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BIOTIPIFICACION DE CEPAS DE Haemophllus somnus AISLADAS DE BOVINOS.

~.A.,eJ.r)

Resumen

Ell los bovinos Haemophi/us somnus ha side asocia
do a infecciones del tracto respiratorio, septicemias y
desordenes reproductivos. Este microorganismo tam
bien ha side involucrado en infecciones subclinicas. En
el presente trabajo se biotipificaron 1°cepas de
Haemophilus somnus aisladas de mucus caMco-vaginal
de vacas con historia de infertilidad y/o abortos (n=8) y
pulmon (n=2) de bovinos con signos de neumonia. Las
cepas fueron identificadas como H.somnus en base a
morfologia colonial, actividad hemolitica y una bateria
de 24 pruebas bioquimicas, incluyendo fermentacion de
14 hidratos de carbono. Se detectaron los biovares 1 y
2 de H.somnus, de acuerdo a la produccion de ornitina
decarboxilasa y a-glucosidasa y la fermentaci6n de xilosa
y sorbitol. La identificaci6n de biovares y la caracteriza
cion antigenica de los mismos tiene fundamental impor
tancia en la seleccion de cepas vacunales (132).

Introduccl6n.

Haemophi/us somnus ha side implicado en diferen·
tes trastomos clinico-patol6gicos en bovinos tales como:
encefalitis tromboembolica, neumonfas, abortos,
septicemias, metritis, artritis y miocarditis (1 ,6,7,10,12).
En Argentina, cepas aisladas de casos de encefalitis,
abortos y complejo vaginitis-eervicitis-metritis (2,3,4), han
side clasificadas como H.somnus, sin diferenciaci6n de
los biovares actuantes. La biotipificacion de aislamien
bs de H.somnus es necesaria no s610 para la detecci6n
de dichos biovares con el fin de ser utilizados en la ela
boraci6n de inmunogenos, sino tambien para estudios
epidemiol6gicos y de especificidad de huesped, ya que
actualmente cepas aisladas a partir de material de bovi
nos son agrupadas como H.somnus 0 H.somnus "like"
y en ovinos, reclasificadas como H.somnus (ex-grupo
Haemophitus-Histophilus). EI presente trabajo tiene
como objetivo biotipificar cepas identificadas como
H.somnus aisladas de bovinos, mediante el empleo de
pruebas bioquimicas especificas.

Materlales y Metodas.

Aisiamiento: Muestras procedentes de: a) mucus
caniico vaginal (MCV) de bovinos con antecedentes de
aborto 0 infertilidad, con cultivos negativos a

Trichomonas foetus, Campy/obaeter fetus y agentes
virales (Diarrea Viral Bovina y Herpes Virus Bovino-1)
(n=8) y, b) pUlmon de bovinos jovenes con signos clini
cos ehistopatol6gicos de bronconeumonia (n=2), fue
ron sembradas sobre agar Columbia con sangre bovina
a17%, previa inoculacion en medio de transporteAmies
en el caso de a) y por siembra directa del especimen en
caso de b), incubados en atmosfera microaer6fila y
aerobica a 37°C durante 72 hs. Colonias con caracte
rfsticas morfologicas y bacterioscopia acorde con
H.somnus, fueron clonadas sobre agar Columbia con
sangre y luego de 48hs, criopreservadas en nitrogeno
liquido, hasta efectuar la biotipificacion.

Blotlplflcacl6n: En todas las cepas se registro la
actividad hemolitica sobre agar sangre bovina y ovina.
Las pruebas bioquimicas efectuadas fueron: oxidasa,
catalasa, reduccion del nitrato, produccion de indol,
ureasa, dependencia de CO2, citrato de Simmons, cre
cimiento en agar McConkey, ornitina decarboxilasa,
movilidad en caldo cerebro-corazon mas el agregado
de agar (0,4%) y cloruro de 2,35 trifeniltetrazolium (TIC)
y fermentacion de los siguientes hidratos de carbono:
trehalosa, glucosa, xilosa, sorbitol, sacarosa, celobiosa,
manitol, maltosa, mannosa, rafinosa, salicina, lactosa,
fructosa, arabinosa. EI medio base utilizado para cada
prueba bioquimica fue suplementado con monofosfato
de tiamina a razon de 1IJglmi de medio (11).

Resultados y Dlscusl6n.

Todas las cepas crecieron en agar Columbia con
sangre bovina y ovina bajo atmosfera de 10% de C02,
con morfologia y color de colonia, (variable entre blan
co-amarillento y amarillo), similar a la de H.somnus. Ward
y col. (13) detectaron crecimiento de H.somnus en me·
dios con sangre de ambas especies animales. En el6O%
de las cepas se observo beta hemolisis en agar sangre
bovina, mientras que en el 40% restante la hem6lisis
evidenciada fue de tipo alfa. Cuando se analizo la activi
dad hemolitica en el agar sangre ovina, el 90% de las
cepas mostro hemolisis y asta siempre fue de tipo alta.
Keister (9) informo que las cepas de H.somnus presen
tan hemolisis de tipo alfa, mientras que Humphrey y col.
(8) clasificaron las cepas de acuerdo con la hemelisis
presentada, en tres tipos, estableciendo un criterio de
cepas medianamente hemolfticas, marcadamente
hemoliticas y no hemoliticas, correspondiendo esta ulti
ma clasificacion a la del tipo alfa de otros autores, inclu
yendo nuestro trabajo. Ward y col. (13) determinaron
que 3/4 aislamientos bovinos virulentos de H.somnus
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hemoliticos en sangre bovina, estaban correlacionados
con el estado de portador vaginal. La importancia de la
diferencia de actividad hemolftica, caracterfsticas
bioqufmicas y patogenicidad, radica en la existencia de
diferentes biotipos de H.somnus. En el presente traba
jo, todas las cepas fueron negativas a las siguientes
pruebas: catalasa, ureasa, citrato, agar McConkey y
movilidad. Sin embargo, en el medio utilizado para eva
luar movilidad, se detect6 variaci6n entre las cepas con
respecto a la reducci6n del TIC con producci6n de
formazan. En 6 de las cepas se observ6 una reacci6n
positiva a dicha reducci6n, mientras que en las otras 4
la reacci6n fue negativa. De estas ultimas, 2 procedfan
de muestras de pulm6n. Se desconoce la existencia de
bibliograffa referida a dicha reacci6n para cepas de H.
somnus.

Un total de 8/1 0 cepas fueron positivas a la prueba
de reduccion de los nitratos, sierido las 2 cepas restan
tes, aisladas de MCV, negativas. La prueba del indol
result6 positiva en 4/10 cepas, siendo las 6 restantes
negativas. Esto demuestra, como en otros trabajos, que
existe variabilidad entre las cepas bovinas con respecto
ala producci6n de indol (5,11). Todas las cepas fueron
positivas a la prueba de la oxidasa, li-glucosidasa y
ornitina decarboxilasa. La dependencia del C02 fue evi
denciada tanto en el primoaislamiento como en los
subcultivos.

La totalidad de las capas fermentaron los siguientes
azucares: xilosa, glucosa, fructosa y mannosa, pero no
fermentaron la callobiosa, salicina, sacarosa y trehalosa.
Los resultados positivos y negativos a los azucares
descriptos, encontrados en la totalidad de las capas ais
ladas par nosotros, coinciden con los hallazgos de Ward
y col. (13) para la tipificaci6n de biovares aislados de
bovinos. EI resto de los azucares mostr6, como en otros
trabajos (5) resultados variables.

La fermentaci6n de los azucares sorbitol y xilosa jun
to con la producci6n de ornitina decarboxilasa y a
glucosidasa, permiti6 clasificar las cepas de H.somnus
aqui estudiadas como biovares 1 y 2 segun la clasifica
cion de Ward y col. (13).

Concluslones

1.- De acuerdo con las pruebas bioquimicas efectuadas
en este estudio, en Argentina existen los biovares 1y 2
de H.somnus aislados de bovinos.
2.- La biotipificaci6n de H.somnus no 5610 es necesaria
para identificar los aislamientos y biovares como posi
ble agente etiologico de problemas reproductivos, res
piratorios y de sistema nervioso, sino tambilm para in
cluir dichos biovares en la elaboracion de vacunas con
cepas autoctonas.
3.- Los estudios de biotipificacion realizados en este tra
bajo, estan actualmente siendo complementados con el
analisis molecular, para caracterizar los antigenos
actuantes en la patogenicidad de las cepas aisladas.

Summary

In bovines Haemophifus somnus (H. somnus) has
been associated with infections of the respiratory tract,
septicemia and reproductive disQrders. This
microorganism has also been involved in subclinical

infections. In the presentwork";10 H.somnus strains
isolatedfrom cervico-vaginal mucus (n=8) of cows with
history of intertility arid/Or abortidn, and lung (n=2) of
bovines with pneumonia signs, .r~ biotyped. The
identification of the H.spmnus strains was based on the
morphology of the colonies, hemolitic activity and
reactions in a battery of 24 bioc~emical tests, including
fermentation of 14 carbohydrates. Biovariants 1 and 2
of H.somnus were detected, according to the production
of or!"ithine decarboxylase and a-glucosidase, and
sorbitol.The identification and antigenic characterization
of the biovariants has importance in the vaccinal strains
selection.
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