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Los microorganismos del género Pasteurella.

Q

{. LOS CARACTERES DE CULTIV

Por E. SAVINO, A. ALDAO y B. ANCHEZAR

El presente trabajo tiene por objeto presentar un estudio de
conjunto de los caracteres culturales y fisiclégicos de los microorga-
nismos pertenecientes al género Pasteurella. La finalidad de este
trabajo ha sido la de revicar los datos consignados en la literatura
y hallar un método facil para diferenciar Pasteurella pesiis y P.
pseudoiuberculosis de las demés especies del mismo género Pas-
teurella.

I. — ANTECEDENTES

En la literatura son innumerables los trabajos existentes sobre
este tema. Uno de los primeros es el de Hueppe (1886), quien observa
que las bacterias de la septicemia hemorragica de diferente origen
poseen propiedades bioldgicas semejantes. Priesz (1894) comprueba
la identidad de los microorganismos descriptos por Malassez y
Vignal (1883) y por Pfeiffer (1890) y conocidos actualmente como
Pasteurella pseudotuberculosis. Voges y Proskauer (1898) agrupan
las pasteurelas en 4 tipos de acuerdo a sus caracteres de cultivos.
Ligniéres (1900) adopta el nomhbre de Pasteurella dado por Trevisan
(1887) y define algunos caracteres del género. Galli-Valerio (1903)
establece similitud entre los caracteres morfolégicos y culturales del
microorganismo de la peste y el de la pseudotuberculosis. Vourland
(1908) establece algunos caracteres culturales de las bacterias de este
género. Un estudio del mismo caracter realiza Schirop (1908). Mac
Conkey (1908) estudia algunos caracteres culturales de la P. pestis
y P. pseudotuberculosis y preconiza para su diferenciaciéon el medio
nutritivo a base de leche tornasolada.

La Comisién de la India para el estudio de la peste (1908) estudia
también las propiedades culturales de estas dos especies de bacterias
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v observa que P. pestis y P. pseudotuberculosis son las tinicas especies
de pasteurelas capaces de crecer en el mwedio de Mac Conkey con
taurocolato de sodio. Magnuson (1914) estudia cepas de pasteurelas
de origen bovino y aviario encontrando sinilitud desde el punto
de vista cultural. Wade (1916) encuentra que P. pestis no fermenta
sorbita y en 3 de los 10 casos obtiene fermrentacién de la glicerina.
Jones (1921) divide a las pasteurelas en 4 grupos segln la accién
ferrr entativa sobre los azicares. Loux (1922) estudia los caracteres
de cultivos de los microorganismos agentes de la senticemia hemo-
rragica aislado de diferentes animales. D’Aunoy (1923) descrike la
fermentacion de la glicerina como una caracteristica para diferenciar
P. pestis de las demés pasteurelas. Gochenour (1924) estudia una
cepa de pasteurela aisiada de bifalo y observa que por sus caracteres
de cultivo y sueroldogico no se diferencia de las pasteurelas aisladas
de otros animales. Paria (1925) estudia algunos caracteres cultureles
de Ia P. pestrs. Beck y Huck (1925) estudian 6 cepas de pasteurelas
de origen aviario.

Csontos (1926) estudia algunos caracteres culturales de 10 cepas
de pasteurelas de origen aviario. Otten (1926) estudia el género
Pasteurella y propone un método para diferenciar las especies de
acuerdo con el pH que toman los cultivos cuando se emplean distintas
concentraciones de glucosa. Tanaka (1926) estudia 26 cepas de pas-
teurelas aisladas de diferentes animales y llega a la conclusién de
que no es posible diferenciarlas por sus caracteres culturales ni
suerologicos. Frohl 6se (1926) estudia los caracteres culturales de
44 cepas de pasteurelas de origen aviar, 3 de cunicular y 3 de felino
(gatos) y encuentra siwilitud de los caracteres culturales. Colas-
Belcour (1926) propone la fermr entacién de la glicerina para diferen-
ciar P. pestis de P. pseudotuberculosts. Meyer y Batchelder (1926)
sugieren un medio selectivo aproriado para el desarrollo de P. pestis.
Pirie (1927) encuentra entre 23 cepas de P. pestis 4 que fermentan
glicerina. Lorche (1927) estudia algunos caracteres culturales de 9
cepas de origen aviar. Himmelfarb (1927) presenta un medio dife-
rencial para P. pesiis v P. pseudotuberculosis basado en la aceién
acidificante de los cultivos sobre diferentes concentraciones de mal-
tosa.

Bezsonova y Konovalova (1927) afirman que la accién sobre gli-
cerina no permcite diferenciar P. pestis de P. pseudotuberculosis. Este
resultado coincide ademas con el trabajo de Zlatgorov y Mogilews-
kaja (1927), en el cual también se demuestra que la accién sobre
maltosa no permite diferenciar a las dos especies citadas. Haupt
(1928) observa que P. pseudotuberculosts fermenta salicina y propone
esta propiedad como caracter diferencial.
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Bezsonova (1929) se refiere a la diferente accién de P. pesizs v
P. pseudoiuberculosts sobre la ramnosa. Iwanowsky y Sassykina
(1930) dan como caracter de diferenciacién de las dos especies men-
cionadas la proriedad de reducir el azul de metileno. Moerch y
Ilrogh-Lund (1930) realizan una investigacién sobre los caracteres
cmtmales de un gran ntmerc de cepas agentes de septicemia hemo-
7 wnimales y las divide en 6 tipos de acuerdo a sus caracteres
ultive. Kauffmann (1932) puklica un trabajo acerca de los ca-
1acteles culturales de las pasteurelas y propone una diferenciacion
fundada en los caracteres culturales. Uriarte y Morales Villazén
(1935) realizan un trabajo sobre los caracteres culturales y la dife-
renciaciéon de los microorganismos del género Pasteurella.

IT. — MATERIAL Y METODO DE INVESTIGACION

Se estudié un total de 18 cepas de Pasteurella sp. incert., 10 cepas
de P. pesiis v 26 cevas de P. pseudotuberculosis. Machas de ellas

wroceden el Instituto Pasteur de Paris y del Lister Institute y fueron
gentilmente facilitadas por el Dr. I. Pirosky, al que estamos muy
reconocidos. Otras estaban en la coleccién de la Secciéon Peste y
nos fueron facilitadas por el Dr. N. Morales Villazén, a quien tam-
bién agradecemos su cooperacion. Otras fueron aisladas de ratas
grises por nosotros mismos.

Las cepas de Pasteurellas que estudiamos tienen las siguientes
denominaciones: « suzséptica Gaiger 1737 », « boviséptica 01448 N°
929 », «rabbit 105 N°o 2417 b », « guinea pig 2484 », « suwséplica
Sutherland 1738 », « De Aar », « Beaufort », « Correo Central »,
« ¢blera de gallina », « medula rata 15 », « rata 65 », « Ligniéres »,

« L. 4 », «medula de rata 2-2 VIII », «rata 479 », «rata 482 »,
« Arsenal Naval » y « mouse 49, N° 1140 ».

Las cepas de P. pseudotuberculosis tienen la denominacién si-
guiente: « Ramén », « Pfeiffer », «rodentium 1779 », « Collaza »,
« Hombre », « Pavo », «muricida », « poule V », « Mouton (Aus-
tralia) », « Lapin », « Cobaye », « Homme (pneumonie) », « Din-
don », « Homme (Jean) », < Pie (Australia) » ,« Chat », « canary »,
« Homme (splenomegalie) », « Singe », « Cocobacille », « rongeurs »,
« rodentium 1780 », « rodentium 1102 », « rodentium 2402 », « Pa-
r6 » y « Peruche ».

Finalmente, las cepas de P. pestrs estudiadas son las siguientes:
«B. V.», «Otten », « Pecha », « Auffray », « Kimberley », « Man-
churia », « Liboreff », « Alvarez », « Rodriquez » y « Sayavedra ».

El método de investigacion y las técnicas utilizadas en este trabajo

fueron las siguientes:
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1. Movilsdad. — Para la observacién de la movilidad se utilizaron
dos métodos: 1° el de observacién a 37° y 20° C. en gota pendiente
de material de cultivo en caldo y de liquido de condensacién de agar
estria, y 2° aquel de examinar el desarrollo en placa a 20° C. des-
crito por Levinthal (1930).

2. Indol. — En la investigacién de indol hemos utilizado el cultivo
de 24 horas de desarrollo a 37° C, en caldo, pH 7.4-7.6 y 5 9, de pep-
tona Parke Davis. Al cabo de ese tiempo investigamos indol agre-
gando al cultivo 1 6 2 ml. de éter y después de agitado agregamos
unas gotas del reactivo de Ehrlich.

3. Formacién de H»S. — Utilizamos la siembra en caldo con 5 9
de peptona Parke Davis y como reactivo papeles impregnados
en subacetato de plomo de Horner y Sons (Londres).

4. Reduccion de nitratos en mitritos. — Se utilizé caldo con 5 9
de peptona y 1 %/4. de nitrato de potasio. Después de 5 dias de incu-
bacién a 37° C. se le agregd 1 ml. de cada una de las siguientes

soluciones:
Ao -paftilamina . . . . . . . . . 0 L. i gr
Acido acético d. 1.04 . . . . . . . . 180 ml
Agua. . . . . .. .22
B. Acido sulfanilico . . . . . . . . .. 0.5 gr
» o acéticod. 1.04 . . . . . . . . 150 ml

5. Reaccion de la catalasa. — Se tomé cultivo de 24 horas de de-
sarrollo en agar estria a 37° C. y al cabo de ese tiempo se le agre-
g6 1 6 2 ml. de agua oxigenada.

6. Leche tornasolada. — A tubos con 10 ml. de leche esterilizada
se le agregé 0.4 ml. de tintura de tornasol de Schering-Kahlbaum
(Berlin) esterilizada por calentamiento de 1 hora a 100° C.

7. Reaccion del rojo de metilo. — Se utilizo el siguiente medio

de cultivo:

Bactopeptona « Difco» . . . . . . . . . . 5 grs
Cloruro de sodio . . . . . . . . . . ... & »
Agua destilada . . . . . . . . . . . . . . 1 ltro
pH 7.4-7.6

Una vez esterilizado en autoclave 15 minutos a 115° C. se le agregd
una solucion estéril de glucosa para tener una concentracion al 1 9.
Después de 3 dias de incubacién a 37° C. se le agregd unas gotas
de una solucién de rojo de metilo al 0.04 9.
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8. Reaccion de Voges-Proskouer. — Hemos empleado el mismo
medio utilizado para la reaccién del rojo de metilo y los cultivos
fueron incubados a 37° C. durante 2 dias, y entonces se investigaba
ia formacién de acetil-metil-carbinol por el agregado de 1 ml. de
KOH al 10

9. Formacién de amoniaco. — Las bacterias fueron sembradas en
una solucién de peptona al 5 9, con la misma concentraciéon de

cloruro de sodio y después de 5 dias de desarrollo a 37° C. se le agre-

gaba algunas gotas del reactive de Nessler.

10. Reduccion del azul de metileno. — Se ensayd con cultivo en caldo
con peptona Parke Davis, de 24 horas de desarrollo a 37° C. y por
el agregado de una gota de una solucion acuosa de azul de metileno
al 1 9. Después de varias horas de incubacion a 37° C. se observaba
es que habia o no reduccién del colorante.

o

si

el medio utilizado por Steln (1916) y que consiste en lo siguiente:

11. Fermentacién de glicerina en el medio de Siern. — Se prepard

Agua. . . . .. . . . . . . .. 1ltro
Peptona Parke Dams oo 20 grs.
Extracto de carne . . . . . . . . . . . . 10 >
Cloruro de sodio . . . . . . . . . ... 5

La peptona, el extracto de carne y el cloruro de sodio son disueltos
en agua, a pH 8.0, por calentamiento, y se filtra por papel. A cada
100 ml. del filtrado se agrega 10 ml. de glicerina Price, 5 6 6 gotas
de una solucién alcohoélica saturada de fuchsina bésica y 2 ml. de
una solucién de sulfito de sodio al 10 9, recientemente preparada.
Se esteriliza en autoclave por calentamiento a 115° C. durante 15

minutos.

12. Culiwvo en gelaizna. — Las bacterias fueron sembradas en gela-
tina por puncién y se incub6 a 37° C. durante 5 dias con objeto de
conocer si estos microorganismos licuaban la gelatina.

13. Desarrollo en el medio de Mac Conkey. — I&1 medio se prepard
de acuerdo con la técnica descripta por Wilson (1935).

Taurocolato de sodio . . . . . . . . . . 5 grs
Bacto-peptona, ¢« Difco» . . . . . . . . . 20 »
Cloruro de sodio . . . . . . . . . ... 5 »
Agar lavado . . . . . . . . . . . . .. 20 »

Agua destilada . . . . . . . . . . . . . 1litro
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Estas sustancias se disuelven por calentamiento a 100°C. v se
ileva a pH 7.8 una vez enfriado a 50° C. Luego para cada 3 litros
de medio de cultivo se agrega la albtimina de un huevo y se calienta
en autoclave a 115° C. durante 15 minutos. Se filtra por papel y
se lleva el filtrado a pIl 7.3 después de enfriado a 50° C. Finalmente
para cada litro se agrega 10 grs. de lactosa y 10 ml. de rojo neutro al
1 9; se distribuye en tubos de ensayo, se esterihiza a 11 5 15

utos, v s¢ inclinan los tubos para sembrarios en superficie.

14. Fermenlacion de hidratos de carbono. — Los ensayos se reali-
zaron mediante el empleo del siguiente medio:

Bactopeptona « Difco» . . . . . . . . . 5 grs
Cloruro de sodio . . . . B T
Agua . 1 litro

El medio se llevé a pH 7.4 7.6 v se esteriliz6 a 115° C., 15 minutos.
A cada 100 ml. de esta solucién de peptona se agregd 0.4 ml. de una
solueidn acuosa de bromo cresol-pirpura al 1 % y 5 ml. de la solu-
cién del hidrato de carbono al 20 9 esterilizado por calentamiento
a 100° C. durante 1 hora

Hstudiamos la fermentaciéon de las siguientes sustancias: lactosa,
glucosa, glicerina, sacarosa, manita, ramnosa, maltosa, rafinosa,
inulina, xilosa, arabinosa, dulcita, eritrita, arabitol, manosa, adonita,
melecitosa, trealosa, galactosa, sorbita, levulosa, dextrina, salicina
v almidon.

IIT. — RESULTADO

Log resultados obtenidos fueron los siguientes:

1. Movilidad. — Pasteurella pseudotuberculosis fué la Unica especie
que presentdé movilidad por incubacion a 20° C. a las 18 horas de
desarroilo. De las 27 cepas de P. pseudotuberculosis ninguna fué
mdévil cuando fueron incubadas a 37° C. y por desarrollo en caldo
nutritivo; en cambio, 4 cepas presentaron movilidad cuando fueron
desarrolladas en estufa a 20° C. Sin embargo por observacién del
liquido de condensacion de un cultivo en agar estria o por el método
de Levinthal (a las 18 horas de incubacién a 20° C.) 24 de las 27
cepas de P. pseudoruberculosis presentaron movilidad. Las Unicas
cepas inmoviles fueron las denominadas « Pfeiffer », « rongeurs »

¥ « cobaye ».

2. Indol. — Pastourella pestts 'y P. pseudotuberculosis fueron las
tnicas especies de pasteurelas que no dieron formaciéon de indol
en los medios de cultivos.
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Tapra 1
No Ensayo realizade Pasteurella Peste Pseudotuber-
culosis

1 Movilidad Inmévil Inmdévil Mévil a 20° C
2 | Indol. . + — _

3 | H.S . o + + +

4 | Reduccién de nitrato. -+ -+ +

5 | Catalasa . o + + +

6 Leche tornasolada . . Acidifica Acidifica Alcaliniza
7 | Reaccién rojo de metilo. + + +

8 | Reaccién de Voges-Pros-

kauer o — — —_
9 Produccién de NH; -+ + +
10 |Reduccién del azul de me-
tileno . + — +

11 Stern-glicerina . — — _

12 Licuacién de gelatina. . — — —

12 | Medio de Mac Conkey . — + +

14 | Lactosa — — —

15 | Glucosa + + +

16 | Glicerina . — — 6 + +

17 | Sacarosa . + — _

18 | Manita. + -+ +

19 | Ramnosa. — — 6 + +

20 | Maltosa — + +

21 | Rafinosa. — — —
22 | Inulina . — — —

23 | Xilosa . — 6 + + +

24 | Arabinocsa — 6 + + +

25 | Dulcita. . -— —_ —

26 | Eritrita. . — — —

27 | Arabitol . — — —

28 | Manosa + 4 +

29 | Inosita . . — — —

30 | Adonita — — — 6 +
31 Melecitosa . — — —

32 | Trealosa . — 6 + + +

33 | Galactosa. . + + +

34 | Sorbita. + + +

35 | Levulosa . + + +

36 | Dextrina . + + +

37 | Salicina — + +

38 |Almidén. — 6 + + +
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3. Desprendimiento de H,S.— Observamos que todas las pasteu-
relas desprenden H,S pero con la particularidad que P. pestis y
P. pseudotuberculosts liberan H,S lentamente y en menor cantidad
que las demés especies de pasteurelas.

4. Reduccion de nitratos en nitritos. — Todas las cepas de pasteu-

elas que fueron estudiadas tienen la propiedad de reducir los ni-

r
tratos en nitritos.

5. Reaccion de la catalasa. — Observamos que todas las cepas
que estudiamos dieron reaccién de catalasa positiva.

6. Leche tornasolada. — Por incubacion a 37° C. observamos que
lags pasteurelas acidifican ligeramente la leche tornasolada con excep-
cion de P. pseudotuberculosts, que alcaliniza.

7. Reaccion del rojo de metilo. — Todas las cepas de pasteurelas
fueron positivas a la reaccién del rojo de metilo.

8. Reaccion de Voges-Proskauer. — Esta reaccién fué negativa en
todos los casos, es decir, las pasteurelas no forman acetil-metil-

carbinol.

9. Formacion de amoniaco. — Todas las pasteurelas formaron amo-
niaco a los 5 dias de desarrollo en agua de peptona.

10. Reduccion del azul de metileno. — P. pestis fué la Gnica especie
de pasteurela que no redujo el azul de metileno; en cambio, las
otras especies redujeron rapidamente este colorante.

11. Fermentacion de glicerina en el medio de Stern. — Las cepas de
pasteurelas estudiadas no modificaron este medio por incubacién
a 37° C. durante 24 horas y después de varios dias de desarrollo a
temperatura ambiente.

12. Cultivo en gelatina. — Ninguna de las cepas de pasteurelas
licué la gelatina.

13. Desarrollo en el medio de Mac Conkey. — P. pestis y P. pseudo-
tuberculosis fueron las Unicas especies de pasteurelas que presentaron
la particularidad de desarrollar en agar con taurocolato de sodio.

14. Fermentacion de hidratos de carbono. — En la tabla 1 estan
consignados los resultados obtenidos de la fermentacién de los hi-
dratos de carbono por las diferentes especies de pasteurelas como
también las otras propiedades bioquimicas que fueron consignadas
anteriormente. La fermentacion de los hidratos de carbono se realizé
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con formacién de acido y sin produccién de gas; en general el pH
final fué de 5.4-5.6. Pero en algunos casos el pH llegd a 4.6 a las
24 horas de incubacién de los cultivos a 37° C.

IV, — HErucipacionN

Del resultado de nuestros ensayos diremos que el desprendimiento
de H,S por P. pestts y P. pseudotuberculosis estd de acuerdo
nuestra observacién con los datos consignados por Topley y Wilson
(1937) y en contradiccién con los trabajos de Kauffmann (1932) y
Schiiltze (1929).

La sorbita fué fermentada por todas las cepas de pasteurelas
pero con la particularidad que la mayor parte de las cepas de P. pesiis
v P. pseudotuberculosis acidificaron el medio de cultivo a las 18
horas de incubacién a 37°C. (pH 5.4-56) y luego alcalinizaron
nuevamente el liquido llevandole a pH inicial 7.6. De las 10 cepas
de P. pestis estudiadas por nosotros sélo una de ellas (cepa Man-
churia) fermenté la glicerina. La ramnosa fué también fermentada
por una sola cepa de P. pestzs (Liboreff).

Como consecuencia de lo consignado en la tabla 1 la diferencia
entre P. pestis y P. pseudotuberculosis con los demas microorga-
nismos del mismo género Pasteurella seria facil utilizando la tabla 2
que nos permite realizar con unos pocos ensayos el diagnoéstico
de las especies de Pasteurella, y deméas estd decir la importancia
que tiene para el diagnoéstico de la P. pestis de las deméas especies
del mismo género.

TaBrLa II
Ne Ensayo Pesta Pseudom‘mer- Pasteurslla
culosis

1 Movilidad . . . . . . Inmévil Moévil a 20° C Inmévil
2 Leche tornasolada . . . Acidifica Alcaliniza Acidifica
3 Medio de Mac Conkey . | - + + —
4 Reduccién del azul de

metileno . . . . . . — -+ -+
5 Fermentacién de salicina + -+ —
6 Formacién de indol . . — — -+
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V. RESUMEN

En el presente trabajo se consignan los resultados obtenidos sobre
el estudio de los caracteres culturales de los microorganismos perte-
necientes al género Pasteurello. En la investigacién se utilizd 10 cepas
de P. pestis, 26 cepas de P. pseudotuberculosis vy 18 de Pasteurella

sp. wncert.
Resumiendo nuestras investigaciones diremos lo siguiente:
1. — Para el estudio de la movilidad de las pasteurelas aconse-

jamos el método de Levinthal o la observacién con las bacterias
que desarrollan en el liquido de condensacién de agar inclinado y
por incubacion a 20° C. 18 horas.

2. — Todas las especies de pasteurelas desprenden H,S aunque

. P. pestis y P. pseudotuberculosis lo hacen mas lentamente y con me-

nor intensidad, hecho que estd en contradiccién con lo observado
por algunos autores.

3. La propiedad de fermentar glicerina ¢ ramnosa no permite
diferenciar P. pestts de P. pseudotuberculosis.

4, — De los microorganismos representantes del género Pasteu-
rella sélo P. pestis no reduce el azul de metileno.

5. — A pesar de lo que suele encontrarse en la bibliografia, hemos
observado que P. pestis y P. peseudotuberculosis, en general, fer-
mentan sorbita en las primeras horas de su desarrollo y luego alca-
linizan nuevamente el medio de cultivo. Por ese motivo, en este caso,
para su mejor observacién aconsejamos observar la fermentacion
por incubacién de los cultivos a 20-22° C.

6. — Presentamos un cuadro que puede ser de utilidad cuando se
quiere diferenciar P. pestis vy P. pseudotuberculosis de las deméas
especies del mismo género Pasteurella.

VI. — CONCLUSIONES

Los microorganismos del género Pasteurella se caracterizan por
tener comunes los siguientes caracteres: Son cocos ovoides, Gram
negativo, y de coloraciéon bipolar. Desprenden H,S y la reaccién
de catalasa es positiva. No lician la gelatina, no forman acetil-
metil-carbinol y fermentan los hidratos de carbono con formacién
de 4acido y sin produccién de gas. Fermentan glucosa, manita, ma-
nosa, galactosa, sorbita y levulosa. No fermentan lactosa, rafinosa,
inulina, dulcita, eritrita, inosita y melecitosa.
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La diferenciacion de P. pesiis y P. pseudotuberculosis de las deméas
especies del mismo género es una tarea facil si se utilizan los carac-
teres de movilidad, modificacién de la leche tornasolada, crecimiento
en el medio de Mac Conkey, reduccién del azul de metileno, la
fermentacién de salicina y la formacién de indol.
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