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INTRODUCCION

‘Desde hace siglos el hombre sabe que las epizootias (epidemias en los anima-
les) amenanzan a menudo la salud de los animales que tanto necesita; también se
ha percatado que las enfermedades que dfectan a los animales pueden poner en pe
ligro la vida humana, por medio del fenémeno conocido como "ZOONOSIS" (en-
fermedades e infecciones que se frasmiten naturalmente entre animales vertebrados,

el hombre y del hombre a los animales)
Las Zoonosis deben considerarse desde dos aspectos:

a).~- Constituyen una amenaza para la salud péblica.
b).- Imponen un pesado tributo a la economia de las zonas urbanas y
rurales,
Asfmismo, revisten cada vez mayor importancia en la medicina humana y
veterinaria, por el continuo aumento de las posibilidades de contacto directo e -
indirecto, entre animales y humanos y en consecuencia, del peligro de infeccio—

nes mutuas., .

En nuestro estudio, el interés se concreté a detectar en cuatro de las es
pecies animales, que tienen mayor contacto con el humano (bovinos, aves, cer--
dos y conejos), a un microorganismo, al cual hasta hace poco tiempo se le ha -
mostrado un interés particular,este germen es Escherichia goli en su variedad "EN
TEROPATOGENA", "ENTEROTOXIGENICA" el cual es causante de una gran di-
versidad de trastornos tales como: pielitis, pielonefritis, abscesos en 6rganos inter

nos, septicemias, endocarditis, meningitis, etc.

Ciertos serotipos producen en infantes una diarrea epidémica grave que -



puede ocasionar porcentajes elevados de mortalidad en recién nacidos, terneras, le
chones, etc. Son causa de las diarreas esporddicas de verano,no epidémicas, en -
nifios durante el segundo y tercer verano de su vida, este tipo de diarrea esté cau
sado por productos metabélicos irritantes producidos por el colibacilo y no por ver
dadera infeccién. En dichos estados patolégicos, intervienen diversos factores pa—

ra producir o trasmitir tal infeccién, siendo uno de los principales las Zoonosis.

Por tales motivos, decidimos realizar el presente estudio el cual trata de
darnos un Tndice de la incidencia de E.coli patégena que se encuentra en los ani
males de mayor explotacién por el hombre, asl como su importancia desde el pun

to de vista de la zoonosis. En el desarrollo se persiguen los siguientes objetivos:

1.~ Aislar y reconocer las caracterfsticas morfolégicas y tintoreales del -
microorganismo presente en las secreciones, abscesos u érganos in--
fectados.

2.- Hacer su identificacién por pruebas bioquimicas.

3.~ Hacer pruebas de aglutinacién con sueros polivalentes de grupo y en
los casos posibles el monovalente de determinados grupos para sy --
serotipificacién.

4 .~ Conocer la susceptibilidad actual del microorganismo a los antimi--
crobianos més usados, para asl guiar el tratamiento adecuado que -
se emplearé en la terapéutica de los padecimientos infecciosos que

provoca,



CAPITULO 1
GENERALIDADES

El género Escherichia esté compuesto por bacilos méviles e inmdviles,

pertenece a la familia Enterobacteriaceae y la tribu Escherichieae.

Escherichia coli es un bacilo grueso, corto, de 0.4 a 0.7 micras
de grosor y de 1 a 4 micras de longitud. Con frecuencia se observan formas

cocoides y cadenas cortas en los exudados y cultivos jévenes.

Forman 6cido y gas en la fermentacién de una gran cantidad de-
carbohidratos, el 4cido formado en dicha fermentacién es principalmente Gci
do léctico, con pequefias cantidades de Gcido férmico y acético. Se produ—

cen biéxido de carbono e hidrégeno en cantidades aproximadamente iguales.

Su poder de sintesis es tal, que los bacilos crecen en un medio -

compuesto por sales inorgénicas, una sal aménica y glucosa.

Son aerobios y anaerobios facultativos, no forman esporas, y una
pequefia proporcién presentan cépsulas. Desarrollan répidamente (de 8-12 hs.)

en fodos los medios usuales a temperaturas que varfan entre 20° y 40° C.

En placas de agar las colonias tfpicas son poco elevadas, con-—
vexas, lisas e incoloras aunque algo opacas; entre 12 y 24 h., alcanzan un
tamafio de 2 a 3 mm  Los cultivos de colibacilos se caracterizan por un olor

fétido, semejante a las heces diluidas.

Cuando se hacen cultivos en aerobiosis, los colibacilos son los -



microorganismos predominantes en las heces del hombre y de los animales.

Las bacterias coliformes constituyen una gran parte de la flora normal
del intestino, dentro de &l generalmente no provocan enfermedad y se cree que -
tienen probablemente una funcién Gtil en el organismo impidiendo el desarrollo -
de otro tipo de microorganismo (por la produccién de la bacteriocina "colicina")

ademés de sintetizar cantidades apreciables de vitaminas del complejo "B".

Los microorganismos mencionados sélo se manifiestan como patégenos
cuando alcanzan tejidos fuera del intestino produciendo bacteremia, particular—
mente infectan las vfas urinarias, las vias biliares, los pulmones, el peritoneo-
o las meninges. Cuando las defensas normales del huésped san inadecuadas, o -
existe alguna inmunosupresién, los colibacilos pueden alcanzar la corriente san-
gufnea y provocar septicemias. Algunas cepas del microorganismo son més viru-
lentas que otras y surge el problema de averiguar si un aislamiento en particu-
lar muestra los caracteres de tales cepas o si es miembro de la flora intestinal-
normal .
la de los pacientes enfermos. Las colonias lisas, son de consistencia "suave" y
compuestas de bastones corfos y gruesos que presentan poca variacién en el ta

mafio.

Cuando se tiene a los microorganismos en solucién salina isoténica,
se forman suspensiones homogéneas y son aglutinados fdcilmente por el suero -
especffico o el de convaleciente, que contenga anticuerpos homélogos a esos an
tTgenos. El carécter liso de la colonia y especificidad antigénica dependen de la-

presencia de antigenos de superficie, identificados como complejos de glacido=IT-
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pido-proteinas. Después de desarrollarse durante algin tiempo sobre medios artifi
ciales, aparecen colonias de tipo "R", que son més grandes, més aganadas y --
tienen superficies rugosas. Estas colonias de consistencia "dura", cuando se tie
nen en solucién salina isoténica no forman suspensiones homogéneas y aglutinan-
esponténeamente cuando aumenta la concentracién de sal. Las formas "R" han -
perdido su virulencia y son fagocitadas con facilidad por las células de anima-
les normales. Microscépicamente son organismos pleomérficos, variando desde bas
tones muy cortos hasta filamentos muy largos. Estos cambios, en colonia y aspec
to microscépico, estén relacionados con la pérdida de los complejos glicido-IT-

pido-proteinas de superficie, Las formas "R" se adaptan mejor, desarrollando fg'

cilmente en las dietas relativamente mds pobres que proporcionanan los medios-

inanimados.

dotoxinas que son lipopolisacéridos complejos, derivados de la membrana de la cély

la bacteriana y muchas veces liberadas por Iisis de la bacteria. Son sustancias termo
estables de peso molecular entre 100 000 y 900 000 daltons, son pirogénicas, produ

cen folerancia y choque letal .

Algunas cepas de E.coli producen una endotoxina potente que se --
parece a la toxina del célera, capaz de producir una diarrea aguda, sin invadir
provocan una inflamacién que se semeja a la disenteria por Shigella. Algunas —
cepas de E. coli pertenecientes a varios tipos serolégicos (055,026,0111, 0127,
086, 0119, 0124, 0125, 0126, 0128,044,y 078) provocan brotes de diarreas in-

. . . . ? .
fantiles, especialmente en las salas de hospitales de recien nacidos.



La infeccién de vias urinarias en el hombre y en la mujer es de las
mds comunes provocadas por E.coli; es también causa frecuente de apendicitis y
peritonitis, sepsis puerperal, infecciones de vesfcula biliar, vias biliares e higa

do.

En cerdos recién nacidos E.coli ha sido aislada de una gran varie—
dad de trastornos entéricos incluyendo edema, enteritis bacteriana primaria y se

cundaria a una enteritis viral o septicemia.

En temeros se ha aislado E. coli presenténdose principalmente en dos
formas:
a).- Septicémica por invasién en la sangre y los tejidos.

b).~ Sindrome entérico caracterizado por diarrea.

En vacas se ha encontrado produciendo metritis y mastitis. En las —
mastitis las bacterias coliformes se multiplican r4pidamente produciendo una toxi
na potencial que se libera por Ifsis de las bacterias resultando una toxemia agu

da con sfntomas locales y sistémicos.

En las aves E. coli esté implicada en el sindrome de los sacos ==-=

aéreos, enteritis y en complicaciones por vacunacién.

En general podemos encontrar a E. coli en organismos de diferentes

especies como un dgente infeccioso oportunista en estados de "tensién" y produ

ciendo infecciones secundarias o asociadas a otros microorganismos patégenos.

Les reacciones bioquimicas que son caracteristicas de los cultivos de

Escherichia coli se muestran en la tabla siguiente:



PRUEBA O SUSTRATO REACCION  PRUEBA O SUSTRATO REACCION.

INDOL - + LACTOSA +
ROJO DE METILO " ~ MANITOL +
VOGES-PROSKAUER - SACAROSA - +
CITRATO DE SIMMONS - GELATINA -
HyS - UREASA =
MOVILIDAD + DULCITOL +
GLUCOSA - SORBITOL -
GAS DE GLUCOSA - ARABINOSA +
ADONITOL - DESARROLLO EN KCN -
(+) POSITIVO (-) NEGATIVO  (4) VARIABLE



CAPITULO Ul

MATERIAL Y METODOS

a).- Coleccién de muestras.

1.- Material, reactivos y medios de cultivo.

1.~ Algodén.

2.- Solucién de yodo al 1%

3.- Equipo de diseccién.

4.~ Hisopos.

5.- Alcohol al 70%

6.~ Tubos de ensayos de 16 x 150 mm. con tapén de rosca,
conteniendo 5 ml. de caldo triptosa.

7 .- Frasco de vidrio boca ancha con tapén de rosca, con-
teniendo 10 ml. de solucién salina isoténica fosfatada.

8.~ Cajas petri con 20 ml. de agar Endo.

9.~ Cajas petri con 20 ml. de agar Mac Conkey.

10.- Coic;s petri con 20 ml. de agar Sangre.

11.- Asas de platino o cromo-niquel.

12.~ Colorantes de Gram.

2.~ Métodos.

Los animales que fueron utilizados para este estudio, como anteriormente
se menciond, pertenecfan a diferentes especies y en consecuencia, eran de diver
sos tamafios, por lo que no siempre fue posible hacer la toma en el Laboratorio;-
en los animales cuyo tamafo imposibilité su traslado, fue necesario llegar al si—

tio donde se encontraban, tomar la muestra y colocarla en un medio de transpor
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te o solucién preservativa (solucién salina isoténica fosfatada).

Los productos para el estudio bacteriolégico de los animales enfermos con
diversos procesos infecciosos, se tomaron en las mayores condiciones asépticas po-
sibles de acuerdo al tipo de infeccién, es decir, en el caso de abscesosy secre-
ciones se tomaron utilizando hisopos o torundas estériles y cuando se fraté de in
fecciones en tejidos y 6rganos infternos, se tomaron parte de estos mismos; siem—
pre tomando porciones significativas y en cantidad suficiente para permitir un exa

men adecuado.

En los casos en que la necropsia mostré un estado agudo de la infeccién,
se hicieron siembras directamente en los medios diferenciales y selectivos. Cuando
las lesiones o estados patolégicos no fueron aparentes (infeccién subclfnica), fue -
necesario antes de la siembra en medios selectivos, el uso de los medios de enri—
quecimiento como caldo triptosa o caldo cerebro corazén (ademés de una incuba--
cién de 18-24 h.) debido a que los microorganismos se encontraban en nimeros re
ducidos.

A .- Toma de muestrasen aves.

La mayorfa de las veces los animales fueron llevados al laboratorio prac
ticGndose la autopsia y presentando diferentes cuadros clinicos, tales como peri--
cardftis, aerosaculitis y colisepticemia principalmente. El muestreo se efectué to-
mando parte de las secreciones o bien, de los tejidos u érganos infectados como-
hfgado, bazo, rifién, pulmones, sacos aéreos y/o trdquea (aproximadamente un —

gramo de muestra en 5 ml. de caldo triptosa).

Se procedié a incubar los tubos con la muestra problema (12-24 h.) y -



posteriormente a sembrarlos en los medios selectivos y diferenciales para enterobac-

terias (agar Endo, agar Mac Conkey).

B.- Toma de muestras en cerdos y bovinos.

Se recolectaron todas las muestras en el campo; en el caso de cerdos, se
obtuvieron principalmente de cuadros diarréicos (en lechones), metritis y abscesos-

(en adultos); en bovinos se colectaron principalmente de problemas de mastitis.

Se tomaron los especimenes depositdndolos en frascos estériles con tapén-
de rosca conteniendo solucién salina isoténica o bien se tomaron utilizando torun
das de algodén o hisopos (segln el caso) que posteriormente se colocaban en los

frascos antes mencionados.

Cuando se obtuvieron las muestras, &éstas fueron trasladas al laboratorio -
en el tiempo més corto posible, para hacer siembras directas en los medios selec-
tivos y diferenciales e incubar las muestras en caldo triptosa por 12-24 h., para
hacer una nueva siembra, en el caso de que no hubiera desarrollo en las siembras
directas.

C.- Toma de muestras en conejos.

En casi todos los casos las muestras fueron tomadas en el laboratorio, de

cuadros clfnicos como: diarrea, abscesos y secreciones.
Se hicieron como en los casos anteriores siembras directas en los medios-

convencionales.

3.~ Aislamiento.
Se han propuesto numerosos medios para el aislamiento de enterobacterias

patégenas; existen varios medios de cultivo, que inhiben los microorganismos Gram

10



positivos y contienen indicadores que diferencfan a las bacterias que fermentan la

lactosa répidamente, de ofras que no la fermentan.

Nosotros usamos como medios para aislamiento de coliformes los siguien—
tes:

a).~ Agar Mac Conkey.- En este medio desarrollan coliformes y entero—
bacterias patégenas inhibiéndose las bacterias Grampositivas por la presencia de sa
les biliares y el cristal violeta. E. coli presenta desarrollo de colonias de diferen

tes tamafios, lisas o rugosas y de color rojo brillante o magenta.
b).~ Agar Endo.- Se presenta inhibicién de los microorganismos Gramposi
tivos, por. la presencia del sulfito de sodio y la fucsina bésica. El desarrollo de
E. coli presenta colonias de varios tamafios, lisas o rugosas, con un brillo metéli
la cual se diferencia fdcilmente por su aspecto, tamafio y morfologia colonial).
c).- Agar Sangre.- Este es un medio enriquecido inespecifico, el que -

utilizamos con el fin de observar la hemélisis producida por algunas cepas.

Una vez sembradas las cajas de los medios convencionales con las mues
tras problema, se someten a un perfodo de incubacién de 12 a 18 h. antes de -

examinar las colonias que muestren un aspecto tlpico.

Debe enfatizarse que en el examen de las placas, inoculadas directa—
mente con especlmenes o de los medios de enriquecimiento, se tiene que ser cui
dadoso para encontrar los microorganismos significativos, en este caso E. coli, -
que ordinariamente produce colonias de aspecto tfpico en medios selectivos y di-
ferenciales, pero debe recordarse que la apariencia puede estar alterada por el cre

11



cimiento de ofros organismos cerca de estas colonias. También debemos recordar que
puede haber colonias atipicas en su apariencia, por razones desconocidas. Por esto
es aconsejable inocular 2 6 més placas que nos representen cada tipo de coloniay
nos den resultados mds claros. Las placas deben ser examinadas con luz transmiti-
da a través de ellas y contra un fondo negro. Muchas bacterias viables no desa=
rrollan colonias en medios selectivos, pero estén presentes en la superficie del —
agar; sin embargo, con mucha préctica y cuidado es f4cil tomar colonias puras =
utilizando alambres ligeramente curvos en la punta, con los que se toma Gnica=--
mente el centro de la colonia elegida, si es posible se evita tocar la superficie-
del agar. Una atencién apropiada a estos detalles resultard en favor de un culti-

vo puro, no mezclado con otras bacterias de la caja.

12



b).- Identificacién por pruebas bioqulmicas.

1.~ Material, reactivos y medios de cultivo.

1.- Tubos de ensayo de 13 x 100 mm.

2.~ Algodén.

3.~ Gasa.

4 .~ Gradillas.

5.~ Campanas de vidrio para fermentacién.

6.~ Reactivo de Ehrlich.

7 .~ Solucién de hidréxido de potasio al 10%, sulfato de cobre e
hidréxido de amonio.

8.~ Medio de Sim.

9.~ Lac;osa.

10.- Glucosa.

11.- Agar de hierro y triple azGear (TSI)

12.- Agar citrato de Simmons.

13.- Medio para reaccién de Voges-Proskauer.
2.~ Procedimiento.

Una vez aisladas y purificadas las colonias sospechosas como E.coli, se
procedié a identificarlas utilizando medios que pusieron de manifiesto su fisiologia
y reacciones bioquimicas, por ejemplo, la produccién de indol, produccién de -

acidez o alcalinidad, produccién de gas, movilidad, etc.

La produccién de gas a partir de ciertos constituyentes protefnicos o hi

drocarbonados en los medios, es importante para la identificacién de los gérme—
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nes, no importando la cantidad ni la naturaleza del gas producido. Para estudiar es
ta caracterfstica, en los medios Ifquidos se utiliza el método de la campana, y en-
los medios sélidos la produccién de gas se reconoce por la ruptura del medio o la -

presencia de burbujas, al hacer en &l una siembra profunda.

Los cambios alcalinos o écidos se aprecian, si al medio de cultivo se le -

adiciona un indicador que viraré al cambiar el pH.

Nosotros, en la identificacién de microorganismos por pruebas bioquimicas
con fines précticos, seleccionamos una serie de diferentes medios, que nos dieran—
un méximo de informacién que nos permitiera diferenciar un gérmen de ofro, agn-

del mismo grupo.

Los medios utilizados en este trabajo fueron los que a continuacién se des

criben, mencionando sus caracterfsticas principales.

MEDIO DE SIM.- Es un medio semisSlido que se emplea para determina-
ciones de la produccién de sulfuros, formacién de indol y movilidad de los baci-
los entéricos. Ordinariamente se reparte en tubos de ensayo llenos hasta la mitad,
que se inoculan con aguja por puncién en el centro hasta la mitad de su profun-

didad. Se incuban de 18 a 24 h., antes de leer los resultados.

La reaccién de sulfuros se indica por el ennegrecimiento del medio a lo

largo de la Ifnea de inoculacién y en ocasiones en todo el medio.

La produccién de indol es llevada a cabo por las bacterias, por el alto -
contenido de triptofano y productos de hidrélisis de las protelnas en el medio. La
presencia de indol se pone de manifiesto afiadiendo a los cultivos unas gotas del -
reactivo de Ehrlich (paradimetilaminobenzaldehido), que al contacto con el cultivo

14



daré una coloracién roja o rosada al ser positivo.

GLUCOSA Y LACTOSA.~ Son azGcares en medios ||’quidos,‘ utilizados para obser—
var la produccién de écido y gas al ser fermentados. Estos azicares se utilizan en

proporcién de 1% adicionados a un caldo base de Rojo de Fenol.

Se colocan dentro de los tubos, campanas de vidrio que nos detectarén el

gas producido en caso de que lo haya.

AGAR DE HIERRO Y TRIPLE AZUCAR (TSI).~ Medio sélido que se utiliza para la
diferenciacién de bacilos entéricos Gramnegativos, por medio de su capacidad pa

ra atacar a la sacgrosa, la lactosa, la dextrosa y para liberar sulfuros.

El agar inclinado se inocula por estria con la colonia elegida y se pun--
ciona el fondo. Los cultivos pueden interpretarse después de 18-24 y 48 h., de -

incubacién.

La formacién de Gcido se manifiesta por un cambio en ko coloracién del -
indicador, del rojo a un color amarillo.

Si las bacterias no fermentan los carbohidratos, pueden descomponer los -
aminoécidos del medio produciendo hidréxido de amonio, el cual daré un color -
rojo intenso al medio, debido a la alcalinidad producida por los fones hidroxflo.

En el medio T.S.l. al que se han incorporado las sales de fierro, las -~
bacterias forman a partir de écido sulfhldrico producido, sulfuro férrico de color -
negro.

AGAR CITRATO DE SIMMONS. - Es un medio sélido que contiene como indicador
el azul de Bromo~timol y que al pH que se utiliza el medio (neutro), es de color
verde, Se emplea para hacer la prueba de citratos como una de las reacciones --
IMVIC. (Indol, Rojo de Metilo, Voges-Proskaver, Citrato). Se pueden hacer culti
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vos en placa, o si se prefiere el medio inclinado, se inocula estriando la superfi-
cie y puncionando el fondo. Se incuban a 37°C de 24 a 48 h. Sélo los micro—
organismos que utilizan el citrato como Gnica fuente de carbono crecen en el --
Agar de Citrato de Simmons. La aparicién de un crecimiento visible va acompa-

fiado en general, de un cambio alcalino (azul) del indicador.

REACCION DE VOGES PROSKAUER.- Esta reaccién se hace generalmente para -
mostrar la capacidad de los cultivos para producir acetilmetil-carbinol, después -
de incubarlos por 24 a 48 h. El acetilmetil-carbinol se oxida en presencia de un

Glcali dando diacetil, que produce una coloracién roja en las pruebas positivas.

Con todas las cepas aisladas se realizaron las siembras en los medios bio
quimicos mencionados, utilizando como testigos para la lectura de las reacciones
bioquimicas tipicas, cepas patrén de E. coli 0111 y 0126; se reunieron todas las

cepas que resultaron positivas como E. coli para proceder a su identificacién con

los sueros anti-especie especificos.
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c).~ Tipificacién con sueros especificos.

1.- Material empleado.

1

Placas o Portaobjetos excavados.

2.~ Solucién salina isoténica estéril.

3.~ Solucién salina al 0.5%.

4.~ Asas de Platino o Cromo=-NTfquel.

5.- Solucién de Acriflavina al 0.2%

6.~ Tubos de ensayo de 13 x 100 m.m.

7 .- Sueros polivalentes anti-E.coli del Grupo A, B y C.

8.~ Sueros Monovalentes: 026:K60(B6), 055:K59(B5), 0111:K58(B4), - -
0127a:K63(B8), 086a:K61(B7), 0119:Ké9(B14), 0124:K72(B17), - --
0125:K70(B15), 0126:K71(B16), 0128:K67(B12).

9.- Alcohol, agua destilada y mecheros.

Los lineamientos para el reconocimiento de las cepas "enteropatégenas” -
de lds no "patégends" mediante sueros anti-especie, los sefialaron los trabajos de
Kauffmann, los cuales constituyen un sistema de tipificacién serolégica. Trabajos
y estudios posteriores hechos por Orskov, Ewing y Edwards contribuyeron para el
desarrollo de un esquema antigénico para diferentes grupos de microorganismos, el

cual hace posible su identificacién y caracterizacién.

El nombre de E.coli enteropatogénica fue sugerido para los serotipos que
han sido aislados e identificados como un agente etiolégico iniciador de una ---

diarrea epidémica en infantes.

En este trabajo se traté de identificar a las diez cepas serol6gicamente -

diferentes de E.coli que con mayor frecuencia han sido sefaladas como responsa=
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bles del padecimiento arriba sefalado.

La serologfa tiene gran aplicacién en la identificacién y tipificacién de —
las especies bacterianas patégenas, debido a que se trata de la reaccién de un an
ticuerpo especifico con su antfgeno homélogo y se le puede considerar en la mayo-
rfa de los casos, como la forma més fécil y répida para el diagnéstico microbiolégi
co, y con la ayuda de las caracterfsticas bioquimicas nos proporciona una identifi

cacién segura del agente etiolégico de la enfermedad.

El fundamento para la tipificacién serolégica de los diferentes géneros de-
Enterobacterias es muy similar, aunque se empleen diferentes series o juegos de sue

ros y los procedimientos presenten ligeras variaciones.

La serotipificacién completa consiste en la determinacién de los antigenos-
"O" (sométicos), de los factores antigénicos "O", de los antigenos "H" (flagelares),

de los factores antigénicos "H" y de los antigenos "K" (capsulares).

Antigenos "O". Son antigenos sométicos termoestables, formados de un --
complejo fosfol fpido=polisacérido y la forma en que se presentan los grupos termi-
nales de este complejo nos dé la especificidad antigénica de las numerosas clases

de antfgenos "O", son resistentes al alcohol y los écidos diluldos.

Las reacciones de aglutinacién en tubo se presentan lentamente y los ===
agregados o dcgmulos que se forman son grénulos finos, que se dispersan con mu-
cha dificultad.

Los antigenos "O" son dependientes de las formas de variacion lisa (S) a ru

gosa (R) y algunos de la conversién lisogénica.
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ANTIGENOS "H".- Son antigenos termo-lébiles que se presentan en los
flagelos de las bacterias. Estén compuestos de una proteina llamada FLAGELINA-
y la secuencia o el orden de aminoécidos que se presenta en ella, nos determina
la especificidad antigénica de los diferentes antlgenos "H" de las enterobacterias.
Estos antigenos se inactivan por el alcohol, el calor y los dcidos dilufdos. La -
aglutinacién flagelar ocurre muy répidamente y los agregados que se forman son -

acGmulos "esponjosos” que se disgregan y floculan fdcilmente.

ANTIGENOS "K".- Estos son antfgenos que se presentan como "cépsulas"
o "envolturas"; cuando se encuentran en gran cantidad, inhiben la aglutinacién -

del suero anti "O" con bacterias vivas o suspensiones bacterianas no calentadas.

Los antigenos "K" son también polisacéridos, forman una clase que se -
sub~divide de acuerdo a sus propiedades y caracteristicas fisicas y quimicas. La
mayorfa de los antfgenos "K" no se destruyen por calentamiento, pero son altera
das algunas de sus caracteristicas cuando se calientan a varias temperafuras por -
intervalos especfficos de tiempo. Las reacciones de aglutinacién en tubo ocurren

lentamente y los titulos de sueros Anti=K son relativamente bajos.

La aglutinacién de antfgenos "K" produce un agregado que semeja un -
disco o membrana, esta clase de antigenos incluye los antigenos "L", "A" y -—

"B" de E. coli los cuales podemos diferenciar por las caracterfsticas siguientes:

ANTIGENOS "K-A",- Se presentan como cépsulas.
a) Aglutinabilidad del antisuero con el antigeno A inactivado a 120°C

durante 2 1/2 h.
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b) Las suspensiones se vuelven aglutinables en el antisuero O, por calen

c)

d)

tamiento a 120°C por 2 1/2 h.

El poder de unién con el anticuerpo no se inactiva a 100° C por --
2 1/2 h. ni a 121° C por 2 h.

La antigenicidad es inactivada por calentamiento a 120 ° C por - -
21/2 h.

ANTIGENOS "K-L".- Se presentan como envoltura o cubierta, ocasio-
nalmente como cépsulas.

a)

b)

c)

d)

Aglutinabilidad del antisuero L con el antfgeno L inactivado a 100°
durante 1 h.

Las suspensiones se vuelven aglutinables en el antisuero O, por ca—
lentamiento a 100°C durante 1 h.

El poder de unién con el anticuerpo es inactivado a 100° C  duran-
te 1 h.

La antigenicidad es inactivada a 100° C durante 1 h.

ANTIGENOS "K-B".- Se presentan como envoltura o cépsula.

a)

b)

c)

d)

Aglutinabilidad del antisuero B con el antfgeno B inactivado a 100°
C durante 1 h.

Las suspensiones se vuelven aglutinables en el antisuero O, por ca
lentamiento a 100° C durante 1 h.

El poder de unién con el anticuerpo se inactiva por calentamiento -
a 100°C por 2 1/2 h. o a 121° C durante 2 h.

La antigenicidad se inactiva a 100° C durante 1 h.
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Cada serotipo de E. coli relacionado con un sfndrome diarreico posee un
tipo "B" de antigeno "K" que es serolégicamente diferente de otros antfgenos "B"
reconocidos en ofros tipos. A excepcién de los tipos 025 y 044 todos los tipos—

patégenos poseen el antigeno B.

La pérdida o variacién completa o incompleta de estos antigenos, ocurre
algunas veces de la forma "KO" a la "O",

Las caracteristicas generales de los antfgenos "O", "H" y "K" son de -
gran Importancia en la produccién y en el uso de los anticuerpos preparados con

miembros del género Enterobacteriaceae.

Para la preparacién de los sveros inmunes se escogen conejos sanos de --
2.5 a 3.0 Kg. de peso; se preparan suspensiones de las cepas perfectamente com-
probadas, se inactivan a 52-55° C., durante media hora, se comprueba la inacti-
vacién del germen y se ajusta nefeloméiricamente a una concentracién de 1 mi--
116n de gérmenes por mililitro. Con esta suspensién se lleva a cabo la inmuniza-
cién de los conejos, de los cuales se obtendr& el suero inmune para las reacciones
de aglutinacién. Se purifica el suero mediante métodos que pueden ser de 2 cla

ses: :
a) Inespecfficos (Fisicoqulfmicos) .- Cuando lo que se desea es separar -

las gama-globulinas del resto de las protefnas que constituyen el plasma, para lo

cual se puede utilizar: alcohol, sulfato dgamonio, dietilaminoetil celulosa, etc.

b) Especificos (Inmunolégicos).~ Cuando se desea separar del suero o -—

plasma un determinado
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PROCEDIMIENTO .~ Inicialmente realizamos una prueba de aglutinacién presuntiva -
preliminar, que nos permitiera seleccionar las cepas "patégenas" de las que no - -

fueran y se llevé a cabo como se describe a continuacién:

De los cultivos puros aislados en placas de Mueller-Hinton agar se proba-
ron dos o tres colonias, haciendo con cada una de ellas una suspensién en un por
taobjetos con una gota de solucién salina isoténica estéril y a continuacién una -
gota de una solucién de "Acriflavina” (1:500 en solucién salina isoténica), se ho-

mogeniza con movimientos circulares horizontales y se interpreta el resultado.

Si se observa aglutinacién, la cepa debe ser descartada como paiégena y
se eliming; si la reaccién es ligera, se repite la prueba y si no hay aglutinacién-
la cepa se canfronta con los sueros anti-especie especificos, es decir se sospecha

de una cepa patégena.

Los cultivos que presentaron una reaccién de aglutinacién negativa se -—
probaron primero, con los sveros polivalentes y a continuacién con los sueros mo-

novalentes de grupo de acuerdo con la técnica siguiente:

AGLUTINACION CON SUEROS ANTI E. coli ESPECIFICOS.

1.- Se selecciona una colonia lisa de las placas de agar de Mueller- -
Hinton, la cual se homogeniza en un porta-objetos excavado con una gota de —

solucién salina isoténica estéril, hasta formar una suspensién.
2.~ Se adiciona una gota del suero polivalente de prueba.
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3.~ Se mezclan completamente por medio de una asa de platino y se gira
horizontalmente el porta—objetos hasta que estén completamente homogenizados el -

suero y la suspensién bacteriana; se continGa la rotacién durante un minuto.
4.~ Se observa la reaccién con una fuente de luz en un campo obscuro.

5.- Cuando la reaccién no se presentaq, se calienta la suspensién bacteria
na durante una hora a 100° C para destruir los antigenos flagelares 6 de pared —

celular que pudieran estar inhibiendo la reaccién.

6.~ Resultados.- Si obtenemos una aglutinacién fuerte, se considera que -
alguno de los sero~grupos de E. coli estd presente. La reaccién de aglutinacién -
con el suvero debe ser inmediata y completa; una reaccién parcial o retardada se-
considera negativa. La lectura debe hacerse antes de que se sequen las gotas, ya
que de lo contrario, se interpretarGn como positivas aquellas en que bs acGmulos -

de gérmenes se formen por desecacién.

7.- Se repite el procedimiento anterior para 2 6 3 colonias més de la ca
ja de agar.

8.~ Una vez realizada la prueba con el suero polivalente y obtenida una
reaccién positiva, se repite la técnica utilizando los sueros monovalentes de grupo,
que se seleccionan de acuerdo al tipo de monovalente que esté contenido en el -
polivalente usado en la reaccién. El suero polivalente A contiene los grupos mo-

novalentes: 026, 055, 0111 y 0127.

El suero polivalente B: 086a, 0119, 0124, 0125, 0126 y 0128.
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El suero polivalente C: 018, 020a - 020c, 020a - 020b, 028, 044, --
0112a - 0112¢.

Por lo tanto, cuando aglutina una cepa con el suero polivalente A, -
se prueba con los sueros 026, 055, 0111 y 0127, hasta obtener una reaccién -

positiva con alguno de ellos.

Se utilizaron como testigos para reacciones de aglutinacién tipicas, - -

cepas patronde E.coli 0111 y 0126.

* Se utilizaron sueros liofilizados marca DIFCO, los cuales se rehi—

dratan cada uno con 3 ml. de salucién salina isoténica estéril.
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d).- Sensibilidad a antibiéticos.

El arsenal constantemente creciente de antibiéticos para uso terapéutico y -
de ofros agentes disponibles para el médico, ha creado una demanda en el laborato
rio para proporcionar informacién relativa a la sensibilidad o susceptibilidad de los
microorganismos a esos productos. La necesidad de esa informacién se hace més =~
aguda por las conocidas variaciones en la sensibilidad hallada normalmente dentro-~
de las especies, y el hecho de que algunas cepas de microorganismos poseen natu-

"in -

ralmente o pueden desarrollar resistencia a esos agentes, "in vitro" asf como
vivo".
Existen distintos métodos "in vitro", que permiten medir la sensibilidad de

los gérmenes a los antibiéticos; estos métodos se denominan "antibiogramas", entre

los cuales cabe mencionar:

1.~ El Método de Difusién.~ Comprende el método de discos,y nos propor.
ciona una informacién que indica si existe o no actividad de un de-
terminado antibiético ante la cepa estudiada; pero muestra sélo par—
cialmente el grado en que se manifiesta esa actividad, es por tanto -
un método semi cuantitativo.

2.- Métodos de Dilucién.~ Comprenden, el método de dilucién seriada -
en tubo y el de dilucién seriada en placa, que indican la actividad
de un antibiético y el grado de tal actividad que se expresa en tér=
minos de concentracién inhibitoria mfnima, la informacién que pro--

porciona es por tanto cuantitativa.

El método que se utiliza universalmente y que fué usado por nosotros, por -
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su bajo costo y facilidad de realizacién, es el de difusién con discos de Kirby y -
Bauer. Existen ciertos factores variables que ofectan los resultados de este método,
los cuales se trataron de eliminar o al menos reducir al méximo estandarizando la
metodologia, lo que nos permite hacer del sistema de discos un sistema que poste

riormente se aplique en la terapéutica.

Entre los principales factores que afectan los resultados en mayor o menor

grado y que por lo tanto requieren consideraciones especiales tenemos:

1.~ Cantidad del inéculo. Si el inéculo es demasiado, las zonas pueden-
no ser claras y la susceptibilidad pueden no percibirse con exactitud.

2.- Tiempo de incubacién. Cuando exceda de lo necesario, puede presen
tar un recrecimiento en las zonas que originalmente mostraron inhibi-
cién, provocando dificultades en la interpretacién e incluso falta de
percepcién de la susceptibilidad.

3.- Indices de desarrollo. Un cultivo de crecimiento lento muestra zonas-
de inhibicién mayores que una cepa de desarrollo més répido.

4 .- Diferencias de densidad y humedad de la base del medio. Algunos --
antibiéticos difunden mucho més lento que otros; asl, los tamafios de-
las zonas de organismos susceptibles, son mucho mayores con agentes-
de répida difusién que con los que difunden lentamente.

5.- Grosor del agar. Influye en la concentracién del antibiético, por su-
difusién en ambos sentidos, horizontal y verticalmente hacia el fondo
de la caja.

6.~ Actividad de los antibiéticos contenidos en los discos. La potencia -

de estos agentes varfa de acuerdo a las condiciones de manejo a que se
someten.
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PROCEDIMIENTO. =

1.- SELECCION DE MEDIOS. - La seleccién del medio que se utiliza para la prueba

de sensibilidad depende de la naturaleza bacteriolégica del cultivo, con re-
ferencia especial a los resultados de la tincién de Gram y a los agentes -
infecciosos sospechosos; los medios empleados habitualmente son: el agar de
Soya Tripticase, el medio de Muller Hinton, el Eugonagar, el agar de In—
fusién Cerebro Corazén y la Gelosa Sangre o Chocolate. No se recomienda
el uso de Agar Nutritivo porque algunos agentes antimicrobianos por ejem--
plo la Colistina, no difunde en el agar y por lo tanto no forma zona de -
inhibicién con los microorganismos susceptibles en un medio de agar que no
contenga el 0.4 por ciento por lo menos, de cloruro de sodio; el resultado
se puede informar equivocadamente como ‘“resistente. Para obtener mejores
resultados las placas deben prepararse de la siguiente manera: los medios —
ITquidos esterilizados se enfrfan hasta los 45° C aproximadamente antes de -
ser vertidos en las placas, se almacenan en refrigeracién. La superficie del
agar no debe estar seca, pues esto tiende a inhibir el crecimiento micro--

biano, debe estar htmeda pero no mojada.

INOCULACION. - El inéculo del cultivo puro se prepara a partir de las -
placas de aislamiento, suspendiendo 2 6 3 colonias "idénticas" en un tubo
de ensayo de 12 x 75 mm conteniendo 1 ml. de solucién salina isoténica -
estéril. La transferencia del indculo se hace por medio de un hisopo del -
cual se exprime el exceso de Ifquido . y se hace pasar en todas direccio—
nes uniformemente sobre la superficie del agar. El inéculo no debe ser muy

abundante, pero st lo suficientemente concentrado para dar crecimiento de
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numerosas colonias pequefias. Se dejan secar las placas de 5 a 10 minutos y -

se aplican los discos.

SELECCION DE DISCOS. - Esta seleccién, en general debe basarse en la reac
cién al Gram, el tipo o tipos de microorganismos bajo prueba y por las soli-
citudes de los médicos. Se recomienda la inclusién de un disco de cada gru
po de una amplia variedad de agentes antibacterianos.

Un antibiético para ser considerado Gtil en la terapéutica cuando se le use
en una dosis que produzca una concentracién sérica inhibitoria o bacterici—
da para algon microorganismo infectante, debiera ser atéxico, que provoque
el mfnimo de sensibilizacién, que induzca a la resistencia en el menor gra-
do posible, que actue sSlo sobre esiructuras o funciones de microorganismos
y que sea bactericida, mejor que bacteriostético.

Los discos seleccionados se colocan sobre los medios previamente inoculados,
utilizando pinzas estériles o flameadas al mechero. En nuestro trabajo utiliza
mos discos de la marca "Bioclfn" que contienen 12 antibiéticos diferentes y-

cumplen con los requisitos mencionados anteriormente.

INCUBACION. - Las placas de prueba de sensibilidad se incuban de prefe--
rencia a una temperatura de 35 a 37°C. La incubacién se continga hasta -
que se haya obtenido un crecimiento satisfactorio, aproximadamente de 8 a
12 h., (en este caso de E.coli). Si las placas se preparan ya tarde en el-
dfa, deben interpretarse al dfa siguiente tan pronto como sea posible. Dado
que las drogas siguen difundiéndose de los discos, las concentraciones pue—
den caer por debajo de los niveles inhibitorios crlticos y entonces, puede -

presentarse el crecimiento de microorganismos inhibidos, pero no muertos por
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las drogas dentro de las zonas originales de inhibicién y estas pueden reducirse
o abn desaparecer con la incubacién continuada; esto es particularmente cierto
con algunas sulfonamidas. Asf, las lecturas demoradas pueden informar errénea

mente de los resultados de cultivos "resistentes" o "sensibles".

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS. - Debe prestarse una atencién cui=
dadosa a la interpretacién e informe de los resultados; en la préctica médica
usual los antimicrobianos se utilizan con la intencién de destruir o disminuir

los gérmenes que provocan una infeccién clinica. El procedimiento de los dis
cos como antes se menciond, es esencialmente cualitativo y estd proyectado-
para la indicacién de la susceptibilidad y no necesariamente para la corre—
lacién con una dosificacién especifica o con un nivel medio en la sangre. -
Una dosificacién puede cambiarse a veces y una droga eficaz puede dar ori-
gen a un nivel sangufneo muy bajo porque pasa de la sangre a los tejidos. -
La terapéutica depende no solo de la sensibilidad del agente infeccioso sino

también de la fisiologfa y grado de la enfermedad en el paciente, de la -

localizacién de la infeccién y especialmente de lograr el contacto entre la-
droga y el microorganismo infeccioso, es decir de sy biodisponibilidad. La -
presencia de una zona definida de inhibicién de crecimiento, se considera -
como cierto grado de susceptibilidad a la droga y el microorganismo se re--

gistra como "sensible".

Si el medicamento no es capaz de destruir o alterar al agente patégeno a -

pesar de que se logra poner una determinada concentracién frente a él, o -

sea cuando no es visible zona alguna o sblamente se observan trazas de rea

ccién, el informe es "resistente" o no "sensible".



La presencia de algin crecimiento dentro de la zona de inhibicién puede

deberse a las causas siguientes:

1.- La lectura tardia de la prueba. De modo que el desarrollo de micro
organismos, inhibidos pero no muertos por el agente de prueba, ha aparecido des
pués de la difusién de la droga en el medio, por haberse reducido la concentra-
cién por debajo del nivel critico de inhibicién. Esto puede suceder con cualquier

droga que no sea bactericida.

2.- La presencia de miembros resistentes en una poblacién del mismo -=
microorganismo. Esta situacién se interpreta generalmente como "resistencia". Si
el crecimiento en las placas es muy intenso, se repite la prueba con un inéculo

menos concentrado.
3.- El empleo de discos que han perdido potencia.

4.- La presencia de un microorganismo diferente no susceptible, conta~

minando el cultivo.

Se conocen otros métodos en este sistema de antibiogramas por difusién -

(discos). Mientras se sigue cuidadosamente un sistema, se obtienen resultados sa—

tisfactorios, aunque los detalles de los diferentes sistemas, varfen considerable--

mente.

1.- Método de Anderson. Utiliza discos con baja concentracién de antibiéticos -
en placas de agar sangre. Solamente es necesaria una medicién mfnima y no
se informa el tamafo de la zona. La interpretacién con discos de baja po—
tencia es como sigue:

Mayor de 15 mm = susceptible.
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De 10 a 15 mm = moderadamente resistente.

Menor de 10 mm = resistente.

Toda zona en torno de los discos que contengan Bacitracina, Colistina, -
Kanamicina, Nitrofurantoina, Polimixina y Ristocetina, se interpreta como in

dicando susceptibilidad a pesar de que no se alcancen los valores anteriores.

Métodos de Dos Discos. Utiliza un disco de baja concentracién y otro de alta
concentracién. Los demds detalles son segin el método recomendado. La inter
pretacién es como sigue:

Sensible: Una marcada zona de inhibicién en torno a los discos de ambos
niveles. Moderadamente sensible o intermedia: poca o ninguna zona en torno
al disco de bajo nivel, y una zona definida de inhibicién en torno al disco-
de alto nivel. No sensible o resistente: Ninguna zona o tan solo trazas de -

inhibicién en torno de cada disco.

Sistema WHO. Este método utiliza discos de un solo nivel "sumamente eleva
do" y las zonas se miden pero no se regisiran. El medio debe tener un pH -
de 7.2 a 7.4 aproximadamente y debe ser el que "proporciona un desarrollo
satisfactorio de todas las bacterias comunes que causan las enfermedades hu—
manas".

El inéculo se prepara en caldo sembrado con colonias aisladas. Se dispersa -
el caldo con el inéculo uniformemente sobre la placa de agar, con una vari
lla de vidrio doblada en éngulo recto,' retirando el exceso de liquido median
te una pipeta. Los resultados se interpretan como sensibilidad total, resisten

cia parcial o resistencia, de acuerdo con la experiencia del bacteri6logo, o
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por comparacién con pruebas de microorganismo de sensibilidad conocida.

RESULTADOS:

La prueba de sensibilidad, solo se realizé en las cepas que se identifi-
caron como E. coli entero patégenas y las lecturas se realizaron en base a la -

tabla siguientes
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CONCENTRACION DE LOS DISCOS UTILIZADOS.

AGENTES POTENCIA DIAMETRO DE LA ZONA DE INHIBICION (Aprox. m.m.)
ANTIMICROBIANOS DEL DISCO RESISTENTE INTERMEDIO SENSIBLE
AMPICILINA 10 mcg., 11 o menos 12-13 14 o més
TETRACICLINA 10 mcg. 8 o menos 9 ~11 12 o més
CLORAMFENICOL 30 mcg. 13 o menos 13-17 17 o més
KANAMICINA 30 mcg. 12 o menos 12 -17 17 o més
GENTAMICINA 10 meg. 13 o més
ESTREPTOMICINA 20 mcg. 11 o menos 1214 15 o més
CEFALOTINA 30 mecg. 14 o menos 15-17 18 o més
NEOMICINA 30 mecg. 12 o menos 12-16 16 o més
FURADANTINA 100 mcg. 9 o menos 9=12 12 o més
AC. NALIDIXICO 30 mcg. 13 o menos 14 -18 19 o més
POLIMIXINA 10 meg. 8 o menos 9-11 12 o més
T. SULFA 150 meg. 12 o menos 13-16 17 o més
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CAPITULO III
RESULTADOS OBTENIDOS

A continuacién se expresan en forma de cuadros, los resultados obtenidos de los aislamientos, serotipificacién y pruebas -

de sensibilidad a los antibiéticos, de las distintas cepas recolectadas de E.coli.

AISLAMIENTOS

Cuadro No. 1
NUM. DE LOCALIZACION MICROORGANISMOS SITIO DE LA
CASOS HUESPED DEL PADECIMIENTO ENCONTRADOS TOMA DE MUESTRA
3 AVES * APARATO DIGESTIVO E.coli S. gallinarum LABORATORIO.
Cocos G (+)
2 f APARATO DIGESTIVO E.coli, cocos G (+) L
Hongos.
1 it APARATO DISGESTIVO E.coli, S. gallinarum "
bacilos G (=)
1 u APARATO DIGESTIVO E.coli, cocos G (+) 4
bacilos G (=)
1 L APARATO DIGESTIVO E.coli, S. Gallinarum !
1 " APARATO DIGESTIVO E.coli, cocos G (+) &
4 " APARATO DIGESTIVO Y E.coli, bacilos G (-) u
RESPIRATORIO. cocos G (+), hongos, levaduras
2 i APARATO DIGESTIVO Y E.coli, cocos G (+) 0

RESPIRATORIO.



NUM. DE LOCALIZACION MICROORGANISMOS SITIO DE LA
CASOS. HUESPED . DEL PADECIMIENTO ENCONTRADOS TOMA DE MUESTRA
2 AVES APARATO DIGESTIVO Y E. coli, cocos G (+) LABORATORIO

11

Ge

NUMERO TOTAL DE MUESTRAS TOMADAS:

* Se recolectaron las muestras en aves con edades que variaban desde un dfa hasta

36 semanas.

UROGENITAL.

APARATO RESPIRATORIO.
APARATO RESPIRATORIO.

APARATO RESPIRATORIO.

E. coli, cocos G (+)
E. coli, bacilos G (=)

E. coli, cocos G (+)
bacilos G (=)
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CUADRO No. 2

NUM. DE TOCALIZACION MICROORGANISMOS STIODELA ™
Ef\ SOS. HUESPED DEL PADECIMIENTO ENCONTRADOS TOMA DE MUESTRA
12 CERDOS.**  APARATO DIGESTIVO E.coli, cocos G (+) GRANJA
1 u APARATO DIGESTIVO E.coli, bacilos G (=) L
levaduras.
2 " APARATO DIGESTIVO E.coli x
1 u APARATO DIGESTIVO E.coli, Cl. perfringens T
cocos G (+)
4 1 APARATO DIGESTIVO E.coli, cocos G (+) -
bacilos G (-)
3 & APARATO DIGESTIVO E.coli, bacilos G (-) L
3 u APARATO UROGENITAL E.coli, cocos G (+) L
bacilos G (-)
2 n APARATO RESPIRATORIO E.coli, bacilos G (=) !
cocos G (+)
2 " APARATO UROGENITAL E.coli, cocos G (+) "
3 " ABSCESO ABIERTO EN UNA E.coli, cocos G (+) it

PIERNA,

ABSCESO CERRADO EN UNA

PIERNA.,

APARATO UROGENITAL

E.coli, cocos G (+)

E.coli, bacilos G (-)



LE

NUM.DE TOCALTZACION MICROORGANISMOS SITIO DE LA
CASOS HUESPED DEL PADECIMIENTO ENCONTRADOS TOMA DE MUESTRA
1 CERDO SEPTICEMIA Ec.coli, cocos G (+) GRANJA
bacilos G (-)
1 0 APARATO RESPIRATORIO E.coli, bacilos G (-) "

NUMERO TOTAL DE MUESTRAS RECOLECTADAS: 37

#* Se recolectaron las muestras en cerdos lechones, de engorda y cerdas recientes de parto.
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CUADRO No. 3

NUMERO DE LOCALTZACION MICROORGANISMOS SITIO DETA -
CASOS. HUESPED PADECIMIENTO ENCONTRADOS TOMA DE MUESTRA

5 CONEJOS ABSCESO Y SECRECION E.coli, cocos G (+) GRANJA

OCULAR

4 " SEPTICEMIA bacilos G (=) cocos G (+) i

5 " APARATO DIGESTIVO bacilos G (=) cocos G (+) "

3 " APARATO DIGESTIVO E.coli, bacilos G (-) ¢

2 ] APARATO DIGESTIVO E.coli, cocos G (+) n

SECRECION DE LESION
EN UNA PATA

Nomero total de muestras recolectadas:

20

E.coli, bacilos G (-)
cocos G (+)



CUADRO No. 4

NUM.DE LOCALIZACION MICROORGANISMOS SITIO DE LA
CASOS HUESPED DEL PADECIMIENTO ENCONTRADOS DE LA MUESTRA
4 BOVINOS UBRE E.coli, cocos G (+) GRANJA.
bacilos G (-)
10 u UBRE E.coli, cocos G (+) "
1 L UBRE E.coli, cocos G (+) it
bacilos G (+)
1 i UBRE E.coli, bacilos G (+) .
6 L APARATO DIGESTIVO E.coli, bacilos G (-) U
7 - APARATO DIGESTIVO E.coli, cocos G (+) "
bacilos G (=)
5 " APARATO DIGESTIVO E.coli, cocos G (+) It
2 n APARATO UROGENITAL E.coli, cocos G (+) n
bacilos G (-)
1 ot APARATO UROGENITAL E.coli, bacilos G (-) "
1 " APARATO UROGENITAL E.coli, cocos G (+) o

NUMERO TOTAL DE MUESTRAS RECOLECTADAS: 38
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CUADRO No. 5

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE AGLUTINACION

NUMERO TOTAL DE CEPAS PROBADAS CON ACRIFLAVINA __ 125
PRESENTARON REACCION POSITIVA 5
PRESENTARON REACCION NEGATIVA 71

AGLUTINACION CON SUEROS ANTI-ESPECIE

SUEROS NUMERO DE SUEROS MONOVALENTES
POLIVALENTES ,iipDAjSAGLUT_'
026 | 055 | o111 | 01271 086 | 0119 | 0124 | 0125 | 0126 l0128
GRUPO A 32 5 1 2 161 9
GRUPO B 14 010 |7 3 3 1
* NO SE REALIZO LA DETERMINACION CON LOS SUEROS MO-
SRliia ¢ * 19 NOVALENTES POR NO ENCONTRARLOS EN EXISTENCIA EN -

EL MERCADO NACIONAL.




RESULTADO DE PRUEBAS DE SENSIBILIDAD "IN VITRO"™ A ANTIBIOTICOS

CUADRO No. 6
NUMERO NOMBRE

DE CEPAS HUESPED DEL ANTIBIOTICO SENSIBLE INTERMEDIO RESISTENTE

AMPICILINA 25 % 55 % 20 %

TETRACICLINA 5% 5% 90 %

B CLORAMFENICOL 45% 10 % 45 9%

o KANAMICINA 35 % 25% 40 %

% GENTAMICINA 70 % 30 % 0%

20 [ ESTREPTOMICINA 10 % 35 % 55 %

CEFALOTINA 45% 35 % 20 %

o NEOMICINA 15 % 45% 40%

s FURADANTINA 10% 35% 55 %

AC. NALIDIXICO 100 % 0% 0%

POLIMIXINA 30 % 70 % 0%

TRIPLE SULFA 0% 0% 100 %

84
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RESULTADO DE PRUEBAS DE SENSIBILIDAD "IN VITRO" A ANTIBIOTICOS

CUADRO No. 7
NUMERO NOMBRE DEL
DE CEPAS |  HUESPED DEL ANTIBIOTICO SENSIBLE INTERMEDIO|  RESISTENTE
AMPICILINA 69 % 19 % 12 %
| TETRACICLINA 19 % 19 % 62%
A CLORAMFENICOL 56% 12 % 32%
KANAMICINA 6 % 25 % 6%
Y, GENTAMICINA 75% 25 % 0%
1 ESTREPTOMICINA 0% 50 % 50 %
! =
E !r CEFALOTINA 74 % 13% 13%
[ NEOMICINA 56 % 4% 0%
: FURADANTINA 0% 25 % 75 %
| AC. NALIDIXICO 93% 7% 0%
!r POLIMIXINA 68 % 32% 0%
}f TRIPLE SULFA 13% 0% 87 %




154

RESULTADO DE PRUEBAS DE SENSIBILIDAD "IN VITRO" A ANTIBIOTICOS

CUADRO No. 8
NUMERO NOMBRE DEL

DE CEPAS HUESPED ANTIBIOTICO SENSIBLE | INTERMEDIO RESISTENTE

AMPICILINA, 25 % 25 % 50 %

TETRACICLINA., 0% 0% 100 %

s CLORAMFENICOL , 0% 0% 100 %

o) KANAMICINA 25 % 0% 75 %

N GENTAMICINA, 50 % 50 % 0%

E ESTREPTOMICINA., 25% 25 % 50 %

: J CEFALOTINA. 25 % 25 % 50 %

0 NEOMICINA., 25% 0% 75 %

S FURADANTINA, 0% 25 % 75 %

AC. NALIDIXICO. 100 % 0% 0%

POLIMIXINA, 75 % 25 % 0%

TRIPLE SULFA. 0% 0% 100 %




RESULTADO DE PRUEBAS DE SENSIBILIDAD "IN VITRO" A ANTIBIOTICOS

CUADRO No. 9
NUMERO NOMBRE DEL

DE CEPAS HUESPED ANTIBIOTICO SENSIBLE INTERMEDIO RESISTENTE

AMPICILINA, 45 % 32 % 23 %

TETRACICLINA, 7 % 7% 86 %

CLORAMFENICOL. 45 % 3% 52 %

G KANAMICINA ., 64 % 10 % 26 %

E GENTAMICINA., 77 % 23 % 0%

31 R ESTREPTOMICINA. 13% 48 % 39 %

D CEFALOTINA, 58 % 26 % 16 %

(o) NEOMICINA, 26 % 48 % 26 %

S FURADANTINA, 19 % 13 % 68 %

AC. NALIDIXICO. 94 % 6% 0%

POLIMIXINA, 32 % 68 % 0%

TRIPLE SULFA, 6% 0% 94 %




CAPITULO IV
RESUMEN Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS.

a) RESUMEN.

Por razones de salud pGblica es importante aislar e identificar del lugar en —-
que se presentan, los agentes etiolégicos de las infecciones més frecuentes. Esta
afirmacién rige particularmente para los pafses tropicales y subropicales en desa-
rrollo, donde las caracterfsticas de exposicién a los agentes patégenos infectan-

tes suelen diferir de las observadas en los pafses desarrollados.

En este trabajo se traté de encontrar una relacién entre cepas de E.coli-
aisladas de animales domésticos de explotacién y las encontradas en el hombre, =
que pueden ser transmitidas reciprocamente entre ambos, mediante el fenémeno —

conocido como "Zoonosis".

Se realizé la coleccién de muestras para el aislamiento de E.coli en las
mayores condiciones asépticas posibles, de animales cuya procedencia eran gran-
jas situadas en el Valle de México y sus alrededores; las muestras se tomaron de
animales con diversos estados patolégicos como mastitis, metritis, evacuaciones -
diarreicas, abscesos, septicemias y otros. Posteriormente se procedié a hacer el-
aislamiento, sembrando las muestras en los medios convencionales para enterobac-
terias. Se hicieron pruebas bioquimicas de las cepas ailadas, sospechosas de ser - —
E. coli, identificGndose la presencia de dicho microorganismo en 116 de ellas, de
las cuales 30 correspondieron a nuestras tomadas de aves, 38 de bovinos, 37 de -

cerdos y 11 de conejos.

A continuacién se realizé la serotipificacién de cultivos, efectuando pri-

meramente una reaccién presuntiva de aglutinacién con una solucién de acriflavi
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na, para seleccionar las cepas sospechosas como "patégenas”; los cultivos que mos-
traron aglutinacién positiva con acriflavina se eliminaron y los que no presentaron
aglutinacién se hicieron reaccionar con los sueros anti-E.coli especificos, primera-
mente con los polivalentes y en seguida con los monovalentes de grupo ; de estos-
Gltimos, los utilizados para este fin, fueron los sueros monovalentes de las especies que
més comunmente se encuentran en nuestro medio produciendo trastornos patolégicos, re

sultando en ndmero de 65 las cepas serotipificadas.

Se efectuaron las pruebas de sensibilidad a los antibiéticos con las técnicas
de difusién en placas de agar para los cultivos serotipificados, empleando los anti-

microbianos de mayor uso. Se hicieron las anotaciones de los resultados.

b) DISCUSION DE LOS RESULTADOS.

En los datos obtenidos de las muestras tomadas en aves, se observé que en
infecciones de tipo respiratorio, E.coli se asocia con microorganismos Grampositi-

vos del tipo estafilococos,causando junto con ellos, septicemias y aerosaculitis, -

debido a sus toxinas y gran invasividad.

En infecciones del tracto digestivo, encontramos a E.coli principalmente —
con Salmonella y hongos, con los que en accién sinérgica producen los cuadros ==

diarreicos y las lesiones en la mucosa intestinal .

En los resultados de las muestras obtenidas en cerdos y bovinos, encontra—
mos a E. coli en trastornos digestivos, asociados a microorganismos Grampositivos -
del tipo estreptococos principalmente. En algunos casos de muestras tomadas de le

chones y terneros, se presenté E.coli como Gnico agente infectante y tal vez co-
Y r S GO g Y
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mo oportunista. En estos casos, es probable que el calostro de las madres, 6 no es
ingerido por los recién nacidos 6 contiene una baja concentracién de anticuerpos, y
en la mayoria de los casos esto trae como consecuencia la muerte de los lactantes

cuando no son tratados a tiempo y con el medicamente adecuado.

En casos de infecciones en ubres y urogenitales, se presenta E. coli asocia
do con cocos y bacilos Grampositivos, los cuales forman toxinas que se liberan --
por lisis de la bacteria, resultando una toxemia aguda con sintomas locales y sisté
micos.

En los resultados de las muestras obtenidas en conejos, pudimos observar la
escasa pululacién de E. coli en estos organismos. En algunos casos de abscesos y

secreciones, se encontré asociada a cocos Grampositivos del tipo estafilococos y =

en trastornos intestinales asociada a bacilos Gramnegativos.

Como se pu_do observar, E. coli se encuentra relacionada con los més di-

versos tipos de infeccién que se producen en diferentes organismos.

Al realizar las aglutinaciones con los sueros anti- E. coli especificos de
las cepas sospechosas como patégenas, obtuvimos como resultados que, aproximada
mente un 52% del total de las muestras recolectadas, aglutinaron con alguno de -

los 3 sueros polivalentes utilizados, lo que nos induce a pensar que posiblemente-

nismos de los cuales se obtuvieron las muestras.

Los serotipos que més comunmente se encontraron fueron: el 0111, 0127, --
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0124, 026, 0125 y 0126, coincidiendo en que son las principales cepas patégenas
infectantes en el humano y por lo tanto cabe la posibilidad de que éstas sean --
transmitidas por diferentes vias de humanos a animales 6 visceversa para producir-

o intervenir en los diversos padecimientos infecciosos.

variaciones muy notables, desde sensibilidades de 100%, hasta 0%, como en los-
casos del Acido Nalidixico, con el que encontramos casi un 100% de efectividad,
contrastando con los resultados obtenidos con sulfas en los cuales se presenté casi
un 100% de resistencia en las cepas aisladas de las diferentes especies animales=-

estudiadas,

Tradicionalmente se aconseja en medicina veterinaria, el uso de combina—
ciones de antibiéticos tales como Tetraciclina-Cloramfenicol, Tetraciclina=Neomi-
cina, Tetraciclina=Cloramfenicol Neomicina, Estreptomicina-Sulfas, Nitrofuranos-
Neomicina- Tetraciclinas, para tratar las diferentes enfermedades infecciosas como

_son: mastitis, enteritis, metritis,, efc., que se presentan en los animales de explo

tacién incluidos en este trabajo.

Los resultados encontrados (ver cuadros Nos. 6, 7, 8 y 9), nos muestran -
que existe una gran resistencia a estos antibiéticos tan comunmente utilizados, de
bido a su uso indiscriminado y al abuso que de ellos hacen las personas dedicadas
a la explotacién de los animales mencionados, y a la gran facilidad que tienen -

los microorganismos Gramnegativos de adquirir resistencia a los antimicrobianos.
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En medicina humana existen como en medicina veterinaria, algunos anfibié_
ticos que han sido y son utilizados con mucha frecuencia tales como Tetraciclina
y Ampicilina; ahora bien haciendo una relacién de los resultados enumerados en -
las tablas mencionadas, podemos observar que coinciden como los antibiéticos ma-
yormente usados en veterinaria , en que las cepas probadas muestran una una gran
resistencia.

Asf tenemos a la Tetraciclina, en que existe una resistencia de aproxima-
damente un 60% y la Ampicilina que nos muestra una resistencia de un 80%. -
Sin embargo existen antibiéticos cuyo uso en medicina humana es un poco més |i
mitado, que nos muestran un elevado porcentaje de sensibilidad como se observa-

con la Gentamicina, el Acido Nalidixico y la Kanamicina.

De los resultados obtenidos en nuestro trabajo podemos conclufr que:
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CONCLUSIONES

Se encontrd una alta incidencia de E. coli en las muestras estudiadas, recolectadas de

animales enfermos, de serogrupos patégenos infectantes en el humano.

Po lo que podemos decir, que encontramos a E. coli causando enfermedad, actuando
directa o indirectamente en accién sinérgica con otros microorganismos, sola y como

complicacién en infecciones secundarias y hasta terciarias en origen viral obacteriano.

Las extremas medidas higiénicas en la explotacién de los animales de las especies estu
diadas, ayudaré a evitar posibles infecciones que pueden presentarse por diferentes
vias de transmisién de humanos a animales e inversamente; ya que como se constatd
existen en animales cepas relacionadas antigénicamente, con las encontradas en huma

nos, que producen diversos cuadros patolégicos.

Respecto a la sensibilidad a los agentes antimicrobianos, encontramos que E. coli,
muestra todavia una alta sensibilidad a varios de ellos, lo que permite que searelativa
mente simple y efectiva la terapéutica en las enfermedades producidas por este microor

ganismo, siempre y cuando sean aplicados los tratamientos en el momento adecuado.
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