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El presents trabajo se realizd
en &l latoratorio de Sicrobiciogia Vetarinaria
de la Escuela Macional de Ciencias Bioidaicas
del 1.F.N. bajo la asesoria de la Q.B.F. Gra-
c1ela Castro Escarpullt vy 2l G.B.F. José Naza-
ric Félix Soto



RESUMEN

La por{iculburs 20 MeXico ha L8M100 Qrandes oroarescs, perd
3l SX1917 UR RaYOr PENdiBIANLD SCOROMICD, S8 han casculdald las consi-
Clomes Gplikas para sy Jesartoilo) mor 10 gus, en 1as primeras siaDas de
Vida 39 108 P05 AUESNLE ol numsrs g2 entermedades infsciozas, lo aus
Provofa un aito inoi0e de sOPtailoss dp 2805 animaies. £sto es oeDigo

princicalmente a Eschericpla foll, coccisrosis, rotavirus, =ic.

Se consideraca a £, goll comd ia Imics bacteria coliforme ca-
pa7 o eiaborar una enteroboxing, pEro Se ha descunisrio que olras espe-
c1es, om0 k. ppevsionias v EpteroDacier figacae comcarien ssta capaci-
dad. La toxina de K. poeuponiap es termoestable, aciasrresistenie y dia-
lizabie, su ceso molecular es aproximadasente de 5000 D, se produce an
anaercbiosis total, a una dosis de 0.5 pa/ml ya Induce s2crecldn de adua
en el intesting. Esta toxing &5 muy similar a ia 5T 90 £ Dol

El problesa de la colibacilosis =s pofo couprendudn, ya gue a
veces o es detectadn) por elio, esie trabajo intenta demostrar la pre-
sanc1a de otras snterobacterias patogenas no clasicas en drarreas de le-
chones.

Se lograron aisiar de las heces diarrélcas, eeneros como Eo-
ierobacier. klebsisila. Protsus, etc.) las cuales produjeron metabolitos
cuyn comportamiento as comparable a la actividad LT y LT/5T, para ello
se utilizé el wodelo de asa ligada en rata.
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WERlalee o (OHPOTE g8 un aran nukerd o8

abitan eon el Intesiing arusss 22l homors v a-

1a 80 gestompasioldn (14

Son bacllos aramnesativis, 2eToDios ¥ anasrobios facuitati-
vas, mo esporulados, tooos son fersentativos, oxidasa positivos, catala-

sa nedatlvos ¥ 1a mavoria son méviies.  (4)

Enogsie gruoo seoincluye a los patbosnos intestinales mas im-
portantes . Muchos Dacilos enbéricos no causan enfaepedad al estar en el
tracio iatestinal de un huscped morkal, pero en un huestsd alterado o

fraptes a una oportunidad 98 tnvadip otros sihios del cusrpn, cusdan te-

ner 13 (apacidad oo producir enfersedad. Esta famiiia de microoreanis-
%05 32 ha dividido on patdgenos intastinales y patdgenos aportunisias,

comn patdgenos intestinales e han consideradd jos afneros Salgonelis v
Snigella, mieniras aue los oportunistas son acusllos generos ¢omo klsb-
siglla. Epispodbacier, Zgrraiia, Erotews. Escherichia, aic. Todos estos
pacilos en partitular son capaces ge produtiv enfermedad simiiar, pere
la srideiologia, frecusncla, severidad v tratanlents varia segdn la es-
pecie, 113}

Las enterchacterias son orcanissos faculfativos, Dioauimlca-
ments Oiversos v comple)os.  En condicionss anasrobias v/o 8 picroasro-
fil1a, atacan ferpeniativamente a los carhobidratos; pero con oxigenc
suficiente, ytilizan el ciclo del 3cido Lricarboalico y si3isma de

transporle de elecirones para la produccidn de emerdia.  (21)



S10 38 A1S]AMIERLD PrRImAs

P, 5e D1asii 5. A1 135 Cuales 3@ deter-

BINAT Una variedad 08 proclagdaces Dioauisiias v fisioldaicas, Fara K-

ios aislanisnios, 1as prusbas hisiizs sun sufifientss oara sstablscer
i ieab oy el oobnerol pero oleos sustrelos aoifionaies, s reSuisren cara

precisar la diferenciacidn de esperiss qus Corresponden a sdneras parti-
tulares; orasionaimente algunos culiivos ueden dar realciones atificas
Bl LA o MAS prusDas, con Asto, pusds Ser necssario &lecutar todas las
prushas Dioquimicas conodidas para tener 13 (erteza o8 la eSpe{le a g
cual pertenecen. (213

Lz porcicuitura en Mewico ha progresado en cuanto a instala-
ciones, mutricion y mejoramisnts oendtico de 1os ples o8 cria. Sin aw-
bargo, esto no ha s1do totalsente aprovechado, va que al exisiv mayor
PERILRLENLD SCondELco, S8 han destulcads i0S requsrIRLENLOS WMIRLROS TW-
Lricionaies, sanitarios, de instalaciones y manejo, lo que tefisja un
DaJ0 NEmera ds crias destabacas v ademas. esio ocurre 3 muy tenerana s-
dag. (1) Lo anterior, lieva a un aumenio de enfersedades infecciocas,
sobre fody on las primeras fases de vida, va aue la protsccion del trac-
to gastrointestinal ocurre en forsa activa en el intesting del cerdo vy
en forea pasiva a iraves gel calosteo y la leche ae la madrs (25)) su
principal componente es la ingunogiobuiina secretora A (19545, sinteti-
zada dentro de la gidndula mamaria. En el intesting del cerds da apro-
eimadapentie 3 dias oo edad. la insuncaiobilina secretora B (la%i, es la
was importants en la secrecidn intestinal pero decpuss de sste tiemps,

el nivel de 1254 se incrementa récidamenie hasta que se convierie en la



giase precoginanie, esta insunociobuiing tiene propiedades unicas confe-
rigas por wne profaina covalentsments uniga llasada copponsnts secrator,
La 1938 opera en presencla de atlder v de enzimas proleciiiicas) la
d1stribucidn de células secretoras de [958 on el intesiing no 25 unifor-
ge ¥ 52 ha democtrado que estas células Lienden a alusularss preferente-
gente 3 1o largo gel intesting en sitios donde fue adsinistracs la dosis
original de artigencs con 1a cusl se estimuld,  También aclia la insuno-
globulina § (136}, la cual contiene factores para inhinir la suliiplica-
2180 v cacacidad de proteger contra la enteritis experimental  {13)

& causa de lo anterior, ol porcentaje d2 mortaliicad va 4e un

20 a un 30§ tanio en MExico (om0 en obros paises. (1)

L3 colibacilosis es un término gensralment2 usadn para 1nRdi-
car una epteritis de tipo agudo, a senudo fatal, que se caracieriza pop
una gastroenteribis en lechones lacianies, com diarrea acuosa blanca a-
marlllenta, acompaflada ror una toxemla o una septlcemla. Ecia enferme-
dan S CONOCE LaRoIen (on el nombre de diarrsa neonatal o diarres del
recién nacida.  (R)

La grarrea Infecciosa se presenta Cuandd ung O mas oBrmenss
enteropatdoenos, 105 mas constanies son L[scoerishia coll v virus, infec-
tan al intesting procucisndo lasiones anatimicas y alleracionss quimicas
de una severidad tal que permiie la evatualidn de heces muy fluidas.
(23,24, 25}



> se a2t ine om0 un increments de los liguidos en =)

(=1
£
=

-3
i
(1)

La &
lumen 1ntestinad, aunado a un aumento de descargas fecales; 1as caracte
risticas d¢ la dlarres aependarén de manera weortants de la edad, die-

ia, epoda gel afo, elc. (200

La mayoria oe las diarreas en lechones son el resultado de u-
na aiteracidn del intesting deigads, =xistiend 4 mecanismos princirales
responsabies de la diarrea!

- Hipsrsecracidn

- ¥ala absorcidn

- Permeabiiidad intestinal
- Fuento de pobilidad

- mpersecrecidn Es el resultady de un aumento neto de
fluidos v electrolitos de la luz intestinal vy por lo cemeral se presen-
tan pocas aileraciones de la mucosa. Funcionalmente, la secrecién por
ia BUCOSA extede a la (apacidad o8 absorcién del imtesting.  (Z6)

- Hala absorcidéni L3 desiruccidn de ias celulas de absor-
cién ccasionan atrofia de las vellcsidades, disminuyendo su capacidad de
absarcién, junto con otros productos de fermentacidn inensifican la
presién osmética v atraen fluidos a la luz intestinal, preduciends la
dlarrea y cambiando el pH. (26)



- Fermeabilidad intesiinal incrementada: Las lesiomes in-
flamatorias o necroticas el Intesting, pueden causar 2l movisiento de
exudados v fluidos hacia el iumen, reduciends (3 capacidad de absarcién
intestingl. (2R

- Aumento de motllidad: Se creia gue un aumenis en la -
tensidad y frecusncia de movimenios peristdlticos mo permitia la porsa-
nencia adecuada de contacto entre la mucosa y el contemido intestinal
alterdndose la ingestién y absorcidn, imerdiendo la colomizacisn del a-
gente infecciose. For 2] contrario, Io que se ha demosirado es Que en
1a diarrea se presenta hipomotilidad, eermitiendo la calomizacién.  (Z6)

foewas de lo anterior, existen factores dretéticos v de mane-

Jo asociados a giarrea en lechones, como son.

- Nivel de proteinas y sal en la dieta.

- Presencla de grasas rancias en el alimenta.

- Aligentos viejos o con exceso de humedad.

- Medio ambisnte! cambio de femperatura, ausenio de nume-
dad, ailo nivel de amoniaco.

- Edad al destete,

- Fetodos de alimentacién. (3)



tslos fartores son peeortantes, va gue el hechin g8 evigenglar
la presencia de un agente bacteriano en un problewa g1arreico o caran-

t17a gus &xls sex o) causante del probisma, dado que solo lieme un lar-

C1o e respoisallildgad en la manifestacidn del mismo. ios otros aos
tercios estan en el ferdo v en el ammiente. (27D

Como s= menciond anteriormenie. eptre 1o ageniss causales g
diarrea en lechones, se encuentran las bacterias, de estas . (il =6 ia
mas =3tudiada.  Izimonelis se. v Klsbsieila ppeumaniae son polentes pa-
téaenos =n olros Sistemas o on anilmalss viejns, pers de significancla

desconccida en el intesting de cerdos necnatales con diarrea.  (1.73)

Se nan hecho tnvestisaciones con el fin de encontrar oiras
bacterias tfales como Elebsiells so., que puedan aoravar el probiema dla-
rrEja, hablendose demostrado en estudios pactericidoicos ce alimentos
castingdss al consumo de ischones, ia presencia de kispsie:la pneumonlas
en cantidad comparabls a la e £ £oll entercpatésena.  Fosierilorments
52 efertuyaron prusbas para el =siudio 92 ia patooenia:

- (itaadharencia por “forsacién de pelicula” y

- Froguccidn de toginas medlznte asa ligaca,

con #sto se enconied la capacidad entercpatégena de K. poeumonige. (1)



Las kiebsiellas son a gemado snconbradas en el iniesiing hu-
mano ¥ en el mecio awbisnte! agcemas oltimamente han llesado a ser 1mpor-
tantes patbdoencs oporiunictas en patientss de hospital (71, particular-
mente en pacientes quemados, traumatizacos o insunccomerometidos (150 v
ce han asociado frecuentemente con enfermedades animales como la mastl-
tis de bovinos (7). Sin embargs, 10S mecanismos precisss por 1os cuales
K. pneusnglae causa infercidn es polo comprendlda (19). Alaunas investi-
gaC1ones previas sugieren gue las klebsiellas alsladas de infecciones ru-
manas y animales son femotipicawente indistinguioles de las cepas wedio-
ambientales, son genelicamente mas diversas que las cepas oe origen (li-
nico (7). Factores de virulencia, tales como cdpsulas, antigencs termo-
1abiles y pill juesan un papel 1accrtante en infecciones causadas por
K. epsuponias (130, En 1975 se demosiré qus las klebsiellas de origen
clinico pueden ser distinguidas de las cepas medioambientales por prue-
bas d& la respuesta asi llamada “coliformes facalas® (OF), ique es la
produccion de acido v gas en el caldo de lactosa v sales de bilis a

5 ¢0), crecimtentn en caldo mutritivo a 10 °C, produccidn de indol v
lcuefaccidn de pectina (7).

Dada iz ieporiancia ce este patboeno oportunista, es conve-
niente teper un medio diferencial, selective, espacifico para la rarida
deteccidn v recuperacidén eficients de Blstsiella sp. Este wedic dife-
rencial es llamado MCTK, ya que conbiene agar Mar Conkey-Inositol Telu-
rito de potasio, sustancia que se ha describo como un 1Ahibudor en el
transporie de fosfato en £, ¢oll v de la resistencia elaswidica mosirada
por miewbros de la familia Entercbacteriacese. Elebsiella wostrd un al-

_}j_



E1nas produrtdas

que producen fanio i

SR iment 3 lae fom SaraAns {17
cerimentalss o oerd0s. (L7,



En el medeln oo 3sa (i1gada on rata, tanio =n el vevons cogo
s el 1iecn, aungue =n senor cantidad, ia perfusidén de lz tovine en u-

O340 UNE SS0TS014n Je adua, sodio (Maty

= picarbonals (R0 permanectd sin cam-
o)l BStO B2 &S Clars, perd 25 MOSIDIe Que Sea un fafisgn el madelo a-

nimal empleado. Ei uso oe la ciucosa revierte el agua v sadio (Na*) ge

T

sacrecidn a absorcien, tanto en ei yeyuno coso on el ilson y o1 trans-

porte ¢ cioro (G173 fue revertido en el ileon. (15

Eela towina o5 @y similar a la 57 de £ coll. tamcidn acido-
rrasistents, cuvo peso molecuiar asia en ol ranao s los RO O, (17}
smoas artlan sov rioidanents, provoian una respismcla 00 fiui00 0RLE{la-
Gle en o) asa ilezl e come)o a ias 2 00 a oifsrencia e las towinas O

gayor pesh golecular, como la i de | 10 la enterotoning de ¥

cholerae. (35,161 La 57 de ¥ eneuponlae no 25 afeclada por el calor en
todas sus fracciones oe filtracion, mieniras aue la 57 de £ (oll a una
temperatura ge 100 *C por 20 minutos redute, paro D0 SuPPIme Su activi-
dad. Estas dos {oxinas ai 1oual oue la producida por §. ClQalae repre-
sentan una soia Lovina. Suikica vy fisicaments homoaénea.  (17)

La cantidad oo toxing producids in vitro que ha sids encon-
trada necesaria para productr un resyliado positive on oiro sistema ha
dependido de la pureza de iz preparacidn oe foxina probada v o= ja sen-
sibilidad sl sistema de ensayo probado. (18]



EL comienzo 32 la acumslacion neta de 7luido =n respussta a
21y U7 es raplda v 9uiZdé ineeciala. El valor imiclal de la acumuiacion
neta de fluido de LT parecs ser #4s nala @02 1a de ST, En asas inocula-
das fon 57 el volisen maxied ocurre & las & h o= la inyecilon ¥ declina
posierioraents; en contrasts, ia acumulacidn de fluido a LT continua
incramentandose por al gmenos 18 by por [0 tanlo, la respuesta neta supe-
rior observada a las 7 b (respuesta temr-anal es pradominantizmente una
funcidn de 57, mientras que desougs oo las / o (respuesta tardial es uma
funcidn de LT, Las preparaciones conteniends activicades 5Ty LT pueden
parecer precominaniemenis tersoestables cuando se ensayan despues de 6 K
v Lotalmente LT cuando se ensava despuds d= 13 1. (9

En general, respecto a las toxinas o8 las bacterias colifor-
mas, el transporte neto lumen a sanare o absorcidn, es seflaiado con un
signo (+), mientras que un siono (-3, se refiere al transporte neto san-
gre a lugen o secrecidn.  Se ha reportado gue mientras la perfusién con
qrandes dosis de enterotoxing de coliformes inouce secreidn de agua du-
rante todo 2l periodo ensrg de recoiscoidn, concentraciones marginales
mas requelias producen SeCrecidn solamente curante alounos periodos.

Un efectn positiva de la enterotoxina se define como la pre-
senCla de secreclén de agua, v ia concentracidn minima =fectiva como la
concentracién e toxina preparada (en peso secofml) que induce secre-
£16m.

TESISCON |
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£l comienzo de fa acumulacion neta de fluido ep respussia a
STy LT es rapida v Guizd imeediata. Bl valor imiglai de la aCumulacion
neta de fluigo de LT parecs ser ads nata 22 la de ST Ep asas inocula-
das ¢on 37 el voliwen saxieo ocurre 2 las & hode s inyecc1dn y declina
posteriorments: en contraste, ia acugulacién de fluodo a LT continua
ingrepertandose por al mencs 18 hy por 1o tanto, la respuesia neta supe-
r1or observada a las 7 h (respuesta tewp-ana’ es predompinanismente ura
func1on de 57, mientras que cespués de las / n (respussta tardia) es uma
funcién de LT, Las preparacionss conteniends activicades 57 y LT pueden
parecer precominantemente terecestables cuando se ensayan despues de £ b
y totalmente LT cuando se ensava despuds d= 13 1. (9

En general, respecto a ias toxinas oe las bacterias colifor-
mes, el transporte neto lumen a sangre o absarcidm, es seflaiado con un
siano (+), mientras que un siono (-, se refiere al transporie neto san-
gre a fumen o secrecidn. 3 na reportado que wientras la perfusidn con
grandes dosis de enteroloxinag de coliformes incuce secrecidn de adua du-
rante todo =1 periodo entero de recolecoidn, concentraciones marginales
mas pequefias producen secrecion solamente durante alounos periodos.

Un efectn positivo de la enterotoxina se define como la pre-
sentia de secreién de agua, v la Concentracidn minika efectlva como la
concentracién ge toxina preparada (=n peso se0o/wi) quB induce secre-
c1ém.

_“_



Fara 13 J2lsrRinacién o2 enteroboxinas se han ulilizado ensa-
yog IR vibro' & T1movivo®, loS modeios de ases de intesiing 1lgsdo de
conejo vy 8 cardo, seoutilizan para sllol con ésios modelos s2 abtiens
informacién sobre los posioles sfectos fisioldcicos v QoS mecanisnos de
accién de las toxinas.  En este ensayo se puscen smplear suspensiones
bacterianas vivas, filtrados de cultivo, preparaciones de foxinas en va-
rios estados de pureza v tambisn pusde medirse la neutralizacidn por an-
ticuerpos especifices.  (12)

Este sistena de perfusidn "in vivo" elecutado en rata, tiene
la ventaja de que responds lgualmente bien a preparacionss fanio de L7
como de 5T v a towinas de varias entercbacterias.  Este sistens rescopde
en forga cuantitativa al gradiente de conientraciones de las foxinas ¥
orodute una sedicidn directa de la anorsalidad patofisiélogica y trans-
porte de agua alterado, por medio de las cuales las toxinas producen ma-
nifestaciones climicas. (18}

ftra melodoiooia que se sigue o5 la prusba del ratén lactan-
te, 2l cual =5 usady ampliamente para la detzccion de las snterotoxinas
ST e £. coll, agqui se observa una dilatacidon en el intesting el miswo
a las I de haber admimstrado un fiitrado crudo de 13 cepa problema v
ademss ocurre un incremento en la relacidn peso del intesiing y peso dal
cuerpe. (2) La tewperatura mecloamsientai en la cual se maniizne al ra-
tén assputs de la imoculacién pusde infiulr grandemsnts en los resulfa-
dos, 105 anitales deben mantensrse a una temperatura de 25 *C, una tew-

paratura de 37 °C provoca falsos resultados negativos o resuliados aé-

_]2_



cilments posiiivos.

1 -
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2] =nsayo de asa
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ANTECEDENTES

Dentro de las diarreas o8 ovigen bacteriano, ia de ¢ Coll ha
sido la mas estudiada, otras investizaciones se han encasinado a estu-
diar otras bacterias enteropatooenas como klebslella se. gue agravaran
el probiena diarréics, v 58 na entontrado 9ue K. pDeigonlae se pressnia
en cantidades comparables a la de [. ¢oll enteropatdoena. (Alvarez,
1335)

S8 ha estabiecido que la colomizacién fugaz del intesting
delaady por cepas de £ ¢pll que producen enteratoxinas LT v 5T es co-
munmente responsable de incidentss do diarres aduda entre nifios v adul-
tos en los tebpicos. K. ppeusoplae v Epkerobacier cloagas se :islan
también a menudo del Lracta infestinal de tales Individuos v en estudios
en los cuales fus examinada la entercioxioenicidad de estas especiss
alounas se fueron foxigenicas. Tambisn parsonas con psilosis troplcal
tuvieroh contaminacisn yeyunal crénica con bacterias coiiformes v cepas
de €. ¢oli, k. poeumoniae v E. (losgae. Las cepas aisladas de estos pa-
cienies, han descsiraco ser entercloxiadnicas.  (Klipstein, 19773

Al 12ual que K. poeumoplas, Zalwopella sp., se ha aisiado en
ppldemias esporddicas de diarrsa en cerdos neonatales; ambas son patdge-
nos potentes en otros sistemas o en animales viejos, pero de significan-
cla desconocida en =1 intestine de cerdos neonatales con diarrea) a pe-
sar de ésto, la salwonelosis es una enfermedad principal en cerdos des-
tetados. (Wilcock, 1379)



El proclema g8 i3 colicacilosis =Siriga =0 QU@ N0 S8 Na Ava-
ivado oebloamente, nioen CONdICIONES g2 Camooe ni & nivel experigental y

an guchas oCasiones Do es Al 31qulera detaifada

ray oiversidad de puntos oe vista en tormo a io anterior, lo
que muestra ia compie)idad gel sindrome entérico v mortalidad neonatal
an danady poOrCinG, ademss e la confusidr rernmante a mivel de cameo, oo

m) d2 1nvestigacidn derivada ael comocwmionto incompi=ia del problema.



IRJETIVS

- fislar e oentificar Bjsbgieila sp. y otras enberobad te-
r1as palécenas no clasicas oe he¢es dlarréicas e lechones.

- Realtzar prusbas a2 patodenicidad "in vivo”.

- [Demostrar la produccidn de toxinals) en Jas cepas ajsia-
das.

- Eztablecer el papel enterctoxigénico de abras enterchacte-
rias nc clésicas en el sindrome Jiarréico en lechones.

_15_



MATERTAL ¥

te goiectaron 100 nUestras o8 hedes giarreifas g2 lechones

procedentss Je 10 granias gifersntes situadas ep o) Valle de M&ioo) ios

animales muesireados fusron. TeC1EN nalldos on 26 muestras, lactanies

con 52 y destetados con 27

Las musstras se recolectaron en frascos estériles y se les
adiciond agua destilada estéril con la fonaiidad de ciluirlas. Estas
fueron sembradas en piacas oe agar #ac Coniev v £ME por estria Cruzada e
incubadas durante 24 hoa 37 *C. (5

A1 término d2 este tiewpo, se seleccionaron 98 3 a § colonias
38 morfolodia semejante, descartandd acuellas que la morfolodia semelaba
a b ogoll.  Dragrama

(a5 colonias seleccionadas s senbrarcn en tubos v elacas o
Brl, tncubdndose a 37 °C durante 24 h, i9s tubos se cuardaron en refri-
geracién (metodo oe conservacion a corto plazo), posieriorments, s2 rea-
1izé la 1dentificacidn hasta grupd y/o aénero. {5) Diagrama I

Fara la 1genbificacidn o2 espelle sa reaiiZaron pruelas Dlo-
quimicas difarancialss Js acyerdd al criterin de King. (10 Dragramas
ity IV (4,521,223

Fasteriorments, con las cepas obienioas y conservaoas en re-

-~

rigeracidn, s raalizaron ias pruebas 9= asterminacidn de foxinas

ST/LT, wbllizando el modeio oo asa 119ada en rata. {(Z) Oragrama V
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Como material bicidmco se wtilizaron ratas Wistar v la copa
de refersncia fus Ssroponas nydrophila (testigo positive), donada por el

-

laboratoris de Bacteriviogia Médica de la ENC.E
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ay1lioad b
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(recimients aerébico + 185-108 ¥ positivas
Crecimients anaerdbico t
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Oxidasa = {0-15 1 positivas:
Gluccsa (afion) +

Carbomndratos (F/0/-)

-
-
3

arganiaclon)

e

Tomado oe Cowan 1973, (5]




CIAGRAmE 11

laentaificacidn de gspeiles de Enternbacis

Lrl;#rlu de #ima

a5 dc olucosa, Urea, Lisina descarboxi-

i L
i hiidasa ; lasa, <roimina dimdrolasa
- ; Neoatlva 'g."n.t: =« oesfarbosiiasa, Latlosa, Sacarosa
[ Formentative i_Hnamnosz, [naol
| Hag Conkey 1 p _
o CRECE i { Urga, requisre . frniting descar-
; | Ondasa ¢ boxilasa, Ardinina 1asa, Lisina
) i | Fositlva | gescarboxilasa, Sacanoss, Laciosa, Manitod,
Bacilos | = | blucosa
Pk 4
Nagativos | i - - R
AeFODIOS f t Oxidasa [ (atalasa, Reduccidn o Wi ---: N0, MIC,
. | Neaativa o Lactosa, Maltosa, Escul na
| Fermeniative 4 .
t. Mac Conkey P { Recuccisn oe N 3-=-2 Wiy, 1nasl, Jrea.
N CRECE | Hxidasa ) Kilosa, w}&} . Lactosa, Agar, Higado

v FGSitiva o oon EipH Pli FD lhprﬂhndﬂﬂ en acetato
i ﬂP PLOmD

Tomado de Farmer, 1535 (103
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DIAGRARA 1V
PRUCBARS ETOGUIMICAS ADICIONALES FARA LA IDENTIFICACION DE ENTERDBACTERIAS
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UATATRINACLION 8 Prasentia e toninas of

Tarnica o asa 110ada en rata: e uillizan ratas wisiar ge
2-3 weses de adad, Con un peso apraxlEads e 275-325 30 éstas se mantie-
nen ef avuna a& 4 & 35 hoanies 92 la inlavvencidn. S anestesian con
pantabarbital sédico (Anestesal, laboratorin Nordend a uma concentracidm
de 325 ma/wl, & una dosis de 0.25 wl, adsinistrando intraperitonealmen-
te. Una vez anestzsiaca o= sujeta 2 urs rejillia de metal y se le apliza
en el abdomen una solucién de yodo ai 10 &, posteriormente se le hace
un corte lomgitudinal en la linea alba, se separan i0s musculos para ex-
poner las visceras abdominales y e lica el intestino geloado con sutura
quirgraica "Curex” 3/0: se ligan varios seamentos de intesting con una
jonaitud de 2-3 cm, dejando entre eilos seguentos ligados con una longi-
tud de 0.5 cm; los cuales se dejan en bianco. El primer seamento se de-
ia sin inocuiar y posteriormente s inocula el testiso negative; en los
sigulenies seamentos se inocuia 0.3 sl del sobrenadants de cada repa
problema, dejando siemwpre entre ellos un seamento en blanco. El testigo
positive se inocula en el peniitimo seaments.

En caca rata s= inoculan g2 5 a 10 cepas k3 los testigns, la
pruzba se realiza por duplicado para cada cepa.

Posteriormente, se sutura primero la capa muscuiar y oespuds
la piei, y se les aplica un poco de yodo sobre la sutura, depositando a
la rata nuevaments en su Jaula suministrandole solaments agua) el sacri-
ficio para realizar las lecturas se realiza a las 6 y 24 h respectiva-
penta.



[espuds 32 este tismen se cortan las umones tants g8 pisl
comd de} misculo, se localiza la porcadn lioada de intesting y se sepa-
ra del resto del cuerpo colocdndolo en cajas Petri en 15 x 150 mm las
que contienen solucién salina, realizande la iectura por acumulacién de
liquido y aumento de tamaflo de las asas iigsdas. (2)

Detersinacidn de toxinas 57

Sa siguid el miseo procedimiento anterior, dnicamente que los
sobrenadanies se sometieron a un tratamiento con calor a 60 *C durante
20 minutos y se realizd dnicamente con las cepas positivas de la técnica
anteriar, levendose los resulfados a las 24 h. (2} Diagrama V

Todas las cepas positivas se conservan a corto plazo {(gelosa
especiall, y a larao plazo (liofilizacidni, para realizar trabajos pos-
teriores.
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DIAGREMA W

Gotencion del sobreradante para probar ST/LT

Siembra de la cepa probi=ma =n caldo soya
Tripticaseina

I
b

Incubacién a 37 *C duranie 18 h
s
(entrifugacidn a 10,000 rps durante 20 min

Separacidn del sobrenadante y
congelacidn hasta su uso

/ \
4 y
Fara probar LT en asa Fara probar 5T en asa

ligada de rata licada de rata
1

|
!

- W
Calentar a b0 9C por 20 min

i
i
|
9

@

Inctular 0.3 mi en un sea-  Inocular 0.3 &l en un seg-
monto ligado de duodeno mento ligado de duodens

| ;

¥ y
Dejar la rata a temperatu-  Dejar la rata a temperatu-
ra awbiente bhyaldh ra amolente 24 h

1 }

¥ ¥

facrificar nacrificar

i i

¥
Observar el =fecin de la dbsarvar el afacto de la
acumdlacién de ligurdos atumislacién de liguidos
en el asa ligada en 2] asa ligada

Tomado de Angulo (1%63) (2)
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Bl mavor nimero de ceras alslacas se obiuvo en el aruco e
lactantes con 54, en necnatos 39 y en destetados solamente 31

Bl tolal de muestras positivas fue de 76, v de estas, el
45.05 % correspondtd a las muestras de lactantss, 31.53 % a neonatos
ol 22.57 ¥ a desietados; el nimero de muestras nesativas fue de 24.

De las muestras trabajadas, se obtuvo de neonatos 92.31 % de
misestras positivas, de destelados un 77 27 % v 67 51 en lactanies. { Ta-
bla 1)

En tuanto a las especies alsladas, fue Epterobaciss aoclome-
13ns, la gue con mayor frecuencia se encontré con 63 cepas, correspon-
diendo a un 50 81 ¥, seouida de Klebsielia eneumoplae con 15 ceras v un
12.10 ¥ ¥ tolercbacter aprooenes con 13 cepas y un 10.45 %, E] resto de
especies igentificadas se enconiraron en porcentajes bajos. El arupo de
cepas no identificadas fue de 18, que represeptan un 14.52 %, (Tabla
2)

Respecio a la disbribucidn de las cepas aisladas en los dis-
tintos grupos estudiados, comd se menciond anteriovkente, la mayoria se
presentd en lechones lactantes, en donoe Lambién fwbo una mayor varisdad
de especies aisladas (9 diferentes), y en neonabos se enconird una va-
riedad wenor (5 especies diferentes). (Tabla 3)



Ri estudiarse ja toniciced de las

tado negalive e 77 g L4, 7 corcesponoieron solamenie a Ll oy 20 tarta

a LT como & 57, resperto @ 5T nooof offuvs minouna cepa oositive (T
bla 4}
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TRELA

16n e muest

{iasificacs

distrioucién 02 epas atslacas.

Total | muesiras | meesiras {EEas
muestras | positivas | negativas | alsiadas
Neonatos i3 4 Z i
Lactantes 52 5 17 S
Destetados 2 i7 5 3
Total 100 & 78 124




Entercbacter agalomerans

1 Total Forcentaje
{EDAs de aisiamient

kiebsielia pneusontas

____________________ 5 12.10
Entercpacter aerogenes i A
Proteus vuidaris 4 323

Frovigentia se. o
Edwarsiella taroa Z 1.6l

Enterabacter tloacae

J U
Nooioentififadas {8 14 &2




TAELA 3. Distribucion as ias ceopas zisiag

f1cadas en ios giferentss

feonatos | Lactantes | Destetados
Entercbacter agalomerans 13 32 12
Lisbsiella preusoniae 14 i !

Froteus mirabilis o 6
Frovidentis sp. v 0 3
Edwarsielia tarda i ! 4
Enterocacter cloacae ¢ o :
Enterobacter hafniae G ! b
Froteus soroanil o 1 0
No 1dentificadas Z ] 2
Tatal 35 S4 A

= 3,-‘)_




5

4. Oistrioucidn e toxina LT v 57 eon ias rapas aisiadas.

LT ! LT/5T | Negativas
Enterotarier agglowerans | it 5 i
hizosiella praumoniae : > g
Enierofacter asrogenes : . E
froteus vilsaris L ¢ 4
Frofeus mirabilis L = ¢ |
Frovigentia se. 0 g 3
Evarsielia tards 0 1 1
Enterobacter tloacas 4 1 o
Enterobacter nafniae ! 0 0
Froteus woigarll u : 0
ko 1dentificadas i i 13
Total ! 27 20 77
o



@LISIS OF RESULTADDS
{Biscusiénd

Le wbliization ge las pruebas DIOGUINICAS SIGuWiendh los (Ti-

terios de Cowan v King, fus aderuada para lograp sobima vienbifica-

c1dn e lac epterobacterias  Uiasramas [0 v [1I

u

El hecho de que de lechones lactaniss se dispusisra d2 un ma-
yor nimers o= muestras v por lo tants se obbuvieran la mayoria o8 las

[epas, es poraue =n esia elapa, estaos
atague de mICPOOPZANISHOS, ¥ BN CONSECURNCIA, Dadesen mas enfsrmecsdes

aANiMaies SOn mas susceptibliss al

Del total de musstras tratadas por grupo, (33 positivas fe-
presentan un porcentale muy allo, lo gue refleja un Duen mansio 0B ias
auestras (toma y transportel, un adecuado alsiamlentn y una busma oo
servacidn de las cepas. (Tabla 1}

De las mussiras trabajadss, se loged aisiar uma buena cantl-
dad de entercbacterias patdasnas no ciésicas, a pesar dei abundante de-

sarrollo de coliformes en los medics de cultive utilizados. (Tabla i)
Las cepas consideradas como no 1dentificadas, fusron debidas
A QUe N0 S8 TeCuperaran en las resiembras, v aguéllas que estaban conta-
minadas desde el principlo no se pudieron purificar a pesar de que se
resesbraron en medios seleciivos por su creciments wucoide, (Tabla 2)
No sa pusde tener la rertaza de que se obluvieran las toxinas

de estas enterchacterias, debico a que no s utllizaron las téomicas pa-
ra la purificacion de elias, lo cual da pi2 a que se realicen estudios



en g godeio amimal utilizado

La Bayoria 08 135 C80as cus Dresentaron Loxicicad S Coseor-
taron comd LT, y en menor numers comd L1757, esto pusis debarse a que
las toxinas generalmente responden a L7 o= acuserdo al tiempo e ensavo y
a la pureza del productn.  (Tabla 4}

Fosiblemente de haberse utilizado caldo CREDY en vez de caldo
soya tripticasaina para =l cracimiento de 1S Cepas en 135 prusdas de
paingenicidad, el nimers de cepas positivas a la prueba seria mayor, ya
qu= =] taldo CASTY se ha constderado mas adecuads para estos estudios
(117 Dragrama V

El wodelo de asa ilcada en rata demostré ser de aran utilidad
para poner d2 manifiesto la toxigenicidad de las cepas probacas, ademds
demostrd ser un modelo accesible respecto a su obbencién y santenimien-
to, econdmico y facil de manejar, aunade a que los resuitados de &1 son
confiables y reproducibles.
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CONCLUZIONES

Los criterios de 1dentificacién usados fusron muy orecisos
para establecar 1as espacias a las que perienscian =stas epterobacte-
r1as.

El sindrome diarrélco se presenta con Ras frecuencla en le-
chones lactantes (2 a § semanas de odad).

La epoca del affo junto con las condiciones medisambientales
y otras factores, infliuyen en la presencia de diversos enteropatécenss
no clasicos en las muestras trabajadas. (33

Es necesarin considerar gue =n los trabajos de frecusnclas de
aislamiento de microorganismos, es dificil liegar a 1dentificar el 100 %
de las cepas:

a} algunas de las cepas son suy sensibles a las condiciones
de conservacidn a corto plazo.

b) olras cepas, oebido a su consistenciz, son muy dificiles
de purificar y permanecen contaminadas adn despuds de va-
rios intentos de purificacion.

El porcentaje de aislamiento de K. ppeumopiae en iechonss
neonatos ¥ lactantss, pone de manifiesto que Ssta mo solo se pusde en-
contrar en cerdes adultos y en otros sistemas de los miswos, como se in-
dica en alaunos reportes.



Frincipaisente se abiuvo unz activigad LT en las “toxinas”

probadas, 1o cual pudo deberse al Liempo Oe ensayo de las pruebas,

La ticmica ae asa ligada =n rata resultd ser un método facil,
econdmics, confrable v repraducibie para probar la toxioenioidad.

En las diarreas de lechones participan otras enterobacterias
de las que tradicionalmente se consideran no patdoencs.

Es necesario purificar las "toxiras” obtenidas para poste-
riores investicaciones y para poderlas caracterizar compiztamente
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