HOSPEDERO

Glorioso y cols. (1982), sugieren que Pasteurella multocida prolifera inicialmente en
la mucosa nasofaringea debido a la producciéon de fimbrias y sustancias
hemoaglutinantes que actiian como adhesinas”®. El descubrimiento de fimbrias en el
cultivo de una cepa adhesiva de Pasteurella multocida pero no en el cultivo de cepas
no adhesivas sugiere que las fimbrias pueden actuar como organclos adhesivos.La
bacteria se une a células epiteliales escamosas de la su;)erﬁcie mucosal, pero no a las
células epiteliales ciliadas tanto in vivo como in vitrd®'"'**®, La union de Pasteurella
multocida tipo “A”, las células escamosas de la faringe resulta de la interaccion de la
fimbria bacteriana con receptores de N-acetil-D-glucosamina de la célula huésped®®.
Esta union posiblemente juega un papel en la colonizacion y por consiguiente en la
patogénesis de las infecciones en las vias altas del tracto respiratorio del conejo®,

Pasteurella multocida tipo ™ A~ se adhiere a los macrofagos pulmonares de conejos,
ratas, ratones, cerdos y caballos.), Esslinger y cols., 1994, observaron que el acido
hialurénico aglutinaba macrofagos alveolares de diferentes especies animales, dicha
adhesion se ve reducida por el tratamiento de la bacteria con hialuronidasa y/o por la
preincubacién de los macréfagos con acido hialuronico®4¢+7



La mayoria de los investigadores sugieren que la colonizacion de los conejos con
Pasteurella multocida ocurre no antes de la doceava semana de edad, sin embargo;
otros investigadores; Otros investigadores han presentado evidencias sugiriendo que
la colonizacién se presenta a partir de la quinta o sexta semana de edad y tan
tempranamente como los siete primeros dias de edad®**”,

La respuesta inmunologica observada en las diferentes especies sometidas a la
vacunacion es predominantemente de naturaleza humoral. Es posible que el mosaico
antigénico de Pasteurella multocida estimule tanto cualitativa como
cuantitativamente diferentes clases de inmunoglobulinas en diversas especies de
huéspedes"” La infeccion natural con Pasteurella multocida fue seguida por la
deteccion de anticuerpos IgM e IgG, encontrandose que, en la mayoria de los
conejos, estos anticuerpos son detectados de la segunda a la tercera semana después
del ultimo cultivo nasal negativo. La respuesta del anticuerpo de la clase IgM se ve
incrementada después de la infeccion, regresando a niveles normales después de unas
cuantas semanas, mientras que la respuesta de anticuerpos de la clase IgG continia
incrementandose y permanece elevada®2%2h,

Se ha observado que el suero inmune de conejo, contiene altos niveles de anticuerpos
IgG y una pequeiia cantidad de anticuerpos IgA contra Pasteurella multocida, lo cual
reduce significativamente la prevalencia y severidad de la neumonia y el nimero de
microorganismos en los pulmones de conejos desafiados homdlogamente, lo que
demuestra que los anticuerpos IgG contra Pasteurella multocida juegan un papel
importante en la proteccion de conejos contra infecciones del tracto respiratorio
inferior, ya que se relacionan con la reduccion significativa del namero de
microorganismos en la cavidad nasal y con la prevalencia de la colonizacion de
Pasteurella multocida en otros 6rganos™),

La inhabilidad de los anticuerpos especificos contra Pasteurella multocida para
proteger adecuadamente a conejos de un desafio subsecuente no es bien entendida. Se
ha observado que los anticuerpos producidos en conejos contra antigenos capsulares
especificos, puede proteger pasivamente a ratones inmunizados; aparentemente, esos
anticuerpos de conejo son opsoninas efectivas, ya que los leucocitos
polhgg)rfonuclemes de raton realmente fagocitan y matan a la bacteria en presencia de
ellos™,

Se han realizado ensayos para la medicion de la fagocitosis de Pasteurella multocida
en presencia de suero y de granulocitos obtenidos de conejos inmunizados y no
inmunizados, observandose indices de fagocitosis bajos en ausencia de suero; sin
embargo, la presencia de suero de conejos ya sea inmune o no incrementa el indice de
fagocitico lo que sugiere que el suero mas complemento es esencial para la
fagocitosis, ya que esta no ocurre en presencia de suero de congjo inactivos por
calentamiento®. Sin embrago, la inhabilidad de los leucocitos polimorfonucleares de



conejo para controlar el crecimiento de Pasteurella multocida in vivo no se ha
asociado con anormalidades primarias de los neutrofilos o con una falta de eficiencia
de las opsoninas séricas en animales infectados; por lo contrario, la resistencia de
organismos capsulados a la accion bactericida del suero ha sido asociada con la
virulencia bacteriana y la habilidad para producir bacteremia®®.

Todo esto hace suponer que la produccion de anticuerpos es facilitada por la
estimulacion sostenida de la respuesta inmune por los organismos colonizantes,
confirmando las observaciones realizadas por otros investigadores, que sugieren que
la colonizacion persistente puede ocurrir a pesar de la presencia de anticuerpos
especificos“®, desconociéndose hasta el momento la forma en la que esto ocurre, se
piensa que se requiere de un mecanismo que ayude a evitar el efecto opsonizante de
las inmunoglobulinas, para los aislamientos de cepas de Pasteurella multocida tipo
"A", este mecanismo puede involucrar la capsula mucoide, la cual puede inhibir la
opsonizaciéon por la deposicion restringida de inmunoglobulinas por el
enmascaramiento de los sitios antigenicos. Esta posibilidad es congruente con los
reportes que sefialan que los aislamientos mucoides de Pasteurella multocida tipo "A”™
pueden resistir la fagocitosis de leucocitos polimorfonucleares de conejo®®.

1.7. DISTRIBUCION Y TRANSMISION

La Pasteurella multocida se encuentra distribuida por todo el mundo y con frecuencia
produce graves perdidas economicas. Como se han aislado microorganismos a partir
de los tractos respiratorio y digestivo de animales clinicamente sanos, se ha dudado
con frecuencia de su papel como patégeno primario®

La infeccion natural por Pasteurella multocida pueden adquirirla las diversas
especies animales por diferentes formas, es muy probable que las garrapatas y las
pulgas sean vectores naturales de la mayoria de infecciones en bufalos, cerdos,
ovejas, zarigiieyas, perros y gatos'?, se ha mencionado que la infeccion también
puede ser transmitida por inhalacién por contacto con animales infectados, por
ingestion de agua y/o alimentos contaminados y por mordeduras de otros animales
infectados.

En el humano, las infecciones causadas por Pasteurella multocida son generalmente
debidas a mordeduras de animales portadores y por el contacto con animales y/o
cadaveres de animales infectados tal es el caso de algunos granjeros trabajadores de
abasto y veterinarios®®,




1.8 DIAGNOSTICO
A) BACTERIOLOGICO.

El diagndstico bacteriolégico definitivo del agente causal se basa en el aislamiento e
identificacidn de Pasteurella multocida, para ello se requiere del cultivo de la
muestra apropiada dependiendo del area afectada del conejo.

i) RINITIS (Coriza infecciosa)

En el caso de rinitis, el aislamiento y la identificacion de Pasteurella multocida por
el examen del cultivo bacteriano de exudado nasal mucoso o mucopurulento es
esencial para realizar un diagnostico definitivo. La inmunofluorescencia indirecta con
especificidad para Pasteurella multocida se emplea como una prueba o tamiz tanto
para la deteccién de antigenos (Pasteurella multocida en raspado nasal) y de
anticuerpos en el suero de congjost "1

ii)  BRONCONEUMONiIA

Debido a que los signos clinicos se confunden con los que producen otros
microorganismos son usualmente irreconocibles, el diagnostico de bronconeumonia
en conejos depende de la examinacion postrnorten y del cultivo bacteriano de (los)
pulmén(es) afectado(s) (18252639,

iit)  OTITIS MEDIA

El diagnostico se realiza cuando se presentan casos de torticolis. La confirmacion del
diagnostico se realiza por la demostracion de un exudado supurativo en una o ambas
cavidades timpanicas observadas en la examinacién postmortem, seguida por la
confirmacioén de la presencia de la bacteria una vez realizado el cultivo bacteriano del

exudado presente!®%,

iv) INFECCION GENITAL.
El diagnéstico se realiza usualmente a través del examen postmortem. Las lesiones,

acroscopicas y microscopicas tipicas pueden verificarse por el aislamiento y la
identificacion de Pasteurella multocida en los érganos afectadost!82529)




v)  ABSCESOS.

La presencia de abscesos subcutineos se determina por la presencia de una
protuberancia focal con un centro blando. La aspiracion del contenido de la
protuberancia ayuda en la diferenciacion del absceso con un tumor o una lesién
parasitaria. El exudado de los abscesos subcutaneos es cultivado para determinar el
agente etiologico especifico. Los abscesos en organos intemos son generalmente
reconocidos a la necropsia®'®2°2%,

vi) CONJUNTIVITIS.

Es necesario realizar el cultivo bacteriano del saco conjuntivo para identificar a la
bacteria causal y determinar su sensibilidad a antibioticos'*2",

vii) SEPTICEMIA.

El diagnéstico depende del cultivo bacteriano y la identificacion del organismo causal

en sangre y en varios 6rganos parenquimatosos('327,

Los medios de cultive apropiados son aquellos enriquecidos con suero y/o sangre, en
los cuales las colonias aparecen después de 24 horas de incubacion a 37° C  estas
colonias presentan una coloracion grisaceo, son redondas y de un tamaiio moderado
las cuales poseen un color caracteristico; también se debe de considerar los siguientes
parametros: Motilidad, crecimiento en agar McConkey, produccion de indol y
oxidasa y la carencia de hemélisis en agar sangre™: 1990), asi como las
caracteristicas bioguimicas citadas en la tabla 1.04¢,

B) CAPSULAR.

Para la identificacién de los tipos capsulares "A” y "D", se pueden realizar dos
métodos no serologico. Para la identificacion del tipo capsular © A ~ se realiza la
prueba de sensibilidad a la hialuronidasa estafilocoésica, la cual se manifiesta como
una disminucién del tamaiio de las colonias de Pasteurella multocida en la region
adyacente a la linea estafilicosica debida a la difusion de hialuronidasa en el medio de
agar sangre™'?, El otro, es un método de aglutinacion rapida con acriflavina, para la
identificacion del tipo capsular “D"®,

En cuanto al tipo capsular comiln en conejos, se reporta que de un total de 79
aislamientos reportados , el 74 (94%) de ellos fueron del tipo "A™ y 5 (6%)
corresponden al tipo “D"®. (Chengappa y cols; 1982). En otro estudio, de un total de
10 aislamientos, el 60% fue n?o “A", el 30% tipo "B” y un 10% no fue tipificado por
los métodos no serologicos®!~2



C) SOMATICO (SEROLOGICO O SEROTIPIFICACION).

El diagnostico serolégico de los antigenos somaticos se realiza una vez que ha sido
eliminado el antigeno capsular bacteriano por los métodos antes mencionados.

Los antigenos somahcos en general, son determinados por medio de pruebas de
difusion en gel®. Este es un sistema de serotipificacién somatica realizado por(”’
basado en la especif cidad del lipopolisacarido puﬁﬁcado obtenido de las cepas de
Pasteurella multocida observandose quc 5posecn dos o mas antigenos que reaccionan

cruzadamente con sueros de referencia®’

En un estudio realizado por Chelgappa y cols., (1982) con un total de 79
aislamientos de Pasteurella multocida de conejos infectados, reportaron una reaccion
de precipitacion mas intensamente observada con el serotipo 12 en el 84% de la
poblacion. Por su parte DiGiacono y cols., (1983), en un estudio de 48 cultivos de
Pasteurella multocida de conejos, reportan que las mayores reacciones de
precipitacion observadas sefialan a los serotipos 3 y 12 como los mas prevalentes,
cuantificando el 25% y el 77% de los aislamientos respectivamente®

1.9 PATOGENIA:

Pasteurella multocida puede entrar a los pulmones a través de la traquea o via la ruta
vascular sanguinea y causar neumonia enzootica. Se piensa que una infeccion
respiratoria de las vias altas (la cual puede o no ser clinicamente aparente) precede a
la otitis media y Pasteurella multocida asciende por la trompa de Eustaquio al oido
medio causando infeccion, puede expandirse afectando el oido interno, asi como las
meninges y el parénquima cerebral. En cuanto a la conjuntivitis subaguda o crénica,
en 1963 Lesbouyries sugirid que la bacteria puede alcanzar a penetrar el saco
conjuntivo via el conducto lagrimal®

1.10 AFECCIONES PRODUCIDAS POR Pasteurella multocida EN CONEJOS

Los conejos son extremadamente susceptibles a la infeccion con Pasteurella
multocida y puede llegar a presentar un gran nimero de formas clinicas de esta
enfermedad.

La introduccion y distribucion de Pasteurella multocida en una colonia de conejos
puede ocurrir cuando es adquirida una nueva colonia. La ausencia de enfermedad
clinica en conejos ponadores puede permitir la introduccion de conejos infectados en
la colonia. El organismo puede gasar rapidamente a través de los conejos susceptibles
y producir una aita mortalidad®
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Hagen (1958) indic6 que Pasteurella multocida puede diseminarse de la madre a sus
descendientes por la via respiratoria poco antes del nacimiento. El muy factible que la
infeccion nasal parecida a las demas formas clinicas de pasteurelosis y diseminacion
del agente bacteriano ocurra por varias rutas®?,

A) RINITIS (CORIZA INFECCIOSA)

La rinitis y la sinusitis paranasal se caracteriza por un exudado nasal seroso, mucoide
o mucopurulento. En 1920, Ferry y Hoskins estudiaron la etiologia de la rinitis
encontrando un gran numero de casos de Pasteurella multocida en conejos con rinitis
sacrificados y a la necropsia, estos conejos presentaban congestion de la membrana
mucosal y exudado mucopurulento®”,

En 1923, McCartney y Olitsky reportaron que la rinitis consistia en la inflamacién
cronica de los pasajes nasales y los sinusoides paranasales; encontrando lesiones en
un 10 a un 25% de conejos clinicamente sanos e indicando que esos portadores
podian desarrollar una enfermedad clinica cuando sus defensas se debilitaran por el
estrés debido a factores climaticos o experimentales'?.

INCIDENCIA:

En 1924, Webster determiné que este microorganismo esta presente en la cavidad
nasal de conejos clinicamente sanos en un 60 a un 70% del total de individuos de una
colonia. Existe poca informacion acerca de la incidencia de rinitis, pero se sabe que
es una de las enfermedades cominmente observada en conejos domésticos. Webster
report6 una influencia estacional en la incidencia de rinitis, presentandose un mayor
numero de casos en otofio y primavera con una baja incidencia en el verano™,

SIGNOS CLINICOS:

La rinitis es clinicamente caracterizada por una grave secrecion nasal mucoide o
mucopurulenta, El exudado nasal comunmente estimula al conejo a restregarse la
nariz externa con las patas delanteras. El exudado causa humedad y pelo matizado en
la zona®?®,

PATOLOGIA:

Los cambios patologicos dependen de la duracion de la enfermedad y van desde
agudos a cronicos, el exudado cambia de seroso a mucoide 6 a mucopuruiento, puede
causar inflamacion de la piel que circunda el area de la nariz y estar presente en los
sinusoides nasales y paranasales. El revestimiento mucoso de estas cavidades puede
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ser rojizo y edematoso. En los cambios hlicroscépicos‘ se observa congestién de los
vasos sanguineos y edema de la submucosa®®?*®,

ETIOLOGIA:

En 1887 el Dr. Theobald Smith aislé y describié el microorganismo de la septicemia
fatal con pleuritis fibrosa en conejos, que coinciden con la descripcion presente de
Pasteurella multocida. En 1925, Webstern demostrd claramente que la
bronconeumonia del conejo esta asociada con Pasteurella multocida™,

B) BRONCONEUMONIA
INCIDENCIA:

En 1958 Hagen reportd que 35 (4%) de 857 conejos jovenes sujetos a estudio
desarrollaron infeccion respiratoria y muerte. Lu y cols., 1978 reportan casos de
bronconeumonia en un 23% de 3210 conejos que murieron. La mayoria de los casos
de bronconeumonia ocurre en conejos de 4 a 8 semanas de edad; sin embargo, el 53%
de las muertes en animales maduros son causadas por esta enfermedad, ademas de
que se ha observado que hay una diferencia significativa en la incidencia de dicha
enfermedad en conejos de diferentes areas geograficas®**®,,

EPIZOTIOLOGIA:

Pasteurella multocida puede entrar a los pulmones a través de la traquea por la ruta
vascular sanguinea. La distribucion de la mayoria de las lesiones graves sugieren que
la via intratraqueal es mas comun®'%2%),

SIGNOS CLINICOS:

Los cambios clinicos de bronconeumonia en conejos son raramente observados en la
enfermedad adquirida naturalmente. Los primeros indicios de la enfermedad son
anorexia y depresion. Es muy comin encontrar animales muertos que s¢ encontraban

aparentemente sanos el dia anterior!*?®,

PATOLOGIA:

Los cambios observados varian de acuerdo a la duracién y la severidad de Ia
enfermedad. Las lesiones pueden afectar cualquier porcion de los pulmones, sin
embargo; las areas anteroventrales son las mas afectadas. Las lesiones mas graves
han sido divididas en 4 categorias, incluyendo consolidacién, atelectasis, abscesos y
pequeiios focos nodulares grises'®?%. La enfermedad se inicia con una reaccién de

inflamacién aguda reconocida como consolidacion. Puede presentarse hemorragia en
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el parénquima pulmonar y la fibrina puede cubrir la superficie pleural®”. Las lesiones
consolidadas varian de bronconeumonia purulenta a fibrinopurulenta. Se observa
bronconeumonia, multifocal necrotizante con edema extensivo y hemorragia. Las
paredes alveolares pueden estar engrosadas y se observan macréfagos en los
alvéolos. Los noddulos linfoides estan generalmente rodeados de vasos

sanguineos!*%¥,

C) OTITIS MEDIA

En la literatura antigua, fue conocida como la enfermedad del cuello doblado, debido
a las observaciones clinicas de torticolis (Flatt, 1974). Webster (1924) encontr6 que
la otitis media estaba relacionada con la sionusitis y otras manifestaciones clinicas
causadas por Pasteurella multocida®"™,

ETIOLOGIA:

En una serie de casos reportados de otitis media Pasteurella multocida fue aislada en
88 de 91 (97%)conejos infectados®®. En otros estudios Pasteurella multocida fue
aislada en 25 (80%)conejos afectados. En algunos casos de torticolis, las cavidades
tinpanmicas parecen normales en la examinaciéon postmortem, los cultivos
bacterianos no aportan informacién significativa, observandose afectados el oido

interno y el cerebro¢!®27,

INCIDENCIA:

Se sabe que la ofitis media ocurre comiinmente, sin embargo; hay una baja
informacion en cuanto a su incidencia. Fox y cols. (1971) reportan que
aproximadamente el 2% de las colonias desarrollan torticolis. Generalmente el oido
medio del conejo no es examinado a menos que presente torticolis, por lo que, la
tnica informacion disponible es la incidencia de torticolis. La otitis media se presenta

en colonias de conejos que poseen Pasteurella multocida endémicamente'™,

SIGNOS CLINICOS:

La torticolis se considera un hallazgo clinico primario en casos conocidos, pero se
sabe que es el resultado de la diseminacion de la infeccion localizada al oido interno
(otitis interna) o a una parte del cerebro por torticolis media simple. El torticolis es
observado en diversos grados, en los casos mas severos, los conejos pueden perder la
direccién normal de la cabeza, la cual sufre inclinacion hasta que descansa cerca del
recinto original. En los casos severos, los conejos pueden ser incapaces de comer o
beber adecuadamente, perdiendo peso y sufriendo deshidratacion. La incoordinacion
y otros signos nerviosos pueden aparecer cuando las meninges y el cerebro son
afectados como resultado de la expansion de la infeccion®®7,



PATOLOGIA:

Las lesiones mds graves asociadas con la otitis media consisten de un exudado blanco
O cremoso presente en una o ambas cavidades timpanicas, el revestimiento epitelial
puede contener células gigantes y linfocitos e infiltrado de células plasmaticas en la
submucosa. Ocasionalmente, la membrana timpanica se rompe, y el exudado
supurativo es liberado en el canal del oido interno, o al cerebro, resulta en
meningoencefalitis supurativa. Los conejos con ofitis interna pueden mostrar una
considerable pérdida de peso2”,

D) INFECCION GENITAL.

La infeccion genital en conejos incluye metritis o piometria en la hembra y orquitis y
epididimitis en el macho®**% pasteurella multocida es comiunmente aislada de los
organos afectados, en cultivos puros. La infeccion genital es poco frecuente pero es
observada con regularidad. Esta enfermedad se presenta en conejos maduros y
adultos jovenes, siendo mas frecuentemente observada en hembras y con menor
frecuencia en machos, 1a transmisién venérea ocurre cuando los machos infectados
se aparean con hembras no infectadas 6 viceversa. No se sabe si en agente etiologico
es inseminado en la hembra con la eyaculacion 6 por el contacto previo con el
prepucio infectado!!525-3843.6%,

SIGNOS CLINICOS:

Los machos con infeccion aguda y subaguda son raramente observados pero las
hembras pueden tener una secreciéon vaginal serosa o mucopurulenta. Pudiendo
llegar a la formacion de abscesos en la trompa del Gtero. Por supuesto, si ocurre la
septicemia como parte de la infeccion aguda, el resultado puede ser fatal. En
infecciones cronicas no se observan signos clinicos manifiestos. Las hembras pueden
fracasar en la concepcidn por varias crianzas. Los machos pueden tener inflamados
uno o ambos testiculos!*82*#77,

PATOLOGIA:

En las hembras, el atero puede estar ligero o extensamente dilatado. En el utero
afectado agudamente, la dilatacion es leve y se observa un exudado grisaceo acuoso.
Si el utero es afectado en forma cronica, se observa grandemente dilatado, y la pared
uterina delgada. El color del lumen se relaciona con la presencia de una secrecion
densa color crema. En algunos casos, solo la porcion anterior del \tero contiene
exudado. El exudado supurativo puede adherirse al endometrio del utero y
microscopicamente, el epitelio se observa ulcerado con un infiltrado de leucocitos
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polimorfo nucleares en la lamina propia. La naturaleza en las lesiones de los
genitales de los machos no es del todo clara. Se han observado testiculos agrandados
con abscesos; sin embargo, debido a que no han sido realizadas descripciones
detalladas, la localizacion exacta de los abscesos es incierta. Se considera gue tanto
el epididimo como los testiculos pueden ser el sitio de infeccion inicial® n,

Los abscesos subcutaneos han sido descritos en conejos Provementes de colonias con
antecedentes epidemicos de bronconeumonia y sinusitis’

E) ABSCESOS
EPIDEMIOLOGIA:

Los agentes bacterianos pueden alcanzar un sitio apropiado para formar abscesos por:
(a) contaminacion externa, tal como rasguiios o mordeduras de otros conejos &
alambres afilados en las cajas; (b) expansic’m septicémica a sitios distantes de la
infeccion en el cuerpo o (c) por expansion directa de la infeccion, como es el caso de

1a infeccién expandida del oido al cerebro®82627,

SIGNOS CLINICOS:

Los edemas subcutineos que varian en tamaifio, son asociados con abscesos en el
sitio; sin embargo no estan asociados cominmente con la presencia de éstos 6rganos
internos.como en otras manifestaciones clinicas de Pasteurelosis, la septicemia y la
muerte pueden seguir al desarrollo de abscesos!®27,

PATOLOGIA:

Los abscesos causados por Pasteurella multocida no son unicos en su gravedad 6
apariencia microscopica. Usnalmente, contiene exudado espeso y cremoso de
coloracion blanca a marron, que puede estar rodeado por una capsular fibrinosa,
dependiendo de la duracién de la enfermedad'®?

F) CONJUNTIVITIS

La conjuntivitis causada por Pasteurella multocida, ha recibido poca atencion, la
incidencia de ésta forma clinica de la enfermedad se desconoce; sin embargo, es
bastante conuin. Lesbouyries (1963), sugirié que la bacteria puede alcanzar a entrar al
saco conjuntivo via el ducto nasolagnmal Yy causar una conJunuvms subaguda 6
cronica. Pueden ser afectados tanto conejos maduros como Jovcnes(



SIGNOS CLINICOS:

Los parpados pueden estar moderadamente hinchados y cerrados por causa del
exudado presente que puede llegar a ser mucopurulento y conjuntiva se observa

enrojecida, pudiendo presentar una mucosidad severa‘'®27,

G) SEPTICEMIA.

La septicemia causada por Pasteurella multocida puede ser una secuela de cualquiera
de las otras formas clinicas de Pasteurelosis, o puede ocurrir previamente a su
desarrollo. La septicemia asociada con catarro nasal, broconeumonia y pleuritis es
reportada con menor frecuencia en asociacion con algunas de las otras formas
clinicas!"®2",

SIGNOS CLINICOS:

Los signos clinicos no son usualmente observados, ya que el animal afectado muere
rapidamente. Si estan presentes otras formas de Pasteurolosis, pueden observar los
signos clinicos asociados con cada uno de ellas!'®27,

PATOLOGIA: Asi como en otros animales moribundos puede haber congestion de
los organos abdominales y toraxicos con hemorragias debajo de las membranas
serosas y subcutaneamente!!**”)

1.11 PREVENCION.

Existen diferentes métodos profilacticos para la prevencion de la Pasteurolosis de tipo
biolégico, medicamentoso, de manejo, o una combinacion de ellos con resultados
variables®*4?, Hasta ahora, €l método profilactico mas usado contra la Pasteurolosis
en diferentes especies animales es la inmunizacion, ésta se puede realizar con los
siguientes biclogicos“”:

a) Bacterinas (acuosas o suspendidas en emulsiones aceite-agua o adicionadas de un
adyuvante)

b) Extractos celulares bacterianos, los cuales contienen predominantemente
endotoxinas o un polisacarido capsular parcialmente purificado.

¢) Vacunas vivas atenuadas cultivadas in virro sobre medios de cultivo artificiales.

d) Vacunas o bacterinas elaboradas en tejidos vivos tales como ratones, embriones de
pollo, etc.
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En general, las vacunas comerciales consisten en una mezcla de los serotipos mas
comunes de Pasteurella multocida , en raras ocasiones se encuentran disponibles en
el mercado las bacterinas de Pasteurella multocida sola, ya que la mayotia de las
veces son encontradas combinadas con otras bacterias, tales como Pasteurella
haemolytica, Clostridium chauvoei y Clostridium septicum e inclusive con virus
cominmente asociados con pasteurolosis bovina como es el caso de la Parainfluenza
3.

Las bacterinas comerciales solo contienen unas cuantas de las cepas disponibles, por
lo que no es de sorprender que ain no se haya realizado una vacuna atenuada
altamente eficaz, la cual oftezca proteccién contra esta bacteria altamente invasiva®?,

Los resultados hasta hoy obtenidos han sido diferentes debido a las variaciones en los
serotipos de una a otra zona y a los diferentes factores que deben tomarse en cuenta
para llevar a cabo una inmunizacion eficaz tales como:

a) La dosis de antigeno que penetra en el organismo del animal depende del
antigeno.

b) El nimero de estimulos utilizados para la inmunizacion, ya que como sabemos no
importa cuan buena sea una vacuna o bacterina, la aplicaciéon de una sola dosis de
antigeno resulta en una proteccion no significativa comparada con la observada
cuando se aplica una segunda dosis, por lo cual se recomienda la aplicacion de por
lo menos dos dosis de antigeno. Sin embargo debe tenerse cuidado con el namero
de estimulos realizados, ya que Skaletsky y cols. (1982) asi como DeJong (1992),
demostraron que mientras que dos o tres inmunizaciones dan como resultado la
presencia de linfocitos antigeno-reactivos en la sangre y en el bazo, seis
inmunizaciones reducen la respuesta antigeno especifica hasta los niveles
observados en animales control no inmunizados. Estos resultados son compatibles
con los estudios reportados, por Gershon y cols. (1974), en los cuales existen
supresores inespecificos de las células T en ratas y ratones a los cuales se les
administré una dosis masiva del antigeno®-'7317,

c) El vehiculo con el que se administra el antigeno, se ha observados que las vacunas
o bacterinas administradas en emulsiones oleo-acuosas o acompaiiadas de
sustancias adyuvante, no solo incrementan la duracién de la respuesta inmune sino
también aumentan notablemente el nivel del pico de proteccion obtenido
experimentalmente comparadas con aquellas vacunas o bacterinas que son
administradas en solucion acuosa.
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d) La via de administracion del antigeno, existen vias de administracion por las
cuales los antigenos son eliminados del organismo mas rapidamente, como es el
caso de la via intravenosa, por otro lado; existen vias que por tener una escasa
irrigacion sanguinea, impiden la adecuada absorcion del antigeno, por lo cual la
respuesta inmune resulta insuficiente para brindar proteccion al huésped, tal es el
caso de la via intradérmica®”.

En cuanto al tratamiento medicamentoso contra la Pasteurelosis , Fox (1971) report6
el tratamiento de siete casos de torticolis con penicilina, donde solamente uno de
ellos logro responder adecuadamente al tratamiento, sin embargo no indican la dosis
usada. En el caso de abscesos subcutaneos, estos pueden ser abiertos con un bisturi,
drenados y tratados con antibiéticos topicos o una solucién de lugol®®.

El tratamiento de la conjuntivitis consiste de ungiientos oftalmicos de antibidticos
tales como penicilina y cloranfenicol, disponiéndose poca informacién en cuanto a la
prevencion de otitis media®®. En cuanto a la sinusitis y la bronconeumonia, ha sido
utilizada una combinacion de 2 o mas antibidticos, tales como 400,000 unidades dc
penicilina y 2 g de estreptomicina para tratar a los conejos de forma individual. La
sulfaquinoxalina ha mostrado ser efectiva en el tratamiento de rinitis y
bronconeumonia cuando se emplea un rango de 225g de medicamento por tonelada
de alimento. Similarmente, la furazolidona es empleada en cantidades de SO g por
tonelada de alimento®. Con este tipo de tratamientos, ha sido observada la remocion
de signos clinicos, sin embargo; el retiro de los antibidticos es acompafiado de la
recurrencia de la enfermedad®®, por lo que la prevencion de la Pasteurolosis en
conejos incluye también el establecimiento de colonias libres de Pasteurella®y la
remocién de portadores identificados por cultivos repetidos de muestras nasales para
Pasteurella multocid"®*7,
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1. 12 JUSTIFICACION DEL PROYECTO DE TESIS

La pasteurolosis pulmonar en conejos, es una enfermedad que aiio con afio causa
severas perdidas economicas en el sector cunicula en el mundo, y afin cuando ha sido
objetos de muchas y profundas investigaciones al respecto, hoy en dia la etiologia de
1a enfermedad continua siendo motivo de gran controversia.

En los conejos, la infeccion da las partes craneal y caudal del tracto respiratorio son
los mas comiimes, pero pueden presentarse otras condiciones clinicas severas. De los
4 tipos capsulares y 16 serotipos somaéticos descritos, los serotipos capsulares “A” y
“D” y los serotipos somaticos 3 y 12 son los mas cominmente asociados con
infecciones de conejos.

La infeccion con Pasreurella multocida resulta en una pérdida econdmica general
debido al bajo porcentaje de concepciéon y una alta mortalidad observada en las
colonias de conejos infectados. Se dispone de poca informacion respecto a la edad en
la cual los conejos inmaduros llegan a infectarse en forma natural con esta bacteria.
El conocimiento acerca de la infeccion temprana y la edad a la cual los conejos
desarrollan una inmunidad humoral activa contra Pasteurella mulitocida, puede
resultar util en el esfuerzo para reducir la incidencia de la enfermedad.

Un camino para eliminar la Pasteurelosis en conejos es mediante el desarrollo de una
vacuna efectiva y segura, sin embargo; hasta el momento esto no ha sido posible
debido probablemente, a la compleja antigenicidad exhibida por dicha bacteria. Por
otra parte, los agentes quimioterapéuticos tales como la penicilina son marginalmente
efectivos y no logran eliminar el microorganismo del tracto respiratorio.

Por todo lo anterior, con el presente trabajo se pretende realizar una prueba rapida y
de facil elaboracion basada en la especificidad del serotipo capsular de Pasteurella
multocida que nos ayude a evaluar granjas cuniculas, mediante una prucba de
aglutinacion en placa que ayude a detectar animales portadores ¢ infectados con
dicho microorganismo permitiéndonos asi aportar tratamientos alternativos y
opciones diferentes encaminadas a erradicar la enfermedad causada por Pasteurella
multocida.
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2.0 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GENERAL.

Disefiar un método serologico para el diagnostico de la coriza infecciosa y de,kla
bronconeumonia crénica del conejo producida por Pasteurella multocida tipo “A"
especifica de conejo. : '

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES

-Aislar e identificar una cepa de Pasteurella multocida tipo “A”.

- Preparacion de un reactivo de aglutinacion especifico de Pasteurella multocida
tipo “4",

- Evaluar la prueba de aglutinacion en placa denominada “Pasteurotest” con los
sueros de los conejos muestreados y el reactivo de aglutinacion preparado.

- Aportar posibles tratamientos y opciones para erradicar la pasteurolosis de las
granjas cuniculas.
2.3 HIPOTESIS
“ Obtener un antigeno especifico de Pasteurella multocida tipo “A” de conejo,

entonces y evaluar una granja cunicula para observar la incidencia de dicha
enfermedad y aportar posibles opciones para su erradicacion”.
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3.0 MATERIAL Y METODOLOGIA

La cepa bacteriana se obtuvo de un conejo clinicamente normal perteneciente a la
granja cunicula de la Facultad de Estudios Superiores Cuantitlan Campo 4, ubicada
en Cuautitlan Izcalli, Estado de México; en donde la cepa de Pasteurella multocida
es endémica. Dicho conejo fue sacrificado por desnucacion, después de lo cual se
procedié a recolectar tanto su pulmén como su higado, los cuales fueron tratados de
la siguiente manera:

a) Se procedi6 a tener una superficie limpia y en condiciones asépticas, para lo cual
se limpio la superficie de trabajo con fenol al 10% y con la ayuda de dos mecheros
Bunsen. b) A cada muestra obtenida se le coloco una espatula caliente con el objeto
de esterilizar superficialmente una pequefia area de la muestra. ¢) Con unas tijeras
flameadas y ayudado con unas pinzas de diseccion, se corté sobre la superficie
esterilizada un trozo de aproximadamente 1 cm®, con el que se hizo una impronta
sobre el extremo de una placa de agar sangre. D) A partir del punto de la impronta y
con la ayuda de un asa de platino estéril se llevod a cabo una siembra por estrias sobre
la superficie del medio de cultivo, esto se realizé por triplicado de diferentes partes de
cada organo. E) También se realizo el sembrado de las secreciones de los cometes
nasales del conejo en placas de agar sangre con la ayuda de un hisopo estéril. F) Las
placas sembradas se incubaron a 37 °C durante 24 horas al cabo de las cuales fueron
retiradas de la incubadora bacteriologica y seleccionadas aquellas en las que se
observo desarrollo bacteriano. g) Sobre las placas de agar sangre, en las que se
obtuvo desarrollo, se secleccionaron aguellas colonias cuyas caracteristicas
morfologicas coincidieran con el género Pasteurella. H) De cada una de las colonias
seleccionadas se realizé una tincion de Gram y se observaron las caracteristicas
tintoriales y la morfologia bacteriana. I) Aquellas colonias que morfologica y
tintorialmente presentaban caracteristicas de Pasteurella multocida fueron
resembradas por la técnica de dilucion de colonias hasta obtener un cultivo puro.

3.1 IDENTIFICACION

Del cultivo puro se realizaron las pruebas bioquimicas necesarias para confirmar la
identificacion de Pasteurella multocida, las cuales fueron: prueba de motilidad,
carencia de hemolisis en a§ar sangre, producciéon de indol, oxidasa, urea, glucosa,
lactosa, sucrosa y manitol ",
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La cepa de Pasteurella multocida tipo “A” fue identificada utilizando una cepa de
Staphylococcus aureus productor de hialuronidasa, segtin la técnica de Carter (1975):
a) Cada cultivo de Pasteurella multocida a examinar fue resembrado en agar sangre
por dilucioén sobre toda la superficie de la placa con una separacion entre lineas de 3 a
5 mm. B) A manera de cruzar la estria sembrada en la placa se inoculd otra linea con
la cepa nodriza de Staphylococcus aureus productor de hialuronidasa. C) Las placas
resembradas fueron incubadas durante 24 horas a 37°C. D) Transcurridas las 24
horas se retiraron las cajas de la incubadora bacteriologica y se realizé la lectura
dando como positivo tipo “A” de Pasteurella multocida aquellos cultivos cuyas
colonias presentaran una disminucién de tamaiio en las zonas adyacentes a la linea de
desarrollo del Staphylococcus aureus™, confirmando la identificacion para la
obtencion de un resultado negativo a la prueba de precipitacion con acriflavina.

La identificacién de Pasteurella multocida tipo “D” se realizd segin la técnica de
Carter y Subronto (1973) de la siguiente manera: a) De los cultivos puros
identificados como Pasteurella multocida, se tomoé una asada para inocular tubos de
infusion de cerebro y corazon (BHI) contenido en un tubo de ensaye. B) Los tubos
inoculados se incubaron a 37°C durante 24 horas. C) Al retirar los tubos inoculados
de la incubadora se sometié a centrifugacion a 3000 rpm durante 10 minutos. D)
Después de la centrifugacion. Se elimino cuidadosamente 2.5 ml del sobrenadante. E)
Se procede a resuspender el sobrenadante y se le adicionan 0.5 ml de solucion de
acriflavina. F) Los tubos se dejaron reposar durante 30 minutos, al cabo de los cuales
se realiza la lectura de la prueba dando como positivos de Pasteurella multocida tipo
“D”, aquellos que presentan un precipitado grueso y que no mostré una reduccion en
el tamaiio de sus colonias provocado por la hialuronidasa®.

3.2 PREPARACION DEL REACTIVO DE Pasteurella multocida TIPO “A”

Se sembro el cultivo puro de Pasteurella multocida tipo “A” de placas de agar sangre
a placas de agar BHI hasta obtener un crecimiento aceptable en éste medio de cultivo,
realizandose posteriormente la siembra de la cepa en placas de agar nutritivo y por
iltimo en placas de agar extracto de papa, después del cual se procede a realizar
pruebas de identificacién para corroborar que se trataba de Pasteurella multocida tipo
“A” y que se encontraba libre de cualquier contaminacion.

Una vez realizado el crecimiento de la bacteria en placas de agar extracto de papa, se
procedié a sembrar masivamente 40 placas de agar extracto de papa con Pasteurella
multocida tipo “A”, incubandolas a 37 °C durante 10 a 24 horas, después de las
cuales se llevo a cabo la cosecha bacteriana en condiciones asépticas de la siguiente
manera:
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Diagrama 1. Preparacién del reactivo de Pasteurella multocida tipo “A”
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A) Se colocaron de 4 a 5 ml de solucion salina fisiologica estéril en cada placa del
extracto de papa. B) Se raspo la superficie del agar con la ayuda del borde de un
portaobjeto estéril. C) Se coseché la bacteria con la ayuda de una jeringa estéril y se
colocd en un frasco de vidrio estéril. D) Para verificar si hubo contaminacion con
algin otro microorganismo, se realizé una tincion de Gram y se observo al
microscopio. E) El cultivo cosechado se centrifugd a 5,000 r.p.m. durante 10 minutos
para obtener el paquete celular con el cual se preparo el reactivo de Pasteurella
multocida tipo “A”.

3.3 OBTENCION DE SUEROS

Una vez obtenido el antigeno especifico de Pasteurella multocida tipo “A”, se
procedio a hacer un muestreo en forma aleatoria la granja cunicula de la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlan Campo 4 ubicada en Romero Rubio, Estado de
México. Se hicieron un muestreo un total de 131 conejos en diferentes etapas de
desarrollo (ver Cuadro 1)

Cuadro 1. Numero de conejos muestreados en forma aleatoria en las diferentes
etapas de desarrollo

ETAPA DE DESARROLLO No. DE CONEJOS MUESTREADOS
Destete 16
Gazapo y destete 26
| Engorda 29
Remplazo 20
Vientres 20
Sementales 20
Para la obtencién de las tras de suero, se trabajé de la siguiente manera:

a) Se inmovilizé al conejo sujetindolo de las patas delanteras y traseras. B) Se
localiz6 vena marginal de la oreja y una vez perfectamente identificada, se procedi6 a
desinfectar la zona de puncion con la ayuda de torundas de alcohol. C) Se pincho la
vena de eleccién con una aguja de 21x32 mm y se recolecto por capilaridad 1 ml de
sangre en tubos para micro centrifuga. D) Los tubos se dejaron reposar durante 10 o
15 minutos y una vez formado el coagulo, se procedi6 a centrifugar cada muestra de
sangre colectada a 1500 r.p.m. durante 5 minutos. E) Se separo el suero colocandolo
en tubos Eppendolf 'y las muestras se almacenaron en refrigeracion.
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3.4 PROCEDIMIENTO DEL METODO SEROLOGICO: AGLUTINACION
EN PLACA “PASTEUROTEST”MR

El método serologico se realizd como sigue:

A) Se dejo6 estabilizar el frasco que contiene el antigeno de Pasteurella multocida
tipo “A” a temperatura ambiente (12 a 25°C) durante 15 minutos.

B) Se deposito una gota de suero con la pipeta de muestra en una de las celdas o
pozos de la placa.

C) Se coloco una gota del reactivo de aglutinacion en la celda que contiene la gota
de suero a diagnosticar.

D) Se incorporé la mezcla con movimientos rotatorios utilizando un palillo
mezclador.

E) Se tomo la placa de las esquinas con los dedos indice y pulgar de ambas
manos y se agito la placa suavemente con movimientos ondulatorios durante 2
minutos.

F) Después de que la placa ha sido agitada a temperatura ambiente, se hace la
lectura durante los primeros 4 minutos.

3.4.1 INTERPRETACION DEL METODO SEROLOGICO

La interpretacion de la lectura de la prueba se realizé antes o al término de los 4
minutos. El procedimiento fue el siguiente: en las celdas de los animales infectados
se observo la formacion de grumos debido a la aglutinacion del reactivo, mientras
que en los animales sanos o vacunados se observara una mezcla heterogénea.

3.4.2 PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

El método para comprobar si un conejo se encuentra infectado con Pasteurellia
multocida tipo “A”, comprende los pasos de utilizar un reactivo que contiene
antigeno de la Pasteurella multocida tipo “A” especifico de conejo. Los resultados se
someten a un método de interpretacion cualitativo en donde las celdas de los animales
infectados presentaran la formacion de aglutinacién indicando asi un resultado
positivo; mientras que, en los animales sanos se observara una mezcla sin
aglutinacion indicando un resultado negativo.
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4.0 RESULTADOS

Se lograron aislar colonias tipicas del género Pasteurella de las muestras de higado y
pulmén sembradas en placas de agar sangre, provenientes de un conejo
aparentemente sano, perteneciente a la granja cunicula de Campo 4 de la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlan ubicada en Cuautitlan Izcalli, Estado de México;
dicho conejo presentaba secrecion mucoide de ambas cometes nasales.

Cada muestra fue sembrada por triplicado en placas de agar sangre e incubadas a
37°C durante 24 horas, al término de las cuales fueron retiradas de la incubadora
bacteriologica, seleccionando entonces, aquellas placas en las que se observd
desarrollo bacteriano, en especial aquellas colonias cuyas caracteristicas morfologicas
coincidan con el género Pasteurella, a estas colonias se les realizd tincion de Gram
observando al microscopio caracteristicas de tincion y morfologia, resembrandolas
por la técnica de dilucion de colonias en placas de agar sangre, logrando asi obtener
un cultivo puro, en el cual no se observo hemolisis del medio de agar sangre, el
crecimiento revel6 colonias mucoides grisaceos, Gram negativas que se identificaron
con la pruebas bioquimicas practicadas obteniéndose los siguientes resultados:
oxidasa y catalasa positiva, urea, citratos, motilidad y produccion de gelatinasa
negativas, y obteniéndose un resultado positivo a la produccion de indol.

En cuanto a la fermentacion de carbohidratos, la cepa presenté los siguientes
resultados: glucosa, sucrosa y manitol positivos, mientras que la fermentacién de
lactosa resulto negativa, sefialando asi que se trataba de una cepa de la especie
multocida.

Una vez identificada la bacteria como perteneciente al género Pasteurella especie
multocida, se precedié a identificar el tipo capsular mediante la prueba de
descapsulacion bacteriana con Staphylococcus aureus productor de hialuronidasa,
observandose una disminucion en el tamaiio y rugosidad del crecimiento de las
colonias bacterianas tipicas del género Pasteurella adyacentes a la linea
estafilocdsica, debido a la difusion de la hialuronidasa estafilocosica en el gel,
indicando asi un resultado positivo, respaldando esta prueba con un resultado
negativo a la prueba rapida de precipitacion con acriflavina que identifica el tipo “D”.
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Se encontrd en los 20 conejos de reemplazo, los 20 vientres y los 20 sementales
muestreados, sin excepcion todos ellos fueron seropositivos a la prueba de
aglutinacion en placa mientras que, en conejos de engorda, de un total de 27 conejos
muestreados, 17 (58.6%) de ellos fueron seropositivos; en los gazapos, de un total de
26 conejos muestreados, 8 (30.77%) fueron seropositivos y finalmente, de los 16
conejos recién destetados muestreados, solamente 2 (12.5%) de ellos fueron
seropositivos, estos resultados se encuentran resumidos en el Cuadro 2 y la Grafica 1.

Cuadro 2. Porcentaje de positividad obtenido con la prueba de aglutinaciéon en
placa “Pasteurotest”MR

CONEJOS No. DE SUEROS | SEROPOSITIVIDAD (%)
MUESTREADOS POSITIVOS
PASTEUROTEST
20 20 ]
20 0 00
26 0.8
12,5
2 7 58.6
20 1] 100

Grafica 1. Estudio del porcentaje de positivos a Ia prueba
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5.0 DISCUSION

En los conejos, Pasteurella multocida tipo “A” se encuentra frecuentemente
implicada con enfermedades respiratorias como son rinitis cronica y bronconeumonia
aguda. Hasta ahora, se dispone de poca informacion concerniente a la edad en la cual
los conejos jovenes llegan a infectarse de forma natural con dicha bacteria®? y
Beasley, 1989). Estudios preliminares sugieren que los cultivos nasales empleados
para el diagnostico de la Pasteurelosis en conejos, son incapaces de detectar los
portadores subclinicos, por lo que resulta necesario emplear métodos serologicos
sensibles y especificos que corroboren los resultados obtenidos mediante cultivo
nasal.

En uno de los primeros trabajos realizados para evaluar la sensibilidad y
especificidad de la prueba de aglutinacion en placa “Pasteurotest”, Pérez (1993),
correlaciondé un método seroldgico para el diagnostico de la neumonia cronica del
cerdo producida por Pasteurella multocida tipo “A” con las lesiones pulmonares y el
aislamiento bacteriologico del microorganismo, para lo cual, se recolecté 146
pulmones con sus respectivos sueros obtenidos de cerdos de rastro. Los pulmones se
clasificaron de acuerdo al tipo de lesion neumoénica que presentaron consolidacion
gris roja (CGR), consolidacion fibrino hemorragica (CFH) y sin cambios patologicos
aparentes (SCPA). Se trabajaron todas las muestras de pulmodn para el aislamiento de
la bacteria tipificando algunas cepas para la preparacion del reactivo de Pasteurella
multocida tipo “A”, encontrandose que de los 146 sueros, el 37.8% de ellos fue
positivo para Pasteurella multocida tipo “A”. El analisis estadistico (Ji%) realizado,
reveld que los estudios serologicos positivos fueron dependientes del aislamiento de
Pasteurella multocida encontrandose que el tipo “A” Ji=55 fue muy alto. El
comportamiento serologico fue completamente diferente en los casos donde no hubo
aislamiento, ya que se observd que en donde el pulmon es no neumonico y serologia
positiva a Pasteurella multocida tipo “A” son sumamente bajos.

Por otro lado, se encontré que un 22% de los casos donde se aislo Pasteurella
multocida de pulmon normal, la serologia fue negativa a Pasteurella multocida tipo
“A” contemplandose que en estos casos el microorganismo presente o aislado es
Pasteurella multocida tipo “D”, ocurriendo lo mismo en €l 26% de los casos donde se
asilo Pasteurella multocida de pulmon neumonico y serologia negativa al tipo “A”.

El anilisis estadistico revelé una relativa sensibilidad (69.6%), y una alta
especificidad (91.0%) para la serologia de Pasteurella multocida tipo “A” por el
método de aglutinacién en placa “Pasteurotest”.
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Al realizar el muestreo en los conejos de la granja cunicula estudiada, se observo en
perfil serolégico que Pasteurella multocida habita endémicamente en la gramja
muestreada, ya que como podemos apreciar en la Grafica 1, la incidencia de
Pasteurella multocida posee un porcentaje elevado de reactores positivos (100%),
presentindose una mayor incidencia de reactivos positivos en conejos que han
permanecido por un tiempo mayor en la instalacion afectada, y como se observa en el
perfil serolégico, los sementales, vientres estin 100% afectados, mientras que se
encontré aumentado a un 30.77% en gazapos, pero esto es debido a la inmunidad
proporcionada por la madre; en los conejos recién destetados, se encontré en menor
porcentaje y fue de un 12.5% de reactores positivos, y un 58.6% en conejos de
engorda, posteriormente en aumento de reactores positivos se incrementa en forma
drastica hasta un 100% en los conejos de reemplazo. Observandose asi mismo, la
colonizacion de los conejos con Pasteurella multocida en una granja convencional a
tan solo dos semanas de edad, aunque en un pequefio porcentaje (12.5%), al
comienzo de la respuesta humoral activa, indicado por el incremento de reactores
positivos al antigeno de Pasteurella multocida en conejos de mas de 8 semanas de
edad®’, que dichos anticuerpos eran propios del congjo, indicando que en este
periodo de vida ya esta presente la infeccion.

Estos resultados pueden respaldarse si consideramos que la respuesta inmune
observada en las diferentes especies sometidas a vacunacion es predominantemente
de naturaleza humoral, ya que es posible que el mosaico antigénico de Pasteurelia
multocida estimule tanto cualitativa como cuantitativamente diferentes clases de
inmunoglobulinas en las diversas especies de huéspedes’. Esto fue observado en la
infeccion natural con Pasteurella multocida, 1a cual fue seguida por la deteccion de
anticuerpos IgM e IgG, encontrandose que en la mayoria de los conejos estos
anticuerpos son detectados de la segunda a la tercera semana después del ultimo
cultivo nasal negativo, observandose que la respuesta de anticuerpos de la clase IgM
se ve incrementada poco después de la infeccion, regresando a niveles normales
después de unas cuantas semanas, mientras que la respuesta de anticuerpos de las
clase IgG continua Incrementandose y permanece elevada®®., lo que nos permite
detectar anticuerpos especificos para Pasteurella multocida en las diferentes etapas
de la vida.

En conejos y aves , donde Pasteurella multocida es el agente primario que causa la
Pasteurelosis pulmonar, existen estudios serologicos para el diagnostico de ésta
enfermedad, trabajando métodos serologicos para el diagnéstico de esta enfermedad,
trabajando métodos serologicos tales como la prueba del inmunodifusion en gel y la
prueba de ELISA en el caso de los conejos, utilizando antigenos solubles de
superficie purificados por el aislamiento de 1a cepa P-1059 de Pasteurella multocida
observindose 1a inherente superioridad en cuanto a sensibilidad de la prueba ELISA;
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En los casos de las aves, se¢ ha utilizado pruebas de micro aglutinacion y ELISA para
su diagnoéstico®”, sin embargo, la prueba de aglutinacion en placa “Pasteurotest”
realizada para determinar anticuerpos especificos contra Pasteurella multocida tipo
“A” en conejos, demuestra que; Ademas de ser altamente especifica para el tipo “A”
y poseer una buena sensibilidad, ofrece ciertas ventajas sobre los métodos
anteriormente citados, ya que , la elaboracion del antigeno no requiere de equipo de
laboratorio sofisticado ni el uso de reactivos o soluciones costosas o de empleo
delicado.

En cuanto al estudio de la dependencia de la infeccidn en relacion con la edad y el
sexo de los conejos“?, realizaron un estudio para comprobar la prevalencia de
Pasteurella multocida en los cometes nasales de 135 conejos, encontrando una mayor
prevalencia de infeccion en machos adultos (38%) que en machos jovenes (6%),
similarmente, la prevalencia de infeccion en hembras adultas (80%) fue mucho
mayor que en hembras jovenes (10%) dentro de la misma colonia de estudio, en el
presente trabajo no se observa una relacion entre la incidencia de infeccion y ¢l sexo
de los conejos, ya que de 20 sementales y 20 vientres muestreados al azar, en ambos
casos se obtuvo 100% de reactores positivos, lo cual da a suponer que la prevalencia
de Pasteurella multocida en granjas cuniculas se incrementa con la edad de los
conejos y mas especificamente, con el tiempo de permanencia de los conejos en
granjas afectadas, lo cual indica la existencia de una infeccion persistente por el
contacto continuo con Pasteurella multocida, seiialando 1a necesidad de monitorear
tanto los conejos recién adquiridos, que seran introducidos en la colonia como a los
animales adultos para asi lograr la eliminacion de dicha bacteria®’.Ya que la
presencia de una infeccion persistente con Pasteurella multocida se atribuye a
conejos sanos portadores de la enfermedad, estado que es atribuido entre otras causas
a lesiones localizadas tratadas con terapia que no responden a antibioticos lo que hace
la eliminacién de la infeccion en el conejo afectado virtualmente imposible®”,

Para el control de la enfermedad, y debido al bajo niimero de conejos infectados con
Pasteurella multocida a las 4 semanas de edad, la vacunacion en éste periodo de vida
fue sugerida por DiGiacomo y cols. (1983), sin embargo, debido a que hasta ahora no
se encuentra disponible una vacuna realmente eficaz la cual ofrezca proteccion contra
esta bacteria altamente antigénica, la mejor forma de controlar la infeccién es la
prevencion, por lo que es necesario identificar conejos portadores y/o infectados. La
prueba de aglutinacion en placa (Pasteurotest) aqui presentada, se considera idonea
para detectar directamente anticuerpos especificos contra Pasteurella multocida tipo
“A” en animales infectados dentro de una granja afectada, ademas de que también
nos permite identificar conejos seronegativos, con lo cual el cunicultor puede aplicar
las medidas sanitarias necesarias para erradicar las enfermedades ocasionadas por
dicha bacteria.
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6.0 CONCLUSIONES

- Pasteurella multocida es responsable de un gran nimero de formas clinicas de la
enfermedad, de las cuales la gran mayoria culminan con la muerte del huésped,
situacion que se observd en la granja cunicula de la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan Campo 4.

La granja cunicula evaluada presenta brotes endémicos de Pasteurelosis,
observandose que el porcentaje de reactores positivos es mayor en conejos adultos
(100%) que en conejos de engorda (58.6%), en gazapos (30.77%) o recién
destetados (12.5%).

No se encontrd asociacion alguna en la incidencia de infeccién con respecto al
sexo de los conejos, sin embargo, si se observa una asociacion directa del
porcentaje de infeccion con respecto a la edad de los conejos.

La infeccion y la enfermedad en conejos jovenes se pueden atribuir entre otros
factores a: El alto porcentaje de conejos adultos infectados en la colonia, La
virulencia de la cepa bacteriana presente y, Las practicas de manejo, tales como la
limpieza, el nimero de conejos por jaula y la posicion de ventilacion adecuada en
ia granja.

- Se logro implantar un método serolégico rapido para detectar conejos portadores
y/o infectados, ya que los cultivos nasales comunmente empleados para el
diagnostico de Pasteurella multocida en conejos, son incapaces de detectar
portadores subclinicos de la enfermedad.

- La sensibilidad es buena para Pasteurella multocida tipo “A” y que ademads, el
método serolégico es altamente especifico.
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