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RESUMEN 
LEÓN CARRAJAL JOSÉ. Utilizacito de medios selectivos en el aislamiento de 

Actinolmoiltuo pouropnotononiao, de cardes clínicamente sanos. (Bajo la aeasería 

del 1A« José Angel Gutiérrez Pabello). 

Lo Pleuronsunionis Contagioso Porcino° (PCP) es una erdermeded infecciosa 

respiratoria causada por AcOnobacillue plituropnounvoniao (0p). La forme 

tradicionst para demos», la presencie de pp en si laboratorio, consiste en 

une cese de per »yo y mor el cultivo con une cepa de 

Stephylemocue amo que provee el medio del recaer V o KAD (dinucleolide de 

adsnine y nicatinernida). En casos donde se Medie el aislemierdo de App por 

medios Minados de cultivo, los medios selectivos Main Ladee verde». En el 

presente trebejo es recitaron estudios de sensibilidad in *o e 20 copee de App 

y 20 cepas de Pahua* molo*, contra 16 quirnielerepéutioes usando el 

método de pruebes de difusión en per con seneidisces. Os acuerdo a los 

emulados obtenidos se seleccioné cicoaciline y estreptomicina CM» 

quirnielsrepéuticm cendidalos pare modificar el medio ~ro propuesto por 

Gilbride y Rosendel. Si determinó le mínima concentración inhibitoria (IAIC) a 

cede uno de los aritimiorchienes seleccionados, erdrenténdolos a las mismos 

cepa ardes mencionadas ulikunde el método de micredilucitn. Con base en los 

resultados del 611C se decidió modificar el medio seleclive bese con 32 i►plml de 

iNtePtomicina. 8e mellé un estudio comparativo de 3 medios de aitivo pera 

evaluar su efedividad en el eislarniento de App; medio **divo modificado, con 

el medio selectivo bese y un medio no selectivo(per chocolate). 



En el rastro fueron recoiectede 131 muestres de pulmón con lesiones 

neurnónicas, procedentes de cerdoe clinicamente unos les cueles.hielen 

inoculados en los medio. de Cultivo antes mencionados Loe resultados del 

estudio comparativo pera si aislamiento de App no tus estedistic,amengs 

signAr.ativo (P)0.05), obteniéndose: 5 cepos de App pare el medio selectivo 

modificado, mientras que del medio selectivo base y el medio no selectivo fueron 

aisladas 2 cepas de App respectivamente. 
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PCP es une enfermedad infecciosa respiratoria causada por App . A 

dilarencia de otras enfermedades respiratorios del cerdo, le PCP produce grandes 

pérdidas económicas, debido a una ella mortalidad, rebano en al crecimiento, 

decomiso de Mocee lesionadas, aumento de costos de producción por 

medicamentos y aplicación de biológicos y otras como la limitación en el 

MOViMISOIO de animales de zonas infectadas a zonas Ohms del agente patógeno 

(5,19,45). 

La PCP surgid e mediados de le década de los sesentas como, un problema 

devastador en careos de producción porcina de la mayal, de los 

pelees indueldelzedos del mundo (31,32,44). El primer reporte que se tiene de la 

enfermedad en Atóxico, es le descripción dimos mazada por Remires 

~me en 1970 (32). 

Loe elelandentos y estudios exhauelitsce del agente fueron realizados por Non y 

coas., cuando observaron violentas epitoóties de neumonlas en pan» porciolee 

del BaPo (Le Piedad y Polonio) y Tlexcele (4,11,3141). Estos casos se 

caracterizaron por une elevada morbilidad (00 - 90 %) y mortalidad (10 • 40 %), 

que inicialmente afectó e codos adultos y con el tiempo se fue quedando como 

une infección enzoólice de los Micrones (4,5,71). La enfermedad no respondió al 

tratamiento con antibióticos ni con irimunizaritse usuales a bias de cadmio', 

estreptococos, corinsbacterias y salmonelas. 

1 	ut¿,, 



Debido a le severidad de los brotes se decidió hacer la investigación de la 

etiologle, que inicialmente se clasifico como Haemophilue parehainvolifycus 

(pliuropneurnoniee), el cual se reclesificá como Actinobacillus pkuropneurnoniat 

al realizar estudio, sobre las beses linotipias y del DNA (442 ). 

La presencia de asta bacteria en el aparato respiratorio de los cerdos no es 

considerada normal, por lo que ee encuentra únicamente en animales 

enfermos o recuperados (portadores asintomáticos). App es un pequeño 

c000becilo pleornótfice, Orem negativo, capsutedci, no móvil, que no produce 

esporas, aeróbico y eneerábioc facultativo (1,7,12). La mayoría de las cepas 

crecen en presencie del lector y o NAD, que actualmente si comercializa para 

poder adicionarlo a medios de cultivo universales (TSA, DNA, etc.), o en su 

deNcto se le proporcione al cruzar un cultivo de este agente con una osáis de 

Staphlocoocia ateas (7,19, 42), 

Hasta le fsdia se han identificado 12 escolio°s distintos dependientes de NAD 

que son denominados con números cardinales del uno al doce, los cuales se 

incluyen en el "blotlpo 1'. Además existen otras cepas que crecen en ausencia del 

dtedo factor, por lo que se induyen en el 'Noticio 7 (7,11,19), 

La distribución de estos aerotipos verle de,  país a pals y aún entre diferentes 

zonas geográficas del mismo pais, por ejemplo la serotipos 2 y 5 se han 

identificado en Canadá, el 1 y el 5 en Estados Unidos y en MéXiCO del 1 al 

e, pero con más frecuencia *11 y el 6 (4, 110,11). 



Muchos de los estudios indican que toa factores de virulencia de este agente, 

están ligados ala producción de hemolisina (exotoxinii), LPS (endotoxine)(34). 

cápsula y fimbries. Una parte importante de dichos estudios ha sido la 

determinación de los cotilleros que conforman el complejo antiganico y la 

protección conferida a los animales. Por ejemplo Fenwick (1955), caracterizó al 

1.Pr3" purificado de App y encontró que puede conferir inmunidad parcial`contra 

este organismo, similar al que se obtiene con vacunes Motivadas adicionadas de 

adyuvantes. buena (11108), estudio el papel de la "cápsula" en la inmunidad 

contra esta bacteria usando mutantes no capeulares, concluyendo que esta 

estructura tiene un papel muy imponente al proteger contra la actividad bectericide 

y contra la fagockeis, además de que determine el atrofio de App. 

Recientemente se ha descrito le presencie de "proteínas mernbranales" 

restringidas por hierro en App, les cuales son antigénicas y normalmente se 

encuentran en el exterior de le bacteria; sin embargo estas proteínas 

(probablemente sideróforos) no están presentes en bacterias cultivadas in vitro, 

debido a que el hierro del medio inhibe su alntesie, que ,  hace posible que estén 

presentes en cultivos in vivo donde hay muy poco hierro libre. 

Por esta razón las vacunas tradicionales carecen de estas protelnes y no 

estimulan producción de anticuerpos contra elles, además son útiles para 

diferenciar animales infectados de los vacunados, al identificar le presencia de 

anticuerpos contra estas proteínas (31, 35, 42). 

En otro estudio Fenwick( 1989). encontró que la "hemolisine9  es otra de las partes 

que integran el complejo antigénico, demostrando que los animales vacunados 

carecen de anticuerpos contra la toxina, mientras que los cerdos infectados tienen 

P 



altos niveles de anticuerpos contra este proteína. Al igual que las proteínas 

membranales confiren protección parcial. 

Respecto a las limbries", se demostró que su existencia en App no es de gran 

significancie entigénica. 

En resumen, los antígenos descritos confieren inmunidad parcial a los animales, 

protegiéndolos contra la muerte, pero no contra las lesiones. 

Los factores que predisponen a que se presente un brote o rebrote de la PCP 

pueden ser, programas de producción intensiva como cambios frecuentes de 

alimentación, destetes y movimiento de animales, entre otros como 

vacunaciones, castraciones, falta de agua y alimento, alta humedad, 

sobrepobtación, etc. (5, 6,11 42). 

La PCP electa a animales de todas les edades pero principalmente durante le 

etapa de crecimiento y finalización (10,15). 

La presencia de esta enfermedad esta ligada e estructuras modernas de 

producción, por lo que en explotaciones menos sofisticadas y de traspatio, le 

enfermedad se presente en forma esporádica (19, 32, 42). 

App es fácilmente transmitido en forme directa por medio del aerosol producido 

por el cerdo en el momento que estornude, estando en contacto estrecho con 

otros animales y en forma Indirecta por botes contaminadas del personal que 

diseminan la infección e otros animales susceptibles. La eglomereción, el 

hacinamiento y elta humedad en clima frío, favorecen le diseminación de le 

enfermedad. Existen sistemas de lotificación de animales que evitan la difusión 

del microorganismo, pero las divisiones entre corrales totalmente sólidas son 



más eficientes para impedir el contacto directo de los cerdos de un corral a otro 

(15, 32, 42, 45, 48). 

En condiciones de campo, el período de incubación verla de algunas horas hasta 

varias semanas, dependiendo de la dosis del microorganismo inhalado. Por otra 

pote en forme experimental el periodo puede ser menor de 6 hrs (32 ). 

Loe signos clínicos y lesiones dala enfermedad vedan de acuerdo al tipo de 

presentación . En le fase sobrepude se Presente una  becterefnie en forme muy 

rápida (1 día), dendo lugar a una muerte súbita y presencia de hemorragia nasal; 

las lesiones producidas se relacionan • une extensa congestión pulmonar, 

hemorragias de color obscuro, consistencia friable y líquido plural de color, rojizo. 

En los casos agudos, los signos incluyen depresión, temperaturas elevadas de 

41 • 42•C, cianosis en piel, abdomen y mucosa; hernoffegia , espuma por nariz y 

ocasionalmente por boca, chillidos agudo*, °Olimos y Malta Los casos 

MIMOS severos, se caracterizan por presentar depresión, anorexia, respiración 

rápida de tipo diefregmlitica, adoptan posición de perro sentado con le boca 

abierta, cianosis en orejee y extremidades, inmovilidad, tos leve, vómito ocasional 

y hemorragia nasal; las lesiones para este tipo de presentación se manifiestan 

como una neumonía hemorrágica ntacrosente con infartos hemorrágicos, las 

cuales están asociadas a pleuritis fibrinose, hicirotorax con liquido sanguinolento, 

hemorragias en miocardio, pericarditis, etc. Alguno§ animales resisten el ataque 

de la enfermeded y se recuperen espontáneamente tomándose en casos 

crónicos, los cuales se manifiesten clInicarnente con disminución del consumo de 

alimento, lb de crecimiento y desarrollo, temperature corporal que va de normal 

e 41' pero en la mayoría de los casos los signos no son (lleulle§ (15, 42). 



En esta presentación las lesiones consisten en tejido pulmonar consolidado(tejido 

de cicatrización), encapsulado(abscesos internos) con pleuritis fibrinose, necrosis 

multifocal de diferentes temafios, edema pulmonar, adherencías pleurales y 

fibrina cubriendo las zonas lesionadas (4, 5, 40,45). 

Es imponente se/telar que la presencia de portadores asintomáticos dentro de la 

granja juega un papel muy Importante en la transmisión de la infección, 

por lo que el diegnóstico oportuno es esencial para el control y prevención dala 

enfermedad (5, d)• 

Le forme tradicional para demostrar la presencia de App en el laboratorio, 

consiste en inocular una caja de agar sangre y cruzar si cultivo con una cepa de 

StaphyloCOccire euros que provee al medio del factor V (7, 42), 

Las cejas se incuban de 16 a 24 hm. e 37'C observándose colonias de 1 a 2 mm 

de diámetro de septeto rnucolde transparente y brillante, con una marcada zona 

de hemólisis complete, le cual se potenciaba en la cercanía de le estría de 

Staphylococcus ami productor de beta toxina fenómeno de CAAIP. El 

crecimiento se ve favorecido por una atmósfera de microaerobiosis (5, 7.42); sin 

embargo su aislamiento es dificil de realizar, debido e la contaminación de las 

muestras por bada►ias que tienen crecimiento más rápido y son menos exigentes. 

En casos donde se dificulta el aislamiento de App por medios rutinarios de 

cultivos, loe medios selectivos ofrecen grandes ventajas (25). 

A través del tiempo se hin desarrollado diferentet medios de cultivo selectivos, 

como Hoving y Aandhal (1969), utilizando agar chocolate, adicionado de 300 

pglml (1119 Ulml. ) de becitracina. Sime (1970), usó egar chocolete suplementado 

con bacitracine 5 U/ ml y &lucilina 5µ/g ml. titile (1900), usó una combinación 



de 1.6 µg/m1 bacitracine y 1:250,000 de cristal violeta; para suprimir 

principalmente bacterias Gram positivo . 

Por otra parte Gilbride y Roeendal (1913) el comparar un medio selectivo con un 

medio no selectivo, obtuvieron un porcentaje más alto en el aislamiento de App e 

partir de vías respiratorias de ,  cerdos clínicamente sanos, el cual contenía altar 

triplicaba soya, edicionado de 5% de sangre de becerro, 0.1% da NAD, 1 jigiml 

de Cristi, Videte, ligIrni de lincornicina, e ug/m1 de espectinomicine y 126 

de bacitracine (16) 

En un estudio bacteriológico, Gutiérrez P.J.A. (1991), aisló 29 cepas de App de 

pulmones de cerdo obtenidos en el rastro, utilizando el medio propuesto por 

Gilbride y Rosendel, sin embargo esta medio no impidió e, desarrollo de 

Haemophalle permule y Ptreleumiga multocida, interfiriendo con el aislamiento de 

kot)(20), 

lb O 
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HIPÓTESIS 

Le modificación del medio propuesto por Gilbride y Rosendo', permite la 

supresión de Pateo*, multocida y facilita el aislamiento de Actinobpcillus 

pleuropnpurnonite de cerdos dlnicamente sanos. 

MEMOS 

Encontrar un quimioterepiutico que suprime Pesteurella mulada y permita el 

desarrollo de isap. 

Evaluar la modificación del medio propuesto por Gilbride y Roundal 

comparandolo con el medio selectivo base y un medio no selectivo. 

Utilizar el medio selectivo modificado pare el aislamiento de App de cerdos 

clinIcarnente sanos. 

••t 



leí 

PAATIMAL Y MÉTODOS, 

• CUAL 

Se utilizaron 20 cepas de Poiteurella multocide, serotipos A(19) y 0(1), 

obtenidas de pulmones procedentes del rastro, las cueles fueron aisladas en ego 

sangre e identificadas por medio de pruebas bacteriológicas estando' como; 

lindón de Orem, une, oxidase, cataloga, ausencia de crecimiento en Mac 

Conkey, TSI, motilidad indo, (3) que se presenten en el cuadro 1. También se 

usaron 20 cepas de App, «vatio« 1 (17), 4 (1), 6 (1) y una no tipificable que 

fueron recuperadas del imperio del Departamento de Microbiologle e Inmunologle 

de le FIAVZ-U14AM 

411110EPTSLIDAD A QUIPAIOTERAPIWTICOS. 

De acuerdo a lo especificado por Bu« ef al (2), todas las cepas fueron 

sometidas a pruebes de difusión en cegar, con «m'idioma impregnados e 

concentraciones comerciales de los 15 quimioterepéuticos siguientes: ampicilina 

(10 	, bacitrecina (10 pg), cefalexina (30 119), cefaiotína (30 pg), cefaloridine 

(25 mg). «ondina (30 pg), denofloxecine (6 pa), estreptomicina (10 ug), 

gentamicine (10 pg), kenamicine (30 ug), novobiocina (30 pg), penicilina (10 UI), 

sulfametoxasol4rimetoprim (25 pg), tetraciclinas (30 pg) ;y "Jaulas (150 pg), Se 

tomaron de 3 e 10 colonias de cultivo fresco y **depositaron en un tubo con 3 mi 

de caldo nutritivo, hasta producir una suspensión bacteriano de 5 X 10°  UFC 

(unidades formadores de colonia) 0.5 del Nefelomótro Mc Farland. 

,47 01 
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Pasteutelle multocida en agar klueller Minio con sangre, dejandose secar de 3 e 

5 minutos para poder colocar 10$ sensidiscos de cada uno de los 

quimioterapéuticos sobre el cultivo, utilizando pinzas estériles. Las cajas fueron 

incubadas a 37•C durante 18 - 24 hm, en una atmósfera de microaerobiosis los 

cultivos de App y di aerobiosis para las cepas de Pasteurelle mi/acido La 

lectura si llevo a cabo midiendo el halo de inhibición con una regla a escala 

MiliMétfiti por le parte de abajo de la caja (41). Se seleccionaron los 

quimiolerepéuticos que mejor suprimieron a Paareurelre multocida y permitieron el 

desarrollo de App. 

scomentAckota mem INNIBITONA PC). 

Se buscó el MIC de los quirniotiarapéubcos seleccionados utilizando el método de 

microdilución en caldo, en placas ~pozos con fondo en "U"1, donde se usó 

como medio de cultivo caldo infusión cerebro corazón (CICC) (1,23) para 

Pasteando midlocIda y CICC suplementado con 0.1% de NAD para App. 

Los quirnioterepéuticos seleccionados se diluyeron en agua bidestilada estéril a 

une concentración de 512 pg/m1(solución stock). 

Se realizaron diluciones dobles de los quknioterapéuticos elegidos estreptomicina 

y cloxacilina desde 512 µglmi hasta 0.6 µg/ml, en orden de mayor a menor 

concentración de izquierda a derecha, transfiriendo 100111 al siguiente pozo de le 

placa. Los pozos de la última columna sirvieron como controles positivos (4) y 

negativos (4). 

Nunc.Immuno Piste, Inter Med. 
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Por último se Inocularon 5 111 de la sugansión de cada una de las cepas de los 

microorganismo', e una concentración de 5 x 101  UFC en cada uno de los pozos 

hileras horizontales previamente identificadas, excepto en los pozos controles 

negativos; las placas fueron incubodes a 37•C durante 111 hrs y el lile de la 

microorganismos, se determinó identificando visualmente le concentración en 

donde no se presentó crecimiento, dichos resultados fueron comprobados 

timbrándote App en par TSA con NAD #10.1% y Pasteurelle multa:dé en par 

sangre, tomando une muestre con una asa estéril del pozo donde se encontró el 

MIC, además los 2 positivos más próximos y los controles positivos y negativos. 

El medio propuesto por Gilbride y Rosendal fue adicionado con le cantidad del 

quimioterapéutko seleccionado determinado mediante el MIC. 

'EVALUACIÓN DE LOS MEDIOS DE CULTIVO. 

Se recolectaron 131 muestras de pulmón con lesiones neumónicas procedentes 

de cerdos clinicamente asnos obtenidas en el rastro y de inmediato fueron 

transportadas en refrigeración el Laboratorio Diagnóstico del Departamento de 

Microbiologla e Inmunología de le FMVZ•UNAM para ser procesadas. 

Las muestras recolectadas se colocaron en una charola y la superficie de la zona 

• muestrear fue esterilizada con una espátula al rojo blanco para eliminar le 

contaminación. Posteriormente con unas tijeras y pinzas estériles se tomó un 

trozo de 3 e 5 cm, utilizando la cara interna de éste para inocular los diferentes 

medios de cultivo; medio no selectivo; medio selectivo base; y medio selectivo 

modificada 
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Las caías 'mon sembradas usando le técnica de aislamiento en cultivo puro, e 

inmediatamente se incubaron <a 37°C de le a 24 hrs, en una atmósfera da 

microaerobiosis. Las coloniu sospechosas de App (cuadro 2) y Pasteurella 

multocida fueron purificado e identificadas Dor medio de Pruebas bicitámicile 

(30), 

ASAMOS ESTADISTICO 

Se utilizó la pruebe de Ji-cuedreda para determinar diferencia estadística entre 

los reeultados del aislamiento A. pIeuropnoumonise, de los tres diferentes medios 

de cultivo (21I, 37). 



RESULTADOS 

Les cepas sometidas a pruebas de susceptibilidad a quirnioterepiuticoe, fueron 

clasificadas como resistentes (R), medianemeMe resistentes (MR) y sensibles 

(6), de acuerdo a los criterios que se muestran en los cuadros 3 y 4.  

En el ceso de les cepas de App, el menos el 75% fueron consideradas 

corno resistentes e bacitracina, cloxeciline, cefeloridine, estreptomicina, 

gentamicine, novobiocine, tetreciclinas y trisulfes, mientras que el GO% o más se 

clasificaron como sensibles a ampicilina, afilaba, cefelotine y denofloxecina 

(cuadro 5). 

Por otro ledo se observó que al menos el 95% de las cepas de Pasteurella 

mulocidi, fueron resistentes a novoblocine y bacitrecine, mientras que el 75% o 

mas fueron sensibles e ampicilina, cefalexine, andolina, closaciline, 

denofloxecine, estreptomicina, gentemicine, kanamicine, penicilina, 

sulemetoxasol•trimetoprim, tetracidines y trisulfes (cuadro 8). 

Por lo tanto de acuerdo a los resultados anteriores se seleccionó e la 

closecilina y estreptomicina como quimioterapiuticos candidatos pare modificar 

el medio selectivo base, por lo que se procedió e determinar el MIC de cada uno, 

el enfrentados a les cepas de App y Pasfeurella multociá (cuadro 7 y 8). 

Le estreptomicina inhibió el 75% de les cepas de App a una concentración 

de 128 µa/m1 o mayor, mientras que les cepas de Posteureila multocicle se 

inhibieron en un 60% e 32 uglml. 
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Por otra parte la cloxaciline inhibió al 50% de les capas de App a una 

concentración de 4 a 18 mg/ml, mientras que en el caso de la cepas de 

Paste"» multocida, fueron inhibidas en 100% a una concentración de 2 a 18 

lig/ml, donde le distribución de la concentración del quimioteranutico que inhibió 

el 100% de las cepas de App, varió de 4.512 mg/M1 . 

Con base en los resultados obtenidos del MIC, se decidió modificar el 

medio »lectivo propuesto por Gilbride y Rosendo) con ntreptornicine e una 

concentración de 32 Mg/ml. 

Los resultados del estudio comparativo de loe tres medios de cultivo, para el 

aiilarniento de App no fue estadleticamente significativo (P>0.05), obteniendo»; 

medio ~Ovo modificado se aislaron 5 Mi» de App, 21 cepas de Pesteurella 

multada y 4 cepas de kimmophiltis miau* medio selectivo base 2 cepas de 

App y 24 de Pasteure*a rnuftocido, mientras que del medio no selectivo fueron 

aisladas 2 cepas de App y 20 de Pasteureita multocido. 
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La resistencia a los antirnicrobienos esta mediada principalmente por cambios 

genéticos; plésrnidos y treneposones que son transferidos, son dos de los 

mecanismos más Importantes e través de los cuales las becteries adquieren y 

transfieren estos cambios genéticos. Le presencia de plésrnklos que codifican 

resistencia a aNknicrobianoe ha sido detectede en algunas capas de App 

serolipoe 1, 2, 5, y 7 (43). 

En un estudio en Japón con 190 cepas de App, Suzuki ft al, reportaron que casi 

todos los aislamientos fueron sensibles a penicilina, 170 de las cepas probadas 

fueron moderadamente sensibles a cefelexine a eritromicine, colistina y ácido 

nelidixico . Por otra parte solo 10 capee mostraron patrones de resistencia 

principalmente e eskeptomicine (39). 

Por su pede Reemdonek ef N proberon in vitro 939 aislamientos de App con 10 

entimicroblenos, encontrando un alto grado de susceptibilidad a danofloxacine y 

moderadamente sensible a sulfametoxasol-Vimetoprim, celtiofur y amoxilina, 

mientras que la resistencia estuvo distribuida entre todos los entimicrobienos 

restantes gentamicine, lincomicine, oxitetraciclines, espectinomicine y 

eritrornicine (33). 

Los resultados de Keviehera el al, señalan que le mayorie de les 129 cepas 

probadas fueron susceptibles e ampicilina, cloranfenicol y tiernuline, además que 

todas lee cepas del serotipo 2 aisladas antes de 1963, fueron sensibles a todos 

los antimicroblanos probados, en contraste con les cepas (serotipo 2) aisladas en 
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1985 y 1945, las cuales fueron frecuentemente resistentes a los mismos 

quimloterepiuticos (24). 

Asimismo Gilbride y Rosendel et al, melluton estudios de susceptibilidad a 51 

capas de App contra 27 antimicrobienos, de las cueles tres fueron resistentes 

a penicilina, ampicilina, carbencilina, meticiline y tetraciclinas, una fue resistente a 

clorarifenicol, 40 resistentes a estreptomicina, 7 cepas resistentes a Insultas y 23 

fueron resistentes a novobiocina (17). 

En México Ciprián et 81(11), reelivmon pruebes de sensibilidad in vitro con varios 

antimicrobianoe, donde el 100% de les cepas fueron resistentes a ácido «MICO, 

clindernicine, doxecilina, ooikistina, vitromicine, estreptomicina, 

gentamicine, lincomicina neomicina, polimixina B y sulfernetoxesol-trimetoprien, 

mis de la mitad de las cepas fueron resistentes e kanamicina, penicilina, 

cefotaxine, clorenfinicol y esfaloaporino. El 70% de los aislamientos fue 

medianamente resistente e tetraciclines y del 75% el 100% de dichas cepas 

fueron sentidos e ácido nalidixico y furandentine. 

La resistencia de les cepas de App a cioxeciline, estreptomicina y gentemicine 

encontrada en el presente trabajo, coincide con lo descrito por Ciprián et al (8), 

quienes reportan que el 100% de las cepas probadas resultaron resistentes a 

cloxeciline, estreptomicina y geritamicina. 

Por otro ledo Gilbride y Rosendel el al (17), encuentran que dichas cepas de App 

presentan resistencia e estreptomicina , mientras que Reemdonck et a/ (33), 

mencionan resistencia • gentemicina. 

• 
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Por otra parte las cepas de App fueron sensibles a ampicilina, danofloxacine y 

moderadamente aensibles a penicilina y cefaiexina, la cual es similar a la descrita 

por Kawahara et al (24), donde señalan sensibilidad a ampicilina; por otro lado 

Gilbride y Rosendal et al (17), reporten que más del 94% de las cepas probadas 

de App, fueron sensibles a danoflexacina , mientras que Susuki et el (39), 

mencionan moderede sensibilidad a cefelexina. 

Sin embargo, respecto a la sensibilidad de las cepas de App observada en el 

presente estudio, difiere con lo encontrado por otros autores, tal es el caso de 

Susuki et al (39), que observaron sensibilidad de App a estreptomicina; por otro 

lado Gilbride y Rosendei et el (17), reportan que dichas cepas fueron sensibles a 

Maulle y tetreciclines, sal como Ciprián et al (8), señalan resistencia a 

penicilina. Dichas diferencias se podrian explicar si tomamos en cuenta que los 

estudios antes mencionados fueron realizados en zonas geográficas distintas y 

en algunos casos con serotipos diferentes (41); Canadá serotipos: 1, 2, 3, 4, 5, y 

7; Estados Unidos serotipos 2 y 1 Japón serotipos 2 y 5 y en México serotipo 1, 

mientras que en la presente estudio se bah* principalmente con ~tipo 1, 

Por otra parte le variación en el uso continuo de diversos quimioterepéuticos 

en el tratamiento de caeos de PCP, no es el mismo que se utiliza en otras partes 

del mundo, e inclusive en diferentes zonas geográficas de un mismo pais 

además del fenómeno 	de continua exposición de App a diversos 

antimicrobianos, da como resultado que la bacteria produzca plásrnidos y 

transposortes de resistencia que , son trasmitidos a su descendencia (2943). 

También es importante señalar que las cepas probadas en México por Ciprián 

et a/ (8), fueron aisladas de casos crónicos, mientras que en el presente estudio 

se utilizaron cepas obtenidas de casos crónicos y agudos de PCP, sugiriendo que 
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durante la patogénesis de la enfermedad, el patrón de sensibilidad de App 

probablemente varia del crónico al agudo. 

Con relación a las pruebas de susceptibilidad practicadas e Pasteurollé multocida, 

Coté et él llevó a cabo un estudio in vitro en Canadá donde utilizó 29 cepas con 

10 antimicrobianoe, encontrando que todas las cepas probadas fueron 

susceptibles e ampicilina, gentarnicina, kanamicine, penicilina, espectinomicine y 

tetraciclinas, así mismo todas las cepas fueron resistentes e clindernicina, 7 cepas 

serotipo D resistentes a estreptomicina y 12 cepas tipo D presentaron resistencia 

a sulfonamides. Le resistencia de los aislamientos se asoció a plésrnidos contra 

sulfonamides y estreptomicina (9). 

Medirte: y Quintana reportaron que 20 cepas de Patteurelle multocida 

resultaron sensibles a penicilina, cloranfenicol y estreptomicina (27). Raemdonck 

ft al probaron 969 cepas de Pétteurella multocida con varios antimictobianos, 

reportan que dichas cepas fueron sensibles a dersofloxacine y resistentes a 

genternicina y eritromicina (33). 

Le sensibilidad de les cepas de Pasteurell multocida a ampicilina, denofloxacine, 

estreptomicina, penicilina y tretrecidines, coincide con lo publicado por Caté el al 

(9), donde observaron sensibilidad de estas cepas a penicilina, estreptomicina, y 

tetraciclinas, mientras que en otro estudio Alartinez Y Quintana (27), reportan 

sensibilided de Posteurolle multad; a penicilina y estreptomicina; además que 

Reemdonck et el (33), mencionan sensibilidad a danofloxecina, 

A diferencia con algunos autores Caté et el (9), publican sensibilidad a 

kenamicine y Raemdonck et al (33) observan resistencia a gentamicina, mientras 

que en el presente trabe¡o se encontró sensibilidad a kanemicina y mediana 

r. 
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sensibilidad a gentemicine Las diferencias antes mencionadas posiblemente 

tengan explicación parecida, a le descrita en el caso de App. 

Con base en los resultados de las pruebas de susceptibilidad se determinó 

que de los 15 quimioteraptuticos usados, solo dos (cloxeciline y estreptomicina) 

mostraron una tendencia a suprimir Pasteurella multocida y permitir el 

crecimiento de App, ya que al menos el 75% de les cepas de Pinteurella 

multocida fueron susceptibles • ambos quimioterapéuticos y al menos el 75% de 

los aislamientos de App fueron resistentes. 

Estudios previos de MIC realizados por Suzuki e/ al (90) a 190 cepas de App, 

reporten que la cloxecilina inhibió a 163 cepas a una concentración de 12.6 - 25 

gelml y la estreptomicina inhibió e 177 cepas de 6.5 - 25 µWmi, 

En otro estudio Gutiérrez et al (18), trebejaron con 57 cepas de App, encontrando 

que la cloxiscilina inhibió r 50% de las capas a una concentración de 64 µelmi, al 

90% e 128 µg/m1 o mayor y al 50% las inhibió a 18 µg/ml. 

En el presente estudio el 50% de les cepas de App fueron inhibidas de 2 - 16 

µg/m1 de cloxacilina, observándote que la distribución de las diferentes 

concentraciones probadas que inhibieron al 100% de las cepas de éste 

microorganismo, tuvo una variación de 4 - 512 ogirol o mayor, 

Los resultados del MIC de 128 mglml de estreptomicina que inhibió al 75% de las 

cepas de App obtenidas en el presente estudio, coincide con lo reportado por 

Gutiérrez et al (18). Por otro ledo el MIC para la cloxecilina es similar a lo 

encontrado por Suzuki et el (39). 
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Respecto e los estudios del MIC realizados a Pasteurella mu►tocida con 
estreptomicina, Yamemoto et al (46), utilizaron 163 cepas de %l'urde 

multa« encontraron que e una concentración de 25 • 50 Iplml inhibió al 54% 

de las cepas probada). 

En Cuba Martina y Quintana (27), determinaron el MIC de estreptomicina a 20 

capas de Posteurella multocidt encontrando inhibición del 70% de las cepas a 

una concentración de 0,0 ughl o menos. 

En el presente trabajo es observó que el 100% de is copes de Posteurdp 
multpcidpfueroo inhibidas a una concentración de 2.16 gilml de doxaciline y la 

*reptando& les inhibió en un GO% a 32 uOnl, coincidiendo con lo reportado 

por Yamemoto ef el (46). 

Le, diferencia encontrada oon lo reportado por Martínez y Quintana, posiblemente 

sedaba a que en este país el uso de los quimioterepiuticos es muy restringido, 

de ahl que tengan MIC muy logos, 

Con relación a los resultados obtenidos mediante el MIC de las cepas de App y 

Puteurelle multocida e los dos quimloterepauticos utilizados, se observó que la 

estreptomicina suprimió al 60% de las capas de Pastetoilla multocide, el como 

al 25% dalas cepas de App a une concentración de 32 pgint. 



De loe datos obtenidos en loe análisis de laborebxio, gel como del estudio 

comparativo de los tres medios de cultivo en el aislamiento de App, no fue 

estadísticamente significativo (P)0,05), concluyéndose que: 

- Posiblemente el número de muestres utilizado en le presente evaiuecién fue 

reducida 

• Les cepas de App aisladas del medio selectivo modificado, no estuvieron en 

asociación con otro tipo de bacteria*, lo cual si sucedió con las cepas de App 

recuperadas en los otros dos medios de cultivo, 

El crecimiento de cepas de Pasteurob pm/reciaa y le baje recuO•filcidn de App 

en el medio selectivo modificado quid puede atribuirse en parte, ye que la 

cantidad de estreplomicine adicionada e dicho medio no afectó el 4011 de cepas 

de Putousella multo cid' y al 25% de aspes de App probadas 	mediaMe el 

1.11C, 
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CUADRO I. 

Característica bioquimicas de Pasteerelle moltoeida 



30 

CUADRO 2. 

Características bioquhnicia de Acii.obecillii pleuroposeatonlie y 
Ihismophilos percudo. 

PRUEBA 
	

H. 
	

API 

REQUERIMIENTO DE FACTOR X 

REQUERIMIENTO DE FACTOR V 

HOMOLISIS 

OXIDASA 

MANITOL 

INDOL 

UREA .  

CAMP 



CUADRO 3. 

Criterios de interpretación de los diámetros de inhibición en milímetros producidos por 
varios agentes eritinicrobianos en las cepas de Aelimobocille a 

pleeropeeemenide 

ANTIMICRORIANO Ut 	1  II I I MS S 

AMPICILINA'  10 mg s 21 33 - 24 1 25 

RACITRACINA 1  DI Ul 50 9.12 kil 

CLOXACIL1NA ' 30 mg 5 12 13 • 15 116 

CEFALEX1NA • 341 gg 514 15 • 17 1 15 

CEFALOTINA ' 311* 514 15 - 17 z II 

CRFALOIIIDINA • 25 pg 512 13 - 15 214 

DANOVLOXACINA ' 5 gg 515 16 - 20 k 21 

ESTREPTOMICINA' 
ail 

10 mg 511 12 • 14 1 15 

GENTAM1CINA ' • 10 gg 512 13 - 14 1 15 

ICANAMICINA e is » pg 513 e- 	14 • 17 211 

NOV01110CINA * Sie 514'15 • 16 217 

PENICILINA • 10 Ul ID 21 • 211 229 

SULFAMETOXASOL• 
Taimuwaum. •' 

TETRACICLINAS ' a. 

25 mg 51f 11 • 15 9- 	1 u 

30 gg 5 25 24 - :e › if 

TRISULFAS ' 100 id 512 13 - 15 kit 

Amiba S. A. de C. V. AH*" D. F. 	R. Regido» 
•' 5644911 Diageollice Fatah Misko, D, F. IMR- Mem& imásseseete resistes» 

S. Sud* 
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CUADRO 4. 

Criterios de interpretación de los diámetros de inhibición en milímetros producidos por 
varios agentes antimicrobianos en las cepas de Pasteorella n'almo ida 

ANTIMICRODIANO 4 11 I / MS S 

AMPICILINA* 1114 s 13 14 • 14 a 17 

DACITIIACINA '1  10 Ul s I 4 .13 > 13 

CLOXACILINA * 301M 512 53 • 15 ' > 116 

CEFALEXINA * » os 5 14 15 • 17 2 le 

CEPARITINA 1  30 mi s 14 !S • 17 1 II 

CEFAIMUDINA * 25 ile S 12 13 - 15 
é 

216 

DANOFLOXACINA • 5 W s IS S • » 1 31 

ESTREPTOMICINA' 
a. 

l• pe s11 12 - 14 *- >15 

GENTAMICINA 1* ** 10 NI s 12 13 - 14 ZIS 

KANAMICINA " ** 30 oc s 13 14 - 17 > II 

NOV01110CINA • 301y 514 15 - II 2 17 

PENICILINA • 10 VI 1 20 31 - 2i z 24 

SULPAMETOXASOL- 
numsnargim a II 

2514 1 10 II -1S 2 16 

TICTIRCICLINAS 1 	* 30 Mg 5 14 15 - II > 14 

TR1SULFAS * 150 Mg 512 12 • 15 2 16 

* Asedies S. A. de C. V. Me**, D. F. 
** Sud %podes Peeteer, Mérko, D. F. 

Rm Iledaleste 
IMR* Intermedie o isedieeammeale resisto» 

Sensible 
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CUADRO S. 

Susceptibilidad de 20 cepas de Actimobacillau plearopmeoposossfae a 15 
quirninterapéuticos 

ANTIIIICROINANO p. R e MS % S % 

AMPICILINA' 10 pe 7 35 I 5 ¡2 69 

RACITRACINA o 19 111 I 95 I 5 0 0 

CLOXACILINA ° 34 41 19 95 I 5 0 0 

CEPALEXINA ° 30w 5 0 4 20 16 10 

CEPAL011NA o 30 ils 2 II 4 29 14 70 

CEFALCIIIIDINA ° 35 $41 15 75 2 10 3 15 

DANOPLOXACINA ° ' 5 W  3 15 	' 5 25 12  60 

ESTREPTOMICINA' 11114 20 IN 9 0 0 0 

GENTAMICINA ° so 101e 10 N 2 10 O 1 	O 

KANAMICINA ° °I 30 w I I 55 9 45 - 	O 0 

NOVORIOCINA a 3014 10 100 0 0 0 0 

PENICILINA' O Ul 9 45 10 50 1 5 

SULFAMETOXASOL- 
TRIMETOPIUM o •• 

3514 13 65 3 15 4 20 

TETRACICLINAS o o o 30 pg 19 05 I 5 0 0 

TRISULFAS o 150 os II 90 2 10 0 0 

R. Mistad. 
S= Sealible 

MR- Mediaiuseale Resístate 



CUADRO 6. 

Sumytibdided de 20 cepo de "lisie@ 'ella non lío e di a 15 quimioterspéuticos. 

ANTIMICRONIANO mg R % - MS % S % 

AMPICILINA' 101y O . O O . 	O 20 —100 

RACITRACINA * II Ull I! 45 1 5 0 0 

CLOXACILINA '' » ¡y I 5 3 15 17 115 

CIFALEXINA " 3111y 0 1 0 0 20 101 

CEVALOTINA • 30 pg 0 O 0 0 20 100 

CLIPALORID1111A " 25 4 I 41 I/ 45 3 15 

DANOPLOXACINA ' 5 os  O O 0 0 20 II» 

ESTIIZPIOMICINA • ' 1114 2 10 6 30 13  60 

G£NTAMICV4A " " 10¡y 2 20 14 70 

KANAMW1NA 1  " 30 mi I 5 6 30 13 65 

NOVORIOCINA ' 31Iy 20 II» O  0 O O 

PENICILINA " 10 Ull 0 O 0 0 20 100 

SULFAMITOXAS01, 
TIIIIMETOPRIMI ' "' 

25 pi O O O 0 20 100 

IT'TRACICLINAS " 1" 30 2 II 
•

0 III 

TRISULFAS " 1511 pli 1 20 4  15 13 65 

RL. Resistente 	MR- Medianamente Resistente 
	

S= Sensible 



513 me/m1 7 .  15 3 35 

la asid 30 15 4 3 

125 isgáli 10 lo 2 2 

13 4 

100% 100 % TOTAL 25 

P CONCENTRACION A 

64 med 

4 

3 

1 
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CUADRO?. 

N11C de 20 cepas de Acrinebecillail plorropmeonsomlée y Passearella 
moho:ida con estreptomicina. 

Pim Postearello Norlocida. 
App ■ Actinobocillos plewropnetomoomiae. 



33.- 4 te 

5 

110% te te TOTAL 

Pu CONCENTRACION y. A 

0 

511 anyfinl 5 

25.11 2 

125 eigiusl 2 

44 wag/wal a 5 

4u- $2 

2.11.1 

1 — 

3 le 

eleastal 

25 

tO 

5 
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CUADRO e. 

111C de 20 cepas de Actinakicilloas pleuroptarimuniee y Peitserslio 
mohecida con cloxacilins 

Post • P4044,4114 molincida. 
App•Acolnoboallais pleoropmenntonice. 
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