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DEDICATORIA 

Para todos y por todo Jo que aportaron. es que c.Jcse.amos dirigirles 

nuestro gradt.>cimiento: Primero que n .. "lda ... "l nuestr .. 1s f;1mili;is por su 

apoyo y gran p.;H:"it.~nci.:i; dt.-sput. .. s .. 1 nut..-stros profesores por Jos 

conocimientos y consejos aplicados a t.. .. Sh~ tr.-ib.:ij1 . .'l • .así corno a sus bucnil5 

obscrv&icioncs que nos impulsJ.ron a 111ejorar .. A todl"lS nut~stros amigos 

por estar ..ihf tanto en J.ilS buen .. "ls corno ~n l61s m .. -.Jas. Y por Utin10 a tí ser 

biológico por el <.JUC nte forjé d proposito Je llegar y cumplir J.-i función 

de un !\.fédico Vt!tt.~rinario Zouh .. 'Cnista. 

GRACIAS. 
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l. RESUMEN. 

El objcti\'o del pr-csentc trabnjo fue aislar y tipifictir los lipos de /". 11111/rocida y 

biotipos de P. hae1110/ytica a panir de cavidad nasal de ovinos aparcntcmcnlc sanos. 

pcnenccicnres a sistcnuu de producción trashu111an1cs. Se recolectaron :?30 mucslra"i de 650 

nnimaJcs en 6 rcbarlos difcrcn1cs del 1'.lunicipio de Xalatlaco. Estndo de: 1'.féxico. mcdianrc 

hisopos csh .. ~rilcs en el período de diciembre de J 995 n agosto de 1996. El anülisis 

bar.tcdológico de las muestras se re.atizó en el Lah('1r:Jtorio de !\ficnlhiologia de Ja Facultad 

de: Estudios Superiores Cuautitlitn. utiliz;mdo placas de ag;1r sangre e incubm.J .... s por :!4 h. 

Las colonias se seleccionaron de .:1cucnJo ;1 su lllC1rfologi:i nH1croscópicas y 1nicn1scópic:1s. 

Postcriorn1cntc se rcali.r.aron prucb.;i-i; bioq11í111icas para ~11 idcntific.aciún. Los c~tudios 

serológicos pan1 tipific;tr Jos 01isla111icntos fueron hc.·chos en el CE!\:10-~1icrobi0logi.1, 

JNIF.-\P-SAGAR. utilizando la h!'cnica úc hemoaglutinacibn indirect01. con 16 :1ntisucro-. 

n1onoespcciricos de rcfcrcnci•1. Oc las :?30 111ucstr<1s rccnlcctadas. !'!.C ohtuvicn .. "ln 46 

aislamientos de /'a.\1t.•11rc.'lla ·'PI'· corrcspoudicndo 11 (:!J.9 ~'O) a P. nnlÍtocida. de: las 

cuales 3 (6.S '!--;.) fueron del tipo.-\ y 8 ( 1 7.5 ~-ó) del tipo D. Por otro J.ado 35 aislamicnros 

correspondieron a P. ha«1110~1·tic,1. de las cuales 8 ( 1 7.5 ~ó) fueron Oiotipo A y :?7 (58. 7 ~-"11) 

del biotipo T. Sólo se encontró una cepa de !1-crotipo .,.\6. obteniéndose un 96.3 ~ó de 

aislamientos no tipificablcs por hcnH.lag.Jutinación indirecln. La variación estacional de 

P<ur..•urcllu :rpp. fue elevar.fa y esrndisricarncntc significo:itiva en Jos meses de diciernbrc 

(40 %) y enero (33.3 !·ó) en comparación con abril (6 %) y ag.osro ( 1 O.:? %). coincidiendo 

cslos meses de porcenrajes elevados con Cpoc:ts de clima frío. 



11. INTRODUCCION 

Las ncunH"lnias son considerada ... co1no uno de los principnlcs problcrnas infecciosos 

que lirnitan el dcsarn"lllo de la producción ovina nacional. debido :1 que con .. 1i1u~c una 

in1porta111c causa de pCrdidas cconó1nicns. tanto por su!'io efectos negativos sobre la 

ganancia de peso. la baja convcr!>i,'m alinu:nticia y el ;:1110 cu~10 por trato:uni"·ntos; así 

con10 la tnonalidad que oCa!"fr'lla en lo" anirnnlcs susccpt1blc'>. 1-'··"• ::".''" 

Los d:ih..,"i ..Je prcvalcnci.'.l de ncurnonia~ \.;1ri.1 de acucrd ... -.. al p.;1ís de pn-..~cdcnci;1, tipos 

Je cxpk1tación . ..:JaJ d.: lü-. anitnalcs y ép•h:a del .:1110 en que !>C rcali.ta el c-.tu<lio. Se 

csti111a que las la,.;¡-,. promedio <le prc,akncia en corderos fluctúan del 10 al .;o ~'l.. 

tnnto en :'\.tCxiCll C(..,1110 en el c'tr;inJcro. r.;. i.a. r~. ,.,, ""1 

En estudios donJe se cvalu<l l.1 1111...,rt;ilidaJ en corJeros por ct;ipas en el Estado de 

l\téxico. se dc111cos1rú '-]UC b ~ifra akan.l'ada peor ncurnonias cr~ úcl :20.9:?. ~~. H 

Resultados simil.:ires fueron ,,btenidos en el hato º"·ino del COPEA. localizado en 

Topilcjo. D.F. i:-

Trigo y R.onlcro ( 1 QS6 ). efectuando nccropo;ias dur;inte algunos ;iños; observaron en 

191 ani1nale~. que el :?8 '?~de los ca~os murieron por cuadros ncun16nicos. Por otro 

lado. en i1ncstigacionc.s rc;ilizadas a 17 explotaciones ovinas en el Valle de Toluca. en 

un periodo de: un ario. se encontró que el 40 'Yo 1nurieron por problen1as 

neumónicos .. H. 

E.xisten gran variedad de agentes infecciosos que participan en la cnfcnncdad 

respiratoria. entre las cuales se pueden incluir virus con10 ,\.dcno"·irus y 

Parainnucnz.a 3. los cuales producen en fonna general bronquitis y alvcolitis; los 

virus respiratorios sincitialcs. que ocasionan la rinitis focal y bronquitis catarral y por 

úhimo se menciona al Rcovirus tipo 1. el cual produce neumonía de tipo intersticial en 

corderos. 14 • ~o ... :. " 3· :o 



Entre los parásitos que se irn-·olucran en el aparnlo rcspirntori(l y que: pucdco 

considerarse de in1portancia !-Un Dyctiocau/u, ·"!'. .\l1H'l/eriln y Protu.,tron¡.:ylu ... 

rufesccns. ~. 311
º ""· •

53
• "'

1 

De los agentes hactcrianos c0nsiderado,. en la.., 11cu1noni:1s en ovinos. s.c rncnciunan 

con10 importantes a ,\~\·copla.\nta º'·ipuc•un"111iae, .\~1·copla."i111u arJ.:inini y 

,\l_vcopla.u11a cunJu111iwu·~ pero sin duda. la de 1nayor i1np<."'1rtancia es /"a.o;teur1.!llu 

liae1no~l·tica. ~. 11 · •l. ~~. ~·1 ()tras bactcria'i in,,,·olucr:1das son /'a.Ut.•1trr.•//" uudtocúla. 

Brattlu1111el/a ·'"!'·• C'oryru•hact..·r1u111 ·"'I'·· .•úrt'J'locor.-cu"i ·'I'·· S1aphy.'acucc11 . .; .~p •• y 

ocasionaln1entc se pueden ai~lar es.talik-x:ocos heinolí11cos y colifonncs a partir de 

neumonías atipic;ss . .e:."'"'· ~ 7 

Se ha reconocido que /'. har.•n:o/i·11ca y/'. 111u/1ocida .. l~n agentes que con1linn1cntc se 

encuentran fonnanJo parte Je la tnicrohíota nonnal de lo~ n11ni:1111c ... s. ''· 11 E!:.ta 

asociación comensal es impl..~rtantc dchidn a que hajo cicnas. condiciones de 

inn1unosupresu . .,11 en el hu¿spcd. como pri1nClinfccción ¡xir ntros microorgani~mos. 

cambios de tcn1pcrntura. hutncdad rclafr .. a :1lta y vcn1ifa..:ión deficiente. afectan a los 

mecanismos de defensa inc".>pccifico<> lo que permiten la cok•niración de vías 

rcspir:uorias bajas. caus:mdo 1..fai\o al tejido pulml..""Jn;:1r. 1
· 

14· lll 

2. t CAR..-\.Cll:RJS"l IC.A.S GE!'-:Ul/\l J:S. 

Pas1~11r1..•lla 111ultocida y I'<ut~ur1..·lla ltat•mo/yricu son bacilos o cocobacilos Gra1n 

negativos; tienen diversos tamai1os. que vurian de 0.3 - 1.0 fk."'r 1.0 • :?.O µm. 13
· 

39
· .-:? 

Se pueden observar sólos. en empalizadas o cadenas cortas. son aerobios o anaerobios 

facultativos. son imnóvilcs. están capsuladas. no forman espora. son oxidasa positiva~· 

muestran tinción bipolar. la cual es m.:is manifiesta con las tincioncs de Lcishman o 

\Vright; I&. 19
• ;a no producen l1emólisis. excepto P. har.•1110~\·tica. la cual se aprecia en 

placas de agnr sangre de hovino (en ocasiones poco apnrente). adem.:is de crecer en 

agnr l\1c Conkcy. '· 
7

• 1 ~· 16 r. mu/tncida produce indol además de un olor 

cnracterististico en las placas. micnlras que P. lwc:molytica no presenta éstns 

caracleristicas. '· 7 • 1"· 17
' :1. :w 



En ngur snngrc. crece .a las :?·1 hClras de incubación. la"> colonia"> son de tnrnai\o 

variable. en general mide de 1 - 3 1111n <le di3mc1ro, J" 

1i111itnd.:i. 1nucoidc o rugosa y tiene un color gri!>:i.cco. 1"· l'"f" 1" 

for11t;1 es redonda hicn 

Los diferentes tipos de l'intcurclla ,,,11/toe1.la que se h:tn idcntilicaJn en ha">C a sus 

polisnc:lridos cap.;,ul;¡re~ !-egún Car1cr !.Oll 5 tipo~; el .-\..B. D. E y F. 1
"' El tipo 

..-\, es panc de l.1 th•ra 1H.1nn;;tl de tracto rc .. pir:itorio <le nu11.::hu .. ~1ni111aJc<;. d1Hnésticos. 

ade1n:is a sido ai!>lado de pr1.1blcmas neumónicos en difeu:n1cs C">pecics y tatnhién es 

frecucntczncntc aislad1~ .Jcl cólera :n. iar. d tipo B. no e~ Climcn,;d y e-. a:>-1.lciaúo con 

scpticc1nü1 h.:1111.irr:i~ica 1.k r11mi;111tc<> en Asia, Austr.ilia ~ Euru¡u. El tip<."l O, es 

nislado tnás frccuc .. ·ntc1ncnle de ne11111oni;1 y rinitis atrl11ic;;\ en cerd1h, el tipo E. causa 

septict-·nua hcnH.•rr.:'i¡;i<.::.t ..... ·n rlinliantc<; de Afnca Ccntr;il. 11 14
· 

1
•· • ~ ;:- ti11.al1ncntc aislado 

<le: pav<l"" un nuevo tip<..l c.1p-.11lar dcno1ninadn F, del cual alin no e':> claro el pap.:1 

en la enfcnuc<lad. 

Oc los tipos ante<;. 1nc1u.::i~~nados de /' 111ultoc1cl~.1 el /\ D se h;,n ai">laú1.1 en 

~1éxico. C:!otos son 1dc.·ntificados a partir de l<1 prueba 1..k la c.lc~c:1psul:"1c1..:1u por 

hialuronida<;a par;;1 el tipo A y pn:cip1tación l.k acritla" ina p;ua el lipo D. 17 :i. H 

Los factores de virulencia de/'. mulrocula ..,_e aslxian a la prc!ocncia de capsula. que 

tienen corno prirncr co111poncntc al :leido hialun.lnico; CM.a puede st-·r rc.-.ponsablc de la 

adherencia selectiva que muestran algunas bacterias hacia los diferentes ~ubstratos. 

incluyendo a superficies incnes y células epiteliales y la formación de una toxina. la 

cual es un polipéptido <lc:rmonccrótico letal en ratones. 17. :n 

Pusteurclla ha<'tnoZ1·ticu es un comcns.al de la nasofaringc, confinada casi 

exclusivamente a los nm1iantcs y la cual se asocia comünmcntc a problemas 

neumónicos, por ser la bacteria más frecuentemente aislada de tejidos afectados. ~. q. 

13• 17• 31 De acuerdo a la capacidad de reacción con la cata lasa y a Ja fcm1cnlación de 

carbohidratos se dividen en dos biotipos, el biotipo A arabinosa y catalasa positivo y 

el biotipo T trchalosa positivo. catala~a negativo. r. 17· 111 · =1· o.t.l. "'Q 



Estn clnsificnción además tiene importancia hioh'>gica; puesto que lus cepas del biotipo 

A. son responsables de In neumonía en ovinos aduhos y scp1iccrnia en corderos 

jóvenes.""· i.a. 
17· 311 por otro lado las cepas del hio1ipc1 T. cau,.an la f'nnna cornlinrncnle 

conocida corno paslcurclosis scplicérnica en cordero~ po!.de~telc. 11
· ·"·· ~~i. t-~ 

dcscribiCndosc tan1bién .aislan1icnto~ positivo!> a p:irtir de fll~·ª" n;1s~11c~ de borrego-. 

clínicarnente sanos. l."· w. D. 1""· 1 -r. :J. 411 

De ncuerd"-1 a los antigcnos capsulares soluble<>, ~e han dc..,crito 17 ~crotipos 

difcrcnciables mediante la h:-..:nica de hcrnoaghttinacH~n rndirect:i o aglutinaciún rápida 

en placa. de los cuales para el biotipo /\ ~on el l.~. 5, 6. 7. X, 9. 11. J:?. JJ, J.i. 16 111
• 

io. 
11

• 
17 

)'' 1 7. t-.a para el biotipo T son el 3. ·l. 1 U. 15. " 1
"· l l. :'l. ::r •. q Sin cmh;.1q;o cicnas 

cepus no son tipific~1bles por éstos 1nctódo<;. 
1 

· 
11

· "· 
10

• 
1 
'· 

111
· ='· ::.i. =~. :::r .. '"· ~·•. '" 

Acerca de loe; n1ccanismos que intcn:icncn en el desarrollo del <larlo pulmonar causado 

por P. lu1~1110J.¡.·tica, la rnayoria de lo!> autores coinciden c.·n el cfc..:to patolbgico de la 

lcucoto'.'..ina y Ja endotoxina consider:ida .. corno lo"> factores <le virulencia n1.:ls 

importantes. 17· ::::::. ~= .. ~!!."\otro<> factc.1rc<;. de "irulencia que tan1bi'-:n ~e han reconocido 

son uua protcin."l de superficie. que liga sol::u11cn1c tran~fcrrin:i de run1iantes. dos tipos 

de fimbria. una grande y rigida de 1:? nm de diámetro y \1tra t1c'.'..iblc y peque1la de 5 nm 

de diámetro. la cap~ula con propiedades antifagociticas, de naturalc_. .. ., p<"1lis01cárida. 

que favorece la adhesilin a superficies epiteliales y le confiere a cada -.crotiP<--, sus 

caractcristicas. la hc1noli ... ina y la ncuroarninidasa. ::::. ~:::. "~ 

2.2 ASPECTOS !\.1ACROSCOPJCOS Y !\11CROSCOPJCOS. 

La naturaleza de la neumonía causada por Pa.'iteurc.·llu .<>pp depende dcf grado de: 

proliferación bacteriana. de Ja virulencia de la cepa y del nivel de defensa del 

hospedador. aunque hay tendencia a caracterizarse como neumonía intersticial 

fibrinosa aquella producida por P. haemolytica y como bronconeumonía exudativ:i o 

fibrinopurulcntn a la relacionada con P. multocidu. 13 



Con10 se tncncionó l;1 11cu1nonia cnu .. ndn por .J>. ha1•r11olyticu se car•1crcrizi1 por ser 

intcrslicial fibrinosa. Sin cnahnrgo se ha lop:rndo ni!.lar de cuadros neumónicos tanto 

de se'\·crid;ld, dharihuciún y l1l(lrfopa1ol1....,gin variahlco;;. que ,.<lll <lc~dc una neumonía 

supurativa foc;tl y difu,;i, fu1 .. 1a ..-:uadrus de lesiones v;iscularc,. con tron1hosis y 

hemorr::agia. Esto puede ser posihlc debido a que puc<l•m e:"l.Í~tir diferencias en las 

propiedades p;¡togénic"" de I°' h•1ctcria. '"· .-:: 

En .anitnalcs t¡uc han 1n11cr10 pnr pastcurclosis neumónica hipcraguda. se encuentra 

cxudaJo gelatinoso gris¡icc1._l .. nhrc el pericardio y grandes c."lntidadc,.. <le c;..udado 

pleural de color paji.lo, 1111cntra<i que 'º"" puh11oncs c~t.in agrandado ... cdcn1ato-.o'i. y 

hcrnornigicos. Desde el pu1H1._l '-''-' \ i:.:a lii!.tolúgico h.ay nccroo¡.j<; alvcol<ir difusa. cdcm:t 

de tabiques in1crh_1hulillares y en 11\·ino.., que s.obrcvi'\cn a l.'1 fo.se hipcraguda de la 

cnfenncdaJ se l.'hscrvan 1~1'• JJ.ar11;id.1s cC:lula'i ª"'"·nularc" en .7011.a"" alrededor de Jos 

alvcolo'i nccr1..hados. En tOrina gc111.:r.1li.1"ada las lc'iioncs principak!> ~e encuentran en 

la parte superior del ap~n.1t1._, J1~c .. ti'\n. 1or•" e hígado y son adcm::is frecuentes las 

hcn1orragias subcutáneas t.•n 1<~r-.x y cuello. Se ohserva por otra parte aurnento de 

\.'olumcn de tonsilas y linfonodos faríngeos. as.i co1no ulceración y necrosis de faringe 

y esófago. u.-"" 
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111. OBJETIVOS 

-Aislar PU3teurc//a mulrocit./" y Pu."ft<.·urcl/a lta ... •n10/ytica de cavidad nasal de ovinos 

aparcntemcnrc sanos. pcrtcnccicntc'.'> :1 rc~ai\os rrashumantcs de la ;rona de Xalatlaco, Estado 

de ?\.léxico. 

-Identificar los tipos de Pa:stc.•urc:-1/a multociJu a.si como los biotipos y scrotipos de 

Pa:s1t:urella lroemolytica. 
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1 V. MATERl,,L Y METODOS 

4.t Rccolc:cción de muestras 

Se efectuaron muestreos pc:rt(.\Jico°' comprendidos de diCÍC'Olhre de 1995 a ngosto de J 996. a 

6SO ovinos. de 6 rchar'\os difercuh:s. pcr1cnccicntes n sistemas de producción trashumante en 

el !\hmicipio de Xnlatlaco. Estado Je !\.1éxico; recolectándose un toral Je ::!30 nH1cstras de 

exudado nasal de nnimalcs aparentemente sanos. rncdi:tntc: hi'iopos cs1érilcs introduciéndolos 

y ro1:\ndolos en Ja parte profumt;i de la cavidad. una vez obtic-nidos se depositaron en tubos y 

se tr::1slndart."ln en r-efrigcración para su procc-.amicnto al l..nhc>raiorio de !\1icrobiologia de Ja 

Facultad de Estudios Superiores , .... uo:1utitl.1n. 

Cnda muestra se sctnbró dirc:ct:.:1nen1c del hisopo a l.as placas Je agar snngrc, adicionadas con 

un 7% de s:ingre de bovino e incuhaJas por :?4 horas a 37 ºC. TranscuHido ese tiempo se 

procedió a separar por su morfol('lgin las colonias sospechosas de Pu.o;teure/lu ·"l'P- una vez 

seleccionndas se resembraron bajo las n1ismas condiciones antes mencionadas para obtener 

un cul1ivo puro. se realiLaron fr,~tis Je las colonias y se procedió n efectuar la tinción de 

Gram pnra observar sus características 1nicroscópicas y tintoriales. 

Una vez seleccionados Jos cultivos puros. fueron sometidos a pruebas bioqufmicas primarias 

y secundarias tales como motilidad, exhibición de Ja actividad de Ja oxidasa. c:nalasa. 

crccimiento en agar ~te Conkcy, Oxido-Fcnncntación, producción de indol y producción de 

ácido a pan ir de dif"ercntcs carbohidratos siguiendo Ja mc1odologia de Carter. Cowan y ~te 

Faddin. "· 21
• "º 

Todos Jos cultivos idcn1ificados como Pusteure//o multocida y Pa.steurel/u haen10/ytico 

fueron separados para su tipificación. 
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4.3 Tipificación de I'cuteur~//u multoc·ida 

Las cepas de P. 111ultocida fueron rccapsuladas en ratones albinos. mediante la inoculación 

intrnpcritoncal de O.:?. mi de una !<-U!opcnsión de la bacteria en caldo infusic\n ccrchro-cora7.6n 

(BHI). rcli7 ... indolcs la necropsia a l:1s :?-t hor.as po~1inoculacit'111 y rccupcr:i.ndolas de higndo. 

Postcrionnenlc se proccdiú a clasificar los tipos capsulan:~ de: r. multocicla. n1cdiante las 

pruebas de descapsulación p<'lr hialuronidasa par.a el 1ipo A ~ la precipitación de acrifla" ina 

para el tipo D. 

Para la prueba de desc::.psulación por hialuronida"'a se sc1nbraron las colonias de 

P. multocidt1 en plac.:ts de agar sangre sobre toda la !>Upc:rlicie y después una es1ria central 

de Staplty/ococcu.T OUr&."U!r productor de hialuronida ... a. las cuales se incubaron a 3 7° e por 

~4 h. Aquellas ccp.as que mostraron un crccin1icnto de colonias mucoidcs en la proximidad a 

In estri.i de S. aurcus y en el resto de la placa colonias rnucoidcs !<-C consideraron positivas a 

descapsulación y por consiguiente al tipo,.\. 

Para )3 prucb.'l de preeipit:ición de acriflavina ~e inocularon cepas de r. multocitla en tubos 

con caldo BJ-11. los que se incubaron por :?4 h a 37º C. 1ranscurrido éste tiempo se 

ccntrifugolton a 1:?00 x g durante 10 minutos; posteriormente se retiraron 2.5 mi del 

sobrcnadante quedando O.S mi del sedimento bacteriano al que se le adicionó 0.5 mi de 

solución de acrifla.,..ina 1: 1000. dejándolos re1.,osar a tcmpcra1ura atnhicnte durante 30 

minutos. La reacción se dió como positiva al observar lót fonnación de un precipitado 

grumoso de color anaranjado y por consiguiente al tipo D. 

4.4 Tipificación de Pa."fteurella ltacmolytica. 

La subclasificación en biotipo A y T se realizó en b:ise a la producción de ácido a panir de 

arabinosa y trchalosa. Por lo que las cepas de r. hacmolyticu se sembraron por agitación en 

un medio que contenía : 

·Psplonm a.-c 1.0 % 

.clo.wodcSodlo 0.5% 

·l...tic9dDI' dc Andndc 1.0 '% 

-C ..... Wr81o.~ 1.0% 
9 



Se dejarun en incubación pur :?4 - 7:? h :t 37° C. 1r;mscurriJn este tiempo !--C consideraron 

positivos al nprovcchamiento de los carh4....,hidratos por la .:JciJ1ficacit.'m del medio el cual se 

ton1nba a un c0lor ros;ido. Correspondiendo los ~•i.,.famicnto' arabinl'l'k'J p<lsiti..-o ni biotipo A 

y nislnmicntos trchalo5a pv .. iti' .._..,.al f-iit..,tipo T. 

4.5 Dctcnninaciún de lo.,. scrotipl'"' .:.1pM11arc:r. de I'(J.'flt'ur,·11" llat•n10(~·1tca 

Los serotipos capsulares de /'. h.1.·1110/_1 t1ca fueron detcrn1inado'i pnr la prueba de 

hcrnoaglutinación indirecta utili.r:11H.J0 anti~ucrn-. n10110C!l>pccitico"' de rcfcrc..-ncia y ~iguicndo 

l.:J: técnk;1 sugerida por Fra.111.. en :nicrl 1pl:u:as de titul~1ción \..k 96 p,.., .... p.,._::"' 

Para e~ta pruch:1 ~e utili.r.:lh'll critrocit.-... Je "angrc pcrifCri.::a dc'i-titirin:uJa de hovino que se 

al111accnú por lo rncnc•s 7 Jiao;;. ra'i.Hl•• c"tc ticrnpo se procedió a lavar los eritrocitos con 

solución salina fisiológi.,;a. y t:t:?'.•rif11¡..:.indolcs a 800 x g p ... •r 10 minuk•"> '-:tria.;. '\eccs hasta 

que se obtuvo un .. ,..,brenaJ:rni..- O.:l)rnplc1a1ncntc i.:laru. rnisrno 'tue se dec;intó para obtener el 

paquete de eritrocitos. 

Para preparar el antígeno (crilrl.•4:itu~ !>CnsibiliZ.o1dos). se hizo crecer el aislarnicnlo bacteriano 

n probar en tut>os que (,:.:.intcni.,n :' 1111 de caldo 11111 durante 18 ha 37º C en hou1o ~1arfa en 

agitación continua. PostcriornH:?1tc .;.e inactivaron los cultivos elevando la tc.:mpcratura a 

56° C por 30 minutos. lo que favorc..::ió a la libcrnción de antígenos capsul:ires solubles. Se 

agregaron 100 J.tl de eritrocito!:. prcvi::11nentc lavados e inmedintamente se incubaron en el 

bal'\o por 1 h :i 37 "C. Después se ccntrifug:iron a 700 x g dur:tnl~ 5 minutos y se repitió una 

vez más. finalmente los eritrocitos sensibilizados se resuspcndieron con 7 mi de solución 

salina fisiológica. 

En placas de micro1itulación de 96 pozos con fondo ··u-. se agregaron :?.S µI de solución 

salina fisiológica. En cada pozo de la línea A de la pl.:J:ca se agregaron 25 µI de cada uno de 

Jos 16 nntisucros monocspccificos n probnr y se realizaron diluciones dobles hasta la fila H. 

A cada pozo se les ni\adió 25 µI de eritiocitos sensibilizados con P. hacmolytica del scrotipo 

a probar y se incubaron de 1 a 2 h n 37° C. Al finalizar este periodo~ realizó una primera 
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lectura y luego ~ incubaron durante ~4 h a tcmpcrntura ambicruc para rcaJj7_..,r una 

5Cgunda1ccturn de 1.o:as placas. 

Los estudios scrológicos se rcaliLnrnn c:n el lA1hor:1torio de llactc:dología del CENID· 

f\.ficrobiologia. INJFAP-SAGAR. el cual proporcionó los 16 nnti!.uc:ru~ de rc:fcrc:ncia. junto 

con cepas de referencia. 

4.6 An.oilisis Estadístico. 

Para el análisis <le los porccnt01jcs de: aislamiento de I'usreure/la -'PP se utiliLÓ el programa. 

G.L.?\.f (General Lineal !\.fodcls) del paquete estadístico S:.A.S. (Statistic:t.1 Analysis Systcm). 

11 



V. RESULTADOS. 

Se trabnjar-on :!JO muestras <le cxudndo nasal Je 650 ovino-. de 6 rch::ir1o<;. diferentes del 

~1unicipio de Xnlalluco. Estado de ~1Cxico. en un periodo comprendido de diciembre de 1995 

angosto de 1996. obteniéndose 46 aislamiento de Pdsf,·11relltJ spp (:!O o/o). Jos cuales fueron 

cxarninodos t"'lbscrvando !>US cai-ac1cristica<o de 111orfnlogia hactcdana y re.acción tintorial. 

adc1nñs de las pnichas bioquirnicas cspc:cilic.as rc;iliJ_.;ufos cClmn lo tnucstra el cuadro 1. donde 

~e observa corno los aisl;unicntos '.'>C cotnpor1aron de ;:1cucrdn a lo pTcvio;.to. es decir. 

comp:itiblcs Ct"'ln el gc..~ncro 1'.1.\1f-•11n·lla .<rpp y a la \.CL pcnnitiú ú1fcrcnciar por su ac1ividad 

bioquímica a l'. 11111/toci.f,1 de /'. hac1noh'fica, ohlcnicru..lo!>c ;a .. í 11 (:!3.tJ~ó) y 35 (76~ó) 

nisla1nicntos respccfr\ ouncnlc tal co1110 se indica en la figui-a 1. 

De fos aislamientos de/'. 1111,ftt• ... ida. 3 (6.S~ó) corrcpondit.·ron al tipo,.\ y 8 ( 17.5~-ó) al 

ti~, D, mientras que de Phcit•mt/_lllca, 8 (17.5~,..u) fueron del biolipl1 A y ~7 (58.7~,,a) del 

biotipo T de ;icuerdo a las pruch.i.s ba~uimicas rc.:1liJ'ado1s. tal c0mo lo indican lus cuadros 

:?, J y .i. Ca1'c ~cilalar que se ohscrvó v;iriabilidou.J en la fcrrncntación de lo"" carbohidratos en 

cuanto al biotipo T en d(1nJc: xilo!'..."l prescntú 7 aislarnicntos positivos y ~O nc1!ativos asi 

como nrabinosa 11 pu.-.1tivos y 16 ncgath;os. 

Otras pruebas que se reali:r...aron para complcrncntar la identificación P. lus.:1110/_\·tica. 

se indicnn en el cuadro 5, donde cabe sei\alar que los resultados obtenidos descartaron a 

otros séncros de cocobacilos, adc1n.:is de que se puede observar con10 el 1 OOo/a de los 

.aislamientos fueron negativos para las pruebas de un:asa, hidrólisis de l<l gelatina y 

fcnilalanina y 1 OOo/o posilivas en reducción del nitrato. notando ~olamcntc variabilidad en la 

producción de H 2S. 

De los 35 aislamientos de P. /lacmol_vtica. sólo ::?7 fueron serotipificadas. debido a que de las 

8 restantes, algunas no pudieron purificarse y 01ras no fueron recuperadas después de varios 

días de conscn,.ación. De aquellas probadas sólo 1 (3.7%) pcncneció al biotipo A scrotipo 6 

y las 26 (96.3%) rcstanlcs fueron no tipificnblcs utilizando 111.A. 

12 



El porcentaje oblc:nic.Jo e.Je Pt1sft"ur1.:l/a 5pp. por mes f"ue: diciembre 40%. enero 33%. febrero 

15%. marzo :?5°/a. ubril 6'}-ó. mayo 15. 7~'á. junio 22% y agosto 1 0.2%, obscrvandose 

diferencias cstadisticarncnlc signific;uivn.s enlrc dicicn1brc 40% y enero 33% con abril 6% y 

agosto 1 Oo/o (P < 0.05) cumo se mucstrn en In figura 3. 
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Cuadro 1. PRUEBAS BIOOUIMICAS PARA Pastoure//a spp. 

FO R M A COCOBACILO 
GR A M ( - ) 46/46 (100%) 
H E M o CTs 1 s c+-¡--;-~/46 (76%r 
'OX~s~¡-------c---·46146(160%_> _. __ 
e A TA LA s A ( + ) - ------·-- - -23146 cscfo/~-- -­
CJTt- ---. ----.::=:=::_-:::_i:-_4_?!'.'.!D100%)_::: = 
PRODUCCION DE INDOL 11/46 (26.1) 
PRODUC-CJO-NDE-ACIDO- ------ --------------­
'APARTIR DE~--------·-~--·---- ----~-·-- ---



CUADRO 2. MODELO DIFERENCIAL DE LOS TIPOS A Y D DE Pasteurella multocida. 

No. de cepas ~probadas de Posteurello multocida n-11 
Tipos / ..,._, 

1 
.Z, 

Pruebas bioquímicas:----¡-------¡------
HJALORUNtOASA pe-~~--¡------:3/1_j ____ Q/11--
---------- -3·----¡--a-:s----- o 
ACRIFLAVINA--·p;,~~------0;,1~ --- a/ii 
-- -----o;.,-· o ----,y5--



Cuadro 3. REACCION FERMENTATIVA DE CARBOHIORATOS PARA EL TIPO A Y O DE 
Pas/ourello multocido 

1 _N~ºc:·c:d_e_ce_~P_a_s~p_r_o_b_a __ d_a_s ____ 
1
1 ___ 3'-____ L---~--

1~T=-•-po~s....,........,..~,.---o----co--o--•j----"""--______L__-~-­
Prod. de ácido a partir de; 

¡ 
1 
l 

!~ 



Cuadro 4.0IFERENCIACION OE LOS DOS BJOTJPOS A Y T DE Pasteurolla hsomolytica MEDIANTE LA 
REACCION FERMENTATIVA DE LOS CARBOHIDRATOS 

No. de cepas probadas. 8 ! 2 7 
eTOITpos-----------.----.;.~---r--::r---

Píod. de ácido a pañ""'lrdC~-·-------~--------

G1uc-OSa--- --- ---~--=.~~l.__ __ ~~-~~=--=-~~--~- 2(~ 
-------o;~-- -- 100 100 
XíiOsa·-·----------- ·;---6---, ---20:-­
----0;.;--·---------~s~--7--7¿~,-­

Maltosa ------ -- ---- --------?-----,-~-­
----- %.------------ --:-- -e7_5--~----9~ 
Lactosa-· -------------5-:--·--- -2-7 
-----'";~--- ---- -~----..-- ---75---·---,-00-----­

RafiñOs_a_ ------- --------·---.,-:.--!-----·-27--
_____ % ___ --------ff7~5---~ ---,-oo ____ _ 
Ar~binosa---------· --- --·------¡------ -------.¡s·_---­
--~~---------- --. --a7.s---¡---593---

~·osa~----=~------Tub-- -+--~~~ 



' 1 
¡• 
! 

Cuadro 5. OTRAS PRUEBAS BIOOUIMICAS UTILIZADAS PARA LA IOENTIFICACION DE Pasteure/la 
hoomolytico 

No. de cepas probadas 8 27 
B1ot1pos ___ J_ ___ ~--~--7 ___ _ 
Pbas. bioquimicas 
Prod. de H 2 S 
(tiras de Ac. Plomo) 3 1 17 

·~-------------°"'-º-------~~~~~3-7~._5_·· ____ J __ ~6=3 ___ , 
Ureasa 8- 27-

% 100 100 
Fenilalanina 8- 27-
1---------°'"/.'o----;----1'"""00~·--+---1-o~o~--



VI. DISCUSION 

Para el presente trnbajo los rc:i;ult11dos obtenidos de :?JO muc~tras fueron 24 o/o de 

P. 111u/1ocida y 76 ~"O <le /'. lu.1c11uJ/y1ú.:a, Jo qoc cl1incidc con di,·cr~o-. •1utC'ln:!I:. los cuales 

mencionan que r. hat'111of1·tica es ai!'l:td:t en tna:-or pnrccnt;ijc <JUC /' nrultocida. en 

o\·inos.~·Q· 11.1-1 :o .. H. t11,.,J .. u.t.t •. ~ 

De acuerdo ;i b prcvalcnciJ de: /',J,t~·1rrt•!la ·'l'I' ~e cnco..n\frÓ <.'11 lo.,. 111c .. c-. de dicicrnbrc y 

enero un alto porccnt:1jc de ai .... !.iinu:n10 úcl .:o ':!ú :!- 33 ~ó rc:-.pci.:1i,:11nc..·ntc. en Cl)lllpar;ición 

co11 abril y :tgnsto 1,-..,. cu.1ks tu" 1<-ri.'11 un 6 ~ó y 10 ~-ó. E:-.11.._l indica que el 111:1:-nr nún1cro de 

.aislan1ic.-ntos de /'a.H .. urcl/11 ~!'!' ai.-..l;1da•. c._,jncidc con 1.:poca de cl11na frfr,. Sin cn1h.1q;.1..l cabc­

scr1alar que en Jo.; n~c'>C'i rc<.t;1111c-. t~1111biC11 :o.e Jogrú ohtcncr un ;1Í'>la1111cntn con.,,r¡ulfc e 

irnpor1;1ntc dchidn ., <¡uc: pudit.·r., c...:1<>tir l.ariaciún y corrcl:aciún cnlrc pe11no:111cncia cn un 

dctcnninado ft1!;Jr y Cpc•c:a del a1-hl dc ¡1..;ucrdo al 5.i!>terna tr;:l',hu1n¡1ntc. 

Se encontró un nta:oor nl1nu:rn de c•·f';1<;. ·ft:I 1ipt.1 lJ que del,.\ de/' 1111d1oc1.l,1. hecho que se 

conlradii.:c con lo 111cncin11;u..ln J'''r algu111·~ :it1tl-.rcs. '
1
· ~'' '"· ll en <lt...>ndc l;1 111ayorí., Je los 

ai~lamientoc;; de ca..-1dad na.,,.;11 y pulrnt'>ll<.."'> nc11111ónicoc;; pertenecen al tipo c:-ip<>tilar ,.\. Orroc;; 

autClrC"s hnn ~,¡_.,1,1do in.is '-"<-"póls del tipo D. p:1rccido a Jo cncontra.Jo en el prc:.l..'ntc trah¡.jn. por 

ejemplo. Radilfo ( l<JS7) aisló 1111 :.:;5 ~ .. dc cstc tip~l en o..-inos. micntr:i<> qu.: ~laninc.1. ( 1991) 

encontró un 100 ~~ de ;:1isla111i.:11to en pulmt.•ncs neun1únicos de cordero'>. E'istc rx-..ca 

información sohrc el porque" de ll•!-. c•1111hio .. Je incidenc¡a. pudiera pen~ar~c que c~tc dato 

cs1e relacionado con la adherc11c1a bacteriana h;icia las cClul;is. cpitcli.alc!'> de ca..-idad nasal. 

tal como menciona Ru.t. (1989). donde oh!-.c:rvú que c~bh: una 111ayor tendencia en Ja 

adherencia de aislamientos de P. multociclu tipo D que las del tipo A a cClulas respiratorias 

de conejo portadores en comparación con los no portadores. E~to puede cM•ir relacionado 

con el tipo de cápsula. de hecho otros autores mencionados por H.u.t: (1989) han hecho notar 

que la cápsul;J del tipo A reduce la adherencia. quiza por su ::tha densidad de cargas que 

repele más a la bac1cria de Ja c:Clula animal t.'> que la cápsula enmascare parcialmente Ja 

adhcsina o ambas cosas.~ 1 Dc este modo podriamos c::cmsiderar que los resultados del 

presente trabajo de P. 1n11/tocida es ten rcl.acionados de la n1 isma forma en Jos ovinos de 

la región de Xalatlaco; sin embargo. es con..-cnicntc rcafi7..ar 1n1ev,1s estudios para confirmar 

o descartar esta posibilidad. 



En el caso de r. lwc:n106·1ica. la 1nayoda de los aut0res coinciden <¡ue es miss frecuente el 

aislnmicn10 de ca..,idad nn~,I del biotipo A. 'lUC frc:cl1en1emcntc: «:sta rctacion.:uJo con 

ncurnonía y scpticc111ia en Cllrdeni-. júvenL·s y n11..·nn .. u nulo el hiotipo T 4ue c.:1u~a 

septicemia en cordero~ p<.--.stdc~1ctc. ~ "· ·•. 111 · u. '"· :<-t-. •·
1 c1H.:,i111r{u1do~c 111ás c..ic este últin10 en 

el presente c:stm.li'-""· Sin cn1b:u~o. ~h\ólllg(lt.1 ~·r ,,/. ( t97M). en 1111 c~tu<lin reali.1"~1.<lo en Kenyn 

aislaron 1 O.::? ~·ó de r. /i(lclltll~l"f/Ca hiotip(l r. ~icnd<l é'otC tn.:"i~ frccuc111e111cnte ai!>.lado de 

cavid:1J na.sal Je cabras y ~irrcgl'S ap.1rcnt1..·1ne111e -<,,;:1110-. y no de ~cpti.::ernia en cordero-;.. ~ 8 

En Francia. Sanchis ... , u/. (19S9). c.:n.:-'-intr¡1rnn 17 ~;,, de .:1i-.l.11n1cntn del biotipo T de 

ncumonias de pcquc11.os n1111i;1n11:..-..'" 

En ;\téxico, ;\fortinez ( 19<>1) ni-.ló un:1 cepa '-lcl ~il.."ltipo T ..,cr .. 1tipo 1 O de pulmón neurnónico 

de cordero, 1nientras que ~tornle'> c.•t al. ( l'><J.i) encontraron ~cepas. amha-. del scrotipo 10, 

una de ellas recobrada de c:....ud;u.k> na">-ll ~ 1~, otra de puhnc'ln IH ... "lll11Únicn. Ta1nhién ~tartinc.r. 

( 1995) encontró un 51.3 '!~ di! J'. h,u·mo/\·11c" hiotip<.."J T de exudado na'>al de scrncntalc-. 

ovinos.. identilicac..la.,, "'úl0 por pruebas hi .. .,qui1nica">. ~'.u.'~ Lo antcrior nns indica. que la 

..,ari.,ción de ll."J~ biotipos de/'. hac.·1"111.'.·tica "'e deba ;1 la con"'1antc cn1npetencia que cxi~1e 

entre Cstos en la na-.ofaringc; r(.•r lo que !-e sugiere que el alto porcentaje de ai~la1nicntos del 

biotipo Ten Xa.l;lllaco. ~e úeh:1 a quc c-.t;in mejor alf¡1plóld.1' tanto al ho..,pc'-fador cnnlo a los 

factores que lo 11..xican y P'-"">r lo tanh1 ser n1ás frecuente en e .. ta .1ona. dado 4uc existen 

variaciones en cuantó a especie y tipo-; '-h: Pu.\f(•ur,.-1/a ·'PP· tanto por ;,rnnas como por Croca 

del año. 

Los resultados de aislan1icntos del bioli[K> Ten la rcgi1..;n Je: x~1l.atlaco confirn1a su presencia 

en ~1Cxico, siendo necesaria la investigación en cuanlo a la relación que pudiera cxislir entre 

este biotipo y la presentación de ncumonias ... debido a que en el presente trabajo no fue 

e .... aluado ya que no era parte de los objetivos . .Ademas cabe scfialar la importanci:i úe que 

este biotipo pudiera estar in ... olucrado en 1nucrtcs repentinas de los animales. 



En el prcsC'nlc trabajo sólo se logró scrolipificnr unn cepa e.fo P. hoi.•nm~\·ticc1 biotipo A, 

sC"ro1ipo 6, oblcniéndosc a In ve.r.. un allo indice de cepas no tipiticahlcs por 

hcmouglutinación indirecta (l IAI) uttli7 . ..ando 16 anti sueros monocspcciflcos, en cornp.aración 

con lo observado por otros nutorcs. que varia de 7 ~O al 30 C!.ó de ni!>la1nicntos no tipific.ablcs. 

~· 6 • 13
· 111

• !In.!\"' Sin en1bargo. otros oiutorcs como 1'.1,.,,:u1gota i.•f u/. ( IQR7). ,~hscrvnron un 4::? o/o 

de cepas no tipificablcs u1ili.1 . .-1ndo I:! antisucros monocspccific,15 y Uc Cstas el 95.4 ~ó H1cron 

recobradas de c:ividad nasal de rumiantes. :1!'!.i rni.-.1110 ~1aMinc.1: ( JQ9J ). cnconlró un 56.2 o/o 

Je aislarnientos no tipiticótblcs de- pulmones neumónicos de cordero<>. utili7ando 12 

¡unisucros rnonuc ... pccificos. H .:t1 Por Otl"O lado Bibcr~tein ,., u/. ( 1960). mencionan que de 

J 8 cepas no tipiticables. J ~ fuc1"011 recnhrada<> de cavidad nasal de animales .aparentemente 

sanos. así rnismo en otro c:.u1dic...• ,,btu\ icron JQ.4~ó c<."Jlª" 110 tipificablcs utiliLand'> ~ólo 11 

arttisucros. aisladas de C~l\'id;iJ na.,al di:! º" inos ap.an .. ·n1c1nc111c ~·111os y S¡rnchis ,., uf. ( J 989) 

obcuvieron ~7.S~~ de cepas 110 tipificahlcs utdi/!lndo 15 antisuc1"0!> nHmocspccificos. Ja 

111ayor parte fucr,n1 tc-coh1.1d:1s .te 11.1~ofari11g:c de ovino<> y caprinos. 11 
'
1

· "'"' 

Los resultados obtenido<;. <;11gicrcn que c'.'\.i.,tc una posible relación entre lo<> aislamientos de 

cavidad nasal de animaks ap.11"cntcmc11tc sanos con Ja no tipificación por J IAI y que a Ja ,·cz 

pudieran ser patógenas n IH" patógenas ~c:.i;Un la edad de lo!. anirnalcs. ~. H 
11 ,.'\demas dc quc 

pudieran involucrarse otro-> f;•ctnrcs con la no t ipi11cación. tales como el grado de 

especificidad y sensibilidad de Ja prueba. ~J. Z7 Por ejemplo Gilmour ,,_.,al. ( 1985). obser"'aron 

ni microscopio electrónico pl"otuhcrancias irregulares en la superficie. lo que pudiera reflejar 

distintas fases de crecimiento y por lo tanto causar variaciones antigénic;is c¡uc impidan la 

tipificación por métodos ya establecidos. J~ Por lo que se sugiere utiliz.ir pruebas como la 

contrainmunoclcctroforesis, donde según Donachie el al. (1984), encontraron dentro de un 

grupo de cepas HAI negativas. 9 diferentes scrogrupos y scgUn Frank (1980). existen por lo 

menos 1 S scrotipos que no pueden ser tipificados usando HAI. =3. =~ debido a ésto Jos 

aislamientos del presente estudio podrían caer dentro de éstos serosrupos y serotipos nuevos 

no lipificados por HAI. Por fo tanlo cabe sci\alar que los 35 aislamientos identificados 

como P. /1aen1oly1ica se compor1aron de acuerdo a las reacciones bioquímicas esenciales del 

aénero. 10
• 

17
• 

19
• ~•. 39 es decir. que todos tuvieron un escaso crecimiento en ~fac Conkey .. 

24 



reacción n Ja. oxidasa. re.acción a la calalasa para el bíotipo A. no nsl para el biotipo T; la 

mayoria prescnt.nhn hcmólisis observable ni quitar la colonia del agar o bien después 

de varios dins a 4° C. nsí mismo fueron ncgati"'as a la rno1ilidad. n la producción de indol. a 

ureas.a. fenilalanina, licuefacciéin de Ja gelatina y fueron comúnmente variables a 

producción de f f:S~ sin cmb.argo. c!i.ta diferencia !.e .apreció m.::is en aquellos aislamientos 

sugeridos como P. haC'molytica biotipo T. 

Un factor imprescindible que sirvió par,;i obrcncr mayor confiabilidad .al respecro fue Ja 

producci~n de .:icido a partir de Jos azúcares arabinosa y trehalosa. Jo que marcaron la 

diferencia entre Cstos 2 tipos. tal como Jo sugieren diversos autores. 1
• 

10
· 

17
-

19
· :i. 39

- ••. 
6
:. 
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VII. CONCLUSIONES. 

-De l.'.!.s •nuestras rccolcct.adas se ohtu"·o un 1nnyor n\uncro de nislarnícntos der. luu·mo/.l-'ficu 

que de I'G.'fitc.•urc.·/la mu/rocidll y a la vez fueron ai:!.laJo-. los ~ tipos y bil",tipos de ambas 

especies. por lo tanto estos rcsultndos deben de to111:usc en cuenta en 1:i elabornciún de 

nutobO'.lctcrinas pana prc,.·cnir y controlar po-.ihlcs brotes de la cnfcrrru:dad debido n que es 

frecuente el aislatnicnto de Ptl.'fll.'llrt.'lla ·'l'I' de ovino._ en la Lona de .'.'.alatlaco. bajo el 

SÍ!.tcma tra!.hu1nantc. 

-Lo ais1:11nicntos de P. hdcmo~\·tica biotip<l T, son frecuente"' en la región de Xalatlaco. y se 

hace ncccs.:1ria la in• .. :sti~~H.:h'111 en cuanto a la rclacion que pudiera C'-Í'.'!.lir entre este biotipo y 

la presentación Je ncun1oni;1 ... 

-En los por..::cntajcs dc aisl;"tmicnto \X'r 111cs se encontró un 1nayor indice de !"tL"/'"•ur<"llo spp. 

en los 1ncscs de dicic1nbrc y enero coincidiendo con la épi..'lCa de clima frío. por lo tanto se 

hace cnfásis hacia el 1nancjo sanitario en c~tos n1cscs. para prevenir- cnfcnneWdes de tipo 

respirnH.'lrio. 

·De los nisla1nic11tos de J'. /iae1110/_,·1icu sometidos a la prueba de l IAI. se obtuvo un alto 

porcentaje de cepas no tipificahlcs. aunque la fermentación de los azUcares y otras pruebas 

bioquhniens apor1aron la confinnaciún de las características de P. hal!1Holyrica. se sug.ieri: 

sean probadas con nuc-..·as técnicas más sensibles. debido n que dentro de Cstc tipo de 

aislamientos se podrian encontrar 

involucren otros grupos de investigación. 

serotipos. adcn1as de ser necesario que se 
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