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|. INTRODUCCION

Las enteritis en lechones representan una de las infecciones tipicas en las
explotaciones porcinas. Su etiologia se encuentra comprendida por muchos
factores y complejos en donde interactian microorganismos, humedad, falta de
ingestion de calostro, estrés, medio ambiente y condiciones del hospedador,
principalmente en sus primeras semanas de vida; los cuales producen altos
indices de morbilidad y mortalidad, y su significado econdmico varia entre granjas,
en las que muchas veces depende del sistema de manejo y grado de
intensificacion de la cria. Estas pérdidas economicas en la explotacion se
representan con las muertes de los lechones, asi como por los costos de
tratamiento. Son muchos los agentes bacterianos responsables de diarrea en
cerdos, entre los cuales destacan Escherichia coli, Clostridium perfrigens,

Salmonella cholera suis y otros serotipos, entre otros.

La Etnoveterinaria es el uso de plantas medicinales de la region, para el
control de enfermedades y brindando terapias alternativas mas economicas que
puedan ser aplicables a la poblacién animal de las comunidades de escasos
recursos, debido a la dificultad que tienen muchas personas para acceder a

farmacos comerciales de uso veterinario.

Estudios han demostrado la actividad antimicrobiana que poseen los
componentes activos de las hojas de Orégano (Lippia graveolens) contra E. coli,
S. typhi, S. aureus, S. pneumoniae y S. pyogenes. Los aceites esenciales que
brindan la actividad antibacteriana son el Carvacrol y Timol, los cuales tienen la
capacidad de destruir la estructura de la membrana celular, causando el
incremento de su permeabilidad y por consiguiente la salida de iones inorganicos,

ATP, &acidos nucleicos y aminoacidos, liberando lipopolisacaricos entre otros.



Esta investigacion se enfoca en apoyar modelos alternativos de produccién
ecolégicamente sostenible, el cual permita impulsar el desarrollo rural, evaluando
la efectividad in vitro de la infusion de hojas de Orégano (Lippia graveolens, HBK)

como antibiotico sobre las principales bacterias aisladas de enteritis en lechones.



ll.  HIPOTESIS

La infusion de la hoja de Orégano (Lippia graveolens HBK) es efectiva in vitro

contra las principales bacterias que causan enteritis en lechones.



. OBJETIVOS

3.1 General

Generar informacion cientifica referente al uso de infusion de hojas de
Orégano (Lippia graveolens HBK) para el control de las principales bacterias

gue causan enteritis en lechones.

3.2 Especificos

Comprobar la eficacia in vitro de hojas de Orégano (Lippia graveolens HBK)
en concentraciéon al 1.5% frente a las principales bacterias causantes de

diarrea en lechones.

Determinar la Concentracién Inhibitoria Minima (CIM) de la infusion de hojas
de Orégano (Lippia graveolens HBK) frente a las principales bacterias

causantes de diarrea en lechones.

Determinar la bacteria que presente mayor sensibilidad in vitro a la infusion

de hojas de Orégano (Lippia graveolens HBK).



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 Enteritis en lechones

Las enteropatias son constituyentes de las infecciones que ocurren con
mayor frecuencia en las granjas de explotacion porcina a nivel global. Es de
caracter multifactorial, en donde interactian los microorganismos, el medio
ambiente y las condiciones del hospedador. Los lechones se encuentran
expuestos, con mayor riesgo, durante sus primeras semanas de vida, produciendo
altos indices de morbilidad y mortalidad. Esto genera variaciones en el valor
econdmico de las granjas muchas veces es dependiente al sistema de manejo y

del grado de intensificacion de la cria. (Pineda, 1992.)

Las pérdidas econdmicas que generan estas enfermedades se deben en
parte a las muertes de los lechones y al costo que se tiene por tratamiento. Por lo
que la base para tener un buen control de las enfermedades radica principalmente
en el buen manejo y condiciones sanitarias adecuadas para las instalaciones.
(Pineda, 1992)

Los agentes etiologicos descritos como causantes de diarreas en los cerdos
encontramos a las bacterias, los virus y los parasitos, aunque no siempre tienen la
misma participacion. Por lo que muchas infecciones pueden darse por un agente
individual o bien una combinaciéon de los mismos. Recientemente se ha
demostrado que la patogenicidad de las bacterias tiene una fuerte interacciéon
entre la virulencia de cada especie bacteriana, factores del huésped y su medio
ambiente. De los agentes bacterianos se encuentran muchos que son
responsables de causar diarreas en cerdos, de los que se pueden destacar
Escherichia coli, Clostridium perfrigens, Salmonella choleraesuis y otros serotipos,
entre otros. (Pineda, 1992)



4.2 Desarrollo de las especies de la microflora del tracto digestivo en
lechones

Los lechones tienen el tubo digestivo estéril al nacer, por lo que se trata de
un medio idéneo para el crecimiento rapido de bacterias que se adquieren del
medio. Pasadas tres horas de vida se puede detectar el desarrollo de una

pequefia poblacion microbiana en el intestino. (Varley, 1995)

Los primeros organismos que colonizan el tracto digestivo de los lechones
comienzan con cepas apatdgenas de Escherichia coli, Estreptococos, Clostridios y
Lactobacilos. Conforme las bacterias aerobias facultativas consumen el oxigeno
del medio, progresivamente los anaerobios se convierten en dominantes. Los
principales microorganismos presentes en el quimo de los lechones son
Escherichia coli, Clostridium welchii, Estreptococos, Lactobacilos y Bacteroides.
(Varley, 1995)

El lechdn recién nacido esta expuesto sucesivamente al canal del parto, las
heces maternas y al ambiente de crianza, este conjunto generan fuentes
potenciales de microorganismos. Siendo entre estas la mayor fuente bacteriana

para los lechones las heces maternas. (Varley, 1995)

4.3 Destete

Dado a que en los sistemas de produccion es un acontecimiento repentino, la
flora intestinal del lechdn debe adaptarse rapidamente al cambio abrupto de la
dieta. Este periodo se caracteriza por darse una alta mortalidad asociada a
diarreas. Se ha demostrado que el numero de E. coli hemoliticos y Rotavirus
aumenta considerablemente en el intestino delgado de los lechones al destete.
(Varley, 1995)



La principal causa de diarreas bactrianas en el lechon lactante en todo el
mundo es la Colibacilosis enterotoxigénica causada por Escherichia coli enteroto-
xigénica (ECET), aunque también puede darse por otras bacterias tales como Sal-
monella, Campylobacter y Clostridium perfrigens, el protozoo Cryptosporidium y
varios virus como Rotavirus, virus de la gastroenteritis transmisible, Adenovirus

porcino y Coronavirus. (Varley, 1995)

Los lechones tienen cierta proteccion durante sus primeras semanas de vida
dadas por los anticuerpos presentes en el calostro materno, por lo que el destete
tiende a privarlo de esta proteccion. (Varley, 1995)

4.4 Flora bacteriana del intestino del cerdo

Los lactobacilos que se han reportado como dominantes en el contenido
cecal del cerdo son Lactobacillus acidophilus y L. fermentum. También se han
identificado Streptococcus bovis y S. faecium. Los estreptococos predominantes
en el lechon lactante son S. alivarius, S. faecium y S. faecalis, los cuales tienden
a ser suplantados por S. bovis y S. equinus tras el destete. Los Lactobacillus
acidophilus, L. fermentum y L. salivarius prevalecian en lechones lactantes y
destetados. (Varley, 1995)

4.5 Diarrea colibacilar del lechén

La colibacilosis porcina es una enfermedad infecciosa causada por
Escherichia coli, que causa grandes pérdidas econdmicas en las explotaciones
porcinas debido a disminucion de peso, retraso en el desarrollo, menor conversion
alimenticia y muerte en muchos casos. Se le atribuyen valores de un 40 hasta un

80% de las diarreas porcinas previas al destete. (Castillo, 1986; Lépez, s.f.)

En lechones, E. coli es responsable de septicemia, diarrea y la enfermedad



de los edemas. Los lechones méas afectados son aquellos de 2 a 3 horas de
nacidos hasta el destete. (Castillo, 1986)

La diarrea colibacilar se produce cuando los lechones ingieren tipos de
patbgenos de colibacterias en gran cantidad, con las que se infectan. Estas
bacterias se asientan en el intestino delgado y de alli es cuando generan la
enfermedad al no contar los lechones durante sus primeras horas de vida ningun

tipo de inmunidad por parte del calostro materno. (Dannenberg, 1975)

4.5.1 Epidemiologia

Para generarse la enfermedad se requiere que se den ciertos complejos
etiolégicos tales como: el que el contenido de anticuerpos brindados por parte del
calostro materno sea demasiado escaso contra los diversos tipos de colibacilos; la
calidad de las instalaciones sea deficiente en el manejo higiénico y tenga alta

contaminacion fecal. (Dannenberg, 1975)

Se debe distinguir la colibacilosis previa y posterior al final del primer dia de
vida. La diarrea observada durante el primer dia se debe probablemente a un
sindrome precoz de disgalaxia muy temporal de la cerda, que menudo es
autolimitante o debido falta de ingesta de calostro por algun lechén en particular.
Tras el primer dia de vida, la colibacilosis puede ser la consecuencia de una falta
de inmunidad calostral adecuada desde un punto de vista -cualitativo
(principalmente en primiparas no vacunadas) o cuantitativo (problemas de

lactacion por parte de la cerda, camada numerosa, entre otras). (Varley, 1995)

4.5.2 Caracteristicas microbiologicas

La E. coli es un bacilo pequefio, gramnegativo, en forma de baston, crece



facilmente en los medios habituales de cultivo del laboratorio y no forma esporas.
Forma colonias caracteristicas con centro negruzco en agar eosina-azul de
metileno, y en rojo de metilo positivo, indol positivo, Voges-Proskauer negativo y

citrato negativo. (Dunne, 1967)

4.5.3 Patogénesis

La E. coli basa su patogenicidad en dos mecanismos en su capacidad para
adherirse a las células epiteliales del intestino delgado (colonizacién) y la
produccion de enterotoxinas que provoquen al intestino delgado a secretar fluidos
y electrolitos hacia la luz intestinal, lo que produce diarrea, deshidratacion y
acidosis. (Castillo, 1986)

La capacidad del bacilo de adherirse a los enterocitos y luego colonizar el
epitelio intestinal, esta mediada por estructuras presentes en las cepas
enteropatégenas, llamadas “pili” o “fimbrias”. Estos corresponden a apéndices
filamentosos no flagelares, distribuidos en la periferia de la célula bacteriana, y
que solo son visibles bajo microscopios electrénicos. (Castillo, 1986)

Los tipos de antigenos fimbriales comunes asociados con la patogenicidad
son K88, K99, 987 y F41. Las cepas K88 y 987P suelen producir la infeccién
neonatal, mientras que la colibacilosis posdestete casi siempre se debe a la cepa
K88. (Merck, 2000)

La razén por la cual se da la colonizacion intestinal en el lechén es debido a
su pH estomacal puede ser tan alto que llega a alcanzar valores cercanos a la
neutralidad, por lo que la E. coli es capaz de multiplicarse en este medio, pasando

en grandes cantidades hacia el intestino delgado. (L6pez, s.f.)



4.5.3.1 Enterotoxinas y su mecanismo de accion

Las E. coli enterotoxigénicas (ECET) se caracterizan por su capacidad para
producir enterotoxinas que tienen la propiedad de alterar el flujo de liquidos y
electrolitos en el intestino por lo que dan lugar a diarreas acuosas. Las
enterotoxinas producen una toxina termolabil (LT) y dos termoestables (STa y
STb). La LT es una proteina inmunégena de gran tamafio con muchas
subunidades que simulan a la colerotoxina producida por Vibrio cholerae. (Varley,
1995)

Las enterotoxinas se unen a receptores especificos localizados en la
membrana apical de los enterocitos, para luego penetrar por endocitosis a la
mucosa intestinal. La LT activa el adenilato ciclasa de los enterocitos produciendo
un incremento de adenosin monofosfato ciclico (AMPc) que activa la proteina
quinasa dependiente de AMPc. Esto llega a alterar los procesos fisiol6gicos de
secrecion y absorcion de agua y electrolitos (principalmente cloro) por lo que da
lugar una salida neta de liquido al lumen intestinal, y disminuyendo la absorcién
de cloruro de sodio, asi como alteraciones en los niveles de calcio intracelular,

dando paso a la diarrea acuosa. (Lépez, s.f.; Varley 1995)

Los lechones de mas de dos semanas de edad son menos sensibles a la
accion de la ST. La ST provoca hipersecrecién de HCO; e induce a una atrofia de
las vellosidades intestinales. La diarrea hipersecretora provocada por los ECET se
caracteriza por las heces acuosas muy abundantes que son isotdnicas con el

plasma y de reaccién alcalina por la secreciéon de HCO'. (Lépez, s.f.)
El efecto que resulta en los lechones afectados es la rapida deshidratacion y

sufren de acidosis. Aunque no se ve afectado el mecanismo que enlaza la

absorcion de sodio con la glucosa y aminoacidos. Por lo tanto, los lechones que
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sufren de diarrea se pueden mantener mediante la terapia liquida oral que

contenga sodio y glucosa. (L6pez, s.f.)

4.5.4 Signos clinicos

Se enferman de diarrea colibacilar con preferencia los lechones de 1 a 15
dias de edad, pero muchas veces también lechones de mayor edad. Exhiben
diarrea pastosa blanca amarillenta o acuosa, debilidad general y coloracion gris
sucia de la piel. Con frecuencia se conserva el deseo de mamar. Sin un
tratamiento adecuado mueren la mayoria de los lechones al cabo de 1 a 3 dias.
En casos agudos los lechones mueren antes de que los signos clinicos aparezcan.
El nimero de camadas afectadas, asi como el de lechones enfermos dentro de

cada una, pueden variar muchas veces. (Dannenberg, 1975)

En los casos subagudos se observan lechones deprimidos y lentos, piel
azulada o gris (similar la salmonelosis o la septicemia, proyeccién de los huesos
por la deshidratacién, abdomen flacido y hundido, pelo hirsuto y vomito en algunas
ocasiones (Dunne, 1967)

Cuando son severos los casos de colibacilosis se aprecia deshidratacion,
acidosis metabdlica y muerte. La diarrea neonatal se puede presentar a las 2 a 3
horas posteriores al parto, siendo mas comun que se de en uno o varios lechones
que provienen de cerdas primerizas y es caracterizado por ser de color amarillo

palido, profusa aguda y caseosa (Dunne, 1967)
4.5.5 Lesiones

Las alteraciones que se encuentran son enteritis catarral, que puede ser
moderara o0 grave y que se caracteriza por congestién de los vasos mesentéricos

anteriores y posteriores. El estbmago puede contener cantidades variables de
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leche coagulada, pero por lo general no presenta alteraciones hemorragicas
notables. El intestino contiene a menudo una substancia acuosa, amarillenta y
gaseosa. Los ganglios linfaticos mesentéricos pueden estar aumentados de

tamafo y edematosos. (Dunne, 1967)

En cualquier edad se pueden encontrar complicaciones como neumonias,
peritonitis y pleuritis. En los casos de septicemia, la piel puede presentar cierta
coloracién, que casi siempre es moderada. Los abscesos de las articulaciones se

presentan a veces después de que la septicemia ha declinado. (Dunne, 1967)

4.5.6 Diagnostico

La presencia de enteritis 0 de gastroenteritis moderada del recién nacido, sin
signos de enfermedad en las cerdas, es muy sugestivo de infeccién por E. coli. La
ausencia de lesiones hemorragicas en el estbmago de los cerdos infectados

puede ayudar a diferenciarla de la gastroenteritis transmisible. (Dunne, 1967)

La confirmacién diagndstica se basa en la demostracion de una colonizacion
intensa del intestino delgado por E. coli. Las muestras para diagndstico de
laboratorio deben proceder de lechones vivos en los que la diarrea haya
comenzado menos de 24 horas antes y que no hayan sido tratados con
antibiéticos. (Varley, 1995)

El aislamiento de una alta concentracion de E. coli del contenido intestinal es
muy util pero se debe completar con el serotipado de antigenos somaticos y
fimbriales. La determinacion de la enterotoxienicidad no se realiza rutinariamente

por ser muy compleja y requiere de mucho tiempo. (Varley, 1995)

La valoracion del pH de las heces puede ser de valor diagndstico ya que en

caso de colibacilosis el pH esta a menudo por encima de 7 debido a la secreciéon
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de grandes cantidades de bicarbonato. (Varley, 1995)

4.5.7 Diagnostico diferencial

Se debe realizar el diagnostico diferencial con Gastroenteritis Transmisible,
Rotavirus, Clostridiasis, Coccidiosis y en afecciones diarreicas de origen

alimentario. (Dannenberg, 1975)

45.8 Tratamiento

Los lechones afectados se deben tratar precozmente y vigilar las demas
camadas susceptibles por edad. Habitualmente se aconseja tratar el resto de la
camada. Los lechones se pueden tratar con ampicilina, trimetoprim-sulfonamida,
gentamicina y enrofloxacina que habitualmente presentan actividad frente a los E.

coli productores de diarrea. (Varley, 1995)

Se aconseja realizar antibiograma sobre las cepas aisladas debido a que las
cepas de E. coli pueden desarrollar resistencia adquirida a algunos antibioticos.
Los antibidticos se deben administrar preferiblemente por via oral, pero en la
practica se aplican a menudo por via intramuscular. La administracion oral de
electrolitos asociados a glucosa y aminoacidos es también muy eficaz. También
puede aplicarse gammaglobulinas. El tratamiento se debe acompafar de una
mejora de las condiciones ambientales. (Varley, 1995)

4.5.9 Prevencion
Junto a la correccion de los factores predisponentes, el método mas eficaz

para prevenir la diarrea por ECET en lechones recién nacidos es la vacunaciéon de

las cerdas gestantes. La vacunacién estimula la produccion de anticuerpos
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especificos en el calostro y en la leche que protegen pasivamente los lechones
frente a las infecciones intestinales. (Varley, 1995)

Los antigenos mas adecuados para el desarrollo de vacunas son las
enterotoxinas y los antigenos fimbriales. La mayoria de las cepas ECET que
provocan diarrea neonatal expresan uno o mas de los antigenos fimbriales K88,
K99, 987P Y F41. Las vacunas comerciales constan de cuerpos bacterianos
completos inertes que expresan tales antigenos o de dichos antigenos purificados

asociados a veces a toxoide LT. (Varley, 1995)

Las vacunas se administran por via intramuscular. En las cerdas nuliparas se
deben inyectar dos veces, unas 6 y 2 semanas antes del parto. Con el objeto de
mantener altos niveles de anticuerpos calostrales, es aconsejable realizar
revacunaciones antes de cada parto, pero habitualmente no se realizan en el

campo. (Varley, 1995)

4.6 Salmonelosis

En 1885 Salmon y Smith aislaron la Salmonella choleraesuis (antes llamada
Bacterium suipestifer) de casos de “célera porcino”. Por medio de cultivos de este
microorganismo produjeron un estado de enfermedad que se parecia al colera
porcino en algunos aspectos. Durante afios se le consider6 como causante del
cOlera porcino, hasta que se comprendié que era erroneo, al descubrirse la

etiologia virica de la peste del cerdo. (Dannenberg, 1975; Dunne, 1967)

De la gran variedad de salmonellas presentes en muchas especies animales
y causantes de enfermedades (en especial bovinos y aves), asi como en el
humano al provocar intoxicaciones carnicas, sélo revisten algunas especies con

importancia por ser causantes de enfermedad en el cerdo, en particular la
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Salmonella choleraesuis y mas rara vez la Salmonella typhisuis, S. dublin y S.

typhimurium. (Dannenberg, 1975)

Los cerdos pueden ingerir con el pienso otras especies de salmonellas sin
enfermar por ello, para luego al ser sacrificados, causar intoxicaciones
alimentarias en el humano. En algunas explotaciones de engorde, se presentan
salmonelosis cronicas que no sélo motivan trastornos en la salud de los animales,
sino también decomisos de carnes de cerdos enfermos de salmonelosis.
(Dannenberg, 1975)

En caso de que el cerdo ingiera dosis infectivas bajas o tras la recuperacion
incompleta de un cuadro agudo, se produce una infeccidén subclinica que no se
asocia a ninguna sintomatologia y pasa de forma desapercibida. Estos portadores
asintomaticos pueden excretar de forma intermitente Salmonella en las heces. En
condiciones de estrés, muy habituales en las condiciones de explotacion
intensivas (alta densidad, temperatura extrema, ventilacion inadecuada, destete,
parto, tratamientos con corticosteroides, transporte, entre otras), aumenta la
proliferacion de Salmonella y por tanto su excrecion a la vez que incrementa la

susceptibilidad de los animales expuestos. (Pascual & Fuentes, s.f.)

4.6.1 Epidemiologia

La dosis infectante varia en funcién del serotipo, la edad del cerdo y su
estado inmunitario, siendo las heces la via mas frecuente de eliminacién y la de

mayor importancia epidemioldgica. (Pascual & Fuentes, s.f.)

Algunos cerdos portadores de la enfermedad, albergan la Salmonella en el
intestino y vesicula biliar como la S. cholearaesuis. En cuanto a la Salmonella
typhisuis solo motiva enfermedad tras su ingreso en la poblacion, ya sea por la

introduccion de nuevos cerdos al lote. Otras especies de samonelas pueden
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ingresar mediante piensos contaminados o con aves migratorias. Por lo general se
requiere de factores que disminuyan la resistencia para que se produzca la
enfermedad. Entre los que se cuentan las instalaciones inadecuadas (sucios,
hamedos, sobrepoblaciones, suelos irregulares y mojados), raciones insuficientes
o desequilibradas (carencias de vitaminas y proteinas, entre otras), intenso
padecimiento de otras enfermedades o diversas parasitosis. (Dannenberg, 1975)

La enfermedad en un cerdo ocasiona la multiplicacion masiva y la exaltacion
de la virulencia de las salmonelas, por lo que al recibir el contagio los animales
inmediatos, sobre los que también actian las influencias debilitantes, pueden
enfermar en gran nimero. La Salmonella también puede ser excretada mediante
la orina, asi como con las gotas expulsadas al toser. Los roedores y las moscas
juegan un papel importante como vehiculos para la salmonela en las instalaciones
que exista un cerdo infectado. El tiempo que transcurre entre el contagio y la
explosion de la enfermedad es por lo general de so6lo pocos dias. (Dannenberg,
1975)

4.6.2 Caracteristicas microbioldgicas

Es un bacilo gramnegativo, aerobio facultativo, por lo general maovil, con
cuatro a cinco flagelos peritricos; siempre se encuentra aislado. La temperatura
Optima de crecimiento es de 37°C. No licua la gelatina. En el agar, las colonias son
humedas, traslicidas y grisaceas. En la leche tornasolada produce ligera acidez
que es seguida por marcada alcalinidad. La Salmonella choleraesuis no produce
hidrégeno sulfurado, pero la variedad kunzendorf se caracteriza por producirlo.
(Dunne, 1967)

Produce acido y gas con la glucosa, fructosa, manosa, xilosa, maltosa,

flicerol, manito, dulcita, ramnosa, sorbitol y dextrina. No tiene efecto sobre la
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lactosa, sucrosa, arabinosa, inositol, salicilina, inulina, rafinosa y trehalosa.
(Dunne, 1967)

La clasificacion de las Salmonellas se basa principalmente en la estructura
antigénica y en las propiedades bioquimicas del grupo, las cuales fueron
determinadas por Bruner y Edwars en 1940. El microorganismo se destruye en
una hora a 56°C, en veinte minutos a 58°C, y en quince o veinte minutos por los

desinfectantes comunes. (Dunne, 1967)

4.6.3 Patogénesis

Las salmonelosis habitualmente se transmiten por via fecal-oral. Tras la
ingestion de una dosis suficiente, capaz de atravesar la barrera gastrica, puede
llegar al intestino y adherirse por medio de fimbrias al epitelio intestinal,
penetrando por endocitosis y diseminandose a tejido linfoide donde se producira la
multiplicacion bacteriana. La dosis infectante varia en funcion del serotipo, la edad
del cerdo y su estado inmunitario, siendo las heces la via mas frecuente de

eliminacion. (Pascual & Fuentes, s.f.)

4.6.4 Signos clinicos

Por lo general, solo resultan afectados los cerdos jovenes, en particular los
lechones lactantes de mas edad y los préximos al destete, asi como los cerdos de
recria hasta los cinco meses. La enfermedad aguda cursa como septicemia. Los
animales atacados presentan pérdida de apetito, se esconden, tienen fiebre,
diarrea y coloracion azulada de las orejas, patas y abdomen. La muerte se
produce entre uno y cuatro dias. (Dannenberg, 1975)

También es posible un curso mas crénico, en el cual los cerdos muestran

diarrea castaifio amarillenta, que muchas veces es hemorragica y fétida, tosen,
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pierden condicion corporal, y exhiben eczemas costrosos. Suelen morir o bien
superar la enfermedad con prolongado desmedro subsiguiente, en cuya fase los

animales expulsan salmonelas patégenas. (Dannenberg, 1975)

La septicemia aguda y la neumonia, que ocurren con infecciones con S.
choleraesuis pueden causar fiebre, inapetencia, dificultad respiratoria, depresion,
tos, enrojecimiento de la piel. La piel de las extremidades se observan con
coloracién azul. También se puede observar ictericia a consecuencia de dafio
hepatico y cojera por la artritis séptica. (Dannenberg, 1975; Dunne, 1967; Pascual
& Fuentes, s.f.)

Los animales que sobreviven pueden quedar como portadores asintomaticos,
ya que la bacteria se aloja en la vesicula biliar y nédulos linfaticos mesentéricos,
con lo que el hospedero elimina la bacteria en forma intermitente. (Dannenberg,
1975; Dunne, 1967)

4.6.5 Lesiones

Los lechones infectados por S. typhimurium presentan inflamacién y ligero
engrosamiento de ileon y colon y generalmente aparecen restos necroticos en la
superficie de la mucosa. Las lesiones causadas por S. typhisuis son
caracteristicas y tipicamente se trata de Ulceras amarillas y redondas (en botdn)
en colon, ciego y, con menor frecuencia, ileon. La ulceracion de la mucosa puede
ser 0 no evidente. A veces pueden producirse estenosis rectales. (Carranza et. al.,
2006; MERCK, 2000)

La manifestacion de salmonelosis crénica es enteritis ulcerosa caseificante

junto con un infarto ganglionar de los ganglios linfaticos mesentéricos, y

neumonia. (Dannenber, 1975)
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4.6.6 Diagnostico

A veces el microorganismo se puede obtener mediante el cultivo de las
heces o de la mucosa intestinal en un medio selectivo; sin embargo, las
Salmonellas spp se aislan con frecuencia a partir de los ganglios linfaticos
mesentéricos agrandados, por impronta directa (frotis), tefiidos con Gram, y asi
como su cultivo sobre un medio selectivo, como el agar verde brillante o por
inoculacion en medios enriquecidos. ElI examen histolégico del intestino e higado
afectados es un procedimiento adicional valioso para diferenciar la salmonelosis

de la enteritis proliferante y de la disenteria porcina. (Merck, 2000)

4.6.7 Diagnoéstico diferencial

Peste porcina, mal rojo, disenteria, pasteurelosis por los signos digestivos,

cutaneos y respiratorios y enteritis proliferante. (Dannenberg, 1975)

4.6.8 Tratamiento

La administracion parenteral de farmacos antibacterianos a lechones
agudamente enfermos y la medicacién del grupo afectado a través del agua o los
alimentos, puede disminuir la gravedad del brote infeccioso. La neomicina, las
nitrofurazonas y la lincomicina-espectinomicina son los medicamentos mMas

frecuentemente utilizados en el agua. (MERCK, 2000)

Es importante tener en cuenta la resistencia que S. choleraesuis y S.
typhimurium han desarrollado a muchos de los antibiéticos usados en cerdos. La
eleccion del antibiotico debe basarse en la susceptibilidad del agente por medio de
un antibiograma, dado que la medicacion debe comenzarse antes, debe acudirse

a los medicamentos efectivos en ensayos controlados. En ocasiones se aplican
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antiinflamatorios a los animales extremadamente enfermos para combatir los

efectos de la endotoxina. (Carranza et. al., 2006)

4.6.9 Controly prevencion

El tratamiento exitoso se basa en procedimientos de manejo rutinarios
recomendados para el control de enfermedades infecciosas como lo son: la
eliminacién y aislamiento de animales enfermos; minimizar la exposicion al
material infeccioso a través de la limpieza y desinfeccién de las instalaciones;
restricciéon del movimiento de animales (como roedores) o de personas de areas
potencialmente contaminadas hacia areas limpias; disminucion del estrés,
cambiando la ejecucion de ciertas actividades y factores de manejo y medio

ambiental. (Carranza et. al., 2006)

La vacunacion preventiva de los lechones en dos aplicaciones a partir de la
5% semana de vida y eventualmente de las cerdas en gestacion avanzada con
vacuna de Salmonella choleraesuis, acompafiada de todas las medidas higiénicas,
permite disminuir sustancialmente la cuantia de animales enfermos y muertos en

los siguientes meses de vida. (Dannenberg, 1975)

4.7 Infeccion por Clostridium perfrigens

La infeccién del intestino delgado por cepas del tipo C de CI. perfrigens
produce una enteritis necrohemorragica altamente letal. Afecta con mayor
frecuencia a lechones de 1 a 5 dias de vida, pero puede afectar a lechones de
hasta 3 semanas. (MERCK, 2000)

Los Clostridium son formadores de esporas. Las formas esporuladas son
muy resistentes a numerosos agentes fisicos - quimicos. Cl. Perfrigens puede

producir diversas toxinas muy potentes. Algunas de éstas (alfa, beta, épsilon, iota)
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pueden provocar un dafio irreversible en los tejidos animales. Todos los tipos de
Cl. perfrigens producen toxina a. El tipo C produce también la toxina B. La
inactivacion de la toxina B por la tripsina contribuye a la aparicion de la
enfermedad en lechones muy jévenes debido a la baja actividad de la tripsina en

tales animales. (Varley, 1995)

4.7.1 Epidemiologia

Se ha sefialado la existencia de enteritis por Clostridium perfrigens tipo C en
muchos paises. La compra de cerdas portadoras es la fuente de infeccion mas
probable. Pueden suceder brotes en un gran nimero de granjas y se caracterizan

por alta morbilidad y mortalidad. (Varley, 1995)

Los brotes duran normalmente 2 a 3 meses y son autolimitantes. No
obstante, en algunas granjas positivas a infecciones, los problemas pueden durar
mas tiempo y requerir de fuertes medidas de control. En granjas contaminadas, las
cerdas excretan el organismo en sus heces y contaminan las parideras. Los
organismos esporulados pueden persistir en el ambiente por mas de un afio. Los
lechones se pueden infectar por la ingestion tanto de formas vegetativas como
esporuladas. Los lechones recién nacidos se infectan en las primeras 12 a 24
horas de vida. (Varley, 1995)

4.7.2 Caracteristicas microbioldgicas
Generalmente, las células vegetativas tienen forma de bacilos, ancho y corto
con apariencia de ladrillo. Pueden aparecer sueltos, en parejas o en cadenas. Es

anaerobio Gram positivo, formador de esporas. Es inmovil. (Miranda & Rojo, s.f.)

Las colonias son grandes, opacas, tienden a extenderse, sin velo y

presentan doble halo de hemdlisis. (Miranda & Rojo, s.f.)
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4.7.3 Patogénesis

En ausencia de adecuada inmunidad calostral, las bacterias se multiplican
activamente y penetran entre las células absorbentes del yeyuno proximal y
produce una [B-toxina, que es una exotoxina sensible la tripsina, termolabil y
potente, que causa necrosis de todos los componentes estructurales de las
vellosidades. La inflamacion necrosante normalmente se extiende a las criptas de
la mucosa. La infeccion puede prolongarse distalmente y afectar al ileon y, rara
vez, al colon. La mucosa se acompafa de salida de sangre a la pared y luz
intestinales. (MERCK, 2000; Varley,1995)

4.7.4 Signos clinicos

Clostridium perfrigens tipo C provoca una enteritis necrética mortal en
lechones no inmunes de menos de 1 semana de edad. La mortalidad puede
acontecer ya a las 12 horas de vida (forma sobreaguda), pero aparece

frecuentemente entre los 2 y 3 dias de vida (forma aguda). (Varley, 1995)

En la forma sobreaguda, los lechones afectados pueden aparecer muertos

sin que se observen signos de diarrea. (Varley, 1995)

La forma aguda de la enfermedad se caracteriza por heces liquidas marron —
rojizas que contienen material necrético. Los lechones afectados clinicamente
mueren por lo general y la tasa de mortalidad en algunas camadas puede ser del
100%. La morbilidad puede variar dependiendo de la granja. Las camadas
posteriores de una cerda que ha tenido una camada enferma normalmente no se

ven afectadas. (Varley, 1995)

Las caracteristicas epidemiologicas incluyen: regién, granjas, aspectos

clinicos, patron de mortalidad y lesiones macroscépicas. A menudo basta con
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éstas para realizar un diagnostico presuntivo de enteritis por Cl. perfrigens tipo C.
Los casos subagudos o cronicos se pueden confundir con Cl. perfrigens tipo A,

pero el historial de gravedad de la enfermedad son distintos. (Varley, 1995)

475 Lesiones

En lechones afectados de forma aguda, el intestino delgado, especialmente
el yeyuno, esté inflamado y presenta un color rojo parpura. El contenido intestinal

es pastoso, tefiido de sangre y contiene materiales necréticos. (Varley, 1995)

En casos mas cronicos, la mucosa intestinal se recubre de capas difteroides
y su contenido es mas acuoso. Los signos clinicos y lesiones son habitualmente
muy indicativos. En improntas del contenido intestinal se pueden encontrar
numerosos bacilos gram positivos. Los casos menos agudos los animales

comienzan a excretar heces liquidas parduscas a los 3 a 5 dias. (Varley, 1995)

En cortes histolégicos se puede ver descamacion de las vellosidades del
yeyuno y presencia de numerosos bacilos gram positivos en la base de las criptas.
La descamacion de las células epiteliales necroéticas va seguida de proliferacion de
los Clostridium a lo largo de la membrana basal de las vellosidades dando lugar a

necrosis completa de la lamina propia. (Varley, 1995)
4.7.6 Diagnostico

Los hallazgos de la necropsia hormalmente son suficientes para establecer el
diagnéstico en la forma hemorragica hiperaguda y en la forma aguda con enfisema

yeyunal. (MERCK, 2000)

Se puede establecer un diagndstico presuntivo rapido evidenciando la

presencia de bacilos grandes en improntas de mucosa tefiidas por el método de
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Gram. (MERCK, 2000; Varley, 1995)

Para su confirmacién es suficiente la observacion histologica de necrosis de
las vellosidades con colonizacion de la mucosa por numerosos bacilos gram
positivos grandes. Las formas subaguda y crénica de la enfermedad en lechones
de 6 a 14 dias de vida se confunden facilmente en la necropsia con la enteritis
producida por Isospora suis, pero el diagnostico normalmente se puede establecer
mediante el examen histopatolégico de yeyuno e ileon o por la observacion de

clostridios en el frotis de mucosa tefiidos por Gram o Giemsa. (MERCK, 2000)

Las pruebas de ELISA pueden confirmar la presencia de toxina B en el
contenido intestinal o en filtrados de cultivo. No obstante, tal determincién no se

realiza como rutina. (Varley, 1995)

4.7.7 Tratamiento y prevencion

El tratamiento de los lechones con signos clinicos es de poca utilidad, porque
cuando comienza la diarrea las lesiones ya son normalmente irreversibles.
La administracion preventiva por via intramuscular poco después del nacimiento
de antisuero de cordero frente a la disenteria (debida a CI. perfrigens tipo B)
puede proporcionar proteccion. Sin embargo, dicho tratamiento es probablemente

demasiado caro como para que resulte rentable. (Varley, 1995)

En un brote agudo, la administracion profilactica de antitoxina tipo C o
antibioticos (o combinacién de ambos) parenterales u orales, confiere proteccién si

se efectua en las dos primeras horas de vida de los lechones. (MERCK, 2000)
En granjas endémicas afectadas, la vacunacion de cerdas nuliparas y
adultas gestantes con toxoide de CI. perfrigens tipo C aplicada 6 y 2 semanas

antes del parto parece ser una medida de control eficaz. La vacunacion confiere

24



una cierta inmunidad lactogénica pasiva a la futura camada, siempre que los
lechones consuman el calostro poco después de nacer. Una vez inmunizadas con
dos dosis de toxoide bacteriano, las cerdas deben recibir una dosis 3 semanas

antes de cada uno de los siguientes partos. (MERCK, 2000; Varley, 1995)

4.8 Resistencia alos medicamentos antimicrobianos

La extrema versatilidad y adaptabilidad de los microrganismos han impedido
que la eficacia de las quimioterapias bacterianas sea total; muchas bacterias han
ido desarrollando en los udltimos afios mecanismos que las protegen contra

diversos farmacos. (Sumano, 2007)

Incluso Paul Ehrlich, al introducir por primera vez la quimioterapia contra
protozoarios, se dio cuenta que algunas cepas desarrollaban resistencia al

farmaco durante el transcurso del tratamiento. (Sumano, 2007)

La presion selectiva que causa la aplicacion de antibacterianos ha propiciado
una verdadera supervivencia darwiniana de los mas aptos, favoreciendo la
diseminacién de aquellas cepas microbianas con mecanismos de resistencia que

en muchas ocasiones dificultan el adecuado tratamiento clinico. (Sumano, 2007)

Cada antibiético se caracteriza por un espectro natural de actividad
antibacteriana. Este espectro comprende las especies bacterianas que en su
estado natural se ven inhibidas en su proliferacion por concentraciones de
antibioticos a los cuales son susceptibles. A estas especies bacterianas se les
denomina sensibles a dicho antibiético. Las especies bacterianas que no se
encuentran incluidas dentro de dicho espectro se denominan naturalmente

resistentes. (Sumano, 2007)

El antibidtico no crea resistencia, sino que selecciona las bacterias resisten-
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tes eliminando las sensibles. A esto se le conoce como presion de seleccion. El
aumento de la frecuencia de aparicion de cepas resistentes casi siempre va unido
al uso intensivo del antibidtico especifico. Existen muchos mecanismos diferentes,
mediante los cuales los microrganismos podrian exhibir resistencia a los
medicamentos. Los cuales ya estan bien comprobados: (Brooks, 2002; Sumano,
2007)

4.8.1 Resistencia natural o intrinseca

Es la consecuente de la estructura y la fisiologia natural de la especie, y esta
codificada en el cromosoma de todas las cepas. Los mecanismos de resistencia
natural pueden producirse por impermeabilidad al antibiético, eflujo o presencia de
enzimas inactivantes. La membrana externa de los gramnegativos supone una
barrera natural, que hace que muchas bacterias de este grupo sean insensibles a

varios antibiéticos. (Stanchi, 2007; Sumano, 2007)
4.8.2 Mutacion

Es la derivada de mutaciones espontaneas en la informacion contenida en el
cromosoma (por alteracion de la secuencia natural de nucledtidos en el ADN). Las
mutaciones pueden ocurrir en genes prexistentes en las células o en genes

adquiridos. (Stanchi, 2007; Sumano, 2007)

4.8.3 Adguirida

Es la adquisicién de un caracter de la resistencia previamente ausente en la
bacteria. Las resistencias adquiridas son evolutivas y su frecuencia depende a

menudo de la utilizacién de los antibiéticos. (Stanchi, 2007; Sumano, 2007)
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4.8.4 Resistencia asociada

Es cuando afecta a varios antibiéticos de las familias diferentes. En general,
se debe a la asociacion de varios mecanismos de resistencia (p. €j., la resistencia
de los estafilococos a la oxaciclina que va frecuentemente asociada a quinolonas,

aminoglucésidos, macrélidos y ciclinas). (Sumano, 2007)

4.85 Resistenciacruzada

Los microrganismos resistentes a cierto medicamento pueden serlo también
a otros medicamentos que compartan algan mecanismo de accion (p. ej., la
resistencia a la oxacilina en los estafilococos, que se cruza con todos los
betalactamicos). Esta relacidn existe principalmente entre agentes con estructuras
quimicas anélogas o que tiene un modo semejante de fijacion o de accién. En
algunas clases de medicamentos, el nucleo activo de la substancia quimica es tan
semejante entre muchos congéneres, que es de esperarse una resistencia
cruzada completa. En ciertos casos, puede afectar antibidticos de familias
diferentes (p. €j., la resistencia por impermeabilidad a las ciclinas se cruza con la
resistencia a cloranfenicol y a trimetoprim). (Brooks, 2002; Sumano, 2007)

4.8.6 Origen genético

La mayor parte de los microrganismos resistentes a medicamentos surgen a
consecuencia de cambios genéticos y de los procesos subsiguientes de seleccion
por los medicamentos antimicrobianos. (Brooks, 2002)

La transferencia del material genético responsable de la resistencia, puede

ocurrir por conjugacion, transduccion y transformacion, procesos basicos de

transferencia de genes entre bacterias. (Stanchi, 2007; Sumano, 2007)
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Los elementos genéticos que participan en la transferencia de genes de
resistencia son los plasmidos, los trasposones, ADN de bacteriéfagos y
recientemente los integrones y casetes genéticos de resistencia. (Stanchi, 2007,
Sumano, 2007)

4.8.6.1 Transduccion

El plasmido de ADN es encerrado en un bacteriéfago y transferido por el
virus a otra bacteria de la misma especie. El plasmido que porta el gen para la
produccion de B-lactamasa puede transferirse de un estafilococo resistente a la
penicilina a otro que sea sensible al medicamento, si es transmitido por algin
bacteriéfago adecuado. Una transduccién semejante ocurre en las salmonelas.
Este mecanismo de transferencia de ADN es un poco importante en la
diseminacién de resistencia, debido a la especificidad de los bacteri6fagos.
(Brooks, 2002; Stanchi, 2007)

4.8.6.2 Transformacion

El ADN desnudo pasa de una célula de una especia a otra célula, alterando,
por lo tanto, su genotipo. Las células deben ser competentes para poder
incorporar el ADN, clivarlo y recombinarlo. En general se produce entre géneros
muy relacionados, debido a la necesidad de una alta homologia de secuencias de
nucleotidos para que ocurra la recombinacion. Se presenta principalmente en los
géneros Streptococcus spp Yy Neisseria spp. Esto puede ocurrir a través de la
manipulacion del laboratorio o tal vez espontaneamente. (Brooks, 2002; Stanchi,
2007)

4.8.6.3 Conjugacion

Ocurre una transferencia unilateral de material entre las bacterias del mismo
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género o de diferente, durante el proceso de conjugacion. Esta transferencia es
medida por un factor de fertilidad que resulta en la extension de los pelos sexuales
de la célula donadora al receptor. El plasmido o algun otro ADN es transferido a
través de estos tubulos de proteina del donador al receptor. Una serie de genes
estrechamente ligados, determina cada uno la resistencia a un medicamento,
pudiendo entonces transferirse de una bacteria resistente a una sensible. Este es
el método mas comun por el cual se propaga la resistencia a multiples
medicamentos entre los diferentes géneros de bacterias gramnegativas. La
transferencia de plasmidos resistentes también puede producirse entre algunos
grampositivos. (Brooks, 2002; Stanchi, 2007)

4.8.6.5 Transposicion

La transferencia de secuencias cortas de ADN ocurre entre un plasmido y
otro, o entre un plasmido y una porcién del cromosoma bacteriano dentro de
alguna célula bacteriana. (Brooks, 2002)

4.8.7 Elementos que participan en la transferencia de genes de resistencia

4.8.7.1 Plasmidos

Son ADN circulares extracromosomicos y: 1) se automultiplican; 2) son
heredables; 3) pueden tener otras funciones: factores de virulencia, cambios
metabdlicos; resistencia a metales pesados; 4) pueden estar presentes en bacteria
filogenéticamente distintas. (Brooks, 2002; Stanchi, 2007)

4.8.7.2 Transposones

Son secuencias cortas de ADN, conocidas como “genes saltarines”. Pasan

de un plasmido a otro, de un plasmido al cromosoma o viceversa. (Stanchi, 2007)
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La propiedad de todos los elementos transportables en la capacidad de
moverse e integrarse dentro de secuencias del ADN extraiio, mediante una
recombinacion no homéloga. Este tipo de recombinacién determina que el mismo
transposdn pueda estar en plasmidos o cromosomas de bacterias no
emparentadas, con genes de antibioticorresistencias idénticos. (Brooks, 2002;
Stanchi, 2007)

La mayor parte de los transposones estan contenidos en plasmidos, los que
pueden ser pasados entre especies bacterianas, con una rapida diseminacién de
resistencia. (Stanchi, 2007)

4.8.7.3 Integrones

Son una familia de elementos genéticos méviles, capaces de integrar y

expresar genes de resistencia a antibioticos. (Stanchi, 2007)

Los integrones no pueden realizar autotransposicion, pero se asocian a
plasmidos y transposones que median como vehiculos, para su transmision intra o

interespecie. (Stanchi, 2007)

Los casetes genéticos contienen un gen de antibioticorresistencia y un sitio
de recombinacién especifico. Las integrasas catalizan la integracion o ecision del
casete de resistencia en el sitio especifico del integrén. (Stanchi, 2007)

En el integrén, existen dos promotores: uno transcribe la integrasa y otro,

dirige la transcripcion de los casetes genéticos integrados. Hasta el momento no

se han encontrado casetes con promotores propios. (Stanchi, 2007)
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Los casetes genéticos codifican resistencia para antibiéticos -lactdmicos,

aminoglucésidos, sulfas, eritromicina, tetraciclinas, y rifampicina. (Stanchi, 2007)

Los mecanismos de resistencia bacteriana para cada grupo de
antimicrobianos se describen a continuacion, junto con los mecanismos basicos de
accion. (Stanchi, 2007)

Lo que logran las bacterias con los mecanismos antes expuestos es:

o Producen enzimas que destruyen el medicamento. Los estafilococos
resistentes a la penicilina G producen una beta lactamasa que destruye el
medicamento. Los bacilos gramnegativos producen otras B-lactamasas. Las
bacterias gramnegativas resistentes a los aminoglucésidos (debido a los
plasmidos) producen enzimas adenililantes, fosforilantes o acetilantes que
destruyen el medicamento. Las bacterias gramnegativas pueden ser
resistentes al cloranfenicol si producen una cloramfenicolacetiltranferasa.
(Jawetz, 1990; Sumano, 2007)

o Cambian su permeabilidad al medicamento. La resistencia a las polimixinas
estd asociada también con un cambio en la permeabilidad a estos
medicamentos; los estreptococos tienen una permeabilidad que funciona
como barrera natural contra los aminoglucésidos. Esta puede superarse en
parte por la presencia simultdnea de algin medicamento activo contra la
pared celular; por ejemplo, la penicilina. La resistencia a la amikacina y a
algunos otros aminoglucésidos puede depender de la falta de permeabilidad
a los medicamentos, al parecer debido a un cambio en la membrana externa
que altera el transporte activo al interior de la célula. (Brooks, 2002; Sumano,
2007)
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o Desarrollan un blanco estructural alterado para el medicamento. La
resistencia a los aminoglucosidos esta asociada con la pérdida o alteracion
de alguna proteina especifica sobre la subunidad 30S del ribosoma
bacteriano, el cual sirve como sitio eslabonante en microrganismos
sensibles. Los microrganismos resistentes a la eritromicina tienen un
receptor alterado sobre la unidad 50S del ribosoma receptor resultante de la
metilacion de un ARN ribosomico 23S. La resistencia a algunas penicilinas y
cefalosporinas puede depender de la pérdida o alteracion de las PBP.
(Brooks, 2002; Sumano, 2007)

o Desarrollan una via metabdlica alterada que funciona como atajo (derivacion)
de la reaccién la cual es inhibida por el medicamento. Algunas bacterias
resistentes a las sulfonamidas no requieren PABA extracelular, sino que, a
semejanza de las células de los mamiferos, pueden utilizar el acido folico
preformado. (Brooks, 2002; Sumano, 2007)

o Desarrollan una enzima alterada que todavia puede ejecutar su funcion
metabdlica, pero que es afectada mucho menos por el medicamento que la
misma enzima en un microrganismo sensible. En algunas bacterias sensibles
a las sulfonamidas, la tetrahidropteroicosintetasa tiene una mayor afinidad
para las sulfonamidas que para el PABA. En las mutantes resistentes a las
sulfonamidas sucede lo opuesto. En bacterias resistentes al trimetoprim, la
acido dihidrofdlico reductasa se inhibe, con mucha menor eficiencia que en

bacterias susceptibles a trimetoprim. (Brooks, 2002; Sumano, 2007)

4.8.8 Limitacion

La emergencia de la resistencia a los medicamentos en las infecciones

puede reducirse al maximo en las formas siguientes:
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- Manteniendo cifras suficientemente elevadas del medicamento en los tejidos
para inhibir la poblacion original y a los mutantes iniciales

- Administrar simultaneamente 2 medicamentos que no tengan resistencia
cruzada, cada uno de los cuales retardara la emergencia de mutantes
resistentes al otro medicamento, y;

- Evitar la exposicién de microrganismos a algun medicamento particularmente
valioso, restringiendo su uso sobre todo en los alimentos para animales.
(Brooks, 2002)

4.8.9 Implicaciones clinicas de la resistencia a los medicamentos

4.8.9.1 Bacterias entéricas gramnegativas

La mayor parte de la resistencia a medicamentos de las bacterias entéricas
se puede atribuir a la extensa transmisién de plasmidos de resistencia entre los

diferentes géneros. (Brooks, 2002)

Méas o menos la mitad de las cepas de la especie Shigella en muchas partes

del mundo, son ahora resistentes a varios medicamentos. (Brooks, 2002)

Las salmonelas transportadas por animales han desarrollado resistencia, en
particular a medicamentos incorporados en los alimentos para el ganado y las
aves de corral, practica que originé un desarrollo mas rapido en los animales, pero
gue se acompafié de un incremento en los microrganismo entéricos resistentes a

medicamentos en la flora fecal de los trabajadores de las granjas. (Brooks, 2002)

Los plasmidos portadores de genes de resistencia a medicamentos existen
en numerosas bacterias gramnegativas de la flora intestinal normal. El uso
abundante de antimicrobianos origina la supresion de los microrganismos

sensibles a los medicamentos en la flora intestinal y favorece la persistencia y
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crecimiento de bacterias resistentes, incluyendo a Enterobacter, Klebsiela,
Proteus, Pseudomonas, Serratia y hongos. Estos microrganismos representan
problemas particularmente dificiles en los pacientes inmunodependientes. (Brooks,
2002)

4.9 Resistencia antimicrobiana en la produccion porcina

La resistencia de las bacterias ante los antimicrobianos ha sido estudiada
con mucha especificidad, que para poder ser entendidos por el uso desmedido
que se les han dado. Para poder comprender los cambios, se han recurrido a
analisis de los cddigos genéticos y determinar donde se dio la mutacion de la

bacteria.

Bischoff (2002) en su estudio de “Caracterizacion de la resistencia del
Cloranfenicol en Escherichia coli beta-hemolitica asociada con diarrea en cerdos
neonatales” donde tomé muestras de lechones con diarrea de multiples granjas en
la ciudad de Oklahoma entre los afios 1998 y 1999. Los resultados demostraron
qgue un 73 por ciento de los aislamientos de E. coli fueron resistentes a cinco o
mas antibioticos. Entre estos se determind que la resistencia para cloranfenicol fue

de un 53 por ciento.

Maynard (2003) estudi6 la resistencia antibacteriana en los genes de
Escherichia coli 0149:K91 enterotoxigénica aislada de cerdos, por un periodo de
23 afios. Logré determinar que un 60 por ciento de los aislamientos poseian un
integron clase 1, demostrando la importancia de los integrones en la epidemiologia
de la resistencia antibacteriana en cepas de E. coli de cerdos. 35% de los
aislamientos fueron resistentes a neomicina y 38% fueron resistentes a
kanamicina. Llegaron a la conclusion que el aumento del uso de gentamicina o
sulfametoxazol-trimetoprim en la producciéon porcina pudo haber generado

resistencia cruzada al cloranfenicol.
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Mathew (1999) analizé la resistencia antibacteriana de Escherichia coli en
diferentes granjas de cerdos. Para ello las clasific6 en dos grupos, Granjas de bajo
uso de antibidticos, siendo estas aquellas que no usaban antibioticos en los
alimentos en dosis subterapéuticas. Y granjas de alto uso de antibidticos, en las
que el uso de antibiéticos en los alimentos eran en dosis subterapéuticas o
inyectados. Los resultados demostraron que las granjas que tenian bajo uso de los
antibioticos, los aislamientos microbianos tuvieron una resistencia antibacteriana
menor que los de las granjas de alto uso de antibiéticos. Ningun cultivo de E. coli
de granjas de bajo uso de antibidticos demostré resistencia a apramicina. Se
establecié que el incremento del uso de antibidticos se da en cerdos destetados,
donde también hay un incremento de la colonizacion de patégenos, en tal caso la

resistencia ocurre mas comunmente que los microrganismos comensales.

4.10 Métodos de deteccidn de resistencia antibiotica

Los métodos de susceptibilidad antimicrobiana o antibiogramas son métodos
in vitro que determinan las susceptibilidades de los microrganismos a una variedad
de agentes antimicrobianos, bajo condiciones de laboratorio especificas y
estandarizadas. La meta principal por la que se realiza es proveer al clinico
algunas recomendaciones sobre la terapia que puede ser mas apropiada en
pacientes con una infeccion especifica. Aunque no haya una correlacion exacta
entre los resultados in vitro y la respuesta clinica es muchas veces dificil de
predecir, ya que muchos factores influyen en la interaccion de agentes

antimicrobianos y microrganismos en un determinado paciente. (Castro, 2009)
4.10.1 Dilucién en agar

Es considerado el método de referencia. En este método, se trabaja
incubando una bacteria en una placa de agar Mueller-Hinton, inmediatamente se

coloca una serie de discos estandarizados conteniendo una determinada
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concentracion de un antibiético, donde son inoculados con los microrganismos en
estudio y luego incubadas por 16 a 18 horas. Después de la incubacion, se
examina si el organismo crece o0 no en cada una de las placas, alrededor del disco
0 taxo de antibidtico, con lo cual se determina la concentracion minima inhibitoria
(CIM) para el antibiotico. (Castro, 2009)

4.10.2 Dilucion en caldo

En este caso, tubos (macrodiluciéon) o microplacas (microdilucién) contienen
concentraciones crecientes de un determinado antibidtico. ElI microorganismo en
estudio es inoculado en los diferentes tubos o pocillos de la microplaca y la CIM es
determinada después de la incubacién, de la misma forma como se realiza en el

método de dilucion en agar. (Castro, 2009)

4.10.3 Determinacion de la CIM por la técnica de microdiluciéon en placa

La CIM es la minima concentracion del agente antimicrobiano que inhibe la
multiplicacion y produccién de un crecimiento visible de una cepa bacteriana dada
en el sistema de prueba. Se determina la concentracion en el laboratorio
incubando una cantidad conocida de bacterias con diluciones definidas del agente
antimicrobiano. Las pruebas de la CIM pueden ser realizadas usando como
medios de cultivo en caldo o agar, pero la microdilucién en caldo es el método
mas utilizado en los laboratorios clinicos. (Castro, 2009)

4.10.4 Factores que afectan la actividad antimicrobiana
Entre los diversos factores que pueden afectar la actividad antimicrobiana in

vitro, deben considerarse los siguientes, ya que influyen significativamente en el

resultado de las pruebas. (Jawetz, 1990)
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4.10.4.1 pH del medio

Algunos medicamentos son mas activos a pH acido; otros a pH alcalino (ami-

noglucosidos, sulfonamidas). (Jawetz, 1990)

4.10.4.2 Componentes del medio

El sulfonato de polianetol sédico y otros detergentes anionicos inhiben a los
aminoglucosidos notoriamente. PABA en extractos tisulares antagoniza a las
sulfonamidas. Las proteinas séricas fijan a las penicilinas en grado variable.
(Jawetz, 1990)

4.10.4.3 Estabilidad de los medicamentos

A la temperatura de la incubadora varios agentes antimicrobianos pierden su
actividad. La penicilina se inactiva lentamente mientras que los aminoglucosidos

son bastante estables por largos periodos. (Jawetz, 1990)

4.10.4.4 Tamafo del in6culo

En general, cuanto mas grande sea el in6culo bacteriano, mas baja sera la
sensibilidad aparente del microrganismo. Las grandes poblaciones bacterianas se
inhiben en forma menos rapida y completa que las pequefias; ademas, es posible
gue una mutante resistente surja en grandes poblaciones. (Jawetz, 1990)

4.10.4.5 Duracion de laincubacion
En muchos casos los microrganismos no mueren cuando se exponen un

tiempo corto a los agentes antimicrobianos, sino que solamente se inhibe su

multiplicacion. Cuanto mas tiempo se prolonga la incubacion, mayor es la
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oportunidad que tienen de presentarse los mutantes resistentes o mayor es la
oportunidad de los miembros menos sensibles de la poblacién bacteriana de
empezar a multiplicarse tan pronto como el medicamento se descompone.
(Jawetz, 1990)

4.10.4.6 Actividad metabdlica de los microrganismos

En general, los microrganismos que crecen rapida y activamente son mas
sensibles a la accién de los medicamentos que aquéllos que se encuentran en la
fase de reposo. Las bacterias persistentes son aquellas metabdlicamente
inactivas, las cuales sobreviven a exposiciones largas a los medicamentos, pero
cuya descendencia es completamente susceptible al mismo medicamento. Una
forma especializada de microrganismos persistentes pueden ser las formas L de
las bacterias. Bajo el tratamiento con ciertos medicamentos inhiben la formacion
de la pared celular, las formas deficientes en la misma pueden desarrollarse en
algunos tejidos que poseen propiedades osmoéticas adecuadas. (Jawetz, 1990)
4.11 Orégano

Lippia graveolens HBK
4.11.1 Sinénimos

Lantana origanoides, L. berlandieri, Gniostachyum graveolens.

4.11.2 Nombres populares

Mejorana, Orégano de monte, Orégano mexicano
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4.11.3 Descripcion botanica

La especie Lippia graveolens HBK, denominado cominmente como orégano

mexicano pertenece a la familia Verbenaceae.

L. graveolens es un arbusto delgado hasta 2 metros de alto, ramas con
pubescencia cortamente pilosa. Hojas en peciolos 5 — 10 mm de largo, oblongas a
elipticas, 2 — 4 cm de largo, obtusas o redondas en el apice, subcordadas a la
base, densamente pilosas, suaves al tacto, densamente tomentosas. Flores
subglobosas a oblongas, 4 — 12 mm de largo, bracteas ovado-lanceoladas,
agudas; caliz 1 — 2 mm de largo, glandular; corola blanca, 3 — 6 mm de largo.
(Caceres, 1996)

4.11.4 Habitat

L. graveolens es nativa del sur de Texas a Nicaragua, se encuentra en
bosques secos y montes espinosos subtropicales, en pendientes pedregosas muy
secas, en matorrales himedos o secos y planicies hasta 350 msnm. En
Guatemala se ha descrito en El Progreso, Petén y Zacapa. (Caceres, 1996)

4115 Historia

Con el nombre de Orégano se conocen mas de 53 plantas de diferentes
especies e incluso familias, que por sus aceites esenciales de aromas parecidos
han sido usados indistintamente. Es usado con fines culinarios y medicinales
desde los tiempos de griegos y romanos; Plinio recomendaba las cataplasmas
para tratar picaduras de escorpiones, Dioscororides en el siglo | y Gerard en el

siglo XVI describen varias especies de oréganos medicinales. (Caceres, 1996)
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4.11.6 Agricultura

L. graveolens es principalmente recolectada en sus lugares de crecimiento
silvestre, se recomienda su manejo y siembra comercial para garantizar su
aprovisionamiento sostenido. Se propaga por semilla o estacas de madera suave.
Las hojas se colectan en plena floracion y se secan a la sombra. (Céceres, 1996)

4.11.7 Usos medicinales atribuidos

La decoccién o infusion de hojas se usa para tratar anemia, afecciones
gastrointestinales (amebiasis, cdlico, diarrea, disenteria, dispepsia, estrefiimiento,
indigestion) y respiratorias (asma, bronquitis, catarro, influenza, laringitis,
pleuresia, resfrio, tos, tuberculosis. Un jarabe de hojas secas se usa para tratar
diabetes, disenteria, catarro y resfrios. (Caceres, 1996)

Se le atribuye propiedad antioxidante, antiséptica, aromatica, calmante,
carminativa, cicatrizante, desinflamante, digestiva, emenagoga, espasmolitico,

estimulante, estomaquica, y expectorante. (Caceres, 1996; Luna, 1994)

4.11.8 Infusioén

Es la forma de preparacion mas frecuente y sencilla, también llamado
apagado o té, forma parte de una cultura de consumo de hierbas arométicas que
se usan no solo con fines medicinales. Consiste en dejar en contacto por algunos
minutos a la parte medicinal de la planta con agua hirviendo. Por no usar calor
directo garantiza que sus partes no sufran deterioro. Se utiliza para hacer
preparaciones de las partes suaves como flores y hojas. (Caceres, 1996; Luna,
1994)
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4.11.9 Fitoquimica

El tamizaje fitoquimico de hojas de L. graveolens contiene: aceite esencial
(1.8%), glicésidos saponinicos, taninos y terpenos, celulosa, pigmento y elementos
minerales; la corteza y raiz contienen glicésidos saponinicos, aceite esencial y
taninos. Las hojas contienen ademas flavononas (pinocembrina, naringenina) y

lapachenol. (Caceres, 1996)

Los aceites esenciales de especies de Lippia contienen limoneno, [-
cariofileno, p —cimeno, canfor, linalol, a —pineno, y timol, los cuales pueden variar

de acuerdo al quimiotipo. (Arcila et. al., 2004)

Los aceites esenciales son metabolitos secundarios de las plantas por lo que
un metabolismo mas activo puede asociarse con una mayor produccion de
aceites. En los aceites esenciales se pueden encontrar hidrocarburos aliciclicos y
aromaticos, asi como sus derivados oxigenados, sustancias azufradas y
nitrogenadas. Los compuestos mas frecuentes se derivan del acido mevalonico y

se les clasifica en monoterpenoides y sesquiterpenoides. (Arcila et. al., 2004)

Las variaciones que se pueden encontrar en las composiciones quimicas de
los aceites esenciales es debida a diversos factores, tales como el medio
ambiente, estacion del afio en la que se realizd el corte y a la cantidad de agua
usada en el riego, o bien a la cantidad de luz artificial o natural usada en el cultivo

de la planta en el invernadero. (Arcila et. al., 2004; Arana et. al., 2010)

Los métodos convencionales que se han utilizado para la extraccion de
aceites esenciales son la destilacion con arrastre de vapor y el uso de solventes
organicos. Se han logrado identificar 56 compuestos, y se han encontrado
diferencias cuantitativamente significativas en sélo dos fenoles isoméricos,

carvacrol (0.1 — 56.6%) o fenol no cristalizable y timol (7.9 — 53.6 %) o fenol
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cristalizable; incluyendo sus precursores biosintéticos el y —terpineno y el p —

cimeno. (Arcila et. al, 2004)

4.11.10 Principios activos

El principio activo del efecto antibiético del Orégano es el aceite esencial, del
cual sus componentes mas importantes son el Carvacrol y Timol. (Lambert et. al.,
2001)

El Timol y Carvacrol tienen la capacidad de destruir la estructura de la
membrana celular, causando el incremento de su permeabilidad y por
consiguiente la salida de iones inorganicos, ATP, acidos nucleicos y aminoacidos,
liberando lipopolisacéricos entre otros. (Chavez et. al., 2008; Hernandez et. al.,
2009; Oliveira et. al., 2007)

Los aceites esenciales pueden coagular el citoplasma. Dafios en la pared
celular y la membrana puede dar lugar a la filtracion de macromoléculas y la lisis

de la bacteria. (Hernandez et. al., 2009)

4.11.11 Etnofarmacologia

En la literatura médica son abundantes los estudios farmacoldgicos que se
han realizado con las diferentes plantas de orégano, entre las que se encuentran
la actividad antibacteriana de las hojas de extractos acuosos, etandlicos, e
hidroalcohdlicos frente a Salmonella enteritidis como lo demostr6 Govaris et al
(2010) al comparar el efecto antibiotico de los aceites esenciales versus nisina y
combinaciones de nisina con aceites esenciales de orégano, en carnes picadas de
oveja. Concluyendo en que los tratamientos combinando los aceites esenciales al
0.6% con nisina a una concentracion de 500 Ul/g son efectivos contra Salmonella
Enteritidis.
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En otros estudios la tintura de hojas de L. graveolens demostraron que es
activa contra E. coli, P. aureginosa, S. typhi, S. choleraesuis, S. flexneri, S. aureus,
S. pneumoniae y S. pyogenes, pero inactiva contra H. influenzae; La infusion de
hojas demostré actividad contra los mismos organismos. La CIM del extracto
diclorometanico contra bacterias es de 10 mg/ml y del etanol es de 1.75 mg/ml
(Albado et. al., 2001; Caceres, 1996; Herndndez, et. al. 2009)

Chévez et al (2008) evaluo el efecto de los aceites esenciales de orégano
Carvacrol y Timol en cultivos de Escherichia coli en comparacién con tratamientos
con Gentamicina. Demostré en sus resultados una actividad antimicrobiana
significativa al comparar el halo de inhibicibn de crecimiento del extracto de
orégano al 75% fue mayor al halo de inhibicibn de crecimiento producido por la

Gentamicina en los cultivos de Escherichia coli. (Chavez, 2008)

Michiels et al (2009) analiz6 la actividad antimicrobiana in vitro de algunos
componentes del aceite esencial y combinaciones en contra de la flora intestinal
del cerdo. Para el experimento utilizé los aceites Carvacrol, Timol, Tugenol y trans-
Cinamico y un modelo in vitro de incubacién simulando la flora y la fermentacién
en diferentes secciones del tracto gastrointestinal del cerdo. Los resultados que
encontraron en la simulacion gastrica, fueron que el Timol tuvo la mayor actividad
antibacteriana mostrando una significativa disminuciéon de la poblacién total de
bacterias anaerobias y coliformes a una concentracion de 100 a 500 mg /L; el
Carvacrol significativamente mostro actividad antibacteriana a una concentracion
de 500 mg/L. En la simulacién del Yeyuno se revel6 que el Carvacrol y Timol
tienen una fuerte actividad antimicrobiana a una concentracién de 1000 mg/L,
reduciendo el nimero de Estreptococos y Lactobacilos significativamente. La
simulacion cecal demostrd tener reducciones significativas de las bacterias al

tratamiento con una concentracién de 1000 mg/L. (Michiels, 2009)

Chéavez (2010) evalu6 la actividad antibacteriana y antimicoética de seis plan-
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tas medicinales guatemaltecas, donde demostro la actividad de L. graveolens
contra las cepas de Staphylococcus intermedius, Streptococcus sp y Proteus
mirabilis, a una concentracion de 250 pg/ml pero no contra Pseudomona
aeruginosa. En cuanto a la actividad antimicGtica presentd actividad contra los
hongos Microsporum canis a concentracion de 30 pug/ml, Microsporum gypseum a
concentracion de 125 pg/ml, y Tricophyton mentagrophytes a concentracion de
60 pg/ml. (Chavez, 2010)

Otros estudios antimicoticos demuestran que los extractos con
diclorometano y etanol son activos contra C. albicans, A. flavus, E. floccosum, M.

gypseumy T. rubrum. (Caceres, 1996)

4.11.12 Indicaciones terapéuticas

Por su accion antiséptica digestiva y expectorante esta indicado su uso por
via oral en el tratamiento de inapetencia, digestion lenta, meteorismo, tos,
faringitis, sinusitis, bronquitis y amenorrea. Se recomienda administrar tres veces
al dia en dosis de 2 a 4 gramos en infusion, 1 — 3 ml de extracto fluido, 4 — 6 gotas
de esencia 1- 2 capsulas de 50 mg, y 0.1 a 0.4 gramos en supositorios. Por su
accion antiséptica puede combinarse con eucalipto, nance, tomillo y zarzaparrilla;
por su accién digestiva con el anis, hierbabuena, manzanilla y pericon. (Caceres,
1996)

Topicamente se aplican inhalaciones humedas y aerosoles para tratar
afecciones respiratorias. Por sus propiedades antisépticas y cicatrizantes la
infusidon y esencia en linimento y pomadas estan indicadas para tratar heridas,
tinea y dolores reumaticos; el cataplasma se aplica en los abscesos varias veces
al dia. (Caceres, 1996; Morataya, 2006)

En bafios se usa para aliviar el prurito y la sarna y como calmante; el cata-
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plasma para madurar abscesos, calmar neuralgias, cancer y tumores y se aplica

para la cicatrizacion de heridas. (Morataya, 2006)

El aceite esencial de Orégano esta contraindicado durante la gestacion,
padecimientos con gastritis, colitis y Ulcera péptica. Su administracion durante el
embarazo puede producir aborto. Cabe mencionar, que existen escasos estudios
en los que se reporte el uso de infusiones de las hojas y tallos de esta planta.
(Caceres, 1996)
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Materiales

5.1.1 Material microbiolégico

Cepas bacterianas aisladas en casos de lechones con enteritis:
e Escherichia coli
e Clostridium sp.

e Salmonella sp.

5.1.2 Material vegetal

e Infusién de hojas y tallos deshidratadas de Orégano (Lippia graveolens,
HBK)

5.1.3 Materiales de laboratorio

e Asa bacteriologica

e Cajas de Petri descartables.

e Cajas de Petri cuadriplate

e Cristaleria (probetas, beakers, erlenmeyers, tubos de ensayo)
e Papel filtro.

e Guantes.

e Gasas estériles

e Micropipetas automaticas unicanal.

e Puntas amarillas de 200 pL.

e Puntas azules de 1000 pL.

¢ Plantilla para siembra.
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e Disolventes: agua desmineralizada.

5.1.4 Medios de cultivo

e Agar MacConkey.
e Agar Sangre.
e Agar Mueller-Hinton.

e Caldo Tripticasa soya.

5.1.5 Equipo de laboratorio

e Autoclave.

e Incubadoraa 36y 37 °C.

e Campana con flujo laminar.
e Nefelometro

e Balanza analitica.

e Mechero.

e Gradillas.

e Colador metalico estéril

e Pipetas automaticas.

e Refrigeradora.

e Asas de aislamiento.

e Camara fotogréfica.

e Utiles de oficina (lapiz, lapicero, computadora, impresora, hojas, tinta,

marcador permanente)

5.1.6 Area de trabajo

e Laboratorio de Microbiologia, Facultad de Medicina Veterinaria y Zoo-
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tecnia, Universidad de San Carlos de Guatemala.

e Laboratorio de Bioensayos, Departamento de Citohistologia, Escuela de
Quimica Biologica, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, Universi-
dad de San Carlos de Guatemala.

5.1.7 Recursos humanos

e Estudiante Investigador.
e Asesores para el analisis del caso.

e Personal de Laboratorio.
5.2 Metodologia
5.2.1 Disefio del estudio
Estudio preclinico para evaluar la actividad antimicrobiana in vitro de la
infusion de hojas de orégano (Lippia graveolens, HBK) sobre las principales
bacterias aisladas de enteritis en lechones.
5.2.2 Obtencion de las bacterias
e Las cepas bacterianas fueron referidas del Laboratorio de Microbiologia
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia aisladas a partir de
casos reportados de lechones con enteritis.

5.2.3 Seleccioén del antibiético

Se determind la relacion dosis efecto de antibioticos, para lo cual se realizé
un antibiograma de cada cepa para determinar qué antibiotico se iba a utilizar
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como control positivo. Por presentar mayor susceptibilidad, se eligido Enrofloxacina
al 5% para Salmonella sp. y E. coli, y Amoxicilina con Acido Clavulanico para

Clostridium sp..
5.2.4 Seleccién de la planta
La seleccion de la planta que se utilizé se hizo con base a:
¢ Que sea nativa de Guatemala.
e Su amplia distribucion en el pais.
e La actividad antimicrobiana comprobada en estudios realizados en
cultivos bacterianos de enfermedades entéricas en medicina humana.
5.2.4.1 Obtencién del material vegetal
e El material vegetal se obtuvo del Laboratorio de Productos Naturales,
FARMAYA, S. A. en donde se encuentra la muestra de referencia del

herbario institucional.

Cuadro No. 1. Nombre cientifico, nombre comun, namero de herbario y

procedencia de la planta

_ . Nombre | No.de _
Nombre Cientifico ] _ Procedencia
coman | herbario

o San José Calderas,
Lippia graveolens HBK | Orégano 604 _
Chimaltenango

Fuente: (Chavez, 2010)

5.2.4.2 Preparacion de la infusién

Se puso a calentar 150 ml de agua destilada hasta que hirvié, luego se
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apago el fuego. De ella se midieron 100 ml y se le agregaron 15 gramos de
material deshidratado de hojas y tallos de Orégano (Figura 1). Se dejé reposar
durante 10 minutos para que el Orégano liberara sus compuestos. Se espero que

estuviera tibio y se filtro la infusion para eliminar solidos.

5.2.5 Preparacién del agar planta

Se tom6 como base el método de dilucion de Mitscher et. al., mezclando al
Agar Mueller Hinton el extracto de Orégano de la siguiente manera:

Se prepararon tubos de ensayo estériles con 13.5 ml de agar Mieller-Hinton
en forma liquida con 1.5 ml de infusion de hoja de Orégano (Lippia graveolens,
HBK), para obtener una concentracién de 15 mg/ml (1.5 %). Se homogenizé y se
vertio en cajas de Petri estériles (Figuras 2 y 3); se incubaron a 36 °C por 24 horas

para controlar la esterilidad.
5.2.6 Preparacion del indculo con E. coli, Salmonella sp. y Clostridium sp.

Para la preparacion del in6culo se purificaron las cepas bacterianas, se
sembraron en agar sangre y se incubaron por 24 horas (E. coli y Salmonella sp.) y
48 horas (Clostridium sp.) en jarra de anaerobiosis.

Luego se tomod una asada de cada cultivo, y se inocul6 en caldo Tripticasa
Soya incubandolos a 36°C por 24 horas (E. coli y Salmonella sp.) y 48 horas
(Clostridium sp.). De estas soluciones se tomaron 0.05 ml y se diluyeron cada una
en 4.95 ml de solucion salina estéril (1:100), y se homogenizaron.

5.2.7 Siembra en agar planta

Se sembro en el agar-planta una asada de cada uno de los inéculos diluidos
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en solucién salina de forma radial (Figura 4 y 7), haciendo cinco radios por
microrganismo (Figuras 5y 6). Se dejo reposar de 5 — 10 minutos y se incubaron a
37 °C por 24 horas la Escherichia coli y la Salmonella sp., y 48 horas el
Clostridium sp. Los resultados fueron interpretados de acuerdo al crecimiento
obtenido (Figuras 7 y 8). (Chavez, 2010)

5.2.8 Preparacion del control positivo (a la inhibicion)

Los controles positivos se prepararon mezclando 13.5 ml de agar
Mueller-Hinton y 1.5 ml del antibiético seleccionado en las cajas de Petri, se
homogenizaron y dejaron enfriar a temperatura ambiente, para posteriormente
incubarlos por 24 horas a 36 °C. En el control positivo no debe haber crecimiento

bacteriano (Figura 7).

5.2.9 Preparacion del control negativo (a la inhibicién)

Los controles negativos se prepararon mezclando 13.5 ml de agar
Mueller-Hinton y 1.5 ml de agua desmineralizada estéril en las cajas de Petri, se
homogenizaron y dejaron enfriar a temperatura ambiente para posteriormente
incubarlos por 24 horas a 36°C. En el control negativo debe haber crecimiento

bacteriano (Figura 7 y 8).

5.2.10 Determinacion de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM)

La actividad antimicrobiana de extractos de plantas se determinaron
mediante la evaluacion de la menor concentraciéon de la infusion de Orégano
necesaria para inhibir el crecimiento bacteriano; este valor es conocido como
Concentracion Minima Inhibitoria (CIM) y se hace mediante la técnica de

macrodilucion. (Hernandez et. al., 2009)
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5.2.10.1 Técnica de macrodilucién

Se utilizaron cajas cuadriplate, haciendo diluciones seriadas hasta
encontrar la concentracion minima a la que las bacterias son inhibidas. El

procedimiento se detalla a continuacion:

Se prepararon tubos de ensayo con 4, 3.6, 3.8 y 3.9 ml de agar Mueller-
Hinton, posteriormente fueron esterilizados y enfriados en bafio Maria a 37 °C. Se
agregaron los 4 ml de agar en el cuadrante superior derecho de la caja cuadriplate
como control de crecimiento; en el cuarto superior izquierdo se agregaron 3.6 ml
de agar Mueller-Hinton méas 400 pl (0.4 ml) de la infusion de hoja de Orégano, lo
que corresponde a 1.5%. En el cuadrante inferior izquierdo se agregaron 3.8 ml de
agar Mueller-Hinton més 200 ul (0.2ml) de infusiébn de Orégano, correspondiendo
a 0.75% y en el cuarto inferior derecho se agregaron 3.9 ml de agar Mueller-Hinton
mas 100 pl (0.1ml) de infusion de Orégano lo que corresponde al 0.375%. (Figuras
9y 10).

5.2.11 Anadlisis de datos
Para determinar la existencia de actividad antibiética de la infusién de hojas

de Orégano (Lippia graveolens, HBK) se utiliz6 estadistica descriptiva y la

presentacion de resultados se realizé por medio de tablas.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Para esta investigacion se decidié6 comprobar la eficacia antimicrobiana de la
infusion de Hojas y tallos de Orégano (Lippia graveolens HBK) sobre las
principales bacterias aisladas de enteritis en lechones, por medio de la técnica de
macrodilucion, tomando como base el método de dilucion descrito por
Mitscher et al. 1972.

La técnica de dilucion se compone de dos fases: la etapa de pretamizaje y la
etapa de diluciones seriadas para determinar la concentracion inhibitoria minima
(CIM).

El pretamizaje es una serie de ensayos bioldgicos generalmente in vitro que
dan una idea preliminar de la posible bioactividad de un extracto crudo, faccion
purificada o principio activo puro. Las técnicas de pretamizaje pretenden orientar al
investigador con técnicas relativamente sencillas, que no involucren animales y
gue pueda realizarse un nimero grande de muestras en forma rapida, sencilla,

reproducible y de bajo costo. (Caceres, 1996)

Se determind que la eficacia de la infusion de hojas y tallos de Orégano,
inhibié el 22% del crecimiento de Escherichia coli. Lo cual no es completamente
efectivo como antimicrobiano debido a que de las 18 siembras realizadas en total,
solo hubo inhibicion de 4 (Cuadro No. 2).
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Cuadro No. 2. Eficacia in vitro de infusion de hojas y tallos de Orégano
(Lippia graveolens HBK) en concentracion de 1.5 % frente a las

principales bacterias causantes de enteritis en lechones

Infusion al 1.5%
_ _ Inhibe No Inhibe Total de Eficacia
Microrganismos .
No. de No. de siembras (%)
. % | %
siembra siembra
E. coli 4 22 14 78 18 22
Salmonella sp. 13 72 5 28 18 72
Clostridium sp. 13 72 5 28 18 72

Fuente: Elaboracion propia

Aunque Céceres (2011) demostrara actividad contra el crecimiento de
E. coli mediante el uso de infusiones y tinturas de la hoja (2 mg/ml), asi también lo
describe Hernandez (2009), mediante el uso de los aceites esenciales obtenidos

por destilacion.

La variacion de resultados se debe a la capacidad que tiene la Escherichia
coli de generar resistencia a los antibidticos convencionales debido a la
administracion desmesurada en las explotaciones porcinas, tanto para tratamiento
de enfermedades como los aditamentos en la alimentacion que favorecen el

crecimiento de los animales. (Mathew, 1999)

Tal como lo describe Mathew (1999), donde se realizaron varios andlisis de
la resistencia antibiética en aislamientos de Escherichia coli se determiné que los
aislamientos obtenidos de las granjas porcinas de elevado uso de antibioticos,
resultaron ser resistentes a antibidticos como la Oxitetraciclina, Apramicina,
Neomicina y Gentamicina, en comparacién con las granjas que tenian bajo uso de

los antibidticos que no mostraron mucha resistencia a los farmacos.
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En lo que respecta a la resistencia a los antibidticos de Escherichia coli
existe una gran variedad de estudios, con distintos enfoques. Bischoff et al. (2002)
demostroé que un 53% de los aislamientos de E. coli beta hemolitica, obtenida de
diferentes lechones con diarrea en multiples granjas de la ciudad de Oklahoma,
resultaron ser resistentes a Cloranfenicol. Maynard et al. (2003) concluye que los
integrones forman parte importante de la epidemiologia para generar resistencia
antibiética por parte de la E. coli en cerdos.

Boerlin et al. (2005) describe que la resistencia antibacteriana se encuentra
con mas frecuencia en las cepas patogénicas de E. coli porcino que cualquier otra
cepa. El uso de agentes antimicrobianos puede hacer seleccion de bacterias
portadoras de genes de alta virulencia, lo cual podria acelerar la propagacién de la
poblacion bacteriana e incrementar la virulencia. En algunas granjas el tratamiento

de diarreas con antibiéticos, es un factor para exacerbar las diarreas.

E. coli es una bacteria que tiene capacidad de adaptarse a las condiciones
ambientales y adquirir resistencia a los antibiéticos con mucha mayor facilidad que
otras bacterias, por lo que en este estudio la infusion de hojas y tallos de Orégano
presentd baja actividad antimicrobiana.

Por lo contrario, para Salmonella sp. se obtuvo 72% de actividad antimicro-
biana, debido a que de las 18 siembras realizadas, 13 de estas no tuvieron
crecimiento homogéneo a lo largo del in6culo (Cuadros No. 2 y 3). Esto significa
que la infusién de orégano tiene efecto sobre Salmonella sp. y, por tratarse de una
bacteria constantemente reportada en casos de diarreas en lechones, la infusiéon

de Orégano puede ser apta para administrarse en el campo.
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Cuadro No. 3. Control de la actividad antimicrobiana de la infusiéon de hojas
de Orégano sobre las principales bacterias causantes de enteritis en

lechones

Lippia Caja A I Caja B Caja C

graveolens Aerobiosis Anaerobiosis

HBK MAABABEBEBRARBAABAVERRERBAEE

E. coli + | + + - +

Salmonella sp. + + + + | +

Clostridium sp. + |+ + + +

(-) Hay crecimiento; (+) hay inhibiciéon de crecimiento.

Fuente: Elaboracion propia

En el caso de Clostridium sp., los resultados obtenidos demostraron una
actividad antimicrobiana de 72%, siendo similar a la de Salmonella sp. en las
cuales de las 18 siembras realizadas en totalidad, 13 no hubo crecimiento
alrededor del inéculo en ninguna de las cinco posiciones (Cuadros No. 2 y 3). Se
demostré que la infusion de Orégano fue efectivo sobre esta bacteria en la fase in
vitro, por lo que se espera tenga los mismos resultados en futuros experimentos in

Vivo.

La Concentracién Inhibitoria Minima (CIM) de la infusion de hojas y tallos de
Orégano (Lippia graveolens HBK) no pudo ser determinada sobre E. coli, debido a
que la bacteria creci6 en la concentracién base propuesta (Cuadros 3 y 2;
Figuras 7 y 12). Caceres (2011) recomienda no exceder la dosis de 1.6% en
infusiones. El efecto adverso que puede presentarse es de estupefaciente,
ademas de poseer entre sus componentes Lapachenol, al cual se le atribuye

actividad carcinogénica.
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Cuadro No. 4: Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CIM) de
hojas y tallos de Orégano (Lippia graveolens HBK) frente a las

principales bacterias causantes de enteritis en lechones

Control de Infusion | Infusidon | Infusion
' . o Total de
Microrganismos | crecimiento 0.375% 0.75% 1.5% _
siembra
N | N I N I N I
E. coli 3 0 3 0 3 0 3 0 12
Salmonella sp. 3 0 3 0 3 0 0 3 12
Clostridium sp. 3 0 3 0 3 0 0 3 12

N = no inhibe; | = inhibe.

Fuente: Elaboracion propia

La Salmonella sp. presentd eficacia antimicrobiana, y se determind que la
CIM para esta bacteria fue de 1.5% (Figura 11), siendo necesario 15 mg/ml de
Orégano (Lippia graveolens HBK) para controlar su crecimiento. Comprobando al
igual que Hernandez (2009), Arcila (2004) y Caceres (2011) quienes reportan en
varios estudios in vitro, sobre las hojas de Orégano, actividad contra el crecimiento
de diferentes especies de Salmonella, entre las que se mencionan S. typhi, S.

flexneri, S. pneumoniae, S. pyogenes y S. enterica.

Al igual que Salmonella sp. la CIM para Clostridium sp. fue de 1.5% (Figura
13), siendo necesario 15 mg/ml de infusiéon de hojas y tallos de orégano para
controlar el desarrollo del microrganismo causante de diarreas en lechones.
(Cuadro No.4)

Se determind que las bacterias mas sensibles a la infusion de Orégano
(Lippia graveolens HBK), tomando como base los resultados obtenidos de la
concentracion inhibitoria minima (CIM) fueron Clostridium sp. y Salmonella sp.,
debido a que requirieron de la menor concentracion para el control de su

crecimiento (Cuadro No. 4y 3)
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Los aceites esenciales obtenidos de las hojas de Orégano pueden ser
utilizados para el desarrollo de fitofarmacos para el tratamiento de las disfunciones
mas comunes del aparato gastrointestinal principalmente las diarreas bacterianas.
(Arcila, 2004; Caceres, 2011)

En este estudio se comprobd que la infusion de Hoja de Orégano (Lippia
graveolens HBK) posee actividad antimicrobiana sobre Salmonella sp. y
Clostridium sp., las principales bacterias aisladas en enteritis en lechones, por lo
tanto es una alternativa econOmica, de facil acceso y preparacion en las
comunidades de escasos recursos en donde pueda implementarse la medicina

alternativa en los animales.
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VIl. CONCLUSIONES

La infusion de Orégano (Lippia graveolens HBK) fue eficaz en la actividad
antimicrobiana in vitro sobre Salmonella sp. y Clostridium sp., no fue eficaz
contra Escherichia coli; principales bacterias que causan diarrea en

lechones.

La Concentracién Inhibitoria Minima (CIM) de la infusion de hojas y tallos de
Orégano (Lippia graveolens HBK) para Salmonella sp. y Clostridium sp. fue
de 1.5% (15 mg/ml).

La Concentracién Inhibitoria Minima (CIM) de la infusion de hojas y tallos de
Orégano (Lippia graveolens HBK) para Escherichia coli no pudo ser
determinada debido a que presentd resistencia a antimicrobianos en las

diluciones evaluadas.
Las bacterias que presentaron mayor sensibilidad a la infusion de Orégano

(Lippia graveolens HBK) fueron Clostridium sp. y Salmonella sp., donde se

obtuvo el 72% de efectividad.
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VIll. RECOMENDACIONES

e Realizar estudios in vivo para comprobar la eficacia antibacteriana de la
infusion de hojas y tallos de Orégano para el control de enteritis bacteriana

en lechones.

e Realizar estudios in vitro para comprobar la eficacia antibacteriana de la
infusién de hojas y tallos de Orégano para el control de otros agentes

patdgenos causantes de diarreas en lechones y otras especies.
e Analizar la eficacia del sinergismo antimicrobiano con infusiones,

combinando diferentes especies de plantas medicinales que tengan efecto

antimicrobiano.
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IX. RESUMEN

Las enteritis en lechones representan una de las infecciones tipicas en las
explotaciones porcinas. Su etiologia se encuentra comprendida por muchos
factores y complejos en donde interactian microrganismos. Los altos indices de
morbilidad y mortalidad, representan pérdidas econdémicas con las muertes de los
lechones, y por los costos de tratamiento. Son muchos los agentes bacterianos
responsables de diarrea en cerdos, entre los cuales destacan Escherichia coli,

Clostridium perfrigens, Salmonella cholera suis y otros serotipos, entre otros.

Esta investigacion se enfoca en apoyar modelos alternativos de produccion,
el cual permita impulsar el desarrollo rural, evaluando la efectividad in vitro de la
infusion de hojas de Orégano (Lippia graveolens, HBK) como antibi6tico sobre los
principales microrganismos causantes de enteritis en lechones, aislados en el

Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria.

El estudio consisti6 en evaluar la infusion de Orégano (Lippia graveolens,
HBK) al 1.5 %, mediante la técnica in vitro de Mitscher et. Al., para la
determinacion de la efectividad en la inhibicion de crecimiento contra Escherichia
coli, Salmonella sp. y Clostridium sp., agentes bacterianos causantes de diarrea

en lechones.

Los resultados obtenidos revelan que la infusion de hojas de Orégano (Lippia
graveolens HBK) es efectiva contra Clostridium sp. y Salmonella sp. sin embargo,
E. coli demostré ser resistente. La CIM para Clostridium sp. y Salmonella sp. fue
de 1.5%. Siendo estas ultimas las mas sensibles, ya que fueron inhibidas con la

concentracion mas baja de 15 mg/ml.
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SUMMARY

The enteritis in piglets represent one of typical infections in pig farms. Its
etiology it is taken by many factors and complex where organisms interact. The
high rates of morbidity and mortality, represent economic losses with the deaths of
piglets, and for the costs of treatment. Many bacterial agents are the responsible
for diarrhea in pigs, including Escherichia coli, Clostridium perfrigens, Salmonella

cholera suis and other serotypes, among others.

This research focuses on supporting alternative models of production, which
allows to promote rural development, evaluating the in vitro effectiveness of
Oregano leaves infusion (Lippia graveolens, HBK) as antibiotic on the main
phatogen microorganisms of enteritis in piglets, isolated in the laboratory of

Microbiology on the Faculty of Veterinary Medicine.

The study consisted of evaluating the infusion from Oregano (Lippia
graveolens, HBK) 1.5%, using the in vitro technique of Mitscher et. al., for the
determination of the effectiveness on the inhibition of growth against Escherichia
coli, Salmonella sp. and Clostridium sp., bacterial agents that cause diarrhea in

piglets.

The results obtained reveal that the infusion of leaves of Oregano (Lippia
graveolens HBK) is effective against Clostridium sp. and Salmonella sp. however,
E. coli proved resistence. The CIM for Clostridium sp. and Salmonella sp. was
1.5%. This are the most sensitive bacteria, since they were inhibited with the

lowest concentration of 15 mg/ml.
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Xl. ANEXOS
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Figura 1. Preparacion de la infusion

Fuente: Elaboracion propia

Figura 2. Preparacion de placas con agar planta

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 3. Agar planta

Fuente: Elaboracion propia

Figura 4. Plantilla utilizada como guia para la inoculacién en la placa de agar
planta para la técnica de macrodilucién

Fuente: Elaboracion propia
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Cuadro 5. Patrén utilizado para la siembra en placa de agar planta para la

técnica de macrodilucion

Caja A Caja B CajaC
Patrdn de
Aerobiosis Anaerobiosis
siembra
182131415061 7081112131415 2131415161718
E. coli

Salmonella sp.

Clostridium sp.

Fuente: Elaboracion propia

Figura 5. Inoculacién en agar planta para determinacion de eficacia

antibacteriana

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 6. Placas de agar planta sembradas con Salmonella sp y Escherichia
coli para determinacion de eficacia antibacteriana. Comparacion con

controles positivos (izquierda) y negativos (derecha)

Fuente: Elaboracion propia

Figura 7. Placas de agar planta y placa de agar Mieller Hinton sembradas

con Clostridium sp. para control

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 8. Esquema para lainoculacion de las cepas para determinacion de la
CIM

1.5% Control

3.6 ml agar 4 ml agar

Miieller- Miieller-
Hinton + 0.4 Hinton

ml infusidn

3.8 ml agar 3.9 ml agar
Miieller- Miieller-
Hinton + 0.2 Hinton + 0.1

ml infusidn ml infusidn

Fuente: Elaboracion propia

Figura 9. Placa cuadriplate para determinacion de CIM

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 10. Resultado de CIM para Salmonella sp. habiendo crecimiento en
concentraciones de 0.75%, 0.375% y control (negativo a inhibicién), no asi en

concentracion de 1.5% (positivo a inhibicion)

Fuente: Elaboracion propia

Figura 11. Resultado de CIM para E. coli habiendo crecimiento en

concentraciones de 1.5%, 0.75%, 0.375% y control (negativo a inhibicién)

Lo |

N

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 12. Resultado de CIM para Clostridium sp. positivo a inhibicion,

habiendo crecimiento Unicamente en control, y concentraciones de 0.75% y
0.375%

.,\
——
o e— >

0.375% | el

Fuente: Elaboracion propia

Cuadro No. 6: Eficacia in vitro de infusion de hojas y tallos de Orégano
(Lippia graveolens HBK) en concentracion de 1.5 % frente a las

principales bacterias causantes de enteritis en lechones

Infusién al 1.5%
_ _ Inhibe No Inhibe Total de
Microrganismos )
No. de No. de siembras
_ % _ %
siembra siembra
E. coli 4 27 11 73 15
Salmonella sp. 10 67 5 33 15
Clostridium sp. 10 67 5 33 15

Fuente: Elaboracion propia
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Cuadro No. 7: Controles comparativos para las principales bacterias

causantes de enteritis en lechones

Control o
_ Control Positivo*
Microrganismos Negativo** Total siembra
N I N I
Escherichia coli 5 0 0 5 10
Salmonella sp. 5 0 0 5 10
Clostridium sp. 5 0 0 5 10
| = inhibe N= no inhibe

* Siembra de las bacterias en placas con Agar Mueller Hinton con aditamento de

Antibidtico (ver metodologia).

** Siembra de las bacterias en placas con Agar Mieller Hinton, sin aditamentos.

Fuente: Elaboracion propia

Cuadro No. 8. Control negativo de la evaluacién del crecimiento bacteriano

Caja A Caja B CajaC
Control
Aerobiosis Anaerobiosis
negativo
112131415 7081112131415 31415161718
E. coli -1 - - - -

Salmonella sp.

Clostridium sp.

(-) Hay crecimiento; (+) hay inhibicién de crecimiento.

Fuente: Elaboracion propia
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Cuadro No. 9. Control positivo de la evaluacién del crecimiento bacteriano

Caja A Caja B CajaC

Control

Aerobiosis Anaerobiosis
positivo

182131415161 7181121314151607181)213)1415]161Q17

E. coli + | + + + +
Salmonella sp. + + + + | +
Clostridium sp. + |+ | + +

(-) Hay crecimiento; (+) hay inhibicion de crecimiento.

Fuente: Elaboracion propia
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