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RESUMEN

El presente trabajo se realizd para evalvar diferentes antisépticos y desinfectantes
in vitro en cepas de Corynebacterium pseudotuberculosis (aisladas a partir de cabras
con linfadenitis caseosa) utilizando la técnica de Difusién en Disco para determinar cual
de las soluciones utilizadas es mas eficaz contra esta bacteria. Se midieron los halos de
inhibicién con el calibrador Vernier y los resultados se expresaron en milimetros (mm).

Las soluciones desinfectantes y antisépticas que se emplearon durante el desarrolio
de este trabajo fueron: Formol al 2%; NaOH al 2%; Fenol al 2%; Fenol al 5%; Yodo al
2%; lsodine; Benzal al 10%; Benzal al 1:100; Cloro al 6%;o0-Fenil Fenol o-Bencil
Clorofenol p-Terciario Amilfenol ( Ambietrol) y Violeta de Genciana.

En base a los resultados obtenidos se observd que dentro de los desinfectantes que
presentaron un alto porcentaje de eficacia contra Corynebacterium pseudotuberculosis
fueron o-Fenil Fenol o-Bencil Clorofenol p-Terciarioc Amilfeno]l desinfectantes
contenidos en una presentacion comercial denominada Ambietrol 100%, Cloro al 6%
97.1%, Formol 2% con 91.42%, presentaron menor porcentaje de eficacia Fenol al 5%
con 42.85%, NaOH al 2% con 28.5% y Fenol al 2% con 25.7%.

Se graficod la frecuencia de las 35 cepas de Corynebacterium
pseudotuberculosis para cada antiséptico que presentaron determinados halos de
inhibicién encontréndose que el Yodo al 2% present6 una inhibicién de I5 mm en un
cultivo bacteriano, sin embargo 10 cultivos bacterianos presentaron 10 mm, para el
Isodine se observd un hale de inhibicion mayor de 21 mm en un cultivo bacteriano y se
presentaron halos de inhibicién de 13 mm en 7 cultivos y 15 mm en otras 7 cepas en el
Benzal a! 10% el halo de inhibicién de 18 mm se encontré con una frecuencia de 11
veces, en el Benzal al 1:100 se obtuvo una frecuencia de 5 y un halo de 20 mm también
se observaron mayores halos de inhibicion con respecto a los demés antisépticos, con el
Violeta de Genciana en un cultivo bacteriano se encontrd una inhibicién de 31 mm y 9
cultivos con halo de inhibicién de 20 mm.

Al término de este trabajo se concluye que las soluciones desinfectantes y
antisépticas mas eficaces contra Corynebacterium pseudotuberculosis en la prueba de
Difusion en Disco y que se recomiendan para su uso son la presentacién comercial de
fenoles sintéticos denominada Ambietrol, Benzal 1:100, Violeta de Genciana, Cloro al
6%, Formol al 2% y Benzal al 10%
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INTRODUCCION
Antisépticos y Desinfectantes.

Cuando se utilizan agentes quimicos por lo general se estd hablando de
desinfeccién: estos agentes en su mayoria no tienen un efecto esterilizante, aungque
destruyen virtualmente todos los microorganismos patégenos. Sélo algunos
desinfectantes pueden tener efecto esterilizante cuando se usan apropiadamente, tal es el
caso del Formaldehido, Fenol, Gluteraldehido, Oxido de etileno y el Perxido de
hidrgeno. { Quin, 1994, Perez y col. 1990).

El término desinfeccion puede definirse entonces como la accién de restar a una
poblacién de microorganismos su potencial infeccioso, eliminando a las bacterias
patogenas. Enfatizamos una vez mas que, a diferencia con la esterilidad, e el caso de la
desinfeccién todavia puede haber microorganismos vivos en el drca en que se produjo la
accion de desinfectar. ( Quin 1994, Perez y col. 1990).

Estrictamente hablando la desinfeccién se aplica fundamentalmente a objetos
inanimados. Sin embargo, existen algunos desinfectantes que no producen dafio tisular y
por lo tanto pueden aplicarse sobre superficies corporales. A éstos se les conoce como
antisépticos. Asf pues, se entiende por antisepsia a la accién de eliminar
microorganismos patégenos directamente de los tejidos vivos. Como ¢jemplos de
antisépticos pueden citarse el Alcohol etilico, la tintura de Yodo, Cloruro de
benzalconio, Timerosal y el Mercurocromo. ( Quin 1994, Perez y col 1990).

Los mecanismos de accién de los germicidas sobre las células bacterianas, para
destruirlas, son muy variadas, por lo que citaremos solo los més conocidos.
A. Por precipitacién de proteinas (Fenoles, Formol, Alcohol y Jabones cuaternarios).
B. Por formacion de nuevos compuestos al combinarse con el protoplasma bacteriano
{Sales de mercurio, Plata, Cobre, Zinc, Cloro, Hipoclaritos de sodio y de calcio).
C. Por oxidacién (Agua Oxigenada, Permanganato de potasio).
D. Colorantes.

Condiciones que determinan la efectividad de Ja desinfeccion

El efecto de los desinfectantes sobre los gérmenes puede ser medificado por
las condiciones en que se realiza la desinfeccion, entre las mas importantes
son:

1. Las caracteristicas del gérmen contra el cual se realiza la desinfeccidn; va
que entre ellos existen distintas vatiedades de acuerdo con su resistencia ante
los desinfectantes, pudiendo establecer dos categorias.

Muy resistente: En et que se incluyen los gérmenes que producen el Antrax,
Carb6n Sintomitico y el Tétanos.
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Menos resistentes: En el que se incluyen la mayoria de los gérmenes
productores de una gran cantidad de enfermedades conocidas en nuestro
pais.

Propiedades bactericidas de los desinfectantes, que significa el efecto que los
desinfectantes producen en los microorganismos; para esto es necesario
conocer el mecanismo mediante el cual los desinfectantes producen la muerte
de los gérmenes.

Influencia del ambiente: la accién de los desinfectantes sobre los gérmenes
puede producirse en un medio gaseoso, liguido, viscoso o sélido, en est
medio pueden encontrarse gran cantidad de substancias orgénicas las cuales
influirdn tanto sobre el preparado como sobre los gérmenes. En el medio
liquido, por ejemplo el agua, puede producirse un ripido contacto entre el
desinfectante y el gérmen, en el medio solido: estiércol, suelo, una gran
cantidad de substancias orgdnicas impiden el contacto entre ¢l gérmen y la
substancia quimica y al combinarse con éste idltimo disminuye sus
propiedades desinfectantes.

Para obtener una desinfeccién eficaz es necesario que 10s elementos
infectados tengan contacto directo con el desinfectante, ta deduccidn practica
de esto, es que se necesita liberar totalmente el objeto a desinfectar de todas
las substancias orgénicas para crear las condiciones para contacto directo
entre ambos elementos (gérmenes y substancias quimicas).

La temperatura de l1a solucién desinfectante juega también un importante
papel en el resultado final de la desinfeccién, ya que a mayor temperatura
mayor €s la penetracién de la substancia quimica sobre el gérmen. La
elevacion de la temperatura permite acelerar las acciones que ejerce el
desinfectante sobre los gérmenes.

I.a concentracién del desinfectante en la solucién se determina mediante la
investigacion en el laboratorio y en la préctica, de cudles son las cantidades
necesarias del producto para conseguir ¢l efecto deseado sobre los gérmenes.
( Pérez, y col.1990; Sumano, 1997).

LINFADENITIS CASEOSA

El agente causal de la Linfadenitis Caseosa (LC) es Corynebacterium
pseudetuberculosis (conocido también como Corynebacterium ovis) bacteria Gram (+)
con forma de cocobacile o baston corto. La enfermedad se presenta ampliamente en
muchos paises en forma endémica, afecta un gran nimero de ovinos y caprinos,
causande pérdidas econdmicas importantes debido a que incide reduciendo la tasa de
crecimiento, la eficiencia reproductiva, decomiso de canales y devaluacién de la piel
(Garcia, 1986; Brown, 1987; Cérter, 1992: Pepin ¥ col, 1999).
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La bacteria se considera primariamente patdgena para ovinos y caprinos pero
Corynebacterium  psendotuberculosis también infecta equinos, bovinos, primates,
cerdos y humano. En el hombre, la ingestion es considerada como una ruta de infeccion,
sin embargo la enfermedad clinica en el hombre ¢s extremadamente rara ( Brown, 1987,
Quin, 1994; Smith, 1994; Baxter, 1997).

Se han identificado 2 biotipos de Corynebacterium pseudofuberculosis. El
biotipo 1, que afecta ovinos y caprinos es nepativo a la prueba de nitratos, en tanto el
biotipo 2, es positivo a esta misma prueba y afecta a los equinos, ambos biotipos
tienen la capacidad de infectar a los bovinos. Es importante hacer notar que el
microorganisme no produce LC en bovinos y equinos. En bovinos produce linfadenitis
ventral, dermatitis ulcerativa y abscesos. La infeccion puede sanar con o sin tratamiento
y no afecta la produccién. En equinos fos signos clinicos involucran una linfangitis
ulcerativa afectando los miembros y la region pectoral (Nicolet, 1984; Garcia y Ciprian,
1986; Carter, 1992; Yeruham, 1997; Baxter, 1997).

Corynebacterium. pseudotuberculpsis es un pardsito intracelular facultativo,
esto se debe a su elevado contenido de lipidos en la pared celular siendo capaz de
resistir 1a destruccién por medio de la fagocitosis, por lo tanto tiende a producir una
infeccién de tipo crénico. La patogénesis de la enfermedad esté relacionada también a la
presencia de una exotoxina que tiene la actividad de fosfolipasa y es designada como
Fosfolipasa D, esta substancia es leucocida y dafia las células endoteliales ( Galina.
1992; Aldridge, 1995; Baxter, 1997; Yeruham, 1997; Simmons y col, 1998).

La LC se caracteriza por la presencia de abscesos en linfonodos superficiales.
Estos nodos afectados pueden romperse causando la eliminacion de una descarga
purulenta hacia el medio ambiente. Sin embargo es comin que los linfonodos y
pulmones se vean afectados dando lugar a la forma visceral de la enfermedad en la cual
puede causar una neumonia focal o generalizada, pleuresia y oftras infecciones
extensivas internas, las cuales pueden ser detectadas a la inspeccidn post mortem
(Gyles, 1983; Garcia y Ciprian, 1986; Pepin y col, 1999).

La fuente principal de la infeccién es ladescarga purulenta de los abscesos que se
rompen. El microorganismo puede sobrevivir en el medio ambiente por grandes
periodos de tiempo (Ellis, 1983; Stoops, 1984; Blood y col., 1987; Arbiza, 1988).

Una vez que un animal desarrolta un bsceso en un linfonodo serd considerado
infectado de por vida por lo cual se recomienda su eliminacion del rebaiio. si esto no es
posible de manera inmediata, se recomienda drenar los abscesos antes de que se
rompan,incidiéndolos verticalmente para lograr un mejor drenado, su contenido se
recolectara para su destruccién, se aplicard un antiséptico come la tintura de Yodo y sc
aisiara el animal del reste del rebafio. La diseminacion de la infeccién puede originar
cuadros patoldgicos de artritis (cojeras) y manilis clinicas con presencia de linfonodos
y secrecién lictea de aspecto purulento.
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En el pulmén se detectan, sobre todo en ovejas, dreas de bronconeumonia crénica y
linforodos afectados. Este cuadro ocasiona una marcada dificultad respiratoria. La
nueva compra de borregos y cabras deberd ser de rebafios libres de la enfermedad y se
mantendran aislados de los animales infectados (Galina, 1986; Blood y col. 1987; Haws,
1997; Perea y col,1999).

Las medidas preventivas deben incluir ¢l control de ectopardsitos, evitar el uso
de objetos afilados o punzocortantes utilizados previamente en diversas practicas de
manejo, deberdn ser esterilizados o desinfectados con soluciones de Clorhexidina
{Novolsan) o Cloro, esto permite un decremento en la posibilidad que penetre la bacteria
en la piel. Es muy importante considerar que la bacteria tiene una tasa alta de
supervivencia en el medio ambiente y que es eliminada a través del exudado purulento
proveniente de los abscesos, por lo que se contaminan el suelo, corrales, utensilios, etc.,
si esto sucede serd necesario realizar una limpieza profunda y después emplear
soluciones desinfectantes adecuadas para la destruccton de la bacteria e impedir que siga
la fuente de contaminacion para los animales susceptibles. Las instalaciones donde
permanecen los animales deberin estar libres de clavos, alambres y otros objetos que
podrian ocasionar lesiones en la piel, debe de evitarse en lo posible la rusticidad de las
instalaciones. En los paises industrializados se incluyen dentro de las medidas para
controlar la enfermedad la eliminacién estricta y obligada de todos aquellos animales
con linfonodos superficiales palpables agrandados o en los que se presenten abscesos.
La aplicacién de medidas higiénicas rigurosas y continuas en los corrales, asi como el
aislamiento y la eliminacién de los animales con LC, lo mismo que evitar que el
exudado de los abscesos fistulizados se disemine por €l ambiente y entre en contacto
con el resto del rebafio, son medidas importantes para lograr el control de esta
enfemedad. Cualquier herida que presenten los animales sea accidental o quirirgica
debe ser tratada con una solucidn antiséptica, s¢ recomienda también en el caso de
borregos trasquilar primero a los animales jévenes y después a los adultos y aquellos
animales que presenten abultamientos superficiales dejarlos al final. Los recién nacidos
deberan ser tratados con una schucidén de Iodo en el corddn umbilical al nacimiento, las
crias deberin ser cambiadas de lugar para que no sean contaminadas. La separacion de
rebafios infectados y aparentemente no afectados es una medida que limita la difusion
de la enfermedad (Picjan y Tortora, 1986; Tortora, 1989; Dercksen, 1996; Edelsten,
1997)

En Estados Unidos se ha utilizado una vacuna para bomregos contra
Corynebacterium pseudotuberculosis llamada Case - Bac y se demostrd una reduccidn
significativa en el nimero de abscesos  (hup://www.pipevet-com/articles/Caseous:

Lymphadenitis).

En un reciente estudio se evaluod en una infeccion experimental de Linfadenitis
Caseosa la bacterina - toxoide Caseous D-T contra Corynebacteruim
pseadotuberculosis conteniendo ademds toxoide de C. perfringes tipo D y toxoide de
C. tetani para la prevencion de abscesos internos y externos en 20 borregos de 8 a [0
semanas de edad que fueron vacunados 2 veces, 4 semanas después de la primera
aplicacidn se inyectd en forma
-5-



subcutanea 2 ml de Caseous D-T , 11 borregos de la misma edad sirvieron como
controles y no fueron vacunados. Los animales vacunados y los controles fueron
desafiados por inyeccion en varios sitios con una cepa de Corynebacferium
pseadotuberculosis (diferente a la cepa vacunal). 32 semanas después de la infeccion
experimental se realizd ¢l exdmen post-mortem; en promedio se encontraron de 1.2+/-2
abscesos externos en 18 borregos vacunados y un promedio de 26.8+/-23.8 de abscesos
externos en 10 controles, solo se encontraron 2 abscesos internos en 18 vacunados (en
promedio 0.1+/-0.3) y en tanto 6.8+/~5.9 abscesos internos en 10 controles. Los autores
concluyen que la vacunacién con la combinacion de bacterias muertas y toxoide reduce
considerablemente la formacion de abscesos después de la infeccién con
Corynebacterium pseudotuberculosis y que puede ser efectiva en los programas de
control combinada obviamente con la eliminacién de los animales infectados
(http:/Awww.ap unr.edu/ahb/articles/ 1 999/1 2/99-ant/-week/.htm-5k) .

En un trabajo realizado en 1990, comprendiendo 2 ranchos se utilizé una
tintura comercial de yodo en aerosol, aplicandola en todas las heridas visibles en los
animales inmediatamente después de la trasquila, el resultado fue una reduccion
significativa en el nimero de los ovinos positivos con titulos elevados de anticuerpos
contra la infeccién por Corpnebacterium pseudotuberculosis, en 10 de los 48 animales
empleados en el grupo tratado (20.8%) y 19 de 46 animales en el grupo utilizado como
contro! (41.3%) resultaron positivos en la prueba de ELISA en los tres meses siguientes
a la trasquila. Se sugiere que el tratamiento de las heridas provocadas durante la
trasquila sea a base de tintura de Yodo, dado a que se ha demostrado como efectivo en
la proteccion contra la infeccidn de esta bacteria en ovinos (Serikawa, 1990).

Se utilizé en un estudio a las 6 semanas de edad en borregos y cabras, una
bacterina de Corynebacterium pseudotuberculosis conteniendo muramyl dipeptido al
10% v aceite mineral, dejando un grupo control no vacunado; las inoculaciones fueron
por via intramuscular y repetidas un mes después. Todos los animales fueron expuestos
a la infeccién natural bajo condiciones de campo, el titulo de anticuerpos se incremenito
rapidamente después de la vacunacién y permanecieron elevados en amimales
vacunados. Esto tltimo ocurrid en 40.9% mientras que |1 7% de borregos no vacunados y
crias respectivamente con un tiempo de infeccién de 478 y 483 dias respectivamente y
en 19% y 9.3% de borregos vacunados y cabritos con un tiempo de infeccion 663 y 595
dias, en el sitio de inyeccién se presentaron abscesos y sin reacciomes sistémicas.
(Brogden, 1996).

En un estudio realizado en Australia en 1983 se formaron grupos de borregos que fueron
dosificados con un toxoide a base de Corynebacterium pseudotuberculosis combinado
con 5 antigenos de Clostridium (Clostridium perfringes tipo D, Clostridium nowi tipo
B, Clostridium tetani, Clostridium septicum y Clostridium chauvoed).
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La resistencia de los ovinos a la infeccidn del microorganismo fue lo que se tenia que
determinar a I, 6 y 12 meses después de la vacunacién, posteriormente fueron
desafiados con Caorynebacterium pseudotuberculosis vivo proveniente de exudados
purulentos de abscesos de borregos. El resultado fue valorado 3 meses después de la
prueba de desaffo a la matanza por la inspeccion de lesiones en dichos borregos. La
proteccién mostrada en las lesiones de los animales inmunizados y los borregos control
fue comparada, dando una comelacion positiva con la cantidad de toxoide administrado
y ¢l grado de proteccion obtenida (Eggleton 1990).

En un experimento de un hato comercial de 75 vacas se evalud el 4cido sulfénico
dudecyl benceno a una concentracion de 1.94% durante 6 meses en el bafiado de tetas
post-lactacion, encontrindose al aislamiento bacteriologico 16 cepas deStaphylococcus
aureus, 12 de los cuales se encontraron en los cuartos no tratados y 4 correspondieron a
cuartos tratados lo cual indica una reduccion en la infeccidn por esta bacteria en un
68.1%,; se aislaron 42 Micrococcus sp. en el grupo no tratado y 33 en el grupo
tratado lo cual indica una reduccién de esta bacteria en un 23.6% ; también se
diagnosticé en el trabajo un total de 37 casos de Corynebacterium sp de los cuales a ¢l
grupo no tratado le correspondié 21 casos y para el grupo tratado 16, lo cual indica una
reduccién de 25.8% en la infeccion por Corpnebacterium sp. (Pankey, 1984).

En un hato de 150 vacas se determiné la eficacia de la chlorhexidina al 0.35%
mds glicerina como emoliente. Fueron tratadas las tetas para la prevencion de la
infeccién intramamaria en las vacas, siendo la eficacia total en forma general de un
50%, mientras que en forma especifica para los microorganismos como
Staphylococeus coagulasa negativos, fiue de un 49%; Corynebacterium bovis 65.2% y
contra otros patégenos productores de mastitis la eficacia fue de un 54%. En otro
estudio en el cual se utilizd6 el gluconato de clorhexidina como antiséptico en la
postlactacién con una concentracién de 0.55%, se redujo la incidencia de
Staphylococcus aureus en la glandula mamaria en un 92.5% y para el caso de
Streptococcus agalactiae en un 71.0 %. Asi mismo se han hecho estudics en forma
experimental utilizando el Staphylococcus aureus con 0.5% de gluconato de
chlorhexidina conteniendo 6% de glicerina, dando resultados similares al anterior. Se
han realizado estudios en los cuales se utilizaron productos iodoforos a diferentes
concentraciones en el bafiado de la teta postiactacion. En presencia de Streptococcus
spp, se utilizo yodo al 0.5% lo cual redujo la incidencia en un 56.2%,mientras que para
Streptococens agalactiae fue reducido en 60.9% con una concentracion de lodo al 1%
(Oliver, 1990}

En un estudio que involucrd 6 hatos lecheros comerciales de 291 vacas por un
periodo de 8 meses, las tetas fueron tratadas antes de la ordeiia sumergiéndolas en una
solucion desinfectante de polivinil pirrolidona al 0.25% y comparandolo con el lavado
tradicional de la ubre con toatlas de papel en cada hato, siendo reducidas cepas de
Staphylococcus aurens, Sireptococcus wberis 'y Corynebacterium bovis en un 48%,
60%, 47%. respectivamente,
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no habiendo diferencias significativas en los 2 grupos de vacas en infecciones
intramamarias. En un segundo ensayo se consideraron 9 hatos lecheros cometciales y
367 vacas lecheras por un periodo de 7 meses, se comparé en un bafio para tetas Nisina
(péptido antimicrobiano no téxico que es utilizado como conservador) con un producto
iodoforado, empleandolos antes y después de la ordefia para cada hato en concentracion
de 0.5 %, no hubo diferencias significativas en laincidencia de nuevas infecciones
intramamarias a pesar de una infeccién en un rango mayor de Staphyplococus aureus en
el grupo de vacas cuyas tetas fueron sumergidas en la Nisina, Se concluye que estos
productos pueden ser muy eficientes cuando se emplean como soluciones antisépticas
antes y después de la ordefia debido a que reducen la cuenta bacteriana mas que cuando
se restringe su uso solo después de la ordefia (Serieys, 1996).

Se ha mostrado que el diacetato de chlorhexidina es efectivo contra
Staphylococcus intermedius, bacteria aislada cominmente a partir de perros con
heridas infectadas, en esta evaluacion in vitro la clorhexidina fue diluida en 0.05% de
agua estéril, 0.9% de cloruro de sodio y solucién Ringer en las cuales forma un
precipitado, no se han observado diferencias significativas en las diferentes
preparaciones, siendo todas efectivas contra Staphylococcus intermedius (Lozier,
1992).

En otro estudio sobre la resistencia a los antisépticos y antibidticos de 310 cepas
de bacterias gram positivas aisladas de vacas lecheras después de la ordefia, se evalud
la sensibilidad de 4 antisépticos Cetrimida, Chlorhexidina, Hexaclorofeno y Mercurio y
9 antibiéticos Ampicilina, Estreptomicina, Eritromicina, Cloranfenicol, Kanamicina,
Tetraciclina, Gentamicina, Novobiocina y Oxacilina. Se realizd el estudio estadistico de
andlisis de correlacién para las especies bacterianas estudiadas, Staphylococcus
Streptococcus y Bucillus. La determinacion de las concentraciones minimas inhibitorias
(CMI) las cuéles fueron estadisticamente heterogéneas hacia los antisépticos y
antibidticos, reveld relacion entre Clorhexidina y 5 antibiéticos para losStreptococcus y
entre hexaclorofeno y oxacilina para el Baciflus, el analisis de resultados a nivel de
especies bacterianas consideré una pérdida de sensibilidad de 4 veces de la CMI de las
bacterias trabajadas lo cual revela la importancia de las cepas que son resisientes a
muchos antibiéticos especialmente los Enferococcus y la especie de Staphylococcus
epidermidis siendo  estas cepas posibles reservorios de plasmidos de resistencia a
antibidticos y antisépticos ( Maris p Martin H, 1995).

En un estudio realizado con la bacteria Corynebacterium sepedomicum, el
agente casual de la enfermedad denominada “Anitlo Podrido” en las papas fue tratado
con 28 desinfectantes y calor, se evallio bajo ciertas condiciones como suspension en
solucién acuosa, con o sin adicién de materia orgdnica y secado de la bacteria sobre
madera. Los desinfectantes probados incluyeron 7 con hipoclorito, 5 con cuaternarios
de amonio, 4 con fenoles, 3 con isodine, 6 miceldneos que incluian cv-8-quinolinato,
formaldehido, acido merctrico, etanol 70%, peroxido de hidrégeno y sulfato de cobre
asi como lambién se evalud la sensibilidad al calor del Corynebacterium sepedomicum
contaminando hisopos ¥

-8-



sumergiéndolos en agua a temperatura de 49, 66 y 82° C sobre madera en estado
himedo y seco. El microorganismo no sobrevivié a la mayoria de los tratamientos
teniendo mayor eficacia en 10 minutos de exposicién que en 5 minutos , sin embargo
en el hipoclorito y ¢! yodo su eficacia se vio reducida en presencia de materia organica.
La susceptibilidad de la bacteria a los desinfectantes cuando se utilizd un cultivo
desecado y en suspension ¢l Corpnebacterium  sepedonicum, fue que el
microorganismo es eliminado en forma efectiva de superficies y equipo contaminado
por la mayor parte de desinfectantes, cuando la bacteria tiene un tiempo minimo de
exposicion de 10 minutos, mientras que una temperatura de 82° C por 5 minutos es
efectiva para inactivar la bacteria en forma total (Secor y col, 1988).

E! desarrotlo de un método de prueba estindar en suspension para desinfectantes
y antisépticos adoptado en Europa es descrito para cvaluar diferentes agentes
desinfectantes y otros productos, usados comunmente en Inglaterra, bajo condiciones
propuestas para el desarrollo de estas pruebas, indican que la mayoria de productos
diluidos en agua en forma estindar muestran un efecto satisfactorio de la actividad
produciendo un conteo viable de 4.5 a 5 log en un lapso de 5 minutos contra
Staphyloccocus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecium, Proteus
mirabilis y Candida albicans. Mientras que en la ausencia y presenci de 1% de
albimina todos los productos cuando son diluidos en agua destilada tienen una
reduccién en la eficacia de 5 log en 60 minutos. Los desinfectantes fueron diluidos en
agua y probados a 3 concentraciones y 3 veces en contacto ya sea 5 0 60 minutospara
pasar la prueba bactericida. el producto produjo una minima reduccién de conteo
viable de bacterias que fue de 1 - 3X 107 a 3 X 167 en 60 minutos
(Bloomf{ield,1991).

Se ha mostrado que la mosca comiin {Musca domestica} es un poriador de
Corynebacterium pseudotuberculosis en explotaciones lecheras israelies. En junio de
1993 se aislé esta bacteria en 40 moscas comunes que habian estado en contacto con
una lesién de una vaca y en 28 moscas de laboratorio alimentadas con leche
contaminada de una vaca enferma de mastitis. La bacteria estaba presente en la
superficie corporal de 10 moscas de un total de 160 a los 10 minutos de haberlas
empapado por completo en un caldo bacteriano. Otras 10 moscas de un total de 40
albergaban bacterias en la superficie corporal a los 5 minutos de haberse alimentado con
leche contaminada. Asi mismo v tras alimentar con terrones de azicar contaminados a
110 moscas, se comprobd la presencia externa de la bacteria en 70 de ellas a los 5
minutos, y en otras 20 a los 10 minutos. De 110 moscas que se alimentaron con leche
contaminada, 80 excretaban la bacteria por la saliva entre 5 minutos y 3 horas después.
[gualmente, entre 1 hora y 4 horas después de ingerir leche contaminada, se aisld la
bacteria en el intesting de 40 moscas y las heces de 30 moscas de un total de 60. A la
vista de tales resultados v teniendo en cuenta la especial predileccion de la mosca
comin por los residuos de leche presentes en los pezones de la vaca, los autores
dedujeron que esta especie desempefia un importante papel come portador y
diseminador de Corynebacterium psendotuberculosis en los rebafios lecheros israelies.
La mosca picadora de los establos (Stomexys calcitrans) en cambio, no parcce
intervenir como portador ni ¢n la diseminacién
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de la enfermedad, después de haberla alimentado con caldo bacteriano y sangre en 3,
10, 15, 30 minutos, 2 horas y 24 horas de alimentarlas a través de una membrana con
una mezcla de caldo bacteriano y sangre ( Braverman y col. 1999).

Se realiz6 la prueba de ELISA en Australia para la deteccion de anticuerpos contra
Corynebacterium pseudotuberculosis en borregos y cabras y fue modificada para
probar la sensibilidad y especificidad usando ELISA A y B comparando con 2 ELISA
(C y D) las cuales detectaron anticuerpos contra los antigenos de la pared celular o la
toxina, ELISA B tuvo una especificidad de 98 +/- 1%, para cabras y 99 +f 1%, para
borregos, la sensibilidad fue de 94 -+/- 3% para cabras y 79 +/- 5% para borregos. Estos
resultados fueron satisfactorios y al ser conocidos en otros paises originaron que la
prueba de ELISA B serd ahora la prueba de uso en programas de control y erradicacién
de LC en Holanda, asf como también serd empleada en estudios experimentalesde LC
en Escocia (Dercksen, 2000).

Un programa de control para el virus de la artritis encefalitis caprina (CAEV) y
Corynebacterium pseudotuberculosis en el que la infeccién estaba establecida en
Noruega en un rebaiio de cabras, se utilizd la prueba de ELISA en aproximadamente
100 cabras lactantes, la seroprevalencia de anticuerpos contra CAEV 'y
Corynebacterium  pseudotuberculosis  fue 97% vy 94%  respectivamente
(Holstand.,1998).

En un estudio realizado en Holanda en 1996 utilizando la prueba de ELISA se
determino que tiene una especificidad y sensibilidad cercana al 100% para el
diagnostico de la linfadenitis caseosa, esto fue demostrado en 53 rebaiios de cabras de
un afio con una poblacién de 13000 animales y en base a estos resultados fueon
certificadas como libres de la enfermedad (Dercksen, 1996).

En un estudio realizado de noviembre de 1986 a febrero de 1989 se examinaron
2661 borregos durante el sacrificio para diagnosticar la linfadenitis caseosa, palpando
los linfonodos toracicos y abdominales a la canal, asocidndolos a la palpacién clinica de
otros linfonodos, o a una & mas lesiones de LC, en 691 ovejas se encontrd una
prevalencia de 26%, de todas las lesiones que se encontraron 252 (9.5%) y de las
lesiones que encontraron en los cadaveres 544 (20.4%}) la prevalencia de las granjas
individuates vario de 0 hasta 56.3%. Se recolecto sangre de 2474 borregos para pruebas
serolégicas, en las cuales 1248 de ellos mostraron positividad correspondiendo al
50.4%, la prevalencia de los animales (+) vario de 64.4% y la especificidad fue de
54.6% existiendo una fuerte correlacion de 0.663 entre la prevalencia de lesiones y
pruebas serolégicas (Middleton, 1991).

En un estudio se hicieron 3 grupos de 150 borregos cada uno, de los cuales 50 en
cada grupo fueron artificialmente infectados con Corynebacterium pseudotuberculosis
y los 100 restantes en cada grupo no se infectaron, fueron separados durante 40 meses y

trasquilados 3
-10-



veces para promover la difusién de linfadenitis caseosa. Un lote de 30 borregos
infectados y dos lotes de 100 borregos no infectados fueron vacunados contra LC. El
rango de difusién de linfadenitis caseosa fue registrade. Los borregos vacunados contra
la LC y expuestos a una exposicion natural tuvieron una reduccién de la enfermedad un
74%, contra los borregos no vacunados. Los ovinos vacunados contra la LC y en
contacto solamente con borregos vacunados expuestos a la infeccién tuvieron un 97%
mas bajo de rango de infeccidn. Los borregos vacunados tenian una infeccion de 76%
con un 77% de transmisién ocurrido en la cuarta a quinta trasquila, la enfermedad se
difunde de descargas de abscesos pulmonares a borregos que presentan heridas. Los
ovinos si vacunados infectados con la bacteria tuvieron 26% menos lesiones pulmonares
que aquellos no vacunados infectados y por lo tanto fueron menos capaces de diseminar
la infeccion a otros ovinos (Paton, 1995).

En un periodo de prueba por 12 meses en un hato de 120 vacas holstein se

determind la eficacia de un antiséptico, el cual contiene una combinacién fendlica para
la prevencion de la infeccién intramamaria de las vacas durante la lactacion. La
antisepsia de la ubre después de la ordefia se realizé con el antiséptico a prueba , usando
la mitad de la gléndula mamaria para el experimento y la otra mitad como control
negative. El porcentaje de reduccién de patogenos como Streplococcus sp,
Staphylococcus coagulasa negativos y Corynebacterium bovis en la glandula mamaria
después de haber sido bafiada post ordefio fue reducido en un 45% en relacién con el
control.
En el andlisis estadistico no hubo diferencia de la incidencia de mastitis clinica entre los
grupos tratados. Se observo que no hay irritacion después del baflado de tetas con el
antiséptico experimental; se sugiere a este como el més efectivo después de la ordefia
(Oliver, 1999).

Ei proposito de un estudio en Australia fue intentar erradicar fa  Linfadenitis
Caseosa en borregos con el auxilio de un menitoreo serologico, con €] desarrollo de
una nueva técnica de ELISA y el sacrificio de reactores positivos a la enfermedad, las
ovejas prefiadas y seropositivas quedaron en cuarentena y los corderos cambiades 6
apartados, sus crias fueron alimentadas artificialmente y se les permitio quedarse en el
hato bajo este régimen implementando ademés un nimero de medidas higiénicas, la
linfadenitis caseosa fue erradicada de 2 grandes rebafios. La erradicacién de la
linfadenitis caseosa en cualquier rebafio ha sido considerada imposible principainente
por la viabilidad del microorganismo causante de la infeccién local, el microorganismo
puede sobrevivir en el suelo bajo condiciones favorables por semanas o meses, también
en materia organica y en dreas sombreadas aunque es sensible a la luz ultravioleta y a
la luz directa. (Schreuder, 1994).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evalvar la accién de diferentes antisépticos y desinfectantes in vitro en cepas de
Corynebacterium pseudotuberculosis aisladas a partir de cabras con Linfadenitis
Caseosa.

OBIETIVOS PARTICULARES

I} Aislamiento e identificacién de Corynebacterium pseudotuberculosis a partir de
muestras de cabras con Linfadenitis Caseosa.

2) Realizacién de latécnica de difusion en disco para determinar cudl o cudles de

las soluciones utilizadas contra Corynebacterium pseudotuberculosis resultan mas
eficaces contra esta bacteria.

-12-



MATERIAL

A) Bioldgico

- Mauestras de abscesos obtenidas de cabras con Linfadenitis Caseosa
- Sangre
= Suero (de Equino).

B) Medios de cultivo

0)

D)

E)

F)

G)

- DBase para Agar Sangre
- Medios para caracterizacion bioquimica.

Vidrieria

- Cajas de petri

- Porta objetos

Matraz Erfenmeyer

- Pipetas

- Tubos de ensaye con tapon de rosca.

[

Antisépticos y Desinfectantes

- Cloro 6%

- Fenol 2 y 5%

- Yodo 2%

- Isodine

- Benzal 10% y 1:100

- Formol 2%

- Hidréxido de sodio al 2%.

- Ambietrol (Fenil fenol, Difenil clorofenol, Terciario amilfenol).
- Violeta de genciana

Material Térmico

- Estufa bacterioldgica
- Mecheros

- Refrigerador.

Material de accion mecénica
- Asa de inoculacién
- Pinzas de diseccion.

Juego para Tincion de Gram
- Cristal violeta
- Lugol
- Acetona
- Safranina.
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H) Otros

- Discos de papel filtro estériles

- Calibrador Vernier

- Bolsas de polietileno
Gradillas, etiquetas adhesivas.

-14-



METODO

A) Muestras

Recoleccion de linfonodes abscedados de caprinos  a sacrificio en el rastro de
Tlanepantla, Estado de México, procedentes de Estados Unidos. Estas muestras fueron
depositadas en guantes de politileno estériles v se  trasladaron al Laboratorio de
Microbiologia de la FES- Cuautitldn Campo 4 para ser procesadas.

B) Medios de Cultivo

La preparacién de los medios de cultivo para aislamiento primario se utilizo base
para agar sangre €l cual se prepard y se esterilizé a 121°C, 15 minutos y 15 libras y
después se dejo enfriar a 45°C aproximadamente y a esta temperatura se le agregé la
sangre desfibrinada en concentracién del 5% sirviendo en cajas de pefri y dejandolas a
prueba de esterilidad a 37°C durante 24 hrs. para su uso, para la identificacion
bioquimica fue realizada de acuerdo a las especificaciones marcadas en cada uno de
ellos. El suero estéril fue adicionado a los siguientes medios MR (rojo de metilo), Urea,
VP (voges proskauer) y Nitratos, también 2 los azucares: Glucosa, Lactosa, Sucrosa,
Manitol, Almidon, Xilosa, Salicin, Trealosa y Maltosa después de haber sido
esterilizados

C) Aislamiento e Identificacion bioquimica
A partir de las muestras clinicas se realizd el aislamiento de la bacteria en agar
sangre vy la identificacién bioquimica se realizo de acuerdo a Garcia, {1980).

D) Cultivos bacterianos

Las cepas aisladas e identificadas como Corpnebacterium pseudotuberculosis
fueron inoculadas en tubos que contenian 2.5 ml de caldo de infusién cerebro y corazén
(BHI), al cual se le adiciond 0.3 ml. de suero equino estéril y se incubd a 37°C durante
48 hr. posteriormente la turbidez fue ajustada con caldo estéril hasta obtener una
densidad comparable con un estdndar de sulfato de bario. Este estindar se prepard
mezclando 0.5 ml de clorurg de bario al 1%, a 99.5 partes de 4dcido sulfurico al
1%(v/v), que es la mitad de la densidad del estindar No.] del Nefelometro de
Macfarland. La turbidez ajustada presentd similitud con este estindar ¢l cudl
corresponde aproximadamente 100,000,000 de microorganismos por ml. La suspension
ajustada de inoculo no debera permanecer mds de 15 - 20 minutos antes de sembrarla en
la caja.

E) Técnica de Difusion en disco.
1. Se estandarizé el cultivo de Corynebacterium pseudotuberculosis con el tuvo |
al .5 del Nefelémetro de Maccfarland.



h

Se aplicd | ml de cultivo estandarizado de Corynebacierium
pseudotuberculosis  sobre la superficie de agar sangre Mueller-Hinton
estendiendolo  homogéneamente.impregnaron cada uno de los discos con
desinfectantes y/o antisépticos a diferentes concentraciones segan el caso.

Se depositaron cada uno de los discos con pinzas estériles sobre la superficie del
agar a una distancia entre cada uno de 1 cm.

Posteriormente se incubaron a 37°C por 48 hrs.

Después de la incubacion se midieron los halos de inhibicién con un vernier para
cada uno de los desinfectantes y antisépticos, expresandose el resultado en mm.
(Elad, 1991; Bradshaw, 1992).
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RESULTADOS

De acuerdo a los resultados en las pruebas de sensibilidad en disco a diferentes
desinfectantes y antisépticos sobre cepas de Corynebacterium pseudotuberculpsis se
midieron los halos con el calibrador Vernier y fueron expresados en mm, esta
determinacion se realizé con las cepas de Corynebacterium pseudotuberculosis.(ver
tabla 1).

Se pudo observar que dentro de los desinfectantes que presentaron un alto
porcentaje de eficacia sobre Corpnebacterium pseuadotuberculosis fueron o-Fenil fenol
o- Bencil Clorofenol,p-Terciario Amilfencl (Ambietrol) Cloro al 6%y Formol al 2%
siendo 100%, 97.1% y 91.42% respectivamenie mientras, que los que presentaron
menor eficacia fueron el Fenol al 5% con 42.85% NaOH al 2% con 28.5%, Fenot al 2%
con 25.7% (ver grafica 1).

En relacion a los promedios que se obtuvieron para desinfectantes con mayor halo
de inhibicién el Ambietrol presentd 24.37 mm, Cloro al 6% con 19.60 mm, Formol al
2% con 18.09 mm en orden de importancia mientras que el Fenol al 5% con 4.6 mm,
NaOH al 2% present6 2.94 mm, Fenol al 2% con 2.77 mm, que en comparacion a los
primeros fue una actividad baja. En tanto a los antisépticos tales como Violeta de
Genciana presentdé un halo de inhibicion 22.29 mm, Benza! 1:100 con 22.97 mm,
Benzal 10% con 18.03 mm observandose en estos una elevada cficacia mientras que el
Iscdine con 13.85 mm y el Yodo 2% con 11.26 mm se consideraron de menor eficacia
con respecto a los halos inicialmente mencionados (ver gréfica 2).

Se gréfico [a frecuencia contra las cepas de Corynebacterium pseudotuberculosis
obteniéndose determinados halos de inhibicién con cada uno de los antisépticos
empleados, encontrdndose que en el caso del Yodo al 2% el mayor halo de inhibicion
fue de 15 mm y solamente se observaron en un cultivo de Corynebacterium
pseudotuberculosis, sin embargo 10 cultivos bacterianos con el mismo antiséptico
presentd un halo de inhibicién de 10 mm (ver grifica 3).

Para el Isodine se observo el halo de inhibicidn mayor que fue de 21 mm
encontriéndose (inicamente en un cultivo bacteriano y se presentaron hales de inhibicion
de 13 mm en 7 cultives,mientras que de 13 mm en otras 7 cepas (ver grafica 4).

En el Benzal al 10% el halo de inhibicion de 18 mm se encontré con una
frecuencia de 11 veces y solo una cepa presentd un halo maximo de 28 mm (ver gréfica
5). En el Benzal de una concentracién de 1:100 se obtuvieron mayores halos de
inhibicién con respecto a los demds antisépticos encontrandose estos en 3 cultivos
bacterianos y se obtuvo una frecuencia de 5 con halos de 20 mm {ver grifica 6).

Con respecto 2 Violeta de Genciana se encontraren 9 repeticiones con un hale de
nhibicion de 20 mm v 6 con una nhibicion de 24 mm. en un solo cultivo bacteriano se

encontrd una nhibicién de 31 mm (ver grifica 7)
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GRAFICA 1. Porcentaje de cepas de C. pseudotuberculosis susceptibles a los diferentes
desinfectantes utilizados en este estudio

OFORMOL 2% OFENOL 2% OFENOL 5% CLORO 6%




GRAFICA 2. PROMEDIOS DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN LA PRUEBA OE SENSIBILIDAD
EN DISCO DE €. pseudotuberculosis A DIFERENTES DESINFECTANTES Y ANTISEPTICOS
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Grafica No. 3 Frecuencia de las cepas de C. pseudotuberculosis en relacién al halo

de inhibicién expresado en mm para el Yodo 2%
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Grafica No. 4 Frecuencia de las cepas de €. pseudotuberculosis en relacion al halo
de inhibicién expresado en mm para Isodine
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Grafica No. 5 Frecuencia de las cepas de C. pseudctuberculosis en relacion al halo
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GraficaNe. 6 Frecuencia de las cepas de C. pseudotuberculosis en relacidn al halo
de inhibicién expresado en mm para el Benzal 1:100
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Gréfica No. 7 Frecuencia de las cepas de €. pseudotuberculosis en relacion al halo
de inhibicidén expresado en mm para e! Violeta Genciana
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DISCUSION

El desinfectante que presenté un alto porcentaje de eficacia sobre
Corynebacteriunm pseudotuberculosis fue una presentacién comercial de Ambietrol, el
cual incluye una mezcla de 3 fenoles sintéticos (Fenil-fenol o-Bencil Clorofenol p-
Terciario Amilfenol) que logra una sinergia en su accién lo que hace que sea mds
efectivo contra la bacteria, en tanto que el fenol al 2% y 5% tuvieron menor eficacia
sobre el Corynebacterium pseudotuberculosis posiblemente debido a que ¢l Fenol no
presentd una difusién adecuada en el medio de cultivo, lo cual interfirié su actividad
sobre la bacteria en relacion con los fenoles sintéticos presentes en el Ambietrol. Con
respecto a este ultimo desinfectante el resultado de efectividad obtenido en este trabajo
fue del 100% mientras que en otro realizado previamente (Del Rio, 2000) fue del 80%,
esta diferencia puede ser debida a las diferentes técnicas de evaluacién de la solucién
desinfectante, en el trabajo anterior se utilizé la prueba de microensayo considerando la
superficie de desinfectar y la presencia de exudado purulento lo cual pudo influir de
forma importante en los resultados obtenidos respectivamente.

Et Cloro al 6% tuvo una eficacia del 97.1% sobre Cerynebacterium
psendotuberculosis in vitro, sin embargo comparando este resultado con otros trabajos
(Del Rio, 2000; Villegas y Benitez, 1999 } utilizando el Cloro a la misma concentracion
tuvo una efectividad del 80% evaluado en una superficie porosa (madera) y en una fsa
(metal) con y sin presencia de exudado purulento, con esto podemos observar que a
nivel de campo puede llegar a disminuir la efectividad del desinfectante si consideramos
otros factores, como las caracteristicas de la superficie a desinfectar y la presencia de
materia orgénica particutarmente en este caso con exudado purulento.

Con respecto al Formol la concentracion al 2% se utilizd también en los trabajos
mencionados previamente teniendo una elevada eficacia tanto en la prueba de Difusidn
en Disco come en la de Microensayo teniendo una diferencia poco significativa en el
resultado de esta ultima.

Para el NaOH al 2% la baja eficacia de este desinfectante probablemente se debié
a que se utilizo a temperatura ambiente, sin embargo cuando se utiliza a altas
temperaturas su eficacia es mayor. Esto pudiera ser debido a que cualquier substancia
como soluto si se encuentra en solucidn acuosa, al incrementar la temperatura el
intercambio iGnico se aumenta, facilitando la entrada y actividad especifica.
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Los antisépticos que fueron empleados para su evaluacidon en general, presentaron
buenos resultados. Sin embargo, el Violeta de Genciana fue el que presento mayores
halos de inhibicién seguida por el Benzal 1:100, Benzal al 10%, Isodine y Yodo al 2%
en este orden; en trabajos previamente realizados se utilizaron estas mismas soluciones
antisépticas y coincide con los resultados in vitro obtenidos por Villegas y Benitez
(1999) utilizando la técnica de Difusién en Disco en cepas de Corynebacterium
pseudotuberculosis obtenidas de ovinos con Linfadenitis Caseosa. En los resultados
obtenidos por Del Rio (2000} se observa que ¢l Yodo tiene mejor actividad con respecto
al Benzal 1:100 en presencia de materia orgdnica, estos resultados difieren un poco
debido a que el Yodo es un compuesto halogenado que no presenta ninguna
modificacién en su espectro de accidn en presencia de materia orgénica, por otro lado se
observo que el Benzal es efectivo sobre la bacteria en cultivo puro, pero tiene una
reduccion en su efecto en presencia de exudado purulento.
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CONCLUSIONES

1) En forma general los desinfectantes que presentaron mejor actividad (en
porcentaje) sobre cepas de Corynebacterium psendotuberculosis fueron:Fenil Fenol o-
Bencil Clorofenol p-Terciaric Amilfenol (Ambietrol} con 100%, Cloro al 6% con 97.1%
y Formol al 2% con 91.42%, mientras que ¢l Fenol al 5% con 42.85 %, NaOH al 2%
con 28.5 y Fenol al 2 % con 25.7% presentaron un porcentaje menor.

2) En cuanto a los promedios de los desinfectantes con mayor halo de inhibicién
sobre las cepas en orden de importancia fueron: o-Fenil Fenol o-Bencil Clorofenol p-
Terciario Amilfenot (Ambietrol} con 24.37 mm, Cloro al 6% con 19.60 mm y Formol al
2% con 18.09 mm; en tanto que con menor halo de inhibicién se encontraron el Fenof al
5% con 4.6 mm, NaOH al 2% con 2.94 mm y Fenol al 2% 2.27 mm. En el caso de los
antisépticos como Benzal al 1:100 con 22.97 mm, Violeta de Genciana con 22.29 mm, y
Benzal al 10% con 18.03 mm presentaron una elevada eficacia en relacién con la zona
de inhibicién mientras que el Isodine con 13.85 mm y el Yodo al 2% con 11.26 mm,
presentaron una baja eficacia.

3) De acuerdo a lo mencicnado anteriormente las soluciones desinfectantes mas
eficaces contra Corynebacterium pseudotuberculosis evaluadas mediante la prueba de
Difusién en Disco y que se recomiendan para su uso son: la presentacién comercial de
Ambietrol, Cloro al 6% y Formol al 2%

4) Los antisépticos que resultaron mas efectivos contra Corynebacterium
pseudotuberculosis empleando la misma prueba fueron: Vicleta de Genciana. Benzal
1:100 y Benzal al 10%, por lo cual seria adecuado su empleo en heridas que se
presentaran en borregos y cabras.
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