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I N T R o D u e e I o N 

Las infeccione~ producidas por el género pasteurella, 

especie multocida, causan: después de la coccidiosis, la -

mortali~ad mas alta dentro de la industria de la cunicult~ 

ra. Por esta razón nos avocamos a preparar una vacuna a

partir de cepas aisladas de conejares donde aparecio'el 

primer foco infecci0sc de la pasteurellosis. 

La sintomatologia de la infección es relativamente -

clara; inicialmente el an.im.al se aisla en un rincón de la

jaula, fatigado, dolorido, perezoso, encoqido, el pelo eri 

zado, las orejas caídas, los ojos hinchados y poseído de -

un profundo sopor. En ese momento se recomienda el ais~ 

miento del o los an.im.ales enfermos, lo que proteje relati

vamente al conejar, pero los animales ya infectados mueren, 

por lo que deben sacrificarse en el acto y tomarse toda• -

las medidas higiénicas como son la desinfección del conejar 

para ahorrar tiempo y así s ~ evita la diseminación de la

infecc ién, al mismo tiempo se deben llevar los conejos sa

crificados 31 laboratorio de diagnóstico para que se con-

firme la existencia de la pasterelosis. Este servicio pu~ 

de obtenerse en el laboratorio de diagnóstico del Institu~ 

to Nacional de :::n'Jestigaciones Pecuarias. 



En este laboratorio se obtuvo la cepa y se preparó la 

vacuna que posteriormente se aplicó a un lote del conejar

de donde fué aislada, esto es con el objeto de combatir e.!. 

pecíficamente la cepa de pasteurella que estaba causando -

estragos dentro del conejar. 

Desde hace tiempo se han hecho intentos por preparar

este tipo de vacunas, algunas veces con buenos resultados

y otras veces no. 

Tal vez esto es debido a que no se han preparado con

la técnica adecuada o bien que la cepa utilizada no cubre

el mosaico antigénico de las cepas infectantes. 

Por Último cabe mencionar que pasteurella nunca ataca 

aisladamente, sino por el contrario . en simbiosis con otro

tipo de bacterias, hongos y virus, · por lo tanto se conside 

ra útil la aplicación de dicha vacuna para poder dar al -

animal una inmunidad frente a esta i nfección y cerrar asi

la puerta a las infecc i ones secundarias por bacterias, bon 

gos y virus. 

Por los datos que se tiene n no es posible determinar 

l a duración de esta inmunidad, ya que incluso en conejares 
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donde ya se ha presentado la infección vuelve a haber -

brotes, pero sin embargo en muchos casos se ha visto que 

la vacuna si proteje. 

En el presente estudio se abarcan exclusivamente -

los aspectos técnicos de la preparación y control de es

ta vacuna. 



C A P I T U L O I 

I.- GENERALIDADES SOBRE EL GENERO PASTEURELLA ESPECIE 

MULTOCIDA. 

Este género pertenece a la familia Brucellaceae y 

al orden de las Eubacteriales. 

Son bacilos muy pequeftos, miden de 0.3 a 1.25 mi

cras, se multiplican por división, presentan una estra~ 

gulación central (forma de ocho). Estas formas bacila

res se t:iften uniformemmente con las soluciones ordina-

r ias de colorantes anillnicos. cuando estas formas noE_ 

males degeneran, por ejemplo, en el cuerpo de los anim..e_ 

les o en cultivos viejos aumentan considerablemente de

tamafto {hasta tener de 2 a 3 micras de longitud) y el -

protoP'lasma se puede acumular en ambos polos del cuerpo 

celular hinchado. Si se tiften tales baqterias por el -

método de Giemsa, o con soluciones de colorantes de an.!:_ 

l~na y luego se trata con solución de ácido acético al-

1%, solo se colorean intensamente sus polos y queda sin 

te~ir su zona central. 

Pasteurella multocida crece a veces, formando lar

gas cadenas y en cultivos muy alcalinos también forma -

largos filamentos. 
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La podemos encontr~r como sapróf ita en aguas esta!!_ 

cadas o de corriente lenta, en el suelo, etc.: o bien -

como parás i tas produciendo septicemia, si invaden el or 

ganismo animal y éste se encuentra debilitado por condi 

cienes desfavorables del medio. 

En algunso casos, indudablemente la presencia de -

esta pasteurella en animales sanos es consecuencia de ~ 

na pasteurellosis anteriormente sufrida, pero general- 

mente se trata do portadores sanos. Pero si el equili

nrio s e altera, por disminu i r l a resisitencia del ani-

mal, entonces las bacterias pueden penetrar en los teji_ 

dos y en la sangre produciéndose así una septicemia he

morrágica. La resistencia de los animales portadores -

de pasteurella disminuye por enfriamientos, fatigas, -

transporte, anemia, hambre e infecciones, además, los -

parásitos animales de las vías respiratorias y digesti

vas pueden f a c i litar la penetración de las bacterias en 

las v í as linfát icas y asila produ c c ión de l a septicemia . 

Si e l agente pat0geno es muy v i rulento o l a resis

t encia del animal at ac ada muy ~eque~a, se desar rol la un 

c uadro morboso de una septi~em ia s~breaguda. Entonces-

pasteur ella mu ltocida prol ifera r ápidamente e invade to _ 

do el o r ganismo en breve tiempo y produce la muerte e n 
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en un lapso de 1 a 3 dias. 

Los animales presentan fiebre alta, debilidad car~ 

diaca y a veces, también diarreas y escurrimiento nasal. 

La necropsia muestra el vaso normal y tumefacción aguda 

de los ganglios linfáticos. 

Si la acción de pasteurella es menos intensa la e.!!. 

fermedad dura varios dias y se observa neumonia, que 

suele ir acompaftada ~e hemorragia• y puede desarrollar

una inflamación serofibrinosa, grave y algunas veces h.!_ 

morrágica: en las mucosas. En los ~os en que hay 

grandes acumulaciones de bacterias, se originan peque~ 

aos focos necróticos, que aumentan de volúmen con bas~ 

tante rapidéz y se funden unos con otros formando focos 

mayores. 

Esta infección produce también proceso• morbosos -

secundarios, pues preparan el terreno para el desarro-

llo de otros férmenes facultativamente patóqenos, en -

particular en las formas crónicas tienen importante in

tervención estos gérmenes oportunistas que se asientan

en órganos de los que pasteurella puede haber ya desap~ 

recido. 



También se puede dar el caso que pasteurella ata

que un órgano simultáneamente con otras bacterias pat.§. 

genas, provocando así que esta infección sea fatal para 

el animal. En estos casos no se trata de una pastere

losis propiamente dicha, sino complicaciones origina-

das por pasteurella. 

INMUNIDAD.-

En los conejos la inmunidad a pasteurella es ma-

yor cuando el conejo es amamantado, esto es debido a -

que el conejo está recibiendo anticuerpos de la madre. 

Al cabo de 5 meses hasta aproximadamente 2 aiios el co

nejo es más sensible a infectarse por pasteurella. 

Cuando el animal es viejo, es decir de 3 años o más, -

casi nunca enfema de pasteurellosis, esto es debido s~ 

guramente a qte ha formado anticuerpos por infecciones 

subclínicas. 

Se han hecho intentos para preparar vacunas anti

pas teurella multocida, pero aún no se ha logrado nada

plenamente satisfactorio, debido a que s e necesitan -

preparar a partir de la cepa aislada que causó la in-

f ecc ión. Se han preparado vacunas polivalentes, es d~ 

cir a partir de todo tipo de Pasteurellas y algún tipo 

de cocos, s u p' ecio ha sido muy alto y la respuesta da 
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un elevado titulo de anticuerpos por un lapso no muy -

largo y después decae. Por lo tanto la terapia que se 

está siguiendo actualmente es la administración de an

tibióticos combinados con el agua o bien inyectados. 

a 



MATERIAL 

C A P I T U L O II 

MATERIAL Y METODOS 

Tubos de ensayo de 13 por 100 

Tubos de ensayo de 20 por 170 

Pipetas de 1,5,10 ml. 

Portaobjetos 

Cajas Petri 

Celdas de Nefelómetro 

Matraces Erlenmeyer de 1000 ml. 

Frascos de centrífuga de 250 ml. 

Embudos de vidrio con filtro de tela nilon 

Frascos tipo "vial" 

Jeringas desechables de 5 ml. con aguja hipodérmica núm 22 

Termómetro 

Porta asa con asa 

Mechero 

Tripie 

Equipo para recolección de desarrollo 

Equipo para decantar el aobrenad~nt ~ 

Equipo para repart ir solución salina 
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EQUIPO PARA RECOLECCION DE DESARROLLO 

EQUIPO PARA DECANTAR EL SO~E 
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EQUIPO PARA REPARTIR SOLUCION SALINA 



MEDIOS DE CULTIVO 

Tipticasa - Soya - Agar - Sangre 

Caldo Base PÚrpura de Bromocresol 

Caldo Cerebro Corazón 

Sabouraud Dextrosa Agar 

Caldo Base adicionado de 

Tioglicolato fluido 

REACTIVOS 

Colorante de Giernsa 

Acido Acético al 1% 

Solución Salina 0.85% 

Arabinosa 

Galactosa 

Glucosa 

Manos a 

Sacarosa 

Lactosa 

Maltosa 

Rarnnosa 



Microscopio 

Nefelómetro 

EQUIPO 

Baiio de agua regulado a S6 ºC 

Refrigerador 

Centrífuga 

Autoclave 

Estufa para la prueba de esterilidad 
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MEDIOS DE CULTIVO 

l.- TRIPTICASA SOYA - AGAR - SANGRE 

su fórmula en gramos por litro de agua destilada es: 

Tripticasa peptona 15 

Fitona peptona 5 

Cloruro de sodio 5 

Agar 15 

Preparación.-

Disolver en un litro de agua destilada, esterilizar 

en autoclave por 15 min. a 121 ºC, pH final 7.3. 

Trabajando en condiciones de esterilidad, se agrega 

sangre desfibrinada de borrego; para cada 100 ml. -

de medio enfriado a 45 ºC se agregan 5 ml. de san-

gre desfibrinada. Se envasó en cajas Petri estéri

les aproximadamente 20 ml. a cada caja. 

2.- CALDO BASE PURPURA DE BROMOCRESOL 

Es un medio líquido a l c ua l s e le a diciona n azúcares 

para ver la fermentación que e fectú an las bacterias, 

tiene como indicador púrpura de bro mo cresol. 



su férmula en gramos por litro de agua destilada es: 

Preparación.-

Gelisato peptona 

Cloruro de sodio 

PÚrpura de Bromo Cresol 

10.00 

. 5.00 

0.02 

Disolver en un litro de agua destilada. Adicionar 

los carbohidratos 7.5 q. por litro, se envasó en -

tubos de 16 por 150 con campana, aproximadamente 

10 ml. del medio. Se esteriliza en el autoclave

ª 118 ºC, 12 libras de presión durante 15 minutos 

pH final 6.8. 

3.- CALDO CEREBRO-CORAZON 

Es un medio recomendado para el cultivo de bacterias 

de difícil crecimiento. 

Su fórmula en gramos por litro de agua destilada es: 

Infusión de cerebro de bovino 200 q. 

Infusión de corazón de bovino 250 q. 

Peptona 10 g. 

Dextrosa 2 q. 

Cloruro de sodio 5 q. 

Fosfato disódico 2.5 q. 
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Preparación.-

Disolver en un litro de agua destilada, se envasó -

en tubos de 16 por 150, aproximadamente 20 ml. del

medio y en matraces de 1,000 ml. con 300 ml. de me-

di~. Se esteriliza en autoclave a 121 ºC, 15 li--

bras de presión por 15 - 20 min. pH final 7.4. 

4.- SABOURAUD DEXTROSA AGAR 

Es un medio selectivo para hongos. 

Su fórmula en gramos por litro de agua destilada es: 

Dextrosa 40 

Polipeptona 10 

Agar 15 

Preparación.-

Disolver en un litro de agua destilada. Se envasó

en tubos de 20 por 170 aproximadamente 15 ml. del -

medio, se esterilizó a 118 - 121 ºC a una presión -

de 12 a 15 libras durante 15 minutos, se inclinan -

los tubos 75 • aproximadamente y se deja enfriar.

pH final 5.6. 

5.- MEDIO DE TIOGLICOLATO FLUIDO 

Su formula en gramos por litro d e agua destilada es: 



Extracto de levadura 

Casitona 

Dextrosa 

Cloruro de sodio 

1 - Cistina 

Acido Tioglicolico 

Agar 

Resasurina 

Preparación.-

5 g. 

15 q. 

5 q. 

2.5 g. 

0.75 q. 

0.3 ml. 

0.75 q. 

0.001 g. 

Disolver en un litro de agua destilada. Repartir en -

TUbos de 20 por 170 -aproximadamente 30 ml. del medio. 

Esterilizar en autoclave a 118 - 121 ºc, 12 a 15 libras 

de presion durante 15 minutos. 

Todos los medios se probaron en esterilidad incubando-

72 horas a 32 ºC y 72 horas más a temperatura ambien

te. 

6.- INl"USION CEREBRO - CORAZOR AGAR 

Su fórmula en gramos por litro d~ agua destilada es: 

Infusión de cerebro de bovino 200 g. 
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Infusión de corazón de bovino 250 g. 

Peptona 10 g. 

Dextrosa 2 g. 

Cloruro de sodio 5 g. 

Fosfato disódico 2.5 g. 

Agar 15 g. 

Preparación.-

Disolver en un litro de agua destilada. Se envasó en 

tubos de 16 por 150 aproximadamente 20 ml del medio,

se esterilizó en autoclave por 15 minutos a 15 libras 

de presión (121 ºC), se fundió el medio de los tubos

en un bano de agua y con mechero y en condiciones de

asepcia se vaciaron a cajas Petri. 

pH final 7.4. 
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OBTENCION DE LA CEPA.-

Se obtuvo de un conejo inmediatamente después de 

ser sacrificado debido a que.presentaba la sintomato

logía de pasteurellosis. 

Con una asa de platino se toma.ron muestras ras-

pando los focos necróticos de color crema, que se en

contraron en los pulmones del animal. Se sembró en -

forma de estría en cajas Petri conteniendo Tripticasa 

soya - agar - sangre, se incubó a 37 ºC durante 48 h~ 

ras. Al cabo del período de incubación crecieron co

lonias pequeftas, opacas, blancas grisáceas, un poco 

difíciles de separar del medio (semi viscosas). No -

produjeron hemólisis en el medio. 

IDENTIFICACION MORFOLOGICA Y CARACTERISTICAS TINTORIALES 

DE LA CEPA 

Se hizo un frotis de las colonias pequeftas, bl~ 

·cas grisáceas, y se v i eron muy pequeilos cocobacilos y 

semiestrangulados (forma de ocho), la tinción fué he

cha por Giemsa con un tratamiento posterior de ácido

acético al 1%, estos microorganismos se ti.Jlieron bi-

polarmente. 
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Se vió que se agrupan en pequefias cadenas y algunos 

están aislados, no se encontraron otros tipos de microo!:_ 

ganismos por lo que se procedió a su identificación bio

química. 

IDENTIFICACION BIOQUIMICA DE LA CEPA 

20 

Fermentación Producción de Acido Producción de Gas 

ARABINOSA + + 

GALACTOSA + + 

GLUCOSA + + 

MANOSA + + 

SACAROSA 

LACTOSA 

MALTOSA 

RAMNOSA 

PREPARACION DE LA VACUNA.-

Una vez que la cepa estuvo debidamente identificada 

se procedió a hacer una resiembra en tubos de ensayo de-

16 por 150 con caldo cerebro corazón y de allí a matra-

ces de 1000 ml. con 300 ml. de caldo cerebro corazón, al 

cabo de 24 - 36 horas, los ma traces se enturbiaron; pero 

al transcurrir 96 horas se clarificó el medio y hubo una 

sedimentación mucoide de poco disgregable al agitar. 



Para realizar la prueba de pureza se hizo la tinción 

de un frotis con Giemsa y tratamiento con acético al 1% y 

no se observó con inmerción en el microscopio .contamina -

ción alquna. 

El sedimento se pasó a frascos de centrifuga de 250-

ml. estériles conteniendo unas 10 cuentas de vidrio y con 

equipo de succión, se centrifugó 60 minutos a 3000 rpm.,-

se procedió a decantar el medio y se agregó a los frascos 

de centrifuga con el sedimento solución salina estéril, a 

cada uno y por medio _de agitación cuidadosa, se disgregó-

el sedimento que en un inicio era viscoso y se homogenizó 

muy bien. La suspensión concentrada se pasó a un matraz 

de un litro estéril. 

CUENTA NEPELOMETRICA. 

Se tomó una muestra de l ml. de la ·~•pensión y se-

le agregaron 9 ml. de solución salina estéril y se colocó 

en una celdilla del nefelómetro y con un filtro verde se 
r 

leyó la absorción. Se transpoló en una curva y dió 140-

millones de férmenes y se multiplicó por la dilución. 
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La curva de gérmenes se contruyó de la siguiente 

manera : 

Se utilizaron 10 tubos de ensayo de tama.i'l.o unifor 

me y se numeraron del 1 al 10. 

Se a.i'l.adieron los siguientes volúmenes de la solu-

ción al 1% de cloruro de bario químicamente puro: al 

tubo No. 1 se agregó 0.1 ml. : al tubo No. 2, o. 2 ml. y 

así sucesivamente aumentando en cada tubo 0.1 ml. 

Se a.i'l.adió la cantidad suficiente de la solución -

al 1% de ácido sulfúrico químicamente puro para hacer-

que el volumen total de cada tubo alcance 10 ml. 

Se t aparon herméticamente los tubos. 

Cuando se agita bien el fino precipitado de sulfa 

to de bario que se forma en los tubos, éstos presentan 

difer entes densidades que aumentan desde el 1 al 10. -

Las densidades de los tubos se corresponden con la 

emulsión bacteriana aproximadamente del sigu i ente modo: 
1 LIO 

No. 1 : 300,000,000 No . 6: 1 ,800, 0 00,000 
No. 2: 600,000,000 No. 7: 2,100 , 000 , 000 
No . 3: 900, 0 00 ,000 No . 8: 2,400,000 ,000 
No . 4 : 1,200,000, 000 No . 9 : 2,700,000,000 
No. 5 : 1,500 ,000,00 0 No . 10: 3 ,000 , 000 , 000 

En papel mil imétr ico s e g r aficó dens i dad Ópt i c a -

Vs. concentración de gérmenes (sulfato d e bario). 
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INACTIVACION. 

Se procedió a calentar durante l hora a SS - S6 ºC 

con períodos de agitación cada S - 10 min. aproximadame~ 

te. 

PRUEBA DE VIABILIDAD. 

Se tomó una muestra de O.S ml. de la suspensión y -

se sembró por duplicado en cajas Petri. con cerebro - c~ 

razón - agar, se incubÓ durante 72 hrs. a 37 ºC y no hubo 

crecimiénto alguno, por lo tanto la prueba de viabilidad 

fué satisfactoria. 

DILUCION. 

A cada ml. de suspensión de microorganismos se le -

agregó o. 4 ml. de solución salina. 

Esto se calculo mediante la siguiente fórmula: 

Ajuste de la concentración deseada 

Cantidad gue se tiene 
Cantidad que se desea 

1 volumen de diluyente que de 
be agregarse a un volúmen :
de la suspensión concentra
da . 

1400 
1000 

- 1 0.4 ml. 



Una vez hecha la dilución se efectuaron las prue-; 

bas de control biológico. 

PRUEBA DE ESTERILIDAD 

Material: 

Pipetas de 2 ml. 

TUbos de ensayo de 20 por 170 

Medios: 

Tioqlicolato fluído 

Sabouraud Dextrosa A9ar. 

Método: 

Se tomaron 2.0 ml. de la vacuna con una pipeta est~ 

ril y se sembró descargando en forma progresiva en tubos 

conteniendo medio de tioglicolato fluído 0.5 ml. de la -

vacuna en cada uno, se incubó a 32 - 35•c durante 14 

días y a temperatura ambiente 14 días. 

También se sembró en tubos conteniendo medio de Sa

bouraud Dextrosa Agar 0 . 5 ml. en cada uno y se incubó a

temperatura ambiente durante 14 días, esto es para ver -

s i no hay algún hongo contaminante. 



La prueba de esterilidad resultó satisfactoria, ya 

que no hubo crecimiento en tioglicolato de bacterias ni 

crecieron hongos en el medio de Sabouraud. 

PRUEBA DE SEGURIDAD. 

Equipo: 

Jeringas desechables 

Agujas hipod~micas del No. 22 

Método: 

Esta prueba se hizo simultánea. a la aplicación de

la vacuna a los conejos, ya que esta se aplicó por vía

subcutánea y al cabo de 2 - 5 días se vió que no produ

jo necrosis, por lo tanto la prueba de seguridad fué s~ 

tisfactoria. 

PRUEBA DE POTENCIA. 

Esta prueba se llevó a cabo en dos lotes de coneJQS: 

A) Lote Testigo 

B) Lote de Prueba 

Cada lote estaba formado por 5 conejos de 6 meses

de edad y un peso entre 3 y 3.5 Kg. de raza Nueva ze--

landia. Ambos lotes se les aisló de todo el conejar y 
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se les mantuvo en óptimas condiciones de limpieza y ali

mentación, al lote problema le fué aplicado con jeringas 

desechables y por vía subcutánea l ml. de la vacuna ya -

preparada conteniendo 1,000 millones de gérmenes. 

Al lote testigo no se le aplicó la vacuna, pero se 

mantuvo en las mismas condiciones. 

Se mantuvo en observación constante a estos dos lo

tes de conejos durante 24 días, se estuvo observando la

zona en donde fué aplicada la vacuna y atravez del perí

odo de observación no se descubrió necrosis alguna. 

Al cabo de 24 días se procedió a hacer una suspen-

sión de un cultivo de 24 horas de pasteurella en solu-

ción salina, esta suspensión se filtró con gasa estéril 

y se recibió en un frasco tipo vial estéril, se ajustó

nefelométr icamente a 10,000 millones de gérmenes por ml. 

de aquí se tomó 0.5 ml. para cada uno de los conejos y

se inyectó por vía intravenosa en la vena marginal. 

Los resultados de la prueba de potencia se dan en

el siguiente capítulo. 
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C A P I T U L O III 

R E S U L T A D O S 

LOTE TESTIGO 

Conejo 

l . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
2 ............................ 
3 ····•········•·············· 
4 .......................•.... 
5 ···························· 

LOTE DE PRUEBA 

Conejo 

1 

2 

3 

4 

5 

............................ 

murió al 3er • díá 

murió al 2do • día 

murió al 2do. día 

murió al 3er • día 

murió al 3er. día 

vivió 

murió al 3er. día 

vivió 

vivió 

vivió 

El conejo que murió en el lote de prueba presentó 

la si.ntomatologí~ de l~• cone j os del lote testigo y su -

necropsia mostró el vaso normal y tumefacción de los ga_!! 

glios linfáticos. 



Encontramos que del lote testigo murió el 100% de 

los conejos y deducimos que la cepa fué lo suficiente

mente patógena, ya que causó la muerte ·en 2 - 3 días -

de todos los conejos. 

En el lote problema murió el 20% y sobrevivió el-

80% de los conejos, por lo tanto, podemos deducir que

la vacuna es lo suficientemente potente para provocar

una buena respuesta inmune a los 24 días de su aplica

ción. 
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C A P I T U L O IV 

e o N e L u s I o N E s 

Por medio de este estudio concluimos, que al seguir 

los lineamientos para la preparación y efectuar un con-

trol válido para este tipo de estudios, se llevó a caba

la obtención de una vacuna que ayudará a controlar la -

pasteurellos is que tantos estragos está causando en la. 

industria de la cunicultura. 

En este trabajo logramos demostrar, · que la cepa que 

obtuvimos del animál enfermo que posteriormente identifi 

camos bioquímicamente y con la cual preparamos la vacuna 

nos proporcionó al hacer la prueba de poten~ia una inm~ 

nidad en los conejos. que al cabo de 24 días tenían los

suficientes anticuerpos para sobrevivir a una pasteure-

llosis inducida por nosotros. 

Este trabajo se efectuó con 2 lotes muy pequeños de 

conejos por lo cual no se pueden dar resultados estadís

ticos, pero sienta las bases para estudios posteriores -

aplicando la vacuna a lotes más grandes. 
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