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RESUMEN 

Vega Manriquez DeUa Xochil. Utili~ció~ de rayos x e infrarrojos para la caracterización 

parcial de la cápsula de Pasteure/la mu/tociúa serotipo D. Bajo la dirección de MVZ. J. 

Angel Gutiérrez Pabello, MVZ.' Enrique S~l~s Telle~ y QFB Enrique ~.\Jigeles Angiano. 

El presente trabajovH~ca~n~do a ÜtÍliu~ rayos X e infrárrojos como métodos au~iliarcs 
para la .ide~Íifi~ación p~rci~I dél inat~rlal ~a~~ul~r"'de' 1ia.1te11rella multocida serotipo D, 

para lo e~~ se t~abajafon 4 d:pas 'Íf~ ¡;.;,,~;,;:,¡¡;, ,;,;,IÍ,,,;ida serotipo D y 2 cepas del 

serotipo Alas éuiile~,f~~r~~ ~\iÍí~~d~~ i:~~t~ 'referencia, puesto que de ella se conoce su 

compone~!~ cá~l~~~q~~·e~:Acidri:hi~ÜróñiéO. T~as las cepas se decapsularon 

resuspendié~dol~s eri ~acÍ 0.1~· ,.~ ~~ h~ras a 56 e en ba~o maria, posteriormente se 

centrif~gó I~ bicill1as~·~'i4,ooo',P;;tclurante JO minutos, el sobrenadante se diali>ó y el 
'. ,, •,•,, .. "' .' 

polisacárido Se precipitó con uriá mezcla de etanol purificado y destilado y acetato de etilo 

a una conc~Íttraciórt d~ 39: 1 ! Al' poti5acárido se le realizaron estudios con rayos X por el 

método de los p~lv~s: y 'rayos infrarrojos, obteniéndose los siguientes resultados· Los 

rayos irurar~~jos. rios lllucstran la prese11cia de giupos funcionales OH y C-H, asi como 

vibración d~· estl;arni~rÍto y vibración de deformación e11 los dos serotipos capsulares Un 

hallazgo interesante fue en la cepa 58 (serotipo A) donde la banda 1128 del grupo 

hyidroxilo difie~e con la banda 1116 del mismo grupo funcional de la cepa NL42D 

(serotipo O), lo cual nos proporciona un punto de comparación entre los dos gmpos, que 

pudiera scmr para diferenciar de manera parcial los polisacáridos capsulares de diferentes 

serotipos y diferentes bacterias. En los rayos X los resultados obtenidos en el ángulo 20 de 

los grupos quimicos fueron semejantes para los dos serotipos estudiados. La diferencia 

que se encontraró fue que el serotipo A muestra un pico en el ángulo 20=56 presente en 

los dos serotipos, pero con mayor intensidad que en el serotipo O, lo cual puede servir 

como una diferencia para identificar el material capsular de Pastuerella m11/tocida serotipo 

D por este método. 



INTRODUCCIÓN. 

GENERALIDADES· 

Pasterelosis se le denomina a una serie de enfermedades producidas por microorganismos 

del género Pasteurella y sus diferentes especies, cuya di~trib~éión es mundial y afecta a 

varias especies animales incluyendo al hombre. 

. . 

Las baclerias del género Pa.iteure//a normalmente so~ comensales del apa;al? respiratorio 

superior y digestivo de mamíferos y aves, prÓ~+~Jenf~~d¡d·~l~cu.:ñdo"cien~s 
faclores predisponenles permiten. que sé mul1i~Íiqueh:síri'~o;¡¡~~1;;:·~v~~zanJ;;. defensas 

fisicas e inmunológicas de las vfas res~iia;o~a~. MJch¡~ de-·~;t.i~Ti~r~~i~~~s ;;~IÍ~ de Ja 

invasión de Jos microorganismos durante unperiodÓ di' esíiés, ~~º '1.i. tr~~;ciiisi~n e~Ógena 
ocurre por contacto con aeros~lcs, lo ~ue se Íll~r~nierita'~Ór -~~t~~~s"~~fu'r~Í~~/'sierido 
importante las infecciones prii~aria~ cau~das pór ~irus'y niic~Í>Í~s;;;is'.~1~/quep}.;li~po~en. 

- . ,· . ·" .:· .; . ·.·/ ·-- .. _:~_. :,;_,-.<;:-"'.:.:.::'-:'"·U:-·-'//:~···>·;:::·-~·-."-

las invasiones secundarias por l'a>1e11rdla, al de1eriorar, la función~ de· los~ macrófagos 

alveolares y dañiir el_ rneéanismo mucaciliar de 1~ ;~áqu~ y ¡~~ í.:dn~¿¡~sYPi>, 1~ ~ue son 

considerados paiógenos ~cundarios (3,40). ~:; •;;:, · " .. , · 

' .. •, .. 
Los factores predisponentes para que se manifiésten' las .diferentes paslerelosis de los 

animales domésticos púed~n se~ '. a) ~ara "el cbl~~~ aviar; el saneami~nto inadecuado, I~ 
ventilación défi~iente. y I~ mala higi~n~; b) parn la ~~um~nia y la fiebre de embarque de Jo~ 
bo\inosy ovejllS: ~~posiciÓn iiJ ~~o.:elclin;a ll~vioso, J~ transportación por distancias largas, 

el hacinamienlo, la fa1iga e las i;¡feé~ión~ ;eairrentes con el virus parainfluenza 111; e) Para 

el complejo ÍlcumÓnico: laTd~~;;-~trl~ióa", las condiciones deficientes de encierro y Pijoan 

menciona que e~ poslble ~~e al~~~~~'cepas poco patógenas del virus de la fiebre porcina 

clasica podrian act~ar·~~m~·desell~acl;nantes del proceso neumónico (14, 29). 



CARAC'TERÍTIC'AS MlCROBIOLOGÍC AS DE Past~urel/a m11ftoc11Ja 

Son cocobadlos Gr~m ~égati\·os, ~iden ~erca de 0.3 micras de ancho por 0.4 a 0.5 de largo, 

inmóviles, fernÍentaíi~o.i:"a~a~r;,¡,¡~ r.~~ltati~~s. p~e~iitíin tinción bipolar observindose los 

e><1relllos con ;,;~yo; lnt~risidad ~j~ 1l~¡·:~n;;a) en I~~ frotis de aislamientos frescos 

teñidos con R~~an~~sky, w~i~ht o'Gie.ii;;a (Í<iulri'y•F;édenksen 1981); poseen cápsula y no 

forman esporas. Esta bact~ria utmzii· algunos cartmhidratos como son 1a glucosa. el manito! 

y la sacarosa cori pr~uc~iÓn de ácido pero no de gas. Lá lactosa, la maltosa y la salicina no 
- ., ·-'"-· ., . ., ·. . ,, ' 

son aprovechados por la mayoría de las cepas: La mayor parte de las cepas son insolubles en 

bilis d~ bovino, un~s cUantas son disueltas rápidamente. Son capaces de reducir los nitratos a 

nitritos' y de· producir indo!, acido SÚllhídrico, catalasa, · oxidaM y ornitin descarboldlasa 

(3,4,14,40) .. 

En a¡¡ar sangre. Pasteurel/a se desarrolla produciendo colotdas ~ue para efectos prácticos se 

clasifican de la _siguiemefo~!"ª : a) colo~ias ,;1u~id~~ ~~~ ·sÓn g~~des, de moderada 

virulencia partÍ_-.1 ratón; é b) éoloruas tisas o 11.uoreSéellt~~-de 'i8mano medio y discrecas, 

sumamc~te virulentas para el ¡atÓn y ~} ~ol~;,ias' rugo;i;;s ¿ azule~ de dimensiones pcquenas 
.· .... "\. •., ·. ' ... •._\ ., . 

y discretas, que 'sori de e~asll virulenciá par~ ei ratón y aútoagluimables (14). 
·-:. f; .. -. ,·_;- ,,'':;·---~-- ·:· ·.~>-,.~~.;:'~- :\>. '.:·· 

-~_:: 

El crecimiento d~I microorgani~mo se facilitá Ítl uÜli~ar medio~ como caldo infusión cerebro 

corazón, eri dó~de ~l,dÚ~rroÍl~~"~a~íf.;si.l;~~ por ll~'¿;o'!e~t~rbiamiento y el depósito de 
-. .: . . -: , : . ·: _:.> -· , '< :.: ,.,..,~_~_, -> ! .> .. :: . ;~;_,,.:--_· .. -,-;~-"º . P ;r .- ~~;;-" -._ .. -" . 

un sedimento víscosó; siendo la temperátura óptima pári ~I cultivó de 3 7 c. En agar sangre 

los cultivos muéren rápidal1iente' y las resiembras deben tláee'ise por lo menos dos veces al .... ~- . .. . ~ 

'<C·: 1. mes(l4}. 
;:_:-:} __ ·e:;: 

Carter, - eri 195S; ~}óplli~ -u~;"~~ema de d~iricaci~npara agrupar a Pa<teure/Ja 

mu/rodda, basándpse ·~~ p~fba~ ~óni~ l~,d~ap~~laclÓn ~or I~ hialuronidasa, la tloculación 

en acriflavína;Ia'insdiscencía'c~lonial, la f~rnÍcntación de carbohidratos, la patogenicidad 

pariel ratón y la protección pO'r suero ( 14, 32). 



Pasteurd/a multcX'ida tiene anÚgenos somaticos O, para Jos cuales se utilizan números 

arábigos para diferenciarlos; Jos antfg~nos capsulares se 'describen con let'ras por Jo que una 

misma cepa pu~de Íener un serotipo capsul~r y ~arlos sontáticos :. A~tualmente .se conocen 

cinco grupos (A,B,D,E y f) cla~ifi~d~~ ~ón\iase en ~u~ anti~en~~ cap~~Jar~¿; y 16 serotipos 

somáticos que. ~e cl.;si~c~n del:' 1. ai 'i6;•'enc6~t~~do.en e~Íos grupos'. diferencias de 

hospedador; Vi.ii1~rici~ y p'at~~~~Í~i·d~~ ( 4. 14;20.~2,JJ;4o¡. . . 

Los mierooi'iianismós del·~~otipÓ ·.~ fo~nían pane de la tior~ nonnal d~ tracto. respiratorio 

de muchos llnimalesdomesticos~···i"~léxico'es~l'de' ;;,ayer frecuencia e. imponancia en 

probl~as mpi:a1ori~s d;J · ~ar\~i!o dé dame: E~ ~~rros: gatosy h~m~nos está implicada en 

~~::::;:~e:·~¡!:~1d:mf~:ª!if k,·~::r1~·~dª±~f:~~nJ~~eEr:~;~;:•.~:u':~ 
del cólera aVi~ ~róvoca~dÓ.ae~Ó~~~'iiÍÍti~:~~u,;;;~;y~;¡i¿~~;.á q~e so~ halÍazg&s co;nuncs 

a Ja necropsia, cau'sa una'alta ñ1or1alidad :s• en. ~J cerdo sé considera éomcÍ1sal dé apaiato. 

==:~·?±:~~~Bt:tis~2~~t·:· 
enzoótica. En Jechone~y c~~ejd~proJoca ~niti/téni~~do~n ·e~t.~s,ÚltÍ~~s 'u~a prÚentacÍón 

sobreaguda. Mientras que el seroti~; F s~ .ha Ú5c;Í;~ poco /5e p:i;S.riiá e~ énfe:;.edades 

de guajolotes siendo tan1bien su~eptibles ~·,¡;·~~ster'elosis lo~ ~aballo~. ias ~gü~>•as, ·Jos 
-~· ~ . ·-·· ·-. . -· . . 

roedores, los reptiles y las aves silvestres como patos, - gansos .• -cisnes y . pavos 

( 11,14,20,24,30,32,35,40) -

'.r' 
La rinitis atrófica es una c~ferntedad.alta~nente contagiosa de los cerdos y 5e caracteriza por . 

atrofia de los com~tes,, di~io~siÓn d~ J~ .¡,U:;,, hemorr~gia na'.alque és cau;ada pór Ja 

asociación dé Rord•t••lla: br01iclril'eptica y P. m11/1cx:icla serotipo D. Dichos 

microorganismos pueden ser ~islad~s de ccnios con y sin ;i-gnos clinlcos En EVA y Japón, 



5 
B. brcmchi~ptica es Ja causa principal de la rinitis. En Alemania y Holanda, P. m11/tocida es 

considerada el patógeno primario. En los últimos aftas se ha creado una controversia 

respecto a quien causa la enfenn~ad (Í3,26,37,38J 

PA TOGENICIDAD: 

La virulencia de P, ;,,ultot;i~ J: ~sClcia a lá endoto~ina y u la presencia de pili y cápsula asi 

como a la pr;,d~~iirn,de ~xoi~xin~: El •erotiPo O en p~nicular; produce una exotoxina 

derrnonecróÍica,' I~ e~~-es un ~a!X;IÍto ~xéreÍ~do por lá b~·cterla, su toxicidad desaparece a 

temperaiuras'súi>eri~rés a .60 e y ¡;;~v~'airolia MSal en los cometes de los cerdos. Las 

lesioríesqÚ~·causasÓ~irre~~rsibleii;no ~eiienera1iv~en~el hueso, estimulan la replicación 

célular y'~ had~~~st~~d~'~úe<Íi~~~·Ün ¡;;;.¡~; ~cii~a~~~ d~ fibroblastos in vitro, inducen la 

replicación ~e osteoclastos modificand~'sú l~iil,¡¡ciÓn, incrementando d número a lo largo 

de los' c0rnet~t/eú::~ •• :!~;i '199/~~~~'clJnr: q~é el efecto lmponante de la toxina 

dermonecrótic~ ~~ ~s 'í~·;,:i\;;,'~a ~h¿~·o ~;,';;rtada, ~ino la necrosis de hepatocitos y parece 

que es, adef1lá; ¡:i;¡;~n~~~i~~rf {2.~.74, i?'.32) 
. '.¡,·_.'..'·-io'-c= - . -: -,- ----

~:::~;'.·-_·:~ _'.~-~:;·-:· -5:¡~',_-s~~/ L.,;. 

En esfudios r~~li~dos·;ooi~a;\te la.iéc~ica 11ló1~ular de reacción en cadena de la polimcrasa 

(PCR), se'encont~a~~~dife~~ntes'sccJ~i\ci~~i.n las regiones del gen de la toxina entre los 

serotiposcapsul~~~ A··~· o/sé i1'.,¡;ó'~·1~;~~cÍusión de que las regiones amplificadas por 
.. ·" {' "'·<···. · .. ,,. ·· .. ,., .. 

PCR son muy.similares entré los"d~s Sérotipas capsulares. Por medio de esta técnica en un 

futuro se podría' id~n~ifi~aí,~pi: t~~isé~i~s d~ Pasteurclla m11/tuciúa tanto serotipo 

capsular A c~¡;,o 0:'(26)/ '- ;" ,:, X'' 

La endotoxina' ~ enc~e~Íra ~~la su'perticie'de la baéteria ·por lo que se considera que una 

membrana externa rica~~ e~d~Í~~ina ~5·~n ~is~o .;;~~~~ris1ico de la bacteria gram negativa 

Tiene ef~ctos oañi~~s ~~ el:llnimal -..f.c.aiici c~:~o fl~bre alta: hipotensión, coagulación 

intravascular y ého~~e l~tal(Jj ). 
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El pili es una estructura bacteriana cona y delgada que se compone de subunidades de 

proteina. Existen_ dos clases de pili: sexual y adherente, este último. se ~~ºº<>Ce c~r~·~ 
anti geno de coloniza~ión. Trigo y Pijoan en 1988, mencionan la existencia de 'pili en algunas 

cepas toxigénicas cau.santes de problemas de rinitis atrófica, lo cuat'ra~~;..;; la adhesión, 

siempre y cuando existan las condiciones predisponenres para . ~olo~j~a(' la múcosa 

Al~no~ factores como el aire frío que entra a la cavidad_ nasal liiovoe~ i~.-cilios;asis del 

epitelio ·traqueal y el acúmulo constante de moco, fa¿ilitlÍrÍ.1a''·C(l1(lólzació~ ·del tracto 

respiratofio alto.(8) 

La cápsulá e5 la estructura más externa de I~ suptÓfii~i~ d;t~ b~ci;ri~ y n~ es nec~saria para 

su sobmivéncia, en cuÍÍivos de lab<iratorio req~ier;'deucri~··'aita
0

¿;u;¡¡llad de e~ergia en 

forma de ATP para ser sintetiz~da La; b~~;~~a~'.qJ::¡;.,;;;,utacÍón hán perdido la cápsula, 
'· ·' ,,.- .-·'• .- .. ·.:,.···. . 

generalmente son avirulentas; p0r lo q~e las defef1sa5 del lióspédador son más rápidas para 

actuar contra la bacteria .. · E~ el c~ro d~ b~~tériu qJ;"sl ¡,;,,e_;n dicha estructura, ésta les 

confiere resistencia en contra · d_e bacterÍófagos ~~e;t~·que.ocult~ los receptores específicos 

para estos virus, pero sobre todo Ju~ga -~np~pel .;,uy· importante en contra de las defenaas 

del huésped puesto que lnhib~ la 
0

activiJ~dbáctericida del Sllero, mediante una deficiencia en 

la activación de la ~~d~ d~l-~o~pl~~e~tc¿• a1' i~t~rferir en la deposición del C3 en la 

superficie de la bacteria yfo~¡,;¡;,.·¡.n··~¡;r~plej~· ll:CJIÍ,· el cual le confiere resistencia a la 

bacteria contra la op~onización,;pu:~!(l'qll;i(ls;·a~ti~uer¡,os no se pueden adherir porque la 

cápsula bloquea tlsi~lllcnie !~~ ;níl&~n~~ ~~:.s~~~rficie presente en la pared bacteriana, 

aunque los anticuerpos pueden tornar· la' vla, ·c1.isica del 'complemento y bloquear este 

mecanismo. De igual maner~ i~hlbc I~ adliesió~,d~ tii's neutrófilos en la meinbrana, I~ cual se 

ha comprobado en Pastt•11rclla_mu/1addá'se:~1ip~ D al resistir a la fagocitosis y a I~ 
destrucción por parte de los ne~trótilos' poli.i:iorfonucleares de <:;;nejo y a la actividad 

bactericida intracelular (7, IS, l 6, 19,36,4l). 
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El principal componente de la cápsula son los polisacáridos, los cuales son polimeros lineales 

con estructura repetida, y la antigenicidad es detem1inada por la estructura primaria 

compuesta por monosacáridos individuales, esto se ha comprobado al demostrar que los 

polisacáridos capsulares como el ácido siálico inactivan las proteínas de la via alterna del 

complemento, en panicular el factor H. En 1966, Prince y Smith, identificaron tres 

principales componentes asociados con la cápsula de P. multocicla: a)Antigeno Beta:Tipo, 

espceitico de polisacáridos absorbido por las células rojas en la hemoaglutinación indirocta. 

b) Complejo alfa: Probablemente un complejo polisacárido-protcina, que se adhiere a la 

pared celular. e) Antlgeno Gamma: lipopolisácaridos que componen la pared celular y que 

son responsables de las variantes serológicas (19,28,30,31) 

En algunos estudios reali7.ados se ha comprobado que el componente principal de la cápsula 

en P. mu/tociclabiotipo Aes el ácido hialurónico, aunque también se ha descrito el fl-4 -B]-

0-xylan. En estudios realizados por Gutiérrez en 1992, se utilizó la prueba de 

hemoaglutinación indirecta para la serotipificaci6n de l'aste11relfa multocicla, 

posteriom1ente por medio de cromatogralia en papel con un gradien!e salino para la 

dete<:eión de ác. hialurónico, comparó el ácido hialurónico purificado con extracto salino de 

cepas de Pas/etirella multocit/a serotipos A y D y encontró que los dos serotipos 

mostraban una migración al mismo nivel que el ácido hialurónico, siendo la del serotipo A 

una mancha más clara y más grande que la del serotipo D, lo que sugiere que el serotipo D 

puede contener en su cápsula una cantidad más pequeña de ac. hialurónico en comparación 

a la del serotipo A. o bien puede contener un material capsular que migre al mismo nivel del 

ac. hialurónico. A la fecha no se han realizado estudios para conocer la naturaleza quirnica 

de la cápsula del serotipo D. (S, 13,35) 

RAYOS X E l!l.'FRARROJOS 

El uso de métodos anallticos es una práctica rutinaria en la determinación de la estructura de 

los compuestos orgánicos. Estos métodos analiticos incluyen: espec1roscopia, resonancia 

magnética nuclear, rayos infrarrojos, y difracción de rayos X; estas dos últimas técnicas 

fueron utilizado en la presente investigación. 



Método de Rayos infrarrojo•· 

El principio de este método ~s . que una molécula vibra constantemente por debajo de la 

fuerza de atracción sus ·:~nl~c~s se alargan y se contraen combinarse recíprocamente. La 

absorción de la luz. infrar~oja: .. :'n~ 'produce cambios irreversibles en la molécula, porque la 

energla' aplicad~ a l~'~ol~uÍa'~~· baja y esta se pierde despues en forma .de ~al~r. El 

di~grama d~I porcentaJe d;Íra~~ritit~cia 5e define como el radio d~, intensid~dde la luz que 

pasa a trávé~ d~Ía ;;,~~ktr~'<1)~'1~ Í~tensidad de la luz golÍ>eand~ la fuue~i~~ lllúttiplicado 
, • ..-<'• --··.., "' '"'" - ' • • '·'"·''''" • ·' '· :- ••• 

por 1 oO contra I~ frec°ueñci~,d~'1~ 'rádiá~ión obteniéndose de esta manera' eÍ espectro de 

rayos infiariojos'(:i4¡.' .). ' ,·, ·,• ., : 

La técnica de ~ayo~'infrarro2.u;;ttza ·;,~d:~e~t~s ~~~~¡kJ~~ctf;ic~~ d~}e,nergía 
vibracionBl i~teraió;nica: La variaciÓ~'dedislan~iÍ (~ibra~ión d~'estfralJ~~io'o str~hing v) 

:~~~{~~~~~~~~~ 
entre 4~0 y J4ÓO ':'criit.¡.;;¡ ~.;.~;~ ~~ri·· p;Af tica~énii idé~!i~Hf sl~:.~~.~~~g~;.:e~ ñúestra 

gráfica de. infrarrojo existe úna· zona de alta resolusíón, cono.:ida 'como ·zona de huellas 
,. ·. ,-. ~ .. ·::. >,,, ;¡'.,~- -.,·r·_' ~:-• >: ;_":<,·:~".:-·:'·:'').~f.-;..1:.-:;~.;>~--·~:r.-·:;·:· .. :"'.i-!.:-·:~:.::_s .... ·>r:-r ... -. 

digitales qúe va de 1400a 400 cm·',iEsta zomi se 'cáracteriía:en que'eada compúesió 

qulmlc~ pr~s,;~t¡ dife~c~~l~ ~Ü la i~tensidad ria p;~~r~iÓ~ de I~~ barida;'~~e ~~~~~n en 
' -. ,-·~.-: ... , ... ~~'/ " '•';~,~-: 

laregión (34). : !· J • 
,.,., 

Método de Ra;~f X: '. . 

El 'principio los rayos X et que .pueden vari31" en retfoxiÓn, 'refracción y difracción, .. lo. que . 

=~r::2~~~~~~~7?~ 
choque de el~tm~és:a~~le;ad()s:~()n't~~ cueipo'~ud(): La.l~n~lt~d. de onda e~ Ínversamente 

proporcional a la t~sión a~li~~d~ pi.ra acelerar Jo~ eÍ~tr~nes: El p¡;de'r de la penetr~Í:ión 5e 
define Como j,¡ ~apa~idad que' tiéne el ;a¡•o de atravesar un cuérp~·~in ser a~sorbid~. Los 
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rayos X dependen de la longitud de onda; cuando es cona, los rayos son duros, de gran 

poder de penetración y en caso contrario son blandos (6). 

Técnica de Difracción de rayos X por el método de los polvos: Los rayos X pem1iten 

estudiar estructuras sólidas para detenninar el grado de cristalinidad, el estado de agresación 

y el tamailo de las panfculas metálicas. Los electrones de los átomos ordenados en los 

cristales desvían los rayos X originando patrones de difracción a panir de los cuales se 

calculan los parámetros deseados. De esta manera la información proviene de la masa en su 

conjunto y las determinaciones correspondientes son por lo tanto, valores promediados 

dentro de esta masa que constituye el sólido. Por medio de esta técnica se pueden identificar 

los compuesos químicos que constituyen la muestra y evaluar la porción relativa de dichos 

compuestos y es limar el tamaño de sus cristales.( 1) 



10 

lllPÓTESIS: 

Los rayos X e infrarrojos pueden servir como métodos auxiliares para la caracterización 

parcial del material capsular de Pasteurel/a m11ltocida.serotipo D . 

OBJETIVO 

Caracterización parcial de los polisacáridos del material capsular de P<1.11e11rel/a m11/toc1da 

serolipo O, utilizando difracción de rayos X y espectroscopia de infrarrojo. 



11 

MATERIAL Y MÉTODOS. 

CEPAS. Se utilizaron cinco cepas de Pmte11re//a m11//ociúa serotipo D (NL46D, 1'L42D, 

Pm, 3/32) y dos' sero.tip~ A1 (18MSB, 58), las cuales se obtuvieron del cepario del 

Dcparta,,;ento de Micr~iología e ln,,;unologia de la Fácultad de Medicina Veterinaria y 

Zootecnia, uNAM.' 

CRECIMIENTO DE LA BACTERIA 

Para poder obt~ner uná mayor bioniasa y por lo tanto una mayor cantidad de cápsula se 

determinó 1a'ci~1Úí~ll d~ ~i'ecimie~to f dePa•i~,~~élla ;,,11/todd<1 serotip;, O cepa NL65D, 

para lo cual ~~ultÍ~;o
1

Ü~¡i;~¡~;kti'6'~n 2iiii~l~fu~ii>~t~r~Corazón (CICC) de 300 mi 

durante 6'hora~(h;¡ a 37 e~~ ;;~·bior~'m{~~tadorfun aciáción ccinstanté, Co~ Íire fiitrado, y 
- . '·'. - >:_:·,;:;~. ·.:''.-- ,,:.·1:~:-'<-:'::1-.:~~¡::;_;·· -">··'-:: "i.-,,-: .,: .. -~'.'. --~· ;-. " 

postcrionnente se agregó a· ún matraz que contenía 3. litios (1) de CICC bajo las mismas 

condiciones y se pro?~dió a n~~ir'Í~ ~bsori:an~Í~ e~'~n;s~ifofoió~etroa una longit~d de 

onda de 580 n~nó~elrri~ (n;n).' s~ r~~i~Ó la"l~ctu~ ~¡¡~¡¡/';i¡e¡fi;¡· h;;;;· y Con, b~ en los 

resultados obtenidos Se decidió ~tlliur la1~igÜ~:iie ~~~.;dói~~~::;;¡~riía¡Klf Menooni et al., 

con modilic~cioncs ,25): i:ie ~ad.:"~,;;; de i~~ ¡,~~~5 ;;;;e,¡¡~ o( m46o; Ni420, Pm, 3132) y 

serotlpo A de refer~ncia {18MSB,, 58) se prep'áióu~ p;;inó~~rci'en u~ matraz fennentador 

de un litro que contenía 500mfde CICC,'~~ dondé ~- sen1braron S colonias de l'aste1m!ll<1 

m1111cx.·ith1 crecidas en asar ~~s~é: oes~u¿;-;¡~ftn~~lti~6·i: lci hs .ª 31 c con agitación y 

oxigenación coniinua,mediallte el ~s~ d~un~ tio1Jl1>~;·~r'p~inóculo se pasó a un matraz 

fen11entador de 4 1 que contenía' .i''1 d~-clcc~é~~ l~s ;,;ism~ condiciones de agitación y 

oxigenación que el prei~óculo. Después-de' 10 lis de cr.CÍiníe'nío'se cosechó la biomasa por 
, . ' '! .. . . . . 

medio de un ciclo de centrifugación a 6,000 revoluCiones por minuto (rpm) por 15 minutos 

(min) 

1 CO~IENT AR.JO. Se utilizaron i:cpas de Pn.~teurt.'lln mult1Jeida scrOlipo A como rcícrcncia porque se 

conoce su componcnlc C3psuJar que e~ el ;leido hialurónico t:\I. 
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DECAPSULACIÓN: 

El método de descapsulación que se utilizó es el descrito por Cifonelli y col. para 

Pa.w11rel/a m11ÚcX:iúa biotipo ,\ (5), con modificaciones propias y adaptadas para 

Paste11rel/a m11/tocfda serotipo D .. : 

El caldo con ~;~il!Ü~i1t~'bact~.riano se.~entrifugÓ a 6,000 Í-pm por 1 S. ~in; a la pastilla 

obtenida que conte~ia :l~~b~cte~ia~ se le' ~dicionaron 2oml de Nad O.~ SM >: se éalenró en 

ba~o mana ª s6 c. ~~· a~íaci611 .• i1 d~sp;~ndi~iento caíisu1~; s~·~b~rvó. m~ianí~· rrotis 

t~~idos con Maneva1 .. l..~' le~Íu~~;~e hi~o
0

'~ád~ í;~;~-h~iia ~~~1~Jeta;· 6' .;;; después cada· 2 • hs 

hasta llegar a Í2hs"y~or último~ Jás 24y 4S hs'.Post~rio'n!lé~t~ la sol~~Íórl se 'centrifugó a 

~~;~~Et±f i~~~~~~jg.~JJt~t::: 
agitación por 24 hs, se centrifugó nuev~~rÍÍ~·~ 14,ooO}pm pm 30 .,;iripar~ obte.ner el 

sobrenadante que contenla. la cápsula, se dÍ~izÓ'in uria ;;,~RJbra~i'de ~.i~I~~ (12,ooo de 

corte), durante 4 hs con agua co~iente y p~:;;,¡;¡;.,;;¡,;~ ci'Jr~rii~ 24 h~·~¡,~ ~gua' destilada. 

El sobrenadante dializado contenia d polisacá~dÓ;I cJal se próce<lió a precipit.i. 
': - :. --· ' ,• 

·, .. ·,1,!! 

PRECIPITACIÓN DEL POLISACÁRIDO: •:·: 

El polisacárido se precipitó con una n1Úcla de et¡~ol p~ri6cad~:destilado y ~cetato de etÍlo - ,, _, . ,· - .. ,~ . ' ' •, . ... . . . .. " -·, . " 

TÉCNICAS PARA LA IDENTIFICAiÍÓN PRELiMJNAR DEL POLISACARIDO. 

El polisacárido se d~jÓ s~~~~ ~~í~'qti~-hi~~~a J~·R1~nor cantidad de líquido, después se 

mezcló con bromuro d~,fl~l·asi~f5~2co~~ri¡,;ió Ja mezcla para formar una pastilla q~e ~ 
colocó en las c~Jd~~ d~:~1or'uro .de s~dio del espectrofotómetro, donde se proyectaron Jos 

rayos i~frarrojosy ~e.obtuv~·-el espe~ti'ó que se analizó por computadora Los resultados se 

expresaron en cm·~y se co;;;par~ron con los intervalos de frecuencia preestablecidos para 

grupos funcionales ya publicados en diferentes catálogos (34). 
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Se pulverizó el poli5a~arido perfectamente en un manero de ágala~ se colocó la mue~ra en 

el ponamuestras dergonÍómetro 'qÚe es parte del difractómetro de rayos' x: después se 

ajustó la fuente dcpod~r iJo,kv, 20'!11,\,,seprogramó laco~puta~o;aconlosparameiros 
deseados qu~ de inte~al~ anSiiJ;.r, t~O de paso de 0,02 grados 'y el tielllpo de 0.4 

segumlos; desp~.;;·~'~;~~~ió{llleilir el intervalo angular de 2 ~et ha e~tr~·s '~ 80 grados 

obteniéndose ~cís;~rl~;;i,~n~e ¡,{ difractograma de ta muestra, del cual se t~~.;Ón tos tres 

picoslllá~ ~tos para h~~e; ta interpretación (6). 

··);:··.'' 

PRODUCCIÓN · DE .. ANTICUERPOS POLICLONALES EN CONEJO CONTRA 

Pas1e11ré11; ·;;m,;{;.,;;,, sf:R.onPo A Y o: 

Se utilizaron 2 conej~s hembras de raza Nueva Zelanda de aproxinladamente 2 Kg~e pesó 
para cad·a serOtíP<i:'·~;~- les'dieron 1 S dlas de adaptación. _;,__.,- -

Las cepas Nl.651} pe~en~~iente al serotipo D yl~ .ss qúe corritpollde ~ seiótipo A se 

sembraron en,agáÍ~~gre, ;e incuba'.º",ª 3! c por ~4hs: ~~ co~h~~~ ·e~ ~~ª solució~ 
amoniguádornde 1f~~faios (PIÍÓ~phá;e BÚffi•~ sálin~:.~B.SJ ~nuii'pH de7 ci,7¡ fonnol 8J 
o.3 % se ajustó la ~o~Ce'n't;~cíóri'd~Í~ ¡,Jct~~~;.i'~~~·d~~~id~d ; :íé' ~¡~ 'F;¡;l&"n~ ~· dqaron' 

pasar J hs p~;~ i~~cti~arl~ y ~.;crici~énte ;iie ; in~1iJ:cin ' lo~ co,,;j~s P<>r via 

endovenosa.(10,2{i~,4Í). "' >; '; . , 

El calendario de inoc~lacióri se tíásó e~ lo ~epditado por.Gutiérrez, y col y JÓhnscon, y col 

con modifi~~cio;es (c~~drÓ 1).. ·• ··• · ' , .. 
En la primera sem~a se in;;.,ularon ·a.s' mi ;de adyiÍ~ante incompleto de Freund vía 

subcutánea y 0.5 mi del inoculo ~. endove~osa ( 12, 1 Í! ) . 
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CUADRO No. 1: PROGRAMA DE l.SOCULACIÓS DE LOS SEROTIPOS. 

SEMANA 

4 

5 

6 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

CANTÍDÁD EN ,;,1 
SEROTIPOA 

05 

o 5 

1 5 

2 

25 

2 5 

CA~TIDAD E:-; mi 
SF.ROTIPOD 

05 

o 5 

1 5 

25 

3.5 

3.5 

3.5 

3.5 

3 5 

4 

~ 

Al finalizar con el calendario de inoculación se sangraron por punción cardiaca. se separó el 

suero del paquéte blanc6 que co;uicne a lo~ leucocitos (9), el cual se colocó en baM Maria a 

56 e por 1 h para inactivar el c~mplemcnt~ ( 17) yse congeló a -70 C'. . 



TITULACIÓN DE LOS ANTISUERO Y POLISACÁRIDOS: 

HEMOAGLUTINACIÓN DIRECT A.(37) 

ANTÍGENO; Cáps~Ja dé J'aste11rella multocida serotipo A 

CápSllla dé Pa.fleure//a multocida serotipo D 

PcÍli~~árido p;écipitado correspondiente a Jos a:erotipo A y D. 

DESARROLLO 

15 

~cparaciÓ~ del poli!ÍlicArido; En 1 O mi de PBS se disolvió 1 mg de polisacárido, y a pan ir 

de este prinier _t~bº./'<l hicieron diluciones dobles seriadas, tomándose 3 mi de PBS mis 3 mi 

de polisacárido'(tutío I); eri· el caso del serotipo A se hicieron hasta 4 diluciones y del 

serotipo D Jdlru'cio~~s,'~ierído en los dos casos diluciones dobles seriadas. 
~ • =-- _i•\ - , 

, :~ _-/_< 

Obtención· de la cáp~uÍ~: Sé s.;mbr~ron las cepas de P. multociúa serotipo A y D en agar 

sangre..; i~c~bai~n·~ 37Cp.i~ 24j;~/se cosecharon las cepas por separado en 1 mi de PBS 

al 0.02 M con ~H 7:2_;;.j,Í 200'.'tnid~ics por mg de hialuronidasa para desprender la cápsula 

y se incubaron ~'í 2 hs ~~-banoM~a'a 37 C. Posteriormente se calentaron en baño maria a 

100 c por Í h ~·~e~:~i·f~arri~ a ·~soo rpm dura11te 20 min y del sobrenadante que contenía 

la cápsula setcimáron2~1 <l~eadacep~. 
·.·': -­

-·-.·.:.: .. ·.·· 

Se tomaron 2ml'de las.diferenÍesd!luciones del polisacárido y 2 mi de las diluciones de la 

cápsula, se pusiuoll''c~'~n;~élo'porseparado los serotipos A y D con glóbulos rojos de 

ovino ni 10".4. S~ inc~_ba;~~ 1'_j;·a 37 C en baílo maria con agitación para inducir la unión de 

los glóbulos rojos con elantlgeno, después se centrifugaron los glóbulos rojos tres veces a 
. ,-1-. 

1500 rpm duranic S inin y se decantó el sobrenadante para eliminar el antígeno no adherido. 

El sedimeflto se-~esuspcndió en 20 mi de PBS con albúmina sérica bovina al o.25 % para 

obtener una concentración de 1 % de glóbulos rojos sensibilizados. 
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En una microplnca con fondo en forma de: U se colocaron l 00 111 de ·PBS en cada pozo. Al 

pozo de las pninerÜ 4 hileras se le adlcion~~n 100 111 d~I ~uero á~1iseroti~ A y al primer 

pozo de las otm 4hilcra~se le agre~ar~n· l OO~ldcl s~~ro' ~tis~rotip-O D. En otr~' ~l~a se 

colocaron 100 '111 de Íás dife;~nt~~·(j¡j~~ió'~~s ~~I ~~IÍsa~iÍ~ld~ ap.;nlr dc'en~~·~e reali~ron 
~; ' ""·:: ' 

diluciones dobles. p(ir úliÍróo;' se c'olócaron' i 00 ... de glóbulos rojos de Óvino sensibilizados 

con el anti8cno en'tÓd8·1a P1iCa~';se'-déjó'8Ct~~r-·a 'íCrriperatura ambiente y se observó el 
·.- . ,_,., --- ...... ' 

resultado. •· · · · 

Las diluciones d~I P~lisa~ári~~ 's~mue~t~~ ~n el cuadro 2. 

. . ··· .. :;<: < ·/'·,· 
CUÁDRO No; 2 DILUCIONES DEL POLISACÁRIDO 

••o••••""M•••••••• 

SERÓTiPOA 

POZO COLUMNA DILUCIONES CLAVE 

1:10000 AJ 

2 1:20 000 A2 

3 1:40 000 AJ 

4 1:80 000 A4 

SEROTIPOD 

1:10000 DI 

l :20 000 02 

1:40000 03 
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RESULTADOS. 

En el cuadro No. 3 y en la grAfica No 1 se muestra la cinética de crecimiento de 

Pasteurella mu/tocida serotipo D cepa NL45 D ·donde se aprecia una etapa de adaptación 

de 4 horas y un pico de crecimiento de 5:30 hs a partir de las 7:00 hs, además se obsefva 

que la absorbancia comienza a disminuir. 

CUADRO No 3 CINETICA DE CRECIMIENTO 

1 -·-·-- ·---·-·-···-- -- -·-· io;;i.;--·--··--·-----·--o:on--·--··-· 
2 lhr 0.041 

: 
3 lhr 30 min . 0.064· 

4 2hr 0.088 

s 2hr3o min . 0.088 

6 J hr 0.375 

7 3 hr30 min 0.550 

8 4 hr 0.697 

9 4 hÍ 30min 0.834 

10 : S hr 0.903 

11 5 hr30 min 0.913 

12 6hr 0.954 

13 6 hr30 min 0.970 

14 7 hr 0.917 

15 7hr30 min 0.905 

16 · 8hr 0.900 

17 8 hr30 min 0.900 
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Decapsulación de. Pa<leur~/le1 m11/lodda serotipo D: 

En los frotis .. se obsérvó. unn 'di,s~1iríución del material capsular de las bact•rias, confonne 

transcunia el ti~mpo.7A lai 24 lloras' se IÍnbia desprendido una gran parte de la cápsula. y a 

las 48 hs río se detennl~ó;~n~~if;~~~~ia significativa, por lo que se eligió el tiempo de 24 hs 

como el necesario para que la'biomasa estuviera en contacto con NaCI O.IS M en el bano 

Maria a 56.C, en agit~ció~· c.ónst~nte }; se liberara la cápsula (cuadro No 4). 

'1 

12 

24 

48 

CUADRO No 4 EVAWACIÓN DEI, DESPRENDIMIENTO CAPSULAR 

-··-~··-·· .......... ~·DeSpréndfrñiC~tO esC8so. 

Désprendimiento moderado 

Desprendimiento mayor 

Desprendimiento ligeramente mayor 

Titulación de los antisueros y. del polisacárido por la técnica de hemoaglutinación: 

En el cuadro No .. s s~ observa~ los difereíues litul~s alcanl.IÍdos porI~s antisueros de 

PcL1·1e11rel/a m11ltoci1h1, siendo en el scroÍipo A de· 1 :256 a las 12 semanas de inoculación y 

en el serotipo D :de'(J2 ¡¡ lás io semanas d~ l~oculación Enlo~resultados de 1:.S diluciones 

de los polisacÍlridos, tanto.de las cepas biotipo A com~ Já~ .del8croiipÓ D, se observó una 

aglulinación°a.:partir del pÓzo 2 hasta el pow S ~n t~das' 1iis ili1~cio~es .que menciona el 

cuadro No 2, lo, que indicó la unión del suero antiseroli~o Ay D respectivamente con los 

globulos rojos 'sensibilizados con el polisacárido capsualr. No existió autoaglutinación de 

Jos glóbulos rojos.(cuadro No. S) 



riTu(() 

1:2 

1:4 

1:8 

1:16 

1:32 

1 64 

1 128 

1:256 

1:512 

CUADRO No. S HEMOAGLUTINACIÓN INDIRECTA 
. ~ ··-
SEROTIPO A 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

·~.- .... -~ ........... . 
SEROTIPOD 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

ESPECTROSCOPÍA DE INFRAROJO. (Expresado en cm'1 ) 

20 

Los resultados obtenl~os. de los raros h1f~ar~ojos.moslrarori en las diferentes cepas una 

banda estirada de 3448 cm·• para el grupÓ hidroxilo, y bandás de tiJio dcformante que van 

de 1624 a 1662 cm·•)' de 1113 a 1128 c1~· 1 .E~ cuantoál ~;;.pofünclonal C-H las bandas 

encontradas fueron esiir~d.;. co~valorcs d~~209.i a ~92~·~m·¡·.'.En.el c~adroNo. 6 y en los 

espectros de infr~rroj~ se m~csti~ c.;'ri ~ás detalle las\a~das dé los dlferentes grupos 

funcionales pará cáda una de las- cepas trahajadas. 
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CUADRO No. 6 GRUPOS FUNCIONALES ENCONTRADOS EN ,._ml11 
llfllflodtlll 

• •••-•kko-'•--•YOk ·~~k--Oo•• 

CEPAS SEROTIPO D 

NIA6D 

NIA2D 

Pm 

3/32 

CEPAS SEROTIPO A 

18MSB 

58 

GRUPC>SH10RóX.1LO ·-------GRUPOC:;.J·---·--
3448; ¡ 63'7. ú 16 · ·2095····· · · 

3448, 1662, 1116 2094 

3448, 1654, 1113 2294,2185,2112 

3448, 1624, 1124 2923, 2250, 2185, 2112 

3448, 16-13, 1120 

3448; 1624, 1128 

2920, 2852, 2206, 2109 

2111 

Pmte11rella m1/ltod;k; serotip'o~ ;;t~ulares A; D ~1ostraron picos >imilares en el áiigulo de 

29, los cuales se' obs~~~ e~ el cu~dro No 7. Ladifercnle inle~sidad caracterÍstiéa puede 

apreciarse en 1.;s difr~dto¿~ama~ de las cepas t~abaj~das. 

CUADRO No 7 RESULTADOS DE 1'11Ste~~lla 11111/tocid~ A Y DE~ EL ÁNGULO 20 

CEPAfSEROTiPoso" ····-····--· -ÁÑGÜLd;·0"·~;.-:..:.cc.c....:_ .. ~.-~--· -----·----····-··· 

·¡;,;, 
3/32 

NL42D 

CEPAS SEROTIPO A 

18MSB 

58 

29, 34, 49, 56, 71-72 

29, 34, 49, 56, 71-72 

29, 34, 049, 56, 71-72, 

29, 34, 49; 56, 71-72 

29, 34, 49, 56, 71-72 

Los difractogramas de rayos X d.c las.cepas tra.b,ajadaúenuméraron de la manera siguiente: 

Difrac1ogiama 1 cepa Pm; 2 cepa 3/32; 3 cepa NL42D: 4 cepa 18 MSB, 5 cepa 58 
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DISCUSION: 

Los picos carac1erís1icos, propios de cada polisacárido capsular bacleÍiano mostrados en los 

difraclogramas de rayos X, rcvelaronÍanl°' diferencias ~0~10 scmejan~sen los grujios 

qui micos del mal~riaÍ caps~lar, nllsmo qu~ depe~dÍó d~Í seroliPo' de l'usi;;,re/la m1//10<'itiu 

del que pr~dia; p.;~ éjemplo,· ~~ léis difr~c1ogr~m~~ d~ l~s 'c~pas s.;r~ii~o ,\';;.; ~nconÍ;ó un 
·.. :_,. ·: :" ;· :; .. ···.~:'"· ··.~ .\.· :. ·. J~'< -•.\ .. ,.s·'-: <-", .. ·:: ·-. ·3:·.,_;: ·.:';··;' ..-: :, ... ":. :·t- :'- ·· . .;:-·· ··\, . · ' 

pico en el ángulo20~56 más inl~nso en comparad~~ con el éncón1rado imel Séró1ipo D. Es 

~::~:~:~ ::r~7~:~~p~:·•:;;;~~~~jz:;~·:~1~1~;;~~51~:~~~:¡ ~::g:fu:':: 
carece de un pa1rón .de rererbnciáesi~blecid.o Asi riiismO~e.debé'c~nsiderár la ~xis1eñcia de 

un pa1rón. regul~ ;~ia ~I pi~~ ~~~~¡~~ado-20~56 ;~ia I~~ ~~;~~ ~;~d~~·Y obi~nidas b~jo 1ás 

mismas condiciones. me.1odólógi~a~. Estecomp~rtiuniento sugier~· Ün 'p'osible elemento de 

caraclerlzacÍón o id~~tfoca~ÍÓ~,'~o re~~rt~do h~st~ I~ fec.há en 1.i litcrat~ri ciÍsponibl~. 
· __ . .,-,'. ,·.;·; '.:.,,_ . .;;;:---:.:: z\',.--~~~:-~. 

~:;ªr:~;¡~~¿:~~;:;~~~l:~~~;,~l~ri~~±J~ºJ;~;i~fü:~~!&~d~t1~j~1·~s~:~'t~'!rd~ 
se¡otipo o· ccp~. Nl42D, y.·qz~\~ p¿~d~J-aptÍ1ar ~~nid. ;riterio 'difere~~ial ~mre los' dos 

:;:::::: ,~:::~t:~:~c:~:r~sº}f ;~ífü,1~~~Jgi:~~e);.L:T,r~~f ;!~dr'.~·B:~;:~p:ª~: .. 
los rcsullados ;e ~cíii;¡ci6rá~·. fa~o~abl;s; pucstc?<]~~ se pucdencorríplerneni~r· con los . 

obtenidos de 1ci~ <lifra~to~;~nia's ~~r~y~s ~·; a~ic ~o;;ci c~~ ios d~ r~sona~cia, r~aSnetica 
nuclear y c~bo;o i2.'en,cs1~do~óli~o y esp~~lrmnelría de ,;;asaspará conocer el,co1~puesto 
qulmico de la c~~sul~-~d_i;a,/~,;;.e//¡,,,,¡¡j,;icid¡,siroli~o D. i ·. . • . . ' ., 

Los mélodos des~ríÍo~pá~~d~~ap~ulaciÓn debac1erias resullaron pee~ elicice;,'por lo que 

l\Je necesari~ níodificar·~, ti~n;¡)'é;"'dé' ;;,~~encia ~n .el baño maria p~r~ .ravore~er la 

oblenciÓn del ma1~riai~~p~ul;.;, . 
.. >.'~· ;,;: .;". . · .. , ; , ;, . . . . . . . .. ·." ' 

I.a téi:nica de l\lenc~~i. y'c~L pennitl~ comprobar resul;ados favorablés para la precipitación 

del polisacárÍdo c~psular, d~ Pasteure//a multocidd serotipo D, al obtenerse SOO nig de 
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La técnica de ~lenconi, y col permitio comprobar resultados favorables para Ja precip_itación 

del polisacárido capsular de PaJl•llrdla mu/tocida serotipo D, al obtenerse 500 mg de. 

polisacarido capsular seco, ~ostr~ndo una mayor eficacia en ccimpara~ión con las técniéas 

propuestas por Yerewicz, y eol. (44) y·Lac, y col. (21) ·; ., 

Durante el estudio se imple~enió Ja tituÍadó~ de ~úer~ Q;O<fiant~ h~n;~.gi~¡Íl;~~ibn btdirecta 

Jo que permitió• ~orr~bor~r la presenci~ ~el 1'olisa~rid; 'én ·~1 p~~ipi;~·d·~~J ~bs.;v¡r~ ú~a 
aglutinación de los glóbulos '~ojos co~ el .;;tigeno. Fa Í~ µ;~~~~biÓ~'i!el .;i;tisuero se 

inocularon conejas has!~ J~ obÍe~ción d~ Í~s liÍulos ad~~adci~'.·de ántic~~rpos ~~ndo 1 :2s6 • 
. . ·' - '' .·. :~·'.: ·; .;·:.:,..: ."' .. ·:·,·:.,'. ~. ·_ .. -.·:_-.o'"--~-';.~_;(:-::}::. <-:-f.;: ·":'./,.,_,_ ~:::":;-~: -. ::_:---. : .·: . . . -

las 12 semanas para el serotipo ·A y 1 :32 .• las 20 seJÍJa~as Parª. el serotipo D .. Los ,bajos 

titulas de anticuerpós ~bsérVadÓs erÍ Jás inocuílld~n~s iniciales se pueden atribuir a diversos 

factores tanto del ambiente como prcipios'del ~nim~J. . 
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CONCLUSIO:o.;ES: 

Las 1écnicas · de difracción de rayos X e infrarrojos no son susceplibles de ser considerado 

como puntos de comparación con respeclo a su eficacia para caraclerizar polisacáridos 

capsulares de Pa:tu•;e/la mullocici<Í serÓlipo D. 

Los mt!1odos d~ es-;,.;.;trd~opi; de Ínfi~,:.:ojÓ y difracción d~ rayo~ X po~ el rnélodo de los 

polvos se ~ued~~ en\~re~? d~ mari~~a · comple,,;entaria p;;,.'a ºca'ra~reriZá~ el '~~tCrlaJ capsular 
de Pil.1;e11rel/a ,;,/l¡/"'·ir.Ja s;¡;'(,¡j~'(, D) •>' · ' / .•. ' ... 

La ~arac1eriza~ión del ma1erial caps~l~r ~e Pa.i1;/;,,,1ia. i~ílt1ocida ;ero1ipo o. se puede 

complementar ~ori el ~n~Jlis 1d~ e~~~l~o,,;~,·~a de. ;;¡~~~s de ~;~ résol~~Íó~. (FAB Fasl 
. . '. ., . .· ~ .. - " . . - . - -. . .. - ". - . . . _.,: .. - -· .. 

Alornic Bornbardier) y reso~.;í~ia magn~tica nÍicl~ar de hidrÓgen<i y Carbono 1 J, pá'ra que 

con base en la~ car~~teri~1icas especlroscó~icas ~ comparando, tales ;esul;ados con los 

r~pórt~dos ·e~ la.Íit~~~i~ q~rniic;a· sea ·poslbl~.establec~ rá estructura.·del (de los) 

polisacárido(s) prcsenle(s). ·· 
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