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RESUMEN

Se realiz6 una evaluacion del efecto la Acetamida furanica bromada
frente a cepas salvajes de Pasteurella multocida “in vitro”, en el
Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicna Veterinaria de la
Universidad de Granma. Determindndose la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) y Concentracion Minima Bactericida (CMB), empleando
el método de diluciones seriadas en tubos. La CMI y la CMB fueron
iguales (8, 25 pg/ml) en una diluciéon de 1:4. Ademas se realiz0 una
comparacion de la sensibilidad de la Pasteurella multocida a diferentes
antimicrobianos comunmente utilizados contra el Célera Aviar teniendo en
cuenta datos estadisticos del Laboratorio Provincial de Diagnostico
Veterinario de Granma en el periodo 2006-2010, Se realizé un analisis
de varianza simple, Prueba de Comparacion Multiple Dunkan y Prueba
de Hipdtesis entre Proporciones, con un nivel de significacion de p<0.05,
empleando el paquete Statistica v.5.1 Stalsolt. Inc.1998. Se concluye que
la acetamida furanica bromada posee accion bactericida sobre la
Pasteurella multocida "in vitro", lo que puede constituir una alternativa en
el tratamiento del Cdlera en las aves, Previo estudio. Se recomienda

realizar estudios "in vivo".



ABSTRACT

On the other hand we evaluated the effect of the Acetamida furanica
bromada in the growth of Pasteurella multocida "in vitro on the Veterinary
Faculty Microbilogy Laboratory of Granma University. Determined the
Minimum Concentration that inhibit (MCI) and Minimum Concentration
germicide (MCB) . It was determined that the MCI and the MCB were
same (8. 25 pg/ml) in a dilution of 1:4. One analysis done of the data
obtained from the cultures of wild stumps of Pasteurella multocida
pertainig to the years 2006-2010, for comparison the susceptibility of
Pasterella multocida to different antimicrobians using against Avian
Cholera. A simple varianza analysis, a multiple comparison test Duncan
and Hypothesis test for proportions was done with the singnificance level
p<0.05, using the statistical paquet V — 5.1. Stalsolt Inc. 1998. It is
concluded that the product possesses germicide positive action on the
Pasteurella multocida "in vitro" so it may constitute n alternative the
treatment of aviar chollera. Previous study. It is recommended to carry

estudies "in vivo".
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INTRODUCCION

El desarrollo de la avicultura y especialmente el paso hacia una
produccion de tipo intensivo ha impuesto la necesidad de establecer una
lucha permanente contra las enfermedades de origen bacteriano (Guillot,
1988).

Los principios de base para la prevencion y el control de enfermedades
infecciosas son higiene y saneamiento. Sin embargo, estas medidas por
separado, no son suficientes para prevenir las enfermedades infecciosas.
Por lo tanto, es un compromiso contar con un sano manejo incluyendo

medidas profilacticas y terapéuticas (Malo, 2004).

La vacunacion, erradicacion y el tratamiento preventivo son, exitosos solo
si aplicamos un programa higiénico y sanitario efectivo, incluyendo un
manejo apropiado de la granja. Entre las enfermedades respiratorias
avicolas mas comunes se encuentra el Colera Aviar producida por la
Pasteurella multocida, la que en estos momentos es muy dificil erradicar
por el uso indiscriminado de los antibiéticos, por lo que se estan tomando
alternativas para un mejor control de esta enfermedad. Al elegir un
farmaco se debe tener en cuenta eficacia, seguridad y costo, pero con los
antimicrobianos se adiciona el riesgo de aparicion de resistencia

bacteriana (Lopez, 2001).

El surgimiento de los quimioterapicos y mas tarde de los antibioticos, puso
en manos de las ciencias meédicas efectivos medios de lucha frente a un
gran numero de procesos infecciosos. De esta forma las enfermedades
entéricas de etiologia bacteriana mostraban una notable mejoria audn
cuando eran combatidas con esquemas de tratamientos generales e
inespecificos. Las evoluciones favorables que a inicio se apreciaban con

estos tratamientos fueron mostrando un retroceso progresivo que obligo al
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aislamiento del agente etiolégico y a la posterior eleccion del farmaco

basado en el conocimiento de la susceptibilidad (Pérez-Montiel, 1989).

No obstante, el uso de los antibibticos, llegdé a convertirse en rutina de la
practica médica. En ocasiones un mismo antibidtico era utilizado en el
tratamiento de enfermedades que cursaban con manifestaciones clinicas
parecidas, pero de etiologias diferentes; en otros casos se prescribian
dosis subterapedticas que contribuian a la adquisicibn de una
antibiorresistencia, ademas de favorecer las modificaciones de la flora
normal. Por otra parte, la practica de incorporar antibiéticos a los piensos
con vistas a alcanzar ganancias en el peso vivo de los animales ha sido
un factor que, de una forma u otra, ha condicionado la aparicién en las
enterobacterias y, especificamente entre serovariantes de Salmonellas,
de una alarmante resistencia frente a los antibidticos y quimioterapicos de
uso mas frecuente en la practica médica. Este comportamiento ha sido
denunciado a nivel internacional por diferentes investigadores (Ahuja Et
al, 1984; Kim Et al, 1984; Otner, 1985; Donahue, 1986 y Leeuwen Et al.,
1986).

A partir del triunfo revolucionario el estado cubano, priorizo el desarrollo
de numerosos programas en diversas ramas encaminadas a la utilizacién
en el proceso de elaboracién de los farmacos de materia prima cubana.
Un ejemplo es la produccién del furfural con tecnologia cubana a partir del
bagazo de cafia en 1988, constituyendo un valioso intermediario en la
sintesis de numerosos compuestos organicos (Saavedra, 1994 y Pefia,
2001), algunos de los cuales se han convertido en principios activos para

la industria farmacéutica en la rama de la Medicina Veterinaria y humana.

La Acetamida furanica bromada es una sustancia bioactiva, de forma
similar a lo reportado en la patente norteamericana (United.States.Patent,
1992) que trata sobre las aplicaciones industriales del 2-(2-bromo-2-

nitroetenil)-furano C como potente bactericida y fungicida de amplio
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espectro de accion. Se ha utilizado para determinar la sensibilidad de la
Salmonella en las aves obteniéndose resultados satisfactorios (Gomez,

2000).



Trabajo Cientifico Investigativo <

HIPOTESIS: Si enfrentamos “in vitro” la Acetamida Furanica Bromada
a cepas salvajes de Pasteurella multocida aisladas de gallinas White

Leghorn Lsz, pudiéramos inhibir su crecimiento.

OBJETIVO: Evaluar el efecto de la Acetamida Furanica Bromada (AFB)
frente a cepas salvajes de Pasteurella multocida aisladas de gallinas

White Leghorn Lz3 “in vitro”.
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CAPITULO Il REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. IMPORTANCIA SOCIOECONOMICA DE LA
AVICULTURA

El crecimiento de la poblacion avicola mundial ha creado complejas
situaciones de caracter sanitario al haber mayores posibilidades de
proliferacion microbiana (nivel de exposicion), incremento de la virulencia
de los agentes patdgenos (patogenicidad) y merma del vigor de rusticidad

de los animales en explotacion (susceptibilidad).

Durante el siglo pasado el crecimiento de la avicultura como principal
fuente de produccién de alimentos de origen animal ha hecho que el
diagnéstico de las enfermedades aviares pase de un contexto meramente
meédico a un contexto de necesidad indiscutible y por esto la seguridad y
rapidez de las pruebas diagnésticas de laboratorio constituyen una
herramienta clave para la salud de las aves domésticas, para la economia

global y para la seguridad del consumidor (Lesson, 2006).

La industria avicola juega un importante papel en la conversion de granos
y otros productos en huevos y carne; constituye, por tanto, una importante
fuente para satisfacer fundamentalmente la demanda de proteinas de una
poblacién que crece aceleradamente. Cerca del 10% de los ingresos
provenientes de las explotaciones pecuarias en el mundo, corresponden a
la Avicultura (Garcia, 2002).

La Avicultura actual se basa en la explotacién de hibridos comerciales
especializados en la produccion de huevos (gallinas ponedoras de
elevada capacidad) o en la produccion de carne (pollos de ceba o broilers
de gran velocidad de crecimiento). Tanto unos como otros se
caracterizan por realizar una eficiente utilizacion del alimento, aspecto
éste muy importante por constituir los gastos en la alimentacién la mayor

parte de los costos en las explotaciones pecuarias. (Sanchez Et al.,2004)
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Las instalaciones pecuarias para la explotaciéon aviar no se limitan a las
necesidades para estas dos categorias, sino que son imprescindibles
otros centros donde se crian los reproductores y los reemplazos de los
mismos, centros genéticos y de pie de crias. Existen, ademas, industrias
complementarias que se encargan de la elaboracion de pienso
(especificos por categorias, algunas de las cuales consumen mas de un
tipo de pienso), equipos y accesorios (comederos, bebederos,

calentadoras, nidales, etc.) (Trujillo, 2003).

Son también necesarios para el normal funcionamiento de la industria:
almacenes, frigorificos, medios de transporte adecuados, laboratorios de
diversa indole, mataderos, plantas de incubacién, etc. que brindan
ocupaciéon a un gran numero de trabajadores, facilitando empleos que

pueden ocuparse por mujeres. (North, 1984).

Ademas de suministrar carne y huevos a la poblacion, que es un objetivo
principal, la industria avicola permite el empleo de las plumas y la sangre
en la fabricacion de harinas. Los restos no comestibles también pueden
ser utilizados previo procesamiento en la alimentacion animal. La
gallinaza puede ser empleada como abono y en algunos paises como la

India, la utilizan como combustible.

Los huevos, aparte de ser utilizados para el consumo de la poblacion,
suelen emplearse en la produccién de vacunas, en la elaboracion de

plasticos, adhesivos, colorantes, etc. (Sanchez Et al.,2004).

Esta breve panoramica de los procesos que conforman la industria

avicola moderna, nos brinda una ligera idea de su complejidad. En la
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dltima década, esta industria se ha desarrollado vertiginosamente tanto

cuantitativa como cualitativamente.

Alrededor de 1930, un hombre podia atender como promedio unas 300
aves; las explotaciones tenian mas bien un caracter domeéstico, la
alimentacion no se realizaba sobre bases cientificas y la productividad de
los animales era pobre si la comparamos con las cifras actuales; las
gallinas ponedoras no alcanzaban los 100 huevos anuales como
promedio, y en unas 10 semanas los pollos de ceba no alcanzaban, por lo

general, 1 kg de peso.

Actualmente las ponedoras pueden alcanzar posturas superiores a los
250 huevos anuales, y los pollos de ceba 0 broilers llegan a un peso vivo
de 1,7 kg en 6 semanas en los paises del tropico en vias de desarrollo
como Cuba, sin embargo, para los paises de avicultura desarrollada este
peso llega a 2 kg en 6 semanas y se obtienen niveles de puesta por

encima de los 300 huevos anuales (Pérez, 2005).

2.2 COLERA AVIAR

El célera aviar es también llamado célera de los pollos, pasteurelosis aviar
y septicemia hemorragica aviar Esta es la enfermedad méas comdn en las
aves de corral, se considera una zoonosis (Rhoades Et al., 1982). El
reconocimiento de esta condicion patologica es de importancia
continuamente creciente para su distincion diagnéstica con la gripe aviar.
Esta enfermedad no tiene nada que ver con el célera humano que es
debido al Vibrio cholerae (Hurtrel d'Arboval, ,1875).

La familia Pasteurellaceae esta constituida por 9 géneros, de los cuales
Pasteurella es el género tipo. Todos los miembros de este género son
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microorganismos gram-negativos, aerobios-anaerobios facultativos, no
esporulados e inméviles. Segun el Comité Internacional sobre Sistematica

de Procariotes (http://www.the-icsp.org/subcoms/Pasteurellaceae.htm7),

Diferentes especies de Pasteurella: (gallinarum, hemolytica, anatipistefer
y pseudotuberculosis) pueden ser la causa principal del Colera Aviar,
aunque la Pasteurella multocida la mayoria de los autores la sefialan
como agente mas extendido de las aves. Este microorganismo esta
incluido en el grupo de riesgo # 3 para animales y en el grupo de riesgo #
2 para el hombre, segun el estado oficial de agentes biolégicos que
afectan al hombre, animal y plantas en Cuba. La incidencia de esta
enfermedad es especialmente en las épocas de cambios ambientales de
invierno a verano y viceversa, es preferible anticiparse haciendo una

prevencion que en la practica se observa de mucha efectividad.

La Pasteurella multocida puede estar presente con capsula o sin capsula,
en algunas ocasiones llega a presentarse tincion bipolar, Gram (-),
inmovil, es sensible a la luz solar, al calor y a desinfectantes comunes, las
especies susceptibles son: pavos, gallinas, gatos, donde las aves adultas
y los pollos crecidos son mas susceptibles tomando en cuenta que en el
gallinero los gallos son mucho mas susceptibles que las gallinas y los
pavos, también llamados guajalotes y guanajos, son particularmente

sensibles, con mortalidades que legan a 65%.

Esta patologia que puede acarrear pérdidas entre las aves afectadas, ya
que la letalidad en un brote puede variar desde unas cuantas muertes, si
se instituye medidas de control rapidamente, hasta un 60 % 0 mas en
brotes de naturaleza agudisima o cuando la enfermedad se instala de
forma crénica. Las pérdidas economicas aumentan, si sumamos los
costos de medicamentos y disminucion de la produccién de carne y
huevos. (Sanchez, 1990).
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2.2.1 HISTORIA

La enfermedad fue registrada en el siglo XVIII. Pasteurella multocida fue
descubierta por el veterinario alsaciano Moritz, Hurtrel, (1875) luego fue
estudiada sucesivamente por Sebastiano Rivolta en 1877, Edoardo
Perroncito y Semmer, veterinarios en Turin en 1878, y Henry Toussaint en
Toulouse en 1879. Sin embargo, recién en la década de 1880, Luis
Pasteur aislé el agente etiolégico y lo separd en cultivo puro por primera
vez, al poner a punto un método mas eficaz que el de Toussaint. También
publicé un procedimiento de vacunacion por atenuaciéon con ayuda del
oxigeno, el que seria el primer ejemplo de vacuna viva atenuada.

Aunque originalmente es una enfermedad de aves de corral de Europa,
esta fue registrada por primera vez en 1943-1944 en América del Norte.
Desde entonces los brotes se han registrado casi anualmente entre las
aves silvestres. Actualmente esta enfermedad prevalece mas en las

anatidas silvestres de Ameérica del Norte (Pasteur, 2006).

Este agente puede sobrevivir por lo menos un mes en los excrementos,
tres meses en cadaveres en descomposicion y de 2 a 3 meses en el
suelo. La Pasteurella, aparentemente, penetra a través de los tejidos de la

boca y del tracto respiratorio superior (Christensen, 2002).

La infeccion por Pasterella multocida se instala, segun opinion
generalizada, en el tracto respiratorio. El proceso infeccioso puede tomar
formas diversas, desde la preaguda/aguda hasta la crénica. En el primer
caso se observan pocos signos clinicos antes de que sobrevenga la
muerte del animal, y entre las lesiones observadas predominan las
propias de una septicemia generalizada. En las formas crdnicas puede
observarse la presencia generalizada de lesiones supurativas, que suelen
afectar el tracto respiratorio, la conjuntiva y los tejidos encefalicos

adyacentes (Romero, 2005).
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La epidemiologia del célera aviar parece compleja. Los sistemas
tradicionales de caracterizacion de serotipos son de poca utilidad para los
estudios epidemiolégicos. En los ultimos afios se han ensayado métodos
de tipificacion molecular en cepas aviares de P. multocida de distinto
origen. Los resultados obtenidos con estos nuevos métodos llevan a
pensar que las aves salvajes pueden constituir un foco de infeccion para
las explotaciones avicolas industriales. Aunque hay menos pruebas al
respecto, tampoco cabe excluir la posibilidad de que los mamiferos
desemperiien un papel similar. Las aves portadoras parecen intervenir

decisivamente en la transmision del célera aviar (Christensen, 2002).

2.2.2 CARACTERISTICAS GENERALES DE LA BACTERIA

Pasteurella multocida es un cocobacilo pleomorfico Gram negativo. En la
tincion de Gram puede observarse como formas cocoides o como bacilos
cortos o filamentosos, con una tipica tincién bipolar, que pueden aparecer
sueltos o agrupados en parejas o cadenas cortas. Pasteurella multocida
es anaerobio facultativo, inmavil, crece bien en medios de agar sangre,
chocolate y Mueller-Hinton, pero no en agar McConkey, eosina azul de
metileno (EMB), ni en otros medios selectivos o diferenciales empleados
para el aislamiento de enterobacterias. Tras 24 h de incubacién en agar
sangre, P. multocida crece formando colonias lisas de 1-2 mm de
diametro, de un color gris azulado brillante, no hemoliticas y en ocasiones

mucosas (Fernandez, 2001).

El crecimiento en medio de agar sangre y la caracteristica tinciéon bipolar
ayudan a diferenciar P. multocida del género Haemophilus, con el que
puede confundirse en la observacion microscopica inicial. Como la

mayoria de las especies del género, P. multocida da las reacciones de

10
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oxidasa y catalasa positivas, reduce los nitratos a nitritos y es tipicamente

sensible a la penicilina (Lopez, 2001).

2.2.3 TRANSMISION

La enfermedad se puede transmitir en 3 formas: por contagio de las
mismas aves por el agua y alimento. También puede ser transmitida por
animales y mamiferos silvestres (gorrion, urracas, palomas, ratas,
conejos) y la otra forma que se pudiera transmitir la enfermedad es por
animales que han sufrido la enfermedad y se encuentran en la granja
(Yamasaki, 2004).

La transmision a través del huevo probablemente no ocurre. Puede
permanecer viable en canales durante 2 semanas a temperatura
ambiente y hasta 2 meses en refrigeracion. El agente es destruido
facilmente por calentamiento y desecacion, muere a 56°C durante 15
minutos o 60°C durante 10 minutos. Susceptible a desinfectantes y a la

luz solar.

Las aves que sobreviven a la enfermedad, son portadoras de ella. Esto
quiere decir que si quedan sobrevivientes, podran transmitir la
enfermedad a otras aves u otros criaderos. Contaminando el medio
ambiente, el alimento y el agua. La bacteria queda en los tejidos muertos
y en el suelo del criadero. Las personas sin saber, en el momento de
caminar, llevan a la enfermedad en la suela de los zapatos a diferentes
lugares y contagiando a los criaderos. Este microorganismo esta vivo en
el zapato y es contagioso durante un mes o mas tiempo. Esto suele
suceder cuando invitamos a personas ajenas al criadero. También y
lamentablemente se transmite la enfermedad en los coliseos de gallos.
(Montero, 2009).

11
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2.2.3.1 TRANSMISIONES COMUNES

Esta puede ocurrir por contacto de aves en aves, contaminacion del piso,
mal manejo del agua por excretas o contaminaciones de los animales ya
enfermos, por lo que se conoce hasta ahora esta enfermedad no se

transmite a través de los huevos.

Mayormente ésta enfermedad entra al organismo a través del sistema
digestivo o del sistema respiratorio. La Pasteurella multocida puede
sobrevivir entre 30 a 60 dias en sus excrementos, y entre tres a cuatros
meses en los desechos contaminados y también de tres a cuatros meses
en el suelo. Y su periodo de incubacion es de 1 a 4 dias y los brotes se
presentan después de los diez dias después que ya haya sido contraida
la infeccion las grandes mortalidades se observan entre animales
mayores de 12 semanas aunque también puede ocurrir en animales muy

jovenes.

2.2.4 SINTOMAS

El brote puede declararse de 4 a 9 dias luego de la exposicion a la
infeccion. En los brotes agudos, las muertes aparecen en esos dias
siguientes. Rechazan la comida y el agua, pierden peso rapidamente,
puede sobrevenir diarrea y una considerable caida en la produccion de
huevos, la cara, cresta y barbillones tomando un color morado. Si el curso
de la enfermedad sigue, las aves permanecen, alejadas, posadas en las
perchas, nidos o en el piso, pueden aparecer dificultades respiratorias.
Las barbillas pueden estar edematosas y péndulas

(http://patologiaaviaruptc.blogspot.com-/2006/11/colera-aviar.html).
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La enfermedad puede también ser clasificada de acuerdo con su
apariencia clinica, pudiéndose diferenciar tres formas: la forma
sobreaguda, en la cual no se observa morbilidad, las aves mueren antes

de mostrar signos de enfermedad “muerte en el nido” o0 muerte subita.

La forma aguda, caracterizada por septicemia, con alta morbilidad y
mortalidad, descarga mucosa, diarrea, cresta cianética, peritonitis por
yema de huevo, hepatitis, neumonia fibrinopurulenta y hemorragias

alrededor del corazon.

Figura No 1. Focos necroticos en el higado
Fuente: http://www.lah.de/Pasteurella-multocida.92.0.htmI?&L=6

Figura No. 2 Forma aguda del Cdlera (peritonitis por yema de huevo)
Fuente: http://www.lah.de/Pasteurella-multocida.92.0.htmI?&L=6
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La forma croénica, que se desarrolla por lo general en aves que sobreviven
la fase aguda, con barbillas inflamadas y edema facial, infecciones del
oido interno o meningitis (que produce signos neurolégicos), artritis

purulenta, articulaciones inflamadas, cojera.

Figura No. 3 Forma crénica del Cdélera (barbillas inflamadas)
Fuente: http://www.lah.de/Pasteurella-multocida.92.0.htmI?&L=6

Figura No. 4 Forma cronica del Colera (barbillas inflamadas)
Fuente: vethomopath.com
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La enfermedad suele presentarse en dos formas regularmente: aguda y
cronica; en la forma aguda .En algunos casos no se observan signos,
pero en otros casos se pueden manifestar un estado febril manteniendo

las plumas erizadas, diarrea, cianosis de la cresta y barbillas.

En la forma crénica se pueden encontrar: exudado en la conjuntiva,
disnea, torticolis, necrosis del cojinete plantar, estertor traqueal, retardo
del crecimiento y disminucion en la produccién de huevo entre el 5-15%.
Las lesiones microscopicas son fundamentalmente hemorragias intensas

y congestién de higado, bazo y corazéon. (Romero, 2005).

2.2.5 LESIONES

En casos agudos, la lesion post-mortem mas tipica es las petechiae
observadas en el tejido graso del epicardio. Los focos necréticos sobre el
higado se encuentran usualmente y la hiperhemia general es comun.
Debido a la velocidad de infeccién y mortalidad, las aves tienen buena
condicion fisica y no exhiben signos de padecimiento prolongado
(Rhoades Et al., 1982).

Figura No. 5. Aspecto del corazon de dos aves afectadas con el
Colera aviar

Fuente: www.michigan.gov
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Figura No. 6 Muestra del tejido pulmonar de un ave afectada con el
Colera aviar
Fuente: www.michigan.gov

2.2.6 DIAGNOSTICO

Los signos y lesiones que estan presentes nos proporcionan una
informacion que pueden ser compatible con la enfermedad de Colera
aviar. Para el diagnostico definitivo es necesario el aislamiento e
identificacion del gérmen, para ello se utilizan los medios agar sangre o
agar nutritivo y se recomienda tomar una muestra de medula 6sea,
corazdén sangre, higado y meninges. La tincidn bipolar que presenta este
microorganismo no siempre se manifiesta; También es recomendable
utilizar la inoculacion de animales, como los conejos, ratones de

laboratorio (Christensen, 2002).

2.2.7 PREVENCION Y CONTROL DE LA ENFERMEDAD

En Cuba no existe un programa de inmunnoprofilaxis contra el Codlera
aviar, por eso es muy importante tomar una serie de medidas higiénicas-

sanitarias con vistas a evitar la entrada y propagacion de los diferentes
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especies de Pasterella, dentro de las cuales podemos citar: evitar la
entrada del personal extrafio a la granja, explotar aves de diferentes
edades, no mezclar parvadas aparentemente sanas con parvadas que
hayan sufrido la enfermedad, control de animales silvestres, control de
roedores, realizar una limpieza y desinfeccion del equipo e instalaciones

de la granja, etc. (Montero, 2009).

Ademas se deben cumplir las practicas sanitarias que ayudan a prevenir
la enfermedad como: la despoblacion anual completa de las unidades con
definitiva separacion entre las aves mas viejas y sus reemplazos,
Implementacion de un programa de control de roedores, eliminacion
correcta de las aves muertas, suministro de agua segura y limpia, limpiar
y desinfectar todos los locales y equipos después de despoblarlos,
mantener confinadas a las aves en sus recintos y protegidas contra aves
y animales silvestres, dejar vacios, por lo menos tres meses, lugares que

hayan sido contaminados.

Para la aplicacion de un programa de vacunacion actualmente se utiliza
una cepa llamada Clemson university, que ofrece buena proteccion y se
recomienda aplicar a los pavos via oral y via parenteral en las gallinas a

las 4 y 8 semanas de edad. (Trevifio, 2001).

2.2.8 TRATAMIENTO

El caracter extremadamente sobreagudo de esta enfermedad no permite
a veces realizar un tratamiento curativo satisfactorio, ya que las muertes

se presentan sin una sintomatologia aparente.

Los medicamentos mas efectivos utilizadas en el tratamiento del Colera

Aviar, son la Tetraciclina y Gentamicina. Ya que en el caso de la
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penicilina la bacteria ha presentado gran resistencia en pruebas

realizados en laboratorio, la Enrofloxacina es mas efectivo (Malo, 2004).

Aunque en la actualidad se han creado bacterinas con el objetivo de
mejorar el control de esta enfermedad entre las que podemos encontrar la
Colera-mex* lo cual es una bacterina inactivada especialmente disefiada
para prevenir las pérdidas asociadas con el Codlera aviar. Contiene
adyuvantes e inmunoestimulantes que aseguran la inmunogenicidad del
producto. La que debe administrarse de 0.5 a 1.0 ml de célera-mex* por

ave. (http://www.labis.com/servicedet.asp?id=125).

2.3 USO DE ANTIBITICOS EN LA AVICULTURA

Las sustancias antibidticas o antibacterianas han contribuido de forma
notable al mejoramiento de la vida humana, no sélo por sus beneficios
directos al salvar maualtiples vidas de personas afectadas por
infecciones microbianas sino que también han posibilitado preservar
importantes fuentes de alimentacion para el hombre al rescatar de
dichas infecciones a numerosas especies de animales afectadas

(Fernandez y Gonzalez, 2005).

En la avicultura los antibidticos han sido utilizados ampliamente y sin
dudas han realizado un aporte sustancial al vertiginoso proceso de
intensificacién e industrializacion que ha caracterizado a esta rama de
la produccidén pecuaria. Los beneficios del uso de antibioticos para
combatir los casos agudos de enfermedad son irrebatibles, un ejemplo
altamente ilustrativo lo constituye la enfermedad respiratoria cronica,
en la cual estas sustancias han posibilitado una considerable reduccion

de las altas mortalidades y de las consecuentes pérdidas econdmicas.
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Los antibidticos utilizados de forma oportuna, por las vias mas
convenientes y en dosis terapéuticas brindan un extraordinario beneficio
para los animales y para el hombre. No obstante lo anterior, cada dia
son mas las voces de cientificos e investigadores que alertan
acerca de los peligros que engendra para la humanidad el uso de

dosis inadecuadas y de forma extemporanea de los antibidticos.

La resistencia bacteriana a los antibidticos, fenomeno conocido
desde hace afos, ha pasado a ocupar un lugar preferente en la mente
de especialistas que aprecian el ritmo acelerado en que aparecen
nuevas estirpes resistentes como consecuencia de la subdosificacion o

por el uso de los denominados tratamientos preventivos.

La preocupacion en este sentido aumenta al comprobarse que el
desarrollo de nuevos productos antibacterianos es mucho mas
largo y mas lento que el requerido para que las bacterias
desarrollen resistencia. El costo de la investigacion de nuevos
productos es considerablemente elevado y no pocas veces el
producto investigado no llega a acceder al mercado por no cumplir
con las exigencias establecidas para esos fines (Fernandez vy
Gonzalez, 2005).

Hay opiniones diversas, para algunos la resistencia le estd ganando
la batalla a la investigacién y desarrollo, para otros no hay ganadores
ni vencidos. Ante tal situacion, los investigadores aconsejan que
los antibioticos se utilicen preferentemente para los tratamientos de
casos agudos y a dosis terapéuticas, evitar la subdosificacion y
sentencian que solamente el uso racional permitird obtener los
mejores resultados y evitara que su disponibilidad sea cada dia mas

escasa.
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Tal es la situacién que se aprecia a escala internacional la cual no
difiere significativamente del panorama cubano, al menos, en lo que a
la avicultura se refiere. Atentos a esta alerta, consideramos oportuno
poner a disposicibn de los interesados en la materia una
actualizacién de la problematica relacionada con el uso de
antimicrobianos en la avicultura como contribucion a la batalla global que

desarrolla la humanidad en este sentido.

Durante muchos afios el arsenal terapéutico avicola estuvo
reducido casi exclusivamente a la Estreptomicina, Penicilina,
Cloramfenicol, Oxitetraciclina y la gentamicina, ello generé una
elevada proporcion de cepas resistentes, lo que obviamente redujo
su eficacia. Por otra parte, por razones operacionales en no pocas
oportunidades se aplicaban tratamientos antimicrobianos con una

frecuencia.

El uso profilactico de antibiéticos afiadidos al alimento ha propiciado una
prevalencia mas alta de brotes de enfermedades entéricas en los
animales de produccion lo cual a su vez a resultado en el uso mas
frecuente de los antibibticos con fines terapéuticos, desafortunadamente
los antibidticos usados para el tratamiento pertenecen a las clases que se
recetan mas frecuentemente. (Apajalahti Et al., 2002)

El uso de antibidticos para su tratamiento se ha recomendado, entre
otros, el uso de sulfamidas, penicilina, enrofloxacina, flumequina, acido
oxolinico, espectinomicina, tetraciclina, doxiciclina, eritromicina vy
estreptomicina, con la administracion de estos antimicrobianos, por via
oral, a través del agua o del pienso suele ser eficaz para detener la

mortalidad y restablecer la produccion de huevos.

Particularmente en aves de puesta, ya que en este caso no se dispone de
antimicrobianos idéneos aprobados para este uso. En caso de infeccion
es posible recurrir al uso de aquellos aprobados para animales de carne
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pero teniendo en cuenta que los huevos producidos por estos animales no
podran ser destinados al consumo humano durante un periodo no menor

a 7 dias.

El medio mas eficaz de impedir la introduccion de P. multocida es
seguramente la segregacion de los ejemplares infectados. Sin embargo,
esto es dificil de llevar a la practica en un sistema de produccion
extensivo. Es por ello que se recomienda la vacunacibn como medida
preventiva. Lamentablemente, dadas las dificultades que todavia plantea
la elaboracion de vacunas vivas eficaces y seguras, en la mayoria de las
ocasiones la lucha contra la enfermedad sigue dependiendo de vacunas
preparadas con bacterinas, que presentan notables desventajas en

comparacion con las vacunas vivas.

Se han aislado 16 serotipos de Pasteurella aviares, pero los mas
frecuentes en los brotes naturales corresponden a los serotipos 1, 3,4y
5. Por ello las vacunas suelen contener éstos serotipos de Pasteurella
multocida inactivados, producidos por fermentacion en bioreactores y
concentrados por ultracentrifugacion. La primera aplicacion de la vacuna
debe hacerse entre las 8 y 12 semanas de edad y la segunda o
revacunacion entre las 12 y 16 semanas de edad. A veces puede ser
necesaria una tercera aplicacion 4 semanas después. La vacuna se aplica
por via subcutdnea sus especialidades. Teniendo en cuenta los costos de
los ensayos y el consumo de medicamentos de las aves ponedoras es
muy posible que ninguno decida hacer el gasto. Ante tan negro futuro, y
como ya se indic6 al principio de esta exposicion, se impone el
establecimiento de medidas de bioseguridad y la vacunaciéon de los
animales, Unicas medidas a la vista, para evitar el contagio y las grandes

pérdidas econémicas que éste origina (Rutkowska Et.,al., 2000).

21



Trabajo Cientifico Investigativo <

2.4 METODOS DE ESTUDIOS DE SENSIBILIDAD A LOS
ANTIMICROBIANOS

2.4.1 ANTIBIOGRAMA

Son aquellos procedimientos que bajo condiciones especificas y
estandarizadas determinan “in vitro” la susceptibilidad de una cepa
bacteriana a varios antimicrobianos que son opciones de tratamiento para

ese agente infeccioso, teniendo dos objetivos detallados asi:

El primer objetivo del antibiograma es el de medir la sensibilidad de una
cepa bacteriana que se sospecha es la responsable de una infeccion a
uno o varios antibiéticos. En efecto, la sensibilidad in vitro es uno de los
requisitos previos para la eficacia in vivo de un tratamiento antibiético. El
antibiograma sirve, en primer lugar, para orientar las decisiones

terapéuticas individuales (Rodriguez Et al., 2001).

El segundo objetivo del antibiograma es el de seguir la evolucion de las
resistencias bacterianas. Gracias a este seguimiento epidemiolédgico, a
escala de un servicio, un centro de atencion médica, una region o un pais,
es como puede adaptarse la antibioterapia empirica, revisarse
regularmente los espectros clinicos de los antibidticos y adoptarse ciertas
decisiones sanitarias, como el establecimiento de programas de
prevencion en los hospitales. Hay pues un doble interés: Terapéutico y
epidemiolégico.

En un antibiograma se inician en la década de los 40. En 1940 Heatley
introduce uso de papel absorbente con solucién con antimicrobiano. En
1944, los primeros discos preparados con penicilina (Vincent y Vincent)
para evaluar el nuevo antibiotico. En 1945 Mohs incorpora disco de 15
mm con diseminacion radial y el primero en utilizar control de calidad con

cepa estandar en la placa.
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Se realizar4 un antibiograma siempre que una toma bacteriol6gica de
finalidad diagnostica haya  permitido el aislamiento de una bacteria

considerada responsable de la infeccidon (Otaiza Et al., 2005).

Establecer esta responsabilidad exige una colaboracion entre el
bacteri6logo y el clinico. En efecto, en ciertas circunstancias, el
microbiologo no podra determinar con certeza que el aislamiento de una
bacteria exige un antibiograma, sin los datos clinicos que le aporta el
médico. Por ejemplo, una bacteria no patdégena puede ser responsable de
la infeccion de un enfermo inmunodeprimido o en un lugar determinado
del organismo. La presencia de signos clinicos puede ser también
determinante para la realizacion de un antibiograma (por ejemplo: la

infeccidn urinaria con un nimero reducido de gérmenes).

Entre las principales indicaciones para realizar un antibiograma se
determinara la susceptibilidad de un agente infeccioso a varios
antimicrobianos, si esta no es predecible, asi como también precisar la
susceptibilidad en cepas que pueden tener resistencia a antimicrobianos
de uso habitual, considerando evaluar alternativas, permitir evaluar a nivel
local la epidemiologia de la resistencia en microorganismos y finalmente
evaluar la susceptibilidad de nuevos antimicrobianos como opcién

terapéutica.

2.4.2 METODOS PARA EL ESTUDIO DE SUSCEPTIBILIDAD
ANTIMICROBIANA (Otaiza Et al., 2005)
e Difusion en agar

e Dilucion en agar
e Dilucién en caldo
e Métodos automatizados

o E-test
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2.43 METODOS DE ANTIBIOGRAMA BASADOS EN
DIFUSION

Los métodos de difusion se basan en la distribucion homogénea del
antibiotico sobre los medios sélidos de cultivo. En términos generales los
antibioticos se impregnan en discos de papel que se colocan sobre placas
de medio de cultivo en las que previamente se ha extendido la bacteria
que se considera. Tanto la cantidad de antibiético como el nimero de
bacterias (in6culo) deben controlarse cuidadosamente. El antibibtico
difunde por el agar creando un gradiente de concentracion decreciente
segun se aleja del disco. La bacteria si resulta susceptible no crece en las
inmediaciones del disco y forma un halo de inhibicidon. Dicho halo es mas
grande cuanto mayor es el grado de sensibilidad de la cepa al
antimicrobiano (Rodriguez Et al., 1999).

Esta técnica, denominada de disco-difusion es facil de realizar, barata,
aceptada por los organismos de estandarizacion y abierta en el sentido
que permite analizar cualquier microorganismo y cualquier antibiético.
Incluso puede aplicarse directamente sobre muestras clinicas en

infecciones graves como la meningitis.

Los discos con antibiético deben conservarse en frio. El in6culo para
sembrar las placas suele ajustarse por turbidez y debe corresponder con
el nivel 0,5 en la escala arbitraria de McFarland. Tras la incubacion se
miden los diametros de los halos de inhibicibn y se interpretan los
resultados con ayuda de los puntos de corte establecidos

internacionalmente para cada microorganismo y para cada antibiotico.

El principal inconveniente es su caracter sélo cualitativo y su limitacion en
bacterias anaerobias y de crecimiento lento. También presenta problemas
con antibidticos molecularmente grandes que difunden poco sobre el

agar.
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El sistema Epsilon-Test es un ingenioso método de antibiograma por
difusidon que en lugar de discos utiliza tiras de papel graduadas con
valores de CMI e impregnadas con un antibiético en forma de gradiente
de concentracion. La interseccion del halo de inhibicion con la tira de

papel indica la CMI del microorganismo para dicho antibiotico.

2.44 METODOS DE ANTIBIOGRAMA BASADOS EN
DILUCION

Son los métodos clasicos de antibiograma. En términos generales
consisten en fabricar varios tubos de medio de cultivo con diferentes
concentraciones del antibiotico en cuestion e inocularlos con la cepa que
se estudia. Pueden utilizarse medios liqguidos o solidos. La CMI
corresponde con el tubo de concentracion mas baja que logre inhibir el
90% del crecimiento bacteriano (Trornsberry y Hawkings, 1977).

En funcion del soporte donde se realizan los sistemas de dilucion se
consideran métodos de macrodilucibn con tubos independientes y
métodos de microdilucibn que usan placas integradas con multiples
pocillos en cada uno de los cuales se coloca una concentracion diferente
de antibidtico Los sistemas automatizados de antibiograma se basan en

métodos de microdilucion.

Los métodos de dilucidbn son en muchos casos los de referencia por su
mayor exactitud y por su caracter cuantitativo (CMI). Se utilizan para
confirmar resultados de difusibn y en los estudios de sinergia y
antagonismo antibiotico. Son mas caros y mas laboriosos. Tienen mas
facilidad para contaminarse y no son tan abiertos como la difusion en

cuanto al numero de antibidticos. Las técnicas de dilucion no pueden
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aplicarse directamente sobre muestras clinicas y en ocasiones la

interpretacion de resultados es dificil.

La lectura del antibiograma se realiza por turbidez si el medio de cultivo
es liquido y por recuento de colonias en medios sélidos. Una vez obtenida
la CMI correspondiente a cada antibiotico se interpreta siguiendo los
puntos de corte establecidos y la cepa se clasifica como sensible o

resistente a efectos clinicos.

2.4.5 SISTEMAS AUTOMATIZADOS

Los laboratorios grandes con muchas muestras clinicas estan obligados a
realizar muchas pruebas de antibiograma y necesitan sistemas
automatizados que ahorren tiempo. Aunque existen muchos todos ellos
se parecen bastante entre si. La inoculacion, la incubacion y la lectura
estan automatizadas. Se basan en métodos de microdilucion e incluso
algunos integran en el mismo panel pruebas bioquimicas de identificacion

de modo que ofrecen resultados completos de diagndstico.

2.4.6 ANTIBIOGRAMA DE MICROORGANISMOS
EXIGENTES ANAEROBIOS

Pueden utilizarse técnicas de dilucion (microdilucion) y de difusion
(Epsilon-Test). Solo se realizan en aislamientos valorables clinicamente
en los no existe intervenciéon de microorganismos aerobios. Se utilizan
medios de cultivo especificos muy enriquecidos porgue suele tratarse de
microorganismos exigentes.

Se testan los antibidticos mas eficaces frente a estos agentes. Por
supuesto todos los métodos deben realizarse asegurando la ausencia de

oxigeno. (http://www.danival.org/600%20microbio/5000micro.html)
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2.4.7 CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA

Es la concentracion del antibiético requerida para impedir el crecimiento
bacteriano a partir de la incubacion de 10 °° bacterias en fase de
crecimiento rapido, en un medio libre de proteinas con pH 7,2, aerobio,

durante un periodo de incubacion de una noche.

Este término es importante porque se utiliza para determinar la
sensibilidad bacteriana a un agente antibiético especifico. Es importante
recordar que las condiciones in vivo son distintas a las utilizadas para esta

prueba que se realiza in vitro.

En un ser vivo la bacteria generalmente se encuentra un medio mas acido
y anaerobio. Ademas es mayor tamafo del inoculo bacteriano y
probablemente no esta en fase rapida de crecimiento; lo cual disminuye el
valor predictivo del MIC (Norcia Et al., 1999).

La Concentracion Inhibitoria Minima (CIM), en microbiologia, es la
concentracion mas baja de un antimicrobiano que inhibe el crecimiento
visible de un microorganismo después de la incubacion repentina. Las
concentraciones inhibitoria minimas son importantes en los diagndsticos
de laboratorio para confirmar la resistencia de microorganismos para un
agente antimicrobiano y ademas para monitorizar la actividad de los

nuevos agentes antimicrobianos.

Las CIMs pueden ser determinadas mediante métodos de dilucién en
caldo normalmente siguiendo la directriz de un cuerpo de referencia tal
como el CLSI, BSAC o EUCAST. Otro, método mas moderno es el

método E-test usando tiras de un gradiente de concentracion antibidtica.
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Las tiras E-test crean elipses de inhibicion microbiana. Los puntos en
donde se toma el CIM dentro de la elipse de inhibicién es el punto donde

el crecimiento bacteriano cruza la tira.

En medicina, las concentracion inhibitoria minimas no solo se usan para
determinar la cantidad de antibidticos que recibira el paciente sino
también el tipo de antibidticos usados, que a su vez reduce la oportunidad
de resistencia microbiana a agentes antimicrobianos especificos.(
http://es.wikipedia.org/wiki/Concentraci%C3%B3n_inhibitoria_m%C3%AD

nima).

Los laboratorios de microbiologia clinica pueden escoger diferentes
métodos manuales y/o semiautomatizados para realizar una prueba
rutinaria de sensibilidad antibacteriana. Esto incluye el antibiograma de
disco de difusion de Kirby Bauer, el cual marco la pauta durante muchos
afos de los estudios antimicrobianos; la dilucion agar; la microdilucion en
caldo; los gradientes de antibidticos; y por ultimo, los métodos
automatizados de instrumentos los que proveen una incubacién nocturna,

0 una incubacioén mas corta.

El Laboratorio de Referencia viene realizando Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) utilizando un método semiautomatizado desde hace ya
algunos afos, conscientes de la importancia que tiene ofrecer a los
médicos la posibilidad de usar una amplia bateria de antibidticos y sus
concentraciones minimas adecuadas para el tratamiento de las patologias

clinicas en los distintos sitios del organismo.

La CMI es la concentracion minima de un antibidtico expresada en pg/mL
que inhibirda el crecimiento de un microorganismo in vitro. Los agentes
antimicrobianos diluidos conjuntamente con una cantidad estandarizada
del organismo puro aislado, se incuban de 18 - 24 horas y se dejan en

observacion hasta que se desarrolle el crecimiento de las bacterias. La
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cantidad minima de antimicrobiano necesaria para inhibir el crecimiento
nos da la CMI.

Uno de los cambios mas significativos que han ocurrido en las pruebas de
sensibilidad antimicrobiana en las ultimas décadas ha sido el desarrollo
de un método automatizado de incubacion corta capaz de proveer

resultados de sensibilidad en 3.5 horas (Rodriguez Et al., 2001).

El Laboratorio de Referencia tiene el placer de ofrecer el sistema VITEK
con el cual acortaremos el tiempo de reporte de sensibilidad

antimicrobiana.

Como regla general de la terapia de antibidticos, la concentracion del
medicamento in vivo debe ser 2 - 4 veces la concentracion in vitro. Hay
otros factores muy importantes que deben tenerse en cuenta para la
eleccion de un antibidtico: la edad; el peso; el estado general del paciente,
como embarazo, anormalidades genéticas o metabolicas, la funcion
hepatica o renal; el lugar de la infeccion; el modo de accion del antibiético;

su potencial téxico y su interaccién con otros medicamentos.

El éxito de la terapia descansa en las manos expertas del médico y del
personal capacitado del laboratorio de microbiologia clinica para poder
elegir el agente apropiado, determinar la dosis méas efectiva y la ruta de
administracion de la droga, todo esto ayudado por los avances de la

tecnologia. (http://www.labreferencia.com/content. aspx?id=965)

2.5 ANTECEDENTES DE LA ACETAMIDA FURANICA BROMADA

El Grupo de Desarrollo de Medicamentos de la Universidad de Granma
viene trabajando desde el afio 1987 en el campo de los derivados
furanicos de potencial actividad bioloégica, empleando la Sintesis

Organica.
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En estos afios se han sintetizado mas de 100 nuevos compuestos, lo que
ha dado lugar a la obtencion de 3 patentes de invencion, de ellas 2 fueron

concedidas a Saavedra (1994).

Entre los compuestos de mayores potencialidades bioldgicas se destacan

los siguientes:

2-bromo-2-(fur-2-oil)-acetamida / \ Br
Bactericida-fungicida NH,
O
o o
2,2-dibromo-2-fur-2-oil)-acetamida / \ Br Br
Bactericida-fungicida NH,
o)
0o O

La evaluacion de la actividad biolégica que presentan estos compuestos
fue realizada en el Centro de Bioactivos Quimicos de la Universidad
Central de Las Villas con el cual existe una colaboracion muy estrecha y

fructifera que data de hace varios afios.

Los resultados de la evaluacion farmacoldgica preliminar a los
compuestos sintetizados por investigadores del Grupo de Desarrollo de
Medicamentos de la Universidad de Granma demuestran las inmensas
posibilidades de aplicacion que estos tienen en la medicina veterinaria y
humana, una vez concluidos todos los ensayos y estudios establecidos

para el registro de un medicamento. (Saavedra, 1994).

2.5.1 TOXICIDAD

Se realiz6 un estudio preliminar de toxicidad de la Acetamida Furanica
Monobromada con vistas a determinar su dosis letal media (DL-50) y

obteniéndose los siguientes valores (Saavedra, 1994).
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Dosis letal media DL-50 = 1879,317 mg/kg de peso vivo usando como

vehiculo aceite de mani por via oral en ratones Balb/c.

Dosis letal media DL-50 igual a 3000mg/ kg de peso vivo por via oral

utilizando como vehiculo goma tragacanto en ratones OF-1.

Con estos resultados y teniendo presente la clasificacion comunmente
empleada para referir la toxicidad inicial de una sustancia, se puede

plantear que la Acetamida Furanica Bromada es muy poco toxica.
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CAPITULO Il MATERIALES Y METODOS
3.1 UBICACION EXPERIMENTAL

El siguiente trabajo se realiz6 en el Laboratorio de microbiologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad de Granma, Cuba.
Ademas se tuvo en cuenta las estadisticas del Centro de diagndstico y
Epizootiologia de la provincia Granma en cuanto a la sensibilidad de
diferentes antimicrobianos frecuentemente empleados contra el Célera

aviar durante el periodo 2006-2010.
3.2 TOMA DE MUESTRAS

Se tom6 una muestra de 20 gallinas ponedoras, White Leghorn Lj;
procedentes de la granja avicola "Sierra Maestra", con sintomas y
diagnoéstico presuntivo de Colera Aviar, las cuales fueron necrosadas.
Segun técnica de necropsia convencional parta aves de corral (NRAG:
803 - 1985), tomandose muestras de higado, corazén, pulmén de cada
animal, enviandose al departamento de Microbiologia para realizar el
aislamiento del agente etioldgico. La siembra se realiz6 segun la norma
de diagndstico veterinario (Siembra bacteriologica) (NRAG: 1009 — 1989).

3.3 IDENTIFICACION DE LA PASTERELLA

Para la identificacion de la bacteria se utilizé la tinciébn de Gram, asi como
las pruebas bioquimicas siguientes: Catalasa, Indol, Ureasa y Reduccién
de Nitratos a Nitritos., en el Laboratorio de Microbiologia de la facultad de

Medicina Veterinaria de la Universidad de Granma.
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3.4 PREPARACION DE LA ACETAMIDA FURANICA
BROMADA

Se pesaron en una balanza analitica 0.002g (2 mg) del producto y se
diluyeron en 30 ml de alcohol al 96% quedando a una concentracion de
(0.066%). Realizandose diluciones seriadas en logaritmo base 2 hasta
lograr diluciones desde 1:1 hasta 1:32. Para estas diluciones se utilizd
como medios de cultivo Caldo Mueller-Hinton.

3.5 DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD DE LA
BACTERIA A LA AFB (MCI)

Para determinar la sensibilidad de la bacteria al producto aplicado, se
procedio a la preparacion del inéculo, utilizando el cultivo puro de cepas a
investigar diluyéndose en 5 ml de diluyente estéril , comparandose con el
patron MC Farlam No. 5 = 500 000 ufc/ml, toméndose 1 ml y afladiéndose
a cada tubo. Los mismos se inocularon a 37°C realizando la lectura a las

48h, determinandose la Minima Concentracion Inhibitoria.

3.6 DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD DE LA
BACTERIA A LA AFB (MCB)

Se realizaron siembras en Agar sangre de carnero al 10 %, se inocularon

a 37°C realizandose la lectura 72 horas.

Como control se tomaron cepas de referencia de Staphylococcus aureus
ATCC 25923, para determinar la minima concentracion inhibitoria y la

minima concentracion bactericida se utilizo 0.002g del producto.
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Se revisaron los datos estadisticos obtenidos en el Centro de diagndstico
Veterinario y Epizootiologia de la provincia Granma con relacion a los
antimicrobianos mas usados contra cepas salvajes de Pasteurella

multocida desde el periodo 2006 hasta el 2010.

3.7 ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé un Analisis de Varianza Simple y Prueba de Comparacién
Multiple Dunkan para detectar diferencias significativa entre los
antibioticos utilizados contra el Cdlera aviar y Prueba de Hipotesis entre
Proporciones, para la comparacion de la sensibilidad de las cepas de
Pasteurella multocida frente a la Acetamida furdnica bromada vy la
Gentamicina. Los analisis se realizaron con el paquete Statistica v.5.1
Stalsolt. Inc.1998.

Ademas se realiz6 una valoracién econdémica del costo de producciéon de
la Acetamida Furanica Bromada y los diferentes antibiéticos cominmente

utilizados para el control del Colera aviar, mediante analisis matematico.
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CAPITULO IV RESULTADOS Y DISCUSION

De las 20 muestras tomadas el 100% fueron positivas a Pasteurella

multocida confirmando el diagndstico presuntivo.

Coincidimos con Yamasaki (2004), al plantear que la Pasteurella
gallinarum y multocida son los principales especies de microorganismos
gue mas frecuentemente se aislan, en animales afectados de Coélera
aviar, estos agentes son considerados comensales de membranas y
mucosas de las vias respiratorias altas y el tracto digestivo de animales
clinicamente sanos, por lo que son considerados invasores secundarios,
ya que actian cuando se encuentra disminuida la resistencia de los
animales por diferentes circunstancias. La Pasteurella multocida es mas
virulenta que la gallinarum pero esto puede cambiar a medida que esta
pasa de un animal a otro.

Sin embargo Torres (2005), al realizar el aislamiento de la Pasteurella de
un total de 27 animales el 0.52% correspondi6 a la Pasteurella gallinarum
y el 0.48% a la Pasteurella multocida, no observandose diferencia
significativa para p<0.05, defiriendo estos resultados de los obtenidos en

nuestro trabajo.

De igual manera coincidiendo con Landa (2004), al aislar 59 muestras el
37.3% fue de Pasteurella multocida y el 62.7% fueron de Pasteurella
gallinarum, observandose que estos valores son inferiores a los obtenidos

en este trabajo en cuanto a la Pasteurella multocida.

Resultados similares a los nuestros fueron reportados por (http://www.the-
icsp.org/subcoms/Pasteurellaceae.htm?7) al aislar 30 cepas de P.
multocida en Argentina a partir de muestras de origen humano y animal,
las cuales fueron identificadas y biotipificadas veintidés de ellas (73%)
correspondieron a P. multocida subsp. multocida; cinco (17%) a P.
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multocida subsp. gallicida y tres (10%) a P. multocida subsp. Séptica,

demostrandose la alta incidencia de la pasterelosis en Latinoamérica

Por otra parte Merchant (1978), plantea que la Pasteurella multocida es
responsable de varios tipos de infecciones en diferentes especies
animales y también puede ser parte de la flora normal del tracto

respiratorio.

En la Figura No. 7, puede observarse el crecimiento de las cepas
salvajes de Pasteurella multocida, el que ocurrié a las 24 h de incubacion,
observandose en la Tincibn de Gram. Cocobacilos Gram.(-), Yy

morfolégicamente compatibles con el género Pasteurella.

Figura No. 7 Crecimiento de la cepa salvaje de Pasteurella

multocida

En nuestro trabajo se identificd la Pasteurella multocida mediante pruebas
bioquimicas (Tabla No. 1) donde se observé crecimiento en McConkey,
se produjo indol y ureasa negativa, reduciendo los nitratos a nitritos,
produciendo acido del manitol y no de la lactosa y formacién de catalasa,

coincidiendo con (L6pez, 2001).
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Tabla No. 1. Pruebas bioquimicas para la identificacion de Pasterella

multocida

Pasterella | (+) (+) (+) () (+)

Glisson, (2002), plantea que la identificacion de P. multocida a partir de
muestras clinicas puede realizarse facilmente por sus caracteristicas de
crecimiento y por las pruebas bioquimicas. En general, su caracteristica
morfologia en la tincion de Gram, y el crecimiento en medios de agar
sangre, junto a las reacciones positivas de oxidasa, catalasa e indol son
suficientes para realizar en 18-24 h una identificacibn presuntiva,
coincidiendo con los resultados de este trabajo.

Kouba (1987), refiere que la identificacion de Pasteurella multocida puede
confirmarse con pocas pruebas bioguimicas adicionales; de ellas, las mas
comunmente utilizadas son la hidrdlisis de la urea, la descarboxilacion de

la ornitina y la acidificacion de la maltosa y de la sacarosa.

Christensen (2002), considera que no se ha determinado ningun factor
anico que explique las variaciones de virulencia observadas entre
distintas cepas de Pasteurella multocida, cabe suponer que éstas
obedecen a un conjunto de factores, entre ellos los siguientes: la capsula,
la produccién de endotoxinas. Aunque a P. multocida no parece elaborar
toxinas de tipo RTX (repeats in toxin), es posible que su exotoxina

contribuya a su virulencia en algunas infecciones aviares.
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En la tabla No. 2 se observan los resultados del antibiograma con la
Acetamida Furanica Bromada evidenciandose la sensibilidad y efectividad
del producto frente a la Pasteurella multocida, al inhibir el crecimiento de
la misma a una minima concentracion inhibitoria y la minima
concentracion bactericida de 8.25 pg/mly a una dilucion de 1:4 a las 48
horas, lo que demuestra la actividad bacteriostatica y bactericida del

producto.

Tabla No. 2 Sensibilidad de la Pasteurella multocida frente a la

Acetamida Furanica Bromada.

1:2 33 33
1:3 16.5 16.5
1.4 8.25 8.25

Saavedra, (1994), al estudiar el efecto de la Acetamida Furanica
Bromada frente a cepas de referencias obteniéndose los siguientes
resultados: E. coli (ATCC 25922)( 12.5ug), St. aureus (ATCC 25923)(
25ug), Ps. auriginosa (ATCC 27853)( 6.25ug) y C. albicans (ATCC 10231)
(6.25ug), como se observa los resultados obtenidos en este trabajo son

superiores que el alcanzado para Ps. Auriginosa y C. albicans.

Sin embargo Gémez, (2000), al utilizar la Acetamida Furanica Bromada
contra cepas de Salmonella obtuvo los mejores resultados a una dilucién
de 1:32 y a una concentracién de 6.25ug, no coincidiendo con nuestro

trabajo.
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Por otro lado Garcia (2000), realizé un analisis de tendencias para las
concentraciones demostro las mismas son directamente proporcional a la
sensibilidad, a medida que esta disminuye, disminuye la efectividad del

producto.

Se pudo corrobar en el presente trabajo que el diluente (alcohol etilico
96%) utilizado no tiene efecto sobre las bacterias, al no observarse la

inhibicion de la cepa en el medio de cultivo agar Muller Hinton.

Las propiedades bactericida de la Acetamida Furanica Bromada, fueron
observadas, coincidiendo con Saavedra (1994), el cual obtuvo resultados
similares con cepas de referencias como son E. coli, St. aureus, Ps.

auriginosa y C. Albicans.

De igual manera Gomez, (2002), obtuvo resultados similares al enfrentar
la Acetamida Furanica Bromada frente a diferentes cepas de Salmonella

salvaje.

Por otra parte Estrada (2010), obtuvo similares valores de la MCl y MCB
de la Acetamida Furanica Bromada al ser enfrentadas frente a cepas
salvajes de Salmonella entérica D 0O:9 y cepas ATCC de E. coli
(12,5uW/ml), evidenciandose el efecto bactericida del producto.

En la tabla No. 3 Se observa los resultados de la sensibilidad de los
diferentes antibiéticos frente a cepas salvajes de Pasteurella multocida,
frente a diferentes antibidticos observandose una mayor sensibilidad

frente a la Gentamicina, menor sensibilidad a la penicilina.
Esto puede ser debido al uso indiscriminado a que ha sido sometida la

penicilina, lo que contribuye al incremento de la resistencia por parte de

los microorganismos.

39



Trabajo Cientifico Investigativo <

Tabla No. 3 Sensibilidad de cepas salvajes Pasteurella multocida

frente a diferentes antibiéticos

Gentamicina 5,22 13,46
Eritromicina 2,67 +1.41°°
Amikacina 2.44 +2.24°2
Penicilina 1,67 +2.12°2

Letras diferentes difieren significativamente p<0.05

Al comparar la sensibilidad de cepas salvajes de Pasteurella multocida
frente a la accion de diferentes antimicrobianos usados contra el Colera
Aviar, se obtuvo diferencia significativa entre los medicamentos aplicados
observandose el mayor valor para la Gentamicina (5,22) y el menor valor

para la Penicilina(1.67), para P<0.05.

Torres (2005), al comparar la sensibilidad de los serotipos de Pasteurella
gallinarum y multocida ante la accién de diferentes antimicrobianos obtuvo
diferencia significativa para (p<0,005) con un valor mas alto de
sensibilidad para el tratamiento con Gentamicina, coincidiendo con
resultados de este trabajo.

La Gentamicina es un antibiético que se emplea para erradicar
infecciones en el ojo para tratar diversas enfermedades graves de piel,
pulmén, estbmago, vias urinarias y sangre. Su uso esta indicado cuando
la administracion de otros antibidticos menos potentes haya sido ineficaz.
Debido a su gran toxicidad y a los multiples efectos secundarios, ha de
evitarse su uso si no es estrictamente necesario. (Wikipedia, 2006).
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Jawetz Et al., (1984), considera la Gentamicina como un aminoglucoécido
de amplio espectro y ademas bacteriostatico con efecto sobre bacterias
septicémicas cuyo mecanismo de accion se basa en la sintesis de
proteinas en la bacteria bloqueando la funcién de la subunidad 305 de

ribosomas.

Neuman, (1997), refiere que la penicilina es el antibiético de amplio
espectro que mas se usa actualmente, por lo que los microorganismos
han creado resistencia a la misma, esto es debido a su mala aplicacion en
cuanto a dosis y vias, sin embargo algunas cepas de Pasteurella
responden escasamente a la penicilina, conllevando a una baja

sensibilidad de las mismas frente a este antimicrobiano.

Por otra parte la Pasterella aviar puede ser facilmente controlada
mediante terapia antimicrobiana ya que, entre otros, es sensible a
principios activos como la enrofloxacina, flumequina y doxiciclina.

(http://patologiaaviaruptc. blogspot.com/2006/1 1/ colera-aviar.html)

Resultados similares fueron obtenidos por Torres (2005) y Fernandez
(2004), al evaluar estos medicamentos incluyendo la penicilina, contra la
Pasteurella multocida. Ellos refieren que estos resultados pueden
explicarse atendiendo a que la Gentamicina es un antimicrobiano poco
utilizado en las granjas avicolas, por lo cual los microorganismos tienen
mayor sensibilidad a este producto que otros que han sido administrados

comunmente.

Durante muchos afios el arsenal terapéutico avicola estuvo reducido casi
exclusivamente a la Penicilina, Estreptomicina, Cloranfenicol ello genero
una elevada proporcién de cepas resistentes lo que obviamente redujo se
eficacia. (Garcia, 2004).
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Es obvio que la prevencion de la pasterelosis aviar es cada vez mas
importante el establecimiento de medidas de bioseguridad y el control
higiénico y sanitario de la explotacion para evitar el contagio 0 su
propagacion, sin embargo no se ha logrado hasta el momento que los

productores concienticen estos principios en las producciones avicolas.

En la figura No. 8 se observo que el 100% de las cepas salvajes de
Pasteurella fueron sensibles a la acetamida furanica bromada, a

diferencia de la Gentamicina cuya sensibilidad fue de un 50 %.

Valores de Sensibilidad (ug/ml)

10 8.2 ug/ml

97 7.5 pg/ml

8 -

7 _

6 - -
5 | m Gentamicina
4 - B Acetamida
3 -

2 _

1 —

0 _

Antimicrobianos

Figura No. 8 Comportamiento de la Gentamicinay la AFB frente a

cepas salvajes de Pasteurella multocida.

Se observo que las cepas salvajes de Pasteurella multocida fueron mas
sensibles a la acetamida furanica bromada, que a la Gentamicina. Esto
se debe a que Acetamida furdnica bromada es un nuevo producto, y la
bacteria no presenta resistencia ante el mismo, siendo la sensibilidad en

este caso de un 100%.
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La Acetamida Furanica Bromada presenta una minima concentracion
inhibitoria frente a cepas salvajes de Pasteurella multocida de 8.2 pug/ml,
siendo ligeramente superior a la obtenida para la Gentamicina que es de
7.5 pg/ml frente a este tipo de cepas por Wikipedia, (2006),.Este resultado
demuestra la potente accion de la Acetamida furanica bromada frente a
cepas salvajes, se piensa que este valor puede disminuirla utilizando otro
diluente como el Dimetilsulfoxido, ya que al utilizar el etanol pueden
ocurrir pequefias precipitaciones del producto, lo cual disminuye la
concentracion de la dilucién, debido que el mismo se recristaliza en este

solvente (Saavedra, 1994).

Garcia, (2004), considera que la Gentamicina es un aminoglucécido, que
se utiliza en el tratamiento de infecciones por bacilos Gram negativos,
pueden causar toxicidad grave. Para la Acetamida Furanica Bromada
existe el criterio positivo de su baja toxicidad referida anteriormente en

este trabajo.

4.1 VALORACION ECONOMICA

En la valoraciéon econdmica podemos referirnos al costo de producciéon de
algunos antimicrobianos y el del producto utilizado mostrado en la tabla
No. 4

Tabla No. 4. Costo de los antimicrobianos comidnmente utilizados en
el tratamiento del Célera aviar y de la Acetamida Furdnica Bromada.

Gentamicina Bactericida 947
Estreptomicina Bactericida 900
Amikacina Bactericida 1540
Penicilina Bactericida 540
Acetamida furanica bromada Bactericida 675
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Como se puede apreciar el costo de la Acetamida Furanica Bromada fue
de $ 675, estando por debajo de los principales medicamentos
bactericidas empleados para el control del Codlera aviar excepto la
Penicilina que tiene una alta resistencia en los microorganismos. Ademas
la utilizacion de este producto es factible ya que en Cuba se produce
Furfural del cual en 4 pasos de sintesis se obtiene con buen rendimiento

la Acetamida furanica bromada.
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CONCLUSIONES

» La Acetamida Furanica Bromada tiene accion bactericida frente a
cepas salvajes de Pasteurella multocida aisladas en gallinas White

Leghorn Lz3 “in vitro”.

» La Concentracion Minima Inhibitoria y Concentracion Maxima

bactericida fue de 8.2 ug/ml en una dilucién de 1:4.
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RECOMENDACIONES

v Recomendamos la aplicacion de la Acetamida Furanica Bromada
frente a cepas salvajes de Pasteurella multocida aisladas en gallinas
White Leghorn Lz “in vivo”, para determinar su potencialidad y

utilizarlo como antibidtico contra el Colera aviar.
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ANEXO0S

Figura No. 1 GRANJA DE PONEDORA COMERCIAL “SIERRA
MAESTRA”

Figura No. 2 GRANJA DE PONEDORA COMERCIAL “SIERRA
MAESTRA”
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Figura No. 3 GRANJA DE PONEDORA COMERCIAL “SIERRA
MAESTRA”

Figura No. 4 ANIMALES ENFERMOS CON PASTERELOSIS
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Figura No. 5 NECROPSIA EN AVES

Figura No. 6 NECROPSIA EN AVES
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Figura No. 7 NECROPSIA EN AVES

Figura No. 8 MATERIALES PARA LA PREPARACION DE

MUESTRAS DE LA NECROPSIA EN AVES
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Figura No. 9 PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE LOS ORGANOS
AFECTADOS DE LAS GALLINAS

Figura No. 10 MUESTRA PREPARADA
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Figura No. 11 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA
INHIBITORIA (MIC) DE LA ACETAMIDA FURANICA BROMADA
FRENTE A CEPAS SALVAJES DE PASTERELLA MULTOCIDA



