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RESUMEN

DAMIAN ARANDA CALDERON DE LA BARCA. Frecuencia de Pasteurella multocida subs.
septica en perros y gatos de captura y donacién del centro de control canino de la
delegacion Tlalpan, México, Distrito Federal (Bajo la direccion del Dr. Carlos Julio Jaramillo
Arango y M en C. José Antonio Romero Lépez).

Con el objetivo de conocer la frecuencia de Pasteurella multocida subs. septica, se realizd
un estudio a partir de muestras provenientes de cavidad oral de perros y gatos de captura
y donacién del Centro de Control Canino (CENCOCAN) de la delegacién Tlalpan, México,
D.F. El nimero de muestras obtenidas fue determinado mediante un muestreo no
probabilistico de juicio. Las unidades de observacidon estuvieron constituidas por perros
(n=100) y gatos (n=100), las cuales se obtuvieron en el area de necropsias del CENCOCAN
mediante hisopado de cavidad oral de dichas especies, para posteriormente ser
sembradas en agar sangre a partir del hisopo e incubadas a 37°C por 24 h. Las cepas se
identificaron por las caracteristicas morfoldgicas de la colonia y tincion de Gram. La
identificacion bioquimica se realizé a través del microsistema comercial APl 20NE y
fermentacion de D-sorbitol y dulcitol. Se obtuvieron 36 aislamientos (36%) en perrosy 21
aislamientos (21%) en gatos con morfologia caracteristica de P. multocida. En la
identificacion bioquimica, de acuerdo con los valores establecidos por el software API
WEB, se encontré que el 3.12 % (1/32) de las muestras de perros mostré un resultado
positivo a P. multocida con una identificacion de 66.5 % y una tipicidad de 0.84 %. No
obstante, al ser analizadas con la prueba de fermentaciéon de D-sorbitol y dulcitol
resultaron negativas, por lo cual no se realizé la prueba de PCR fingerprinting. Respecto a
las muestras obtenidas de gatos, todas fueron negativas a la prueba de APl 20NE. No fue
posible la identificacidn y tipificacidon de P. multocida subs. septica; esto pudo deberse al
origen de las muestras, ya que en la mayoria de los estudios las muestras fueron
obtenidas a partir de heridas en humanos infligidas por perros o gatos. Segun la literatura,
es mas probable aislar P. multocida subs. septica en heridas infligidas por gatos que por
perros. En heridas infligidas por perros es mas probable aislar P. multocida subs. canis que
P. multocida subs. septica.

Palabras clave: Pasteurella multocida, Pasteurella multocida subs. septica.



Introduccion.

El perro (Canis familiaris), ha sido desde tiempos primitivos de gran trascendencia para la
vida del humano dado el estrecho contacto que existe entre ambos, generado por la
interaccion en diversas actividades. Entre otras tareas, ha colaborado en el cuidado del
ganado y en la caceria, obteniendo a cambio, comida y refugio. Con el tiempo, el humano
lo adaptd a sus necesidades, creando diferentes razas para las distintas labores a

desarrollar, seglin sean las caracteristicas ambientales y geograficas. *

El gato (Felis catus), aunque hace menos tiempo que se domesticd, también ha sido de
gran trascendencia en el desarrollo del ser humano, ya que no sélo le ha servido como
animal de compaiiia, sino también lo ha utilizado simbdlicamente. En este sentido resalta
el culto por parte de diversas culturas, tales como la egipcia, que ademas de controlar las
ratas en los graneros, también era usado como deidad. El caso mas claro es el de la diosa
Bastet, identificada como una mujer con cabeza de gato y que representa la armonia y la
felicidad. Otras culturas en las que el gato representa parte importante de su cosmogonia
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son la Inca, Maya y Mexica, entre otras.

La cercania y convivencia del ser humano con ambas especies es un hecho, y es por ello
gue no se puede pasar por alto el riesgo que existe de transmisién de enfermedades a
causa de estas especies. Las enfermedades que se pueden contraer del perro, gato u otros
animales son conocidas como zoonosis, que son todas aquellas enfermedades
transmisibles de forma natural entre los animales y el humano, entre las cuales se

encuentran las de origen bacteriano, viral, parasitario y micético.’

La microbiota oral de perros y gatos estd compuesta por gran cantidad de bacterias
anaerobias facultativas y anaerobias, que aunque no causan enfermedad en estos
animales, si pueden ser patdgenos potenciales para el ser humano. La composicidon de
esta microbiota depende en gran medida de la edad del animal, asi como del estado de
salud de dientes y encias, ya que mientras mas deteriorada dicha salud bucal mayor sera

la cantidad de bacterias albergadas. Asi pues, se pueden encontrar de manera normal



Pasteurella  multocida, Streptococcus sp., Staphylococus sp., especies de
Enterobacteriaceae y Corynebacterium sp., Eikenella corrodens, Fusobacterium, Prevotella,

Bacteroides y Porphyromonas spp, entre otras.*®

Uno de los agentes que causan zoonosis es la bacteria Pasteurella multocida subs. septica,
que se transmite al humano a través de la mordedura de perros y gatos, ya que la mayoria
de éstos son portadores del agente etioldgico el cual se alberga en la cavidad oral. No se
ha documentado transmision de persona a persona ni por agua o alimentos

contaminados.®’
Pasteurella multocida

El primer informe de un microorganismo de esta especie fue hecho por Bollinger en 1878.
Posteriormente Pasteur en el afo de 1880, aislé por vez primera a partir de sangre de aves
a la Pasteurella, caracterizandola morfoldgica y bioquimicamente. En 1885, Kit aislo el
microorganismo de la sangre de ganado enfermo y lo llamé Bacterium bipolare
multocidum. El primer caso de infeccion humana, tras la mordedura de un gato, fue
descrito por Kapel y Holm en 1930. Para 1938, Rosenbusch y Merchant emplearon por
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primera vez el término de Pasteurella multocida. ®

El género Pasteurella forma parte de la familia Pasteurellaceae, la cual se divide en tres

géneros: Pasteurella, Actinobacillus y Haemophilus.’

La ausencia de hemolisis en medios adicionados con sangre, la produccién de indol, la
descarboxilacion de la ornitina y una reaccidon de urea negativa permiten diferenciar a

Pasteurella multocida de las otras especies del género.

De acuerdo con los tipos de componentes capsulares (polisacaridos) de Pasteurella, se
puede clasificar en cinco grupos A, B, D, E y F; éstos a su vez se pueden dividir en 16 tipos
somaticos, dependiendo de las diferencias seroldgicas en sus lipopolisacaridos (antigeno
0). P. multocida puede clasificarse en 4 subespecies con base en la subunidad 16S ARNTr:
P. multocida subs. septica, P. multocida subs. gallicida, P. multocida subs. multocida y P.

multocida subs. tigris. No obstante, con base en la capacidad para llevar a cabo la



fermentacion de D-sorbitol y dulcitol Pasteurella multocida se divide en tres subespecies:

P. multocida subs. multocida, P. multocida subs. septica y P. multocida subs. gallicida. 315

P. multocida es un agente patégeno que afecta a varios tipos de mamiferos y aves, tanto
domésticos como silvestres y esta ampliamente distribuido a nivel mundial, lo que hace
casi imposible que se delimite por pais o regidn su presencia. Sin embargo, si hay algunas
enfermedades causadas por algin serogrupo de P. multocida que se puede delimitar

territorialmente.

Cuadro 1.- Enfermedad, serogrupo y distribucion geografica de P. multocida.

ENFERMEDAD CAUSADA SEROGRUPO TERRITORIO
Septicemia hemorrégica del ganado y ByE Asia, Africa y Sur de Europa
bufalos de agua
Rinitis atréfica del cerdo D Sin delimitacion geografica
Rinitis purulenta del conejo AyD Distribucién mundial
Cdlera aviar AyF Distribucién mundial
Neumonia en ovinos, caprinos y cerdos AyD Distribucién mundial
Fiebre de embarque o Pasteurelosis AyD Distribucién mundial
neumaonica
Septicemia en ganado bovino F Estados Unidos de América y
Europa
Peritonitis fibrinosa en aves de corral F Distribucién mundial

Fuente: TRIGO FJ (1987), DAVIES RL et al. (2004) y DABO SM et al. (2007).

Pasteurella multocida subsp. multocida, es el miembro patégeno mas comun de este
género y es comensal del tracto gastrointestinal y respiratorio de varias especies de
animales domésticas y silvestres, constituyendo asi su principal reservorio. Pasteurella
multocida subsp. gallicida y septica han sido aisladas especificamente de aves de corral y
mascotas (perros y gatos) respectivamente. Los animales que con mayor frecuencia son
colonizados son los gatos y los perros, lo que puede representar un riesgo latente de
infeccion para el humano por el estrecho contacto con éstos, ya sean caseros,

. . . 1
semicallejeros o callejeros.* *°



Factores de virulencia

Los principales factores de virulencia con los que cuenta P. multocida para causar
enfermedad son proteinas de membrana externa (OMPs, por sus siglas en ingles), capsula,
antigeno “0”, neuroaminidasa, hialuronidasa y proteinas queladoras de hierro.” *°

La capsula se encuentra en la superficie de una amplia gama de bacterias. Se compone de
polisacaridos polianidnicos altamente hidratados; tiene como funcién dar acceso a ciertas
moléculas de la membrana celular, la mediacién de la adhesidn a las superficies, aumenta

la tolerancia a la desecacién y da proteccidon contra los mecanismos inmunolégicos del

hospedero (impide la fagocitosis y reduce la muerte mediada por el complemento).16

antigeno o lipopolisacaridos, son los encargados de la activacion de los macrofagos,
El ant “0" ol I d I dos de la act del f
la induccién del factor de tumoracién, activa la cascada de coagulacién y estimula la

inmunidad humoral.X* %’

La neuraminidasa es una proteina que altera los mecanismos de depuracién mucociliar del
hospedador, actuando directamente en el 4acido sialico de las células epiteliales,

. s . .7 . 1
favoreciendo asi la colonizacion por parte de la bacteria.*®

La hialuronidasa, conocida como “factor de diseminacidén”, es una enzima hidrolitica que
como su nombre lo indica, degrada el acido hialurénico presente en los componentes de
la matriz extracelular, que sirve como cemento intercelular y de esta manera lesiona la
estructura de los tejidos del hospedero, favoreciendo la propagacidn de la bacteria a una

. . 1
area mas extensa. 8

El hierro es un componente esencial para la supervivencia de diversos tipos bacterianos y
por ende, éstos han tenido que desarrollar diferentes mecanismos para la absorcion de
éste. La presencia de niveles altos de hierro en sangre son tdxicos, es por eso que la
disponibilidad de este sangre es limitada, por lo que P. multocida ha desarrollado

multiples mecanismos para su captacion, implicando la sintesis y liberacién de moléculas



de bajo peso molecular llamadas siderdforos. Estos componentes se encargan de
secuestrar el hierro circulante, para que posteriormente pueda ser aprovechado por la

bacteria,% 192

Caracteristicas morfologicas y bioquimicas de P. multocida subs. septica

Pasteurella multocida subs. septica es un bacilo o cocobacilo, Gram (-), tiiéndose mds en
los polos, lo que da como resultado una tincién bipolar, que es mas notoria con tincién de

9,21

Giemsa y Wright.”*~ Crece en medios enriquecidos como agar sangre, agar chocolate y
agar Mueller-Hinton,**? formando colonias lisas de 1-2 mm de didmetro, de un color gris
azulado brillante, no hemoliticas y en ocasiones mucosas. Su crecimiento se presenta
después de 18 a 24 h de incubacién en un rango de temperatura que va de los 25 a 40 °C,
siendo la éptima a 37°C. No crece en agar MacConkey. A la observacién en microscopio,
pueden aparecer sueltos o agrupados en parejas o cadenas cortas.”’ Puede crecer en

condiciones aerdbicas, anaerdbicas y microaerofilicas. No esporula y es inmdvil. 1% 1424

Para diferenciar de entre los tres grupos de P. multocida a P. multocida subs. septica, se
hace uso de las caracteristicas bioquimicas de cada una de ellas, mismas que se describen

en el cuadro 2.

Cuadro 2.- Pruebas bioquimicas utilizadas para la identificacion de Pasteurella multocida.

PRUEBA / GRUPO P. multocida subs. | P. multocida subs. | P. multocida  subs.
septica Gallicida multocida
Ornitina + + +
Indol + + +
Ureasa - - -
Trehalosa + - D’
Maltosa - - -
Xilosa + + D
Arabinosa - D -
Manitol + +
Sorbitol - + +
Dulcitol - + -

Fuente: DABO SM et al. (2007), CARTER (1994) y SHARON HG et al. (2001)
* Dependiente




Métodos de identificacion para P. multocida subs. septica

La identificacion de P. multocida a nivel clinico es a menudo dificil, consume mucho
tiempo y es complicada, ya que requiere el procesamiento de varias pruebas bioquimicas,
por lo que el diagndstico de este agente solo se hace, en la mayoria de los casos, por los
signos clinicos que se presenten. Estas pruebas se realizan con base en cualidades
fenotipicas; sin embargo, las condiciones del cultivo pueden influir en la expresiéon de
algunas caracteristicas, como la morfologia, fermentacién de carbohidratos y propiedades
seroldgicas, y con ello disminuir la sensibilidad y especificidad de los métodos basados en

estas caracteristicas.™ % %°

La hemoaglutinacion indirecta (HAI) fue la primera prueba que se realizé para la
identificacion de los grupos capsulares de P. multocida, la cual enfrenta complicaciones
por las dificultades en la preparaciéon del antisuero y los antigenos especificos para los
diferentes serogrupos, ademas de posibles reacciones cruzadas de P. multocida con
algunas bacterias Gram negativas como Neisseria catarrhalis 'y Yersinia
pseudotuberculosis, entre otras, que pueden estar presentes como flora normal o

transitoria en los animales pudiendo sensibilizarlos. 13,19

Para el reconocimiento de los grupos capsulares Ay D Carter (1967) propuso dos técnicas
no seroldgicas, la técnica de hialuronidasa para identificar el grupo capsular A, que se
basa en la despolimerizacién de la cdpsula del acido hialurdnico al estar en contacto con
una cepa de Staphylococcus aureus productora de hialuronidasa y la floculacién por

. . . ore 23,24
acriflavina para identificar el grupo capsular D 2>

Una forma de poder identificar a P. multocida subs. septica, es mediante pruebas
bioquimicas, que se basan en la utilizacién de ciertos compuestos, entre ellas destacan las
pruebas de fermentacion de sorbitol y dulcitol como se describen en el cuadro 2. En la
actualidad se han desarrollado kits con las mismas pruebas bioquimicas, pero de facil

. . . 2 .
aplicacién como el sistema APl 20NE » el cual se ha empleado como herramienta en la



identificacion de enterobacterias y no enterobacterias en medicina veterinaria, con
resultados muy satisfactorios en cepas de P. multocida y M. haemolyticcl.20

El sistema APl es capaz de identificar con precision P. multocida con un 64% menos del
tiempo en comparacién con otros sistemas como Oxi/Ferm; el porcentaje de errores de
identificacién es de sélo 10% en los aislamientos de P. multocida. *°

Las pruebas fenotipicas proveen limitada informacién e insuficiente caracterizacion en la
realizacion de estudios epidemiolégicos que requieren de la adecuada diferenciacién de
aislamientos fenotipicamente similares. En las ultimas décadas, las técnicas de
caracterizacion gendmica han complementado o reemplazado métodos de tipificacidon
tradicional debido a que poseen mayor versatilidad, facilitan la identificaciéon y una répida
deteccion de organismos, la determinacion de su posicidn taxondmica y la investigacion
de la relacién genética intra-especies. Los enfoques moleculares tales como la hibridacion
de ADN vy la amplificacion del acido nucleico, han permitido la deteccidon bacteriana
directamente de muestras clinicas, reduciendo dramdaticamente el tiempo requerido para
la identificacion.’® La més utilizada en la actualidad para la identificacion de P. multocida
subs. septica es la PCR fingerprinting. La PCR fingerprinting se basa en amplificacion de
ADN polimorfico, a través de la seleccidn especifica de los sitios de hibridacién de los
cebadores. Las diferencias en la distancia entre los sitios de unién al cebador o la
existencia de estos sitios conducen a la sintesis de fragmentos de ADN amplificados
(amplimeros) que difieren en longitud. Estas diferencias pueden ser detectadas por

.. . . /. 26,27,28,2
procedimientos simples, tales como electroforesis en gel o cromatografia.”® 2’ 2% %

Importancia en salud publica

P. multocida subs. septica, es un agente zoondtico que representa un problema de salud
publica; los casos de infecciones por P. multocida subs. septica de los que se tiene
informacién son escasos y se han originado en Estados Unidos de America (EUA) a partir
de la década de los 60°s. Aunque en muchos de los casos, no se habla explicitamente de P.
multocida subs. septica como agente causal de la enfermedad, el cuadro clinico que se

~ . ., .2
sefiala y la forma de infeccién corresponde a esta bacteria.?®



En EUA se estima que este problema constituye el 1% de los casos de urgencia que se
registran en las unidades de salud publica. La poblacién que mds se ve afectada por este
tipo de problemas, son individuos entre los 5-14 afios de edad. El riesgo de infeccion por
mordeduras de perros varia entre el 2% y el 29%, mientras que el riesgo de infeccién por
mordedura de gato se estima de entre 28-80%. En el 40% de los casos en los que se
desarrolla enfermedad se presentan abscesos, en el 20% de los casos se desarrolla

linfangitis y 10% de los afectados puede desarrollar adenopatia regional.’

Generalmente, el humano adquiere la infeccidn por inoculacién directa, por arafiazos o
mordeduras de animales, especialmente de gatos y perros respectivamente. Con menor
frecuencia, se producen infecciones de heridas abiertas, no causadas por mordedura, sino
por contacto con secreciones de animales. P. multocida subs. septica, es la causa mas
frecuente de infeccion de heridas producidas por mordedura de gato; sin embargo, en
heridas por mordeduras de perros las principales causas de infeccién son Staphylococcus
aureus y diferentes especies del género Streptococcus, siguiéndoles en frecuencia P.

multocida subs. septica.’

Cuando se presenta enfermedad por P. multocida subs. septica, causa infeccion de piel y
tejidos blandos, tras mordeduras o aranazos, que son las formas de presentacién mas

frecuente,?°

Se caracteriza por el rapido desarrollo de una celulitis, con posible
formaciéon de abscesos y drenaje purulento o serosanguinolento por la herida. Por
inoculacién directa o por extension, pueden afectarse huesos y articulaciones originando
osteomielitis y artritis séptica, aunque estas complicaciones son raras. Se han descrito
infecciones déseas y articulares por diseminacidn hematégena, especialmente en pacientes
con artritis reumatoide, protesis articulares, pacientes en tratamiento con
corticoesteroides e inmunosuprimidos. En los casos mas graves, se ha encontrado que la
infeccion puede llegar a provocar casos de meningitis. Por la forma anatdmica de los
dientes del gato, los cuales pueden penetrar con mayor facilidad y profundidad en tejido,

es frecuente encontrar casos de osteomielitis, artritis y tendosinovitis.> > 7131424293132
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Las infecciones respiratorias siguen en frecuencia a las infecciones de las heridas. La
neumonia es la forma mds frecuente de presentacion y mas del 90% de los casos ocurren
en pacientes con patologia pulmonar subyacente como pueden ser la Enfermedad

Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC) y las bronquiectasias.>>>

Acha (2001), cita un estudio hecho por Ewing y colaboradores realizado en EUA, en el que
refieren que de 20 casos de osteomielitis con artritis séptica, 10 se produjeron por

mordedura de gato, 5 por perro, 1 de perro y gato y 4 sin exposicion conocida.?

En un estudio realizado por Chen y colaboradores en Baltimore, EUA, encontraron que los
gatos son los que mayor colonizados estdn por P. multocida (50-90%), siguiéndole los

perros (50-66%).*

Boerlin (2000), reporta un caso en la zona rural de Suiza, donde un individuo de un mes de
edad ingresd a los servicios médicos con fiebre, irritabilidad y ligero aumento en la presion
intracraneal, el diagndstico se realiz6 mediante pruebas de laboratorio como API20 NE y

se aislé a Pasteurella multocida subsp. septica, como agente causal de la enfermedad.**

Esta bacteria al ser un agente comun en perros y gatos, supone un riesgo de salud publica
para el humano, ya que existe un estrecho contacto con estos animales, como mascotas,
callejero o semicallejero. Aunado a esto, el poco seguimiento de casos por agresiones y la
nula identificacion del agente, hace que no se haya determinado correctamente la
importancia de este microorganismo en las infecciones sistémicas o locales por

mordedura.
JUSTIFICACION

La importancia de este microorganismo como agente zoonético, la nula investigacidn en
México, la falta de informacién de casuistica en humanos en México, asi como la escasa
informacién respecto a presencia o frecuencia de este tipo de microorganismos hace

necesaria esta investigacion.
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OBIJETIVOS.
Objetivo General

Determinar la frecuencia de Pasteurella multocida subsp. septica en perros y gatos
capturados en la via publica y de donacién que se encuentren en el Centro de Control

Canino (CENCOCAN) de Tlalpan, México, D.F.
Objetivos Especificos

- Identificar la presencia de Pasteurella multocida, mediante la siembra de
hisopados en agar sangre, provenientes de perros y gatos capturados en via
publica y de donacidon que se encuentren en el CENCOCAN de la delegacidn

Tlalpan.

- Identificar la presencia de Pasteurella multocida, mediante el microsistema API 20

NE en la poblacién objetivo.

- Tipificar los aislamientos de Pasteurella multocida subsp. septica, mediante la
prueba de fermentacion de D-sorbitol y dulcitol en las cepas identificadas como

Pasteurella multocida.

- Tipificar los aislamientos de Pasteurella multocida subsp. septica, mediante la

prueba de PCR fingerprinting en la poblacidn sujeta a estudio.
MATERIAL Y METODO

El estudio que se realizdé fue de tipo observacional, descriptivo, prospectivo vy

transversal.>
Disefio de muestreo.

El muestreo realizado fue de tipo no probabilistico de juicio. Las unidades de observacién
estuvieron constituidas por perros (n=100) y gatos (n=100) capturados en via publica y de

donacion del CENCOCAN de Tlalpan.
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Ubicacion temporal y espacial.

La delegacidén Tlalpan se ubica al sur del Distrito Federal en las coordenadas al norte

19°19', al sur 19°05' de latitud norte; al este 99°06', al oeste 99°19' de longitud oeste.

Colinda al norte con las demarcaciones Magdalena Contreras, Alvaro Obregén y Coyoacan;
al este con Xochimilco y Milpa Alta, en el Distrito Federal; al sur con el municipio de
Huitzilac, estado de Morelos; al oeste con Santiago Tianguistenco, (Estado de México) y la

delegacion Magdalena Contreras.

Representa el 20.7% de la superficie del Distrito Federal, con una superficie de 31,162.3

has.3®

Al noreste de la delegacidon en la calle de Becal Mz 98, lote 22, Col. Lomas de Padierna se
encuentra el Centro de Control Canino, el cual tiene como objetivo controlar mediante
campafias zoosanitarias y programas de educacién para la salud, las enfermedades

zoondticas que puedan afectar a los habitantes de dicha delegacién.
Origen y toma de muestra.

Las muestras se obtuvieron de animales sacrificados en el area de necropsias del
CENCOCAN, estas se tomaron con hisopos estériles con medio de transporte Stuart de la
cavidad oral de perros y gatos que hubieran sido capturados o donados al CENCOCAN de
la Delegacional de Tlalpan y que no fueran reclamados después de 72 h. Las muestras
fueron procesadas en el laboratorio de investigacién del Departamento de Medicina

Preventiva y Salud Publica de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM.
Aislamiento de P. multocida

Los hisopados se sembraron en agar sangre al 5% mediante estria continua y se incubaron
a 37°C de 18- 24 h. Pasado el tiempo de incubacidn, se seleccionaron las colonias que
mostraron caracteristicas morfoldgicas similares a P. multocida: redondas, color azul-
grisdceo, mucoides y sin presencia de hemolisis, para ser resembradas en agar sangre al

5%. Estas colonias se incubaron en las condiciones antes mencionadas, para obtener un
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cultivo puro. Los aislados obtenidos de estas resiembras se tifleron con Gram, para

confirmar cocobacilos Gram-negativos.
Identificacion bioquimica de P. multocida

La identificacion bioquimica de las cepas que tuvieron un resultado positivo a la tincién de
Gram, se realiz6 mediante el microsistema APl 20NE* La prueba consta de una galeria de
20 microtubos; 8 ensayos enzimaticos y 12 ensayos de asimilacion (cuadro 3). Esta prueba
se realizé conforme a las especificaciones del fabricante.

Se trabajé con cepas con 24 h de incubacidn; para la inoculacién de los ensayos
enzimaticos, se tomd una asada del cultivo bacteriano y se resuspendié en 5 mL de medio
estéril, hasta obtener una turbidez de 0.5 en la escala de MacFarland, posteriormente se
inocularon en los micortubos de la prueba sin llegar a las crestas de los ensayos de NO3

(reduccién de nitritos) a al PNPG (4-nitrofenil-BD-galactosidasa).

Por su parte para la inoculacion de las pruebas de asimilacién, se tomaron 200 uL de la
solucidn salina bacteriana preparada previamente transfiriéndose a un medio enriquecido
APl AUX y se homogeneizd, posteriormente se inocularon los tubos y las crestas de los
microtubos con esta solucién hasta formar un pequefio menisco convexo. Se sellaron con
aceite mineral las cupulas de los ensayos de GLU (D-glucosa), ADH (L-arginina) y URE
(urea), para asegurar condiciones de anaerobiosis. La galeria fue incubada a 29°C y se
realizaron lecturas a las 24 y 48 h, anotando los resultados en los formatos
proporcionados por el fabricante. Después de la lectura de 48 h, se analizaron los datos en
el software APl WEB (proporcionado por el fabricante) para determinar el género vy

especie bacteriana de la muestra.

* bioMérieux sa F-69280 Marcy I'Etoile, France
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Cuadro 3.- Ensayos y componentes activos de la prueba de APl 20 NE

ENSAYO COMPONENTES ACTIVOS
NO; Nitrato potasico (reduccidn de
nitratos en nitritos)
TRP L-triptofano
GLU D-glucosa
ADH L-arginina
URE Urea
ESC Esculina (citrato férrico)
GEL Gelatina
PNPG 4-nitrofenil-BD-galactosidasa
GLU D-glucosa
ARA L-arabinosa
MNE D-manosa
MAN D-manitol
NAG N-acetil-glucosamina
MAL D-maltosa
GNT Gluconato potdsico
CAP Acido caprico
ADI Acido adipico
MLT Acido malico
CIT Citrato trisddico
PAC Acido fenilacético
OX Oxidasa

Fermentacion de D-sorbitol y Dulcitol

Esta prueba fue realizada a los cultivos positivos a la prueba de API 20NE, para lo cual, se
trabajo con cultivos con 24 h de incubaciéon. Se tomd una asada del cultivo bacteriano y se
inoculdé en medios enriquecidos, uno con D-sorbitol (0.2 %) y otro con Dulcitol (0.1 %), se
incubaron a 29°C y se hicieron lecturas a las 24 y 48 h, buscando algin cambio en la
coloracién original de los medios. Aquellas muestras que sufrieron algin cambio de

coloracién, se consideraron como negativas para P. multocida subs. septico:.29
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RESULTADOS

Identificacion morfolégica de cepas de P. multocida

Perros

De un total de 100 muestras procesadas se recuperaron 36 aislamientos (36%) con
morfologia caracteristica de P. multocida (redondas, azul-grisdceas, mucoides, sin
presencia de hemdlisis). Posteriormente se realizo la tincion de Gram y de los 36 aislados

32 (89%) correspondieron a cocobacilos Gramnegativos.
Gatos

De un total de 100 muestras procesadas se recuperaron 21 aislamientos (21%) con
morfologia caracteristica de P. multocida (redondas, azul-grisdceas, mucoides, sin
presencia de hemolisis). Posteriormente se realizé la tincién de Gram y de los 21 aislados

13 (62%) correspondieron a cocobacilos Gramnegativos.

Identificacion bioquimica de las cepas mediante APl 20NE

Perros

Las 32 muestras positivas a la tincion de Gram fueron sometidas para la identificaciéon de
género y especie al microsistema comercial APl 20NE y de acuerdo a los valores
establecidos en el software APl WEB, el 3.12 % (1/32) mostré un resultado positivo a P.

multocida con una identificacion de 66.5 % y una tipicidad de 0.84 %. (cuadro 4).
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Cuadro 4.- Perfil bioquimico de muestras provenientes de cavidad bucal de perros para la determinacién
de P. multocida subs. septica.

PRUEBAS % DE POSITIVOS
BIOQUIMICAS
Reduccidén de nitratos a 52
nitritos
Triptéfano 25
D-glucosa 8
L-arginina 25
Urea 58
Esculina 28
Gelatina 25
D-manosa 14
D-manitol 48
N-acetil-glucosamina 58
D-maltosa 98
Gluconato potdsico 98
Acido céprico 25
Acido adipico 47
Acido mélico 24
Citrato trisédico 45
Acido fenilacético 55
Hemodlisis 44
Oxidasa 98
Gatos

Las 13 muestras positivas a la tincion de Gram fueron sometidas al microsistema
comercial APl 20NE para la identificacion de género y especie. En todas las muestras

analizadas se obtuvo resultado negativo a la prueba (cuadro 5).
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Cuadro 5.- Perfil bioquimico de muestras provenientes de cavidad bucal de gatos para la determinacion de
P. multocida subs. septica.

PRUEBAS BIOQUIMICAS % DE POSITIVOS
Reduccidén de nitratos a 100
nitritos

Triptéfano 0

D-glucosa 10
L-arginina 100
Urea 100
Esculina 100
Gelatina 100

D-manosa 87

D-manitol 84
N-acetil-glucosamina 54
D-maltosa 21
Gluconato potasico 23
Acido céprico 87

Acido adipico 88

Acido mélico 58

Citrato trisédico 74
Acido fenilacético 89
Hemolisis 25

Oxidasa 98

Prueba de fermentacion de D-sorbitol y Dulcitol

Perros

La muestra que obtuvo resultado positivo a la prueba de API 20 NE, se sometid a las
pruebas de fermentacion de D-sorbitol y Dulcitol para llevar a cabo la identificacién final y
determinar si la muestra era positiva a P. multocida subs. septica. La muestra analizada
se inoculd en medios de cultivo enriquecidos con los componentes antes mencionados,
buscando que no hubiera cambio de coloracién en el color original de los medios. La
muestra cambid de coloracién dando un resultado negativo a P. multocida subs. septica y
positivo a P. multocida subs. gallicida.

Gatos

Esta prueba no se realizé debido a la negatividad a la prueba de APl 20 NE.
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Identificacion molecular por medio de la prueba de PCR fingerprinting

Perros

Esta prueba no se llevd a cabo debido la negatividad de la prueba de fermentacion de D-
sorbitol y Dulcitol.

Gatos

Esta prueba no se llevd a cabo debido a la negatividad de a la prueba de APl 20NE.

DISCUSION

Las enfermedades causadas por P. multocida son de gran importancia a nivel mundial, ya
que afectan a las diferentes especies de produccién causando grandes pérdidas
econdmicas, ademas, este microorganismo se considera un patdégeno zoondtico que
involucra una variedad de infecciones en humanos (Keherenberg et al, 2001). En este
sentido, entre las especies de P. multocida destaca Pasteurella multocida subs. septica la

cual se ha demostrado que es agente causal de enfermedad en seres humanos. 20

Las mordeduras de perros y gatos constituyen un problema de salud publica global,
desafortunadamente en México no existen registros al respecto, no obstante, en paises
como EUA donde si se tienen, se estima que éstas ocasionan el 1% de las consultas en los

servicios de urgencia hospitalarios.’

De acuerdo con Chen se ha podido demostrar que la mas alta tasa de colonizaciéon
orofaringea por P. multocida la presentan los gatos (50-90%), seguida de los perros (50-
66%), cerdos (51%) y ratas (14%), lo cual implicaria que la mayor probabilidad de aislar
Pasteurella seria a partir de mordedura de gato en comparaciéon con la de perro, no
obstante hay que considerar que son mas frecuentes las mordeduras de estos ultimos. Por
otra parte, se ha comprobado la asociacién entre la presentacion clinica y el grupo

taxondmico (p< 0.05), de tal manera, que Pasteurella multocida subs. septica se asocia
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mas con heridas que con infecciones respiratorias y Pasteurella multocida subs. multocida

se asocia mas con infecciones respiratorias que con heridas. 4

No obstante lo descrito en los anteriores parrafos, en el presente estudio no fue posible
lograr el aislamiento de P. multocida subs. septica de cavidad oral de perros y gatos como
era el objetivo. Ciertamente en el pais no existen estudios previos similares que pudieran
servir como base de analisis; sin embargo, es posible contrastar con investigaciones
realizadas en otros paises, la mayoria de ellas con muestras obtenidas en humanos por

heridas ocasionadas por perros o gatos.

De acuerdo con diversos autores, los nichos ecolégicos de las diferentes especies de
Pasteurella son tan variados como sus posibles diferencias en su patogenicidad y en el
caso de P. multocida subs. multocida y P. multocida subs. septica es mas frecuente
recuperarlas de los casos mas graves de heridas infectadas, incluso de bacteriemia. De
esta manera, mientras que P. multocida subs. multocida puede ser aislada de lesiones
ocasionadas por perros y gatos, P. multocida subs. septica estd mas asociada a heridas
ocasionadas por gatos, en este sentido, cabe resaltar que entre los factores que inciden en
el riesgo de infeccidn se encuentran la edad y salud de la cavidad oral del gato, el tipo y
extensidon de la lesidn, ubicacién de la herida, la demora en solicitar atencién médica y
algunas caracteristicas inherentes al paciente, en especial la condiciédn inmunoldgica;
adicionalmente, algunos autores sugieren que este microorganismo, en comparacion con
otras especies de Pasteurella posee una afinidad preferencial por el sistema nervioso

5,29,37,38
central.

Biberstein et al, entre 1986 y 1990 con muestras obtenidas del Servicio de Microbiologia
del Hospital Veterinario de la Universidad de California, USA, estudiaron 356 aislamientos
de P. multocida de diferentes especies animales. El taxdn mas prevalente fue P. multocida
subs. multocida (37%) presente casi en todas las especies, excepto en perros, entre los
cuales predomind P. multocida subs. canis la cual se aislé en un 22%. P. multocida subs.

septica se aislé6 en un 6.7% y mostré un claro predominio en gatos. El resto de
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aislamientos fueron: P. multocida subs. stomatis 6.2%, P. multocida sp (0.8%) P. multocida

subs. gallicida (0.6%) y el 26% restante fueron no tipificables.®

Leotta et al, en Argentina, estudiaron 30 cepas de P. multocida de origen humano y
animal, 3 (10%) de las cepas fueron P. multocida subs.septica, dos de heridas en humanos
y una de cdlera aviar; Stephanie y et al. en un estudio retrospectivo de 1987 a 2001, en 20
pacientes de un Hospital Militar de Santiago de Chile, 14 de ellos con antecedentes de

contacto o mordedura por perro o gato lograron 18 aislamientos de P. multocida spp.15

Talan et al, en un estudio prospectivo (1994-1995 ) realizado en 18 departamentos de
emergencia de hospitales veterinarios de USA, obtuvieron muestras de heridas infectadas
de 50 pacientes mordidos por perros y 57 por gatos; entre las mordeduras de perros
predomind P. canis (26%) y sélo el 10% fue P. multocida subs.septica, mientras que en las
mordeduras por gatos predominaron P. multocida subs. multocida (54%) y P. multocida

subs. septica (28%).%°

Chen et al, caracterizaron 20 cepas de P. multocida obtenidas entre 1985 y 2002 del
Centro Médico de Veteranos de Houston, Texas, USA, que habian sido aisladas de
diferentes sitios anatdmicos, de las cuales 14 correspondieron a P. multocida subs.
multocida y 6 fueron P. multocida subs. septica. EIl 91% de las cepas causantes de
infecciones respiratorias eran P. multocida subs. multocida, en contraste, 4 de las 6 cepas
de P.multocida subs. septica se aislaron de infecciones de heridas y sélo una de un caso de

neumonia.*

Sharon et al, en el Centro Médico de la Universidad de California, USA, estudiaron 35
cepas de P. multocida obtenidas de heridas infectadas infligidas por perros (4) y por gatos
(31), mediante diferenciacién por PCR y actividad alfa-Glucosidasa. El 68.5% fueron P.

multocida subs. septica, el 11% P. multocida subs. multocida y 20% restante P. multocida

spp.2

Durante un periodo de tres afios, Holst et al, en el Laboratorio de Microbiologia Clinica de

la Universidad de Lund, Suecia, estudiaron 159 cepas de P. multocida recuperadas de
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humanos infectados, y lograron caracterizar el 59.7% como P. multocida subs. multocida,
13% P. multocida subs. septica, 17.6% P. multocida subs. canis, 6.2% P. multocida subs.
stomatis, 3% P. multocida subs. dagmatis. Llama la atencién que en el caso de P.
multocida subs. septica se aislé de liquido cefalorraquideo de un paciente con meningitis y
de 20 pacientes con heridas infectadas o con abscesos, todos asociados con mordeduras,
rasguios o lameduras de gatos; y todos los aislamientos de P. multocida subs. canis

estuvieron asociados a mordeduras por perros.*’

Es de llamar la atencién, que en el presente trabajo se logré aislar P. multocida subs.
gallicida de una muestra procedente de perro. En este sentido, Ekundayo et al y Leotta et
al describen aislamientos de P. multocida subs. gallicida en especies diferentes a las aves
de corral, tales como ovinos, porcinos y felinos. No obstante lo anterior, consideramos
gue un solo aislamiento no es concluyente, ya que hay que considerar que las condiciones
de cultivo pueden influir en la expresion de las propiedades de la bacteria y con ello
disminuir la especificidad y sensibilidad de los métodos basados en las caracteristicas

fisicoquimicas, bioquimicas y fenotipicas del agente. **%°

CONCLUSIONES

e No fue posible demostrar la presencia de P. multocida subs. septica a partir de las
muestras obtenidas de cavidad oral de perros y gatos, lo cual puede deberse al
origen de las muestras, ya que la mayor parte de los estudios refieren que la
procedencia de las muestras fue a partir de heridas de humanos.

e Con base en la literatura consultada es mas probable aislar P. multocida subs.
septica de heridas humanas que de cavidad oral de animales.

e Con base en la literatura consultada, P. multocida subs. septica es mas probable
aislarla de heridas infligidas por gatos que por perros.

e Con base en la literatura es mas probable aislar P. multocida subs. canis en heridas

infligidas por perros.
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