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I. INTRODUCCION

La bacteria Haemophilus paragallinarum es el agente etiologico de la coriza
infecciosa. Esta enfermedad afecta ponedoras en el peak de su produccion, y con
menos frecuencia pollos de engorde y pollas de reposicidon mayores de 4 semanas. Si
bien fa enfermedad no provoca mortalidad por si misma, es causa de cuantiosas
pérdidas econdémicas a la avicultura de nuestro pais en virtud del marcado descenso
de la postura y gastos en tratamientos que ocasiona.

La avicultura genera mas del 50% del total de ingresos en concepto de
actividades pecuarias del pais y ademas es la explotacion pecuaria que esta méas al
alcance de |la gran mayoria de la poblacion nacional. Estas son razones suficientes
para que a cualquier entidad que menoscabe su bienestar se le preste la debida
atencién de parte de los Médicos Veterinarios. Y siendo la coriza infecciosa una
entidad de interés tanto en las pequenas como grandes explotaciones, se
comprendera el dafio que ocasiona tanto a las economias domésticas como a la
avicultura organizada.

Al presentarse la enfermedad en una granja, es necesario aplicar terapia a base
de drogas antimicrobianas. En muchos casos la enfermedad cede facilmente, pero
puede suceder que no responda al tratamiento. De esta forma el problema se
complica, sobre todo porque hay mas perdidas por baja de la produccion y por
aumento del costo de tratamiento. La explicacion del problema es mas facil que su
resolucion: Haemophilus paragallinarum es una bacteria capaz de desarrollar
resistencia a las drogas antimicrobianas, y méas aun si existen condiciones que le sean
favorables. Entre ellas subdosificacidn de productos, uso prolongado de un solo
farmaco, eic.

Nuestra investigacion contribuye con algunos datos sobre la resistencia o
sensibilidad de las cepas de Haemophilus paragallinarum que se aislan en el
Laboratorio de Patologia Aviar. Dichos datos pueden resultar atiles para orientar a
quien tenga que enfrentarse a un brote de coriza infecciosa, aparte que constituyen
el primer esfuerzo de estudiar el fenémeno en nuestro medio.




. HIPOTESIS

Las cepas de Haemophilus paragallinarum aisladas en el Laboratorio de
Patologia Aviar de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia durante el periodo
de Agosto '93 a junio '95 son resistentes a los siguientes quimioterapéuticos
antimicrobianos:  oxitetraciclina, eritromicina, enrofloxacina, estreptomicina y
sulfacloropirazina sédica+trimetoprim.
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il. OBJETIVOS

1. Establecer si existe resistencia de Haemophilus paragaliinarum a oxitetraciclina,
eritromicina, enrofloxacina, sulfacloropirazina sédica + trimethoprim y estreptomicina.

2. Determinar cuales drogas antimicrobianas son efectivas para el fratamiento de
coriza infecciosa, tomando como base su efectividad in vitro.




IV. REVISION DE LITERATURA

CORIZA INFECCIOSA (C1)

1. Definicion.

La Cl es una enfermedad aguda de las vias respiratorias altas producida por
la bacteria Haemophilus paragallinarum. Si bien las mas frecuentemente afectadas
son las penedoras que se encuentran en su periodo de maxima preductividad, también
pueden contraer la enfermedad aves de reposicion y pollos de engorde que hayan
sobrepasado las cuatro semanas de edad. El cuadro clinico que presenta la Cl se
resume en edema facial, descarga nasal, lagrimeo y baja de la produccion. {9,30,57)

2. Antecedentes Histdricos:

Hacia 1920 fue Beach el primero en considerar a la Cl como una entidad clinica
distinta, pero el aislamiento del agente etiolagico no fue posible durante afios. Esto
se debia a que la enfermedad aparecia enmascarada por infecciones mixtas y a 1as
dificultades que implica en si el cultivo y aislamiento de Haemophilus sp. Sin embargo
en el afto 1931, De Blieck logré aislar el agente causal, una bacteria a la que Hamao
Bacillus haemoglobinophilus coryzae gallinarum. 'Y luego en 1933, Delaplane y Stuart
juntos, y Hoffman solo, lo aislaron en los Estados Unidos. (2,7,8,18,24))

3. Caracteristicas Microbiologicas.
3.1. Clasificacion:

Después de 860 afos del primer aislamiento del Haemophilus paragallinarum
(H. paragalfinarum), su clasificacion, identificacidn y patogenicidad han sido un mar
de misterio y confusién. I[nicialmente se clasificd al agente etioldgico de Ci como
Haemophilus galfinarum, por ser dependiente de los factores X (hemina) y V (NAD).
Pero en 1962 Page descubrié que no necesitaba del factor X, sino solo del factor V.
Este fue el primer paso para que posteriormente se aceptara la existencia de una
nueva especie, H. paragallinarum. Hoy se sabe que ni siquiera las especies de
Haemophilus avium son dependientes del factor X, porque ambas especies son
capaces de sintetizar porfirina a partir de acido delta-amino-levulénico. (6,9,11,13)




H. paragallinarum es una especie dentro de la cual se encuentra gran variedad.
Es decir que existen muchas cepas, ias cuales através de la historia del
microorganismo se han tratado de clasificar de distintas maneras. Por gjemplo, Page
en 1962 utilizd un test de aglutinacion en placa y definié 3 serovares que fiamo A, B
y C. En estudios independientes, Kato y Tsubahara describen también 3 serovares
a los que llamaron |, I, IH: mientras tanto, Sawata et al reconocieron solamente los
serovares 1y 2. Todos estos estudios se basaron en pruebas de aglutinacion.
(6,9,11,44)

Hubo ademas otros esquemas de sarotipificacion, como el de Hinz, en el cual
se detectaron antigenos termoestables en un test de difusion gel. El investigador llega
a descubrir tres serovares, pero existia la limitante de que los serovares no
correspondian con la inmunidad especifica de cada tipo; debido a este inconveniente
el esquema no se llego a utilizar. (6)

Kume et al propusieron un esquema de serotipificacion basado en la deteccion
de hemaglutininas en células de H. paragalliinarum. El antigeno detectado en ia
prueba es termolabil, sensible a la fripsina, hialuronidasa resistente y se le ha llamado
HA-L. Por medio de este sistema se han reconocido 3 serogrupos, dentro de los
cuales se detectan pequenas diferencias por medio de absorcién de antisueros,
determinandose asf ademas de |0s 3 serogrupos, 7 serovares. (6,9,68,69)

La clasificacién de H. paragallinarum no interesa solamente a nivel de
Laboratorio. Es necesaria para llevar a cabo estudios epidemioldgicos de Cl. Por
gjemplo, la septicemia se asocia al biovar | de Kilian, mientras que la bronquitis
cronica y la sinusitis a los biovares Il y |l del mismo autor. Se considera incluso que
aun el sistema de clasificacion de Kume es limitado para explicar satisfactoriamente
el comportamiento epidemioldgico de H. paragallinarum. Asi que mas recientemente
se ha propuesto un esquema de clasificacién que involucra el sistema de Kume y
ademas patrones de fermentacion de carbohidratos y patrones de resistencia a drogas
antimicrobianas. (6,60)

El problema taxondmico se extiende ademas a otras especies del género
Haemophilus, e incluso al género en sf mismo. Segun la definicién que Mannheim et
al proponen de las caracteristicas de las bacterias del género Haemophilus, H.
paragallinarum quedaria excluido y encajaria mas bien dentro del género
Actinobacillus. (30,39,47 48)

Lo mismo ocurre en el caso de los microorganismos denominados Haemophilus
avium, los cuales se distinguen por ser saprofitos oportunistas. Recientemente se ha
determinadc su mayor relacién con el género Pasfeurella que con Haemophilus. En
consecuencia se ha propuesto cambiar la nomenclatura actual de Haemophilus avium
a Pasteurella avium comb. nov., Pasteurella volantium sp. nov. y Pasteurella species
A, segun ciertas diferencias que existen entre las tres variedades. Sin embargo,
Blackall en un estudio posterior sélo logré clasificar dentro de los sustitutos propuestos




el 64% de 39 cepas que trabajd. El resto no encajaria ni siquiera dentro de los 3
nombres nuevos mencionados. No obstante, el investigador reconoce que se ha
progresado en la clasificacion de dicha especie. (8,9,12,39,44 47 48 52)

3.2. Morfologia vy Tincién:

H. paragaliinarum es una bacteria Gram negativa, no movil, que en cultivos de
24 horas se observa como bacilos cortos o cocobacilos de 1-3 micras de largo por
0.4-0.8 micras de ancho. Existen cepas capsuladas, lo cual determina su virulencia.
Cuando el aislamiento es a partir de senos nasales pueden haber caracteristicas de
tincion bipolar. (20,46,57,69)

Las colonias son pequefias, y se ven como diminutas gotas de rocio de hasta
0.3 mm de diametro. Bajo luz oblicua se distinguen tanto formas iridiscentes como no
iridiscentes y ademas formas intermedias.(20,30,68,69)

3.3. Resistencia a agentes fisicos y quimicos:

H. paragallinarum es un microorganismo sumamente susceptible al efecto del
medio ambiente. Se inactiva con rapidez fuera del hGesped. El exudado infeccioso
suspendido en el agua del grifo se inactiva en 4 horas a temperatura ambiente: éste
mismo exudado continla infeccioso por 24 horas a 22°C y en solucion salina. A
45-55°C los cultivos mueren en 2-10 minutos. (30,68)

4, Epidemiologia de la enfermedad.

4.1, Distribucioén:

La Cl es una enfermedad de distribucién mundial, pero las mayores pérdidas
economicas se producen en Centro y Sudameérica, Japdn, Alemania y Estados Unidos.
En Guatemala la incidencia es mayor en el drea de Amatitian, Villa Nueva y
Chimaltenango. (20,4042 43,56)

4.2. Especies afectadas:

Las gallinas son los hospederos naturales de la enfermedad, asi como los
pollos mayores de 4 semanas. SegUn estudios de Beach y Schalm existen variaciones




individuales en la susceptibilidad. Conforme |la edad de ias aves aumenta, el periodo
de incubacidn tiende a acortarse y el curso de la enfermedad tiende a alargarse.
(7.8,20,68)

Pocas veces se ha conseguido diagnosticar 1a afeccion en faisanes, pero ha
sido posible; también se ha observado en gallinas de guinea. Las siguientes especies
se consideran refractarias a la infeccién experimental: pavo, pato, paloma, gorrién y
cuervo. Es raro encontrar H. paragalfinarum fuera de pollos y gailinas. (21,29,56)

4.3. Formas de transmision.

Basicamente la transmision se lleva a cabo a partir de aves que padecen la
enfermedad en forma cronica, o bien aves portadoras sanas. La presentacidn de
nuevos brotes coincide con el ingreso de nuevos lotes de aves susceptibles. Esta es
una forma de transmisién importante en las granjas en que existen aves de edades
multiples. (20,50,56)

Investigaciones de campo han demostrado la importancia de los lotes de nuevo
ingreso como fuente de infeccién, asi como la capacidad de infeccion via aerogena.
También se ha mencionado la transmision por medio del agua de bebida. (2,10,24,50)

4.4, Morbilidad y Mortalidad:

Tipicamente se observa alta morbilidad e insignificante mortalidad. Sin
embargo se han descrito variaciones en la virulencia de las cepas, de modo que se
pueden alterar tanto la duracién del brote como la mortalidad. Tambieén pueden existir
variaciones en la resistencia de las aves desde el nacimiento, ias cuales pueden influir
en el desarrollo de los brotes. (12,66)

Los investigadores estan de acuerdo sobre la mayor severidad y duracion de
los brotes de Ci en aquellos casos en que hay complicacion con otros agentes; dentro
de ellos: virus de viruela, M. gallisepticum, virus de bronquitis infecciosa, Pasteurella
sp. y virus de laringotraqueitis infecciosa. (2,6,68)

5. Curso de la Enfermedad y Sintomas Clinicos:

Los sintomas clinicos se presentan luego de un periodo de incubacién de 1-3
dias, segun |a virulencia de la cepa y la susceptibilidad del ave. Caracteristicamente
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se observa descarga nasal que puede ir de serosa a mucoide, edema facial y
conjuntivitis. (7,9,20,52)

Se puede producir diarrea, con disminucién del consumo de agua y alimento.
En aves en crecimiento el cuadro descrito implica incremento en el nimero de
selecciones, y en ponedoras un descenso en la postura que va del 10 al 40%.
También puede percibirse un olor desagradable en lotes en los que la enfermedad se
ha vuelto crénica y hay complicacion con otra bacteria. (52,69)

Las aves que se recuperan de la enfermedad presentan gran variacion en sus
grados de inmunidad. En general se considera que si las pollas en crecimiento
padecen Cl, estaran protegidas durante el periodo de postura. (2,68)

6. Mecanismos de Patogenicidad:

Es poco lo que se conoce sobre los mecanismos de patogenicidad de H.
paragallinarum. Sawata y Kume sugirieron que los antigenos L y HA-L son los
responsables de la adherencia a la superficie de la mucosa de los senos nasales. Mas
recientemente Sawata et al sugirieron que podria ser |la capsula de acido hialurénico
la principal estructura asociada con la virulencia, aun més que los antigenos HA-L y
L. Ademas parece ser que la capsula protege a la bacteria de la actividad bactericida
normal del suero. (8,30,68)

7. Lesiones macroscépicas e histopatolégicas:

A la necropsia se encuentra inflamacién catarral aguda de las membranas
mucosas de los senos nasales, fraquea y conjuntiva. No es frecuente encontrar
pneumonia ni aerosaculitis. (30,69)

Fujiwara y Konno estudiaron los cambios microscépicos a nivel de pasajes
nasales, senos infraorbitales y traquea, los cuales consisten en desprendimiento,
desintegracion e hiperplasia del epitelio glandular y mucoso, y edema e hiperemia con
infiltracidén heteréfila en la tunica propia de las membranas mucosas. Esta infiltracion
junto con la llegada de mastocitos y macréfagos pudiera ser la responsable de los
severos cambios vasculares y danos celulares que acompanan a la Cl. (12,68)




8. Diagndstico:

Para diagnosticar Cl es necesario conocer la historia del caso clinico, la
observacion de sinftomas v lesiones, cultivo de muestras de exudado del seno nasal
y realizacién de pruebas bioguimicas como pruebas de catalasa y oxidasa y
produccion de Indol, (7,8,27,30,69)

Sin embargo para una identificacion més completa de H. paragallinarum se
realizan las siguientes pruebas convencionales: pruebas de oxidasa y catalasa,
reguerimientos de factores X y V, requerimientos de CO2 para el crecimiento,
produccion de betalactamasa, reduccidn de nitratos, produccién de Indol y ureasa, y
fermentacion de glucosa, maltosa, fructosa, sucrosa, lactosa, manitol, manosa vy
xylosa, asi como se muestra en el anexo No. 1. (1,8,9,32 41 ,69)

Actualmente existen métodos para el diagnéstico rapido de Cl, que identifican
efectivamente a H. paragallinarum. Entre ellos la tarjeta de identificacion
Neisseria-Haemophilus (Lab. Vitek Systems Inc., USA), asi como también pruebas
rapidas de disco y pruebas a base de enzimas cromogénicas. Sin embargo en un
estudio realizado sobre 41 cepas de H. paragallinarum y 17 de H. avium, se encontrd
que la confiabilidad de los resultados depende de la marca de los discos y del medio
de cultivo que se utilice. (10,23,32,33,53)

Para el diagnostico diferencial de Cl es necesario tomar en cuenta
enfermedades tales como el célera aviar respiratorio, enfermedad crénica respiratoria,
viruela aviar y avitaminosis A. También es necesario considerar el sindrome de la
cabeza hinchada. (8,9,24,30,69)

8. Tratamiento:

Para el tratamiento de Cl se ha utilizado una amplia gama de drogas
antimicrobianas, dentro de las cuales hay muchas que alivian los sintomas y abrevian
el curso de la afeccidn. Dentro de ellas encontramos las sulfas, enrofloxacina,
eritromicina, estreptomicina, tetraciclina, etc. Existen también otras drogas probadas
solo experimentalmente, pero que puedieran tener un gran potencial, tales como
Amincbenzyl, peniciling, tiophenicol, novobiocina y myplabin. Sin embargo, no se ha
encontrado que sean bactericidas. Por ofro lado, |a bacteria es capaz de desarrollar
resistencia a algunas de ellas y suelen ocurrir recaidas al suspender el tratamiento.
Las drogas antimicrobianas empleadas para tratar Cl no son capaces de eliminar el
estado de portador que persiste luego que desaparecen los sintomas c¢linicos. La
literatura recomienda ciertas drogas como las més indicadas. De algunas de ellas
haremos enseguida una descripcion. (8,16,35,38,59,67)




9.1. Oxitetraciclina

L as tetraciclinas en general son inhibidores de la sintesis proteica que actian
a nivel de la porcioén 308 de los ribosomas. Este mecanismo de accién es de tipo
bacteriostatico, de modo que es necesaria una adecuada respuesta del sistema
inmune. Son antibidticos de amplio espectro. Algunas bacterias han desarrollado
resistencia a la familia, y dentro de las que son sensibles se dan grandes diferencias
entre la CIM (conc. inhibitoria minima) de un género a otro, y auin dentro de diferentes
cepas del mismo género. Por ejemplo, de 97 aislamientos de E. coli en aves, el 5%
resulto resistente, y de las sensibles la CIM vario de 1.56 a 6.25 meg/mi. (29,49)

9.1.2. Toxicidad: existen pocos estudios realizados en aves. Por ejemplo, la toxicidad
aguda (DL50) para la doxiciclina ha sido calculada en 2,500 mg/kg en pollos de una
semana de edad. (29)

9.1.3. Absorcion y metabolismo: la absorcidon luego de la administracién oral es
sumamante pobre. Los polios absorben del 0.28 al 1% de la tetraciclina administrada
por ésta via, y en consecuencia en las heces se encuentran cantidades grandes de
ia droga. Por ejemplo, se administréd alimento medicado al 0.05-1.795%, y con esta
dosis se obtuvieron concentracidnes en plasma de 1 meg/ml, que son inefectivas
contra gran numero de bacterias. (26}

La absorcién oral de las tetraciclinas también se interfiere por el consumo
simuitaneo de algunos cationes como calcio, magnesio, hierro y otros. El hierro
incluido en suplementos vitaminico-minerales reduce [a absorcion de las tetraciclinas
en aproximadamente 50%. (29,49)

La administracion via parenteral asegura concentraciones mas aitas en el
plasma. Es necesario tomar en cuenta que muchas de las preparaciones tienen un pH
dermasiado bajo (2.4). Una oxitetraciclina de larga accion ha sido usada con éxito en
aves a dosis de 52 mgfkg (Pfizer LA 200). (26,49)

9.2. Eritromicina

9.2.1. Mecanismo de accién y generalidades: es un antibiético perteneciente al grupo
de los macrdlidos, los cuales actian inhibiendo la sintesis proteica a nivel de la
porcion proteica 50s de los ribosomas. Se trata de una droga activa contra gran
cantidad de bacterias gram positivas. Es activa ademas contra Haemophilus sp., a
pesar de que los gramnegativos son en general resistentes por la incapacidad de la
eritromicina de penetrar pared y membrana celular. Algunos autores no la reconocen
como indicada para tratar Cl. Su efecto es bacteriostatico. (5,9,14)

9.2 2. Toxicidad: No se mencionan efectos tdxicos en las aves ni reacciones de
hipersensibilidad. (5,14)
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9.2.3. Absorcién y metabolismo: cuando se administra via oral se consigue facil
absorcion por duodeno y buena distribucion a la mayoria de los tejidos. Si bien existe
eliminacion de la droga por las heces en concentraciones relativamente altas, hay
poca alteracion de 1a flora intestinal. (14,49)

9.3. Estreptomicina

9.3.1. Generalidades y mecanismo de accién: es un antibidtico del grupo de los
aminoglucosidos, los cuales son bactericidas, de amplio espectro y presentan efecto
sinérgico con penicilinas y cefalosporinas. La estreptomicina actta inhibiendo la
sintesis proteica a nivel de la subunidad ribosomal 30s. (14,26,29

9.3.2. Toxicidad: la intoxicacién aguda en pollos y pavos provoca grave depresion
respiratoria que puede llegar a ser comatosa. Luego de administrar 150 mg/kg IM a
pichones se observd la muerte de todos ellos. La DL50 de dihidro estreptomicina base
IM en pollitos de 1 y 4 semanas es de 744 mg/kg y 1,868 mgfkg respectivamente. (14)

A pesar de lo anterior, la toxicidad de la estreptomicina es importante a largo
plazo. Afecta mas que todo los mecanismos vestibulares auditivos. La Gentamicina,
que es otro aminoglucésido, produjo darios al aparato vestibular, pérdida del equilibrio
y necrosis renal en potlos a dosis de 40 mg/kg. De cualquier modo, no hay estudios
que demuestren la importancia que puedan tener los dafios auditivos en las aves (29).

9.3.3. Metabolismo y absorcidn: la estreptomicina se absorbe poco desde el tracto
gastrointestinal. Tan poco, que en las heces puede encontrarse hasta 2/3 de |a dosis
o mas. La absorcion post-inyeccién IM es mas rapida, asi como la distribucion a los
tejidos. (14,26)

9.4. Enrofloxacina

9.4.1. Mecanismo de accidn y generalidades: es una droga perteneciente al grupo de
tas fluoroquinolonas. Es un derivado del &cido quinolin carboxilico. El mecanismo de
accidn se basa en la inhibicién de la enzima ADN-girasa, lo cual provoca una rotacién
axial negativa a la molecula, alterando asi ia sintesis proteica: de éste modo se
bloquea la transferencia de informacion genética. Este mecanismo de accién produce
un efecto bactericida. (4,25,26 49)

9.4.2. Toxicidad: la existencia de toxicidad provocada por enrofloxacina y en general
por fluoroquinolonas es poco probable. Se menciona que son drogas bien toleradas,
y mas bien se habla de efectos adversos y no de toxicidad. Entre los efectos adversos
encontramos anorexia y mareos. Se recomienda precaucion al inyectar via
intramuscular porgue es una droga muy irritante. (26,49,54)
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9.4.3. Absorcion y metabolismo: en humanos se obtiene rapida absorcion luego de la
administracion via oral, alcanzandose CIM para la mayoria de bacterias patégenas.
Sin embargo en un estudio realizado en loros grises africanos se did el fendomeno de
marcada disminucion del consumo del agua de bebida medicada en la medida en que
se aumentaba la dosis de enrofloxacina en el agua. La conclusidon fue que la
efectividad del tratamiento dependeria de la sensibilidad de |a bacteria a dosis bajas.
(4,25,26,49)

La actividad de las fluoroguinolonas tiende a ser menor a pH bajo, sin embargo
esto varia segun la bacteria de que se trate. Las fluoroquinolonas se caracterizan por
ser bactericidas a concentraciones justo sobre la CIM. (4,49,54)

10. Resistencia de H. paragallinarum a drogas antimicrobianas

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), tanto en medicina humana
como en medicina veterinaria existe el fenémeno de uso indebido de drogas
antimicrobianas. Se menciona éste punto en especial porque el uso indiscriminado
de este tipo de quimioterapéuticos es una de las principales razones que favorecen
el desarrollo de resistencia bacteriana. OMS hace serias recomendaciones acerca del
uso de dichos productos, tomando en cuenta las consecuencias que podrian derivarse
si continGia el uso inapropiado. Sin ir muy lejos, los costos de los tratamientos se
elevarian considerablemente porque ya no podrian usarse antibacterianos de costo
relativamente bajo, necesitandose cada vez productos mas caros y sofisticados.
(63,64,65)

10.4. Aplicacién clinica de las evaluaciones de susceptibilidad in vitro de H.
paragallinarum:

En los estudios consultados de susceptibilidad in vitro de H. paragallinarum se
han encontrado ciertos patrones de resistencia. Seglin Blackall y otros autores, los
resultados de dichos estudios requieren una interpretacién cuidadosa en aqguellos
casos en los que se van a tomar en cuenta las conclusiones de los estudios para
administrar tratamiento cuando se presentan brotes de Cl. (5,51)

La razén es que cuando las drogas antimicrobianas actian in vivo, deben
afrontar condiciones complejas, las cuales influencian notablemente las cualidades
antimicrobianas de cada droga. Mientras tanto, cuando una droga es probada in vitro,
tiene més posibilidades de expresar plenamente sus cualidades. Es dificil extrapolar
resultados de una prueba in vitro para predecir como se comportara determinada
droga interactuando con la bacteria, el huésped y el medio ambiente. (5,28)
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En consecuencia, Greenwood propone que los resultados de pruebas de
susceptibilidad in vitro se tomen mas bien como indicadores de resistencia. Es decir
que las pruebas no hacen mas que sugerir las drogas que no deben usarse en un
determinado caso, y no se debe pensar que expresan a que drogas una determinada
bacteria debe ser sensible. (28)

10.2. Mecanismos de resistencia de H. paragallinarum a drogas antimicrobianas:

No existe conocimiento especifico sobre los mecanismos de resistencia de H.
paragallinarum, to cual no quiere decir que no se hayan hecho esfuerzos para
determinar la naturaleza de dichos mecanismos. (5,8,9,15,22 31,34,37,51,58,62)

Una de las conclusiones mas sorprendentes a las que se ha logrado llegar es
que la resistencia de H. paragallinarum a drogas antimicrobianas no se transfiere por
medio de plasmidos. Este hecho resulta tanto mas asombroso si se toma en cuenta
gue los plasmidos estan involucrados en la transferencia de resistencia en mas de 50
especies de bacterias, incluyendo Haemophilus influenzae y que se ha intentado
detectarlos en el caso de H. paragallinarum por mas de 5 técnicas diferentes.
(5,6,8,51)

En Haemophilus influenzae los plasmidos estan integrados a cromosomas, y en
Haemophilus ducreyi existe resistencia mediada por plasmidos a los antibidticos
beta-lactamicos, la cuat esta ampliamente diseminada. (5,19,36,62)

La estreptomicina es uno de los antibidticos a los que se ha encontrado
resistencia mas frecuentemente en H. paragallinarum. En éste caso especifico la
explicacion probable es una mutacién en las proteinas ribosomales o bien una
reducida absorcion del farmaco. Algo semejante se ha descrito en la resistencia que
presenta Haemophilus influenzae al cloramfenicol. En este casc se menciona la
existencia de una barrera de permeabilidad relativa al cloramfenicol, ia cual debe sus
caracteristicas de poca permeabilidad a la pérdida de una proteina en la parte externa
de la membrana celular de la bacteria. (5,15,17)

La resistencia a las tetraciclinas se ha enmarcado dentro de los llamados
"determinantes de resistencia". Estos se definen como "unidades genéticas que se
presentan en forma natural y que estan generalmente contiguas, dentro de las cuales
se incluyen todos los genes involucrados en la transferencia de resistencia”. Existen
varias nomenclaturas para los determinantes de resistencia. Una de las mas recientes
enumera de la letra A a la P. Al género Haemophilus le corresponden los
determinantes B, comunes a los géneros Yersinia y Vibrio. (37}

Dentro del grupo de las gquinolonas no se ha encontrado que se produzca
resistencia mediada por plasmidos para ninguno de los géneros de bacterias
estudiados. La resistencia en éste caso se explica como resultado de cambios en el
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sistema de sintesis de ADN debidos a variaciones en la subunidad A de la enzima
ADN-girasa. Otro estudio indica que la tnica forma como una bacteria puede volverse
resistente a las quinolonas es mediante mutacion cromosomica, a la que se califica
como un mecanismo que dificiimente se presenta al estudiar los mecanismos de
resistencia. Se puede prevenir durante largo tiempo la resistencia a las quinolonas
mediante el uso combinado de drogas pertenecientes a este grupo con otro tipo de
antibacterianos. Se menciona también ia posibilidad de que se presente resistencia
cruzada entre los miembros del grupo de las quinolonas. (3,22,45,49,55,58)

10.3. Estudios de susceptibilidad de H. paragallinarum a drogas antimicrobianas:

Existen al menos dos estudios en los que se evaluaron gran numero de aislados
provenientes de los cinco continentes. En uno de ellos se trabajaron 75 cepas y en
el otro 92. En ambos casos las cepas provenian de Australia, Alemania, Japon, Africa
del sur y Estados Unidos. Existe ofro estudio realizado con cepas aisladas
exclusivamente en la provincia de Victoria, en Australia, y otro mas llevado a cabo en
Alemania. (5,8,24,31,38,51)

Luego de observar los resultados obtenidos en dichos estudios, se puede
afirmar que la droga a la que se observa resistencia méas comunmente es la
estreptomicina. En menor grado se han encontrado cepas resistentes a tetraciclinas
y sulfonamidas. (5,8)

Para la interpretacion de susceptibilidad o resistencia a los diferentes
antimicrobianos se tomaron como base los criterios de Fales et al, los cuales aparecen
en el anexo numero 2.
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V. MATERIALES Y METODOS

1. MATERIALES

1.1. Recursos Humanos
- Personal del Laboratorio de Patologia Aviar

1.2. Materiales de Laboratorio

- tijera y pinza de diseccion

- asa bacteriolégica

- mechero de Bunsen

- incubadora

- placas de Petri con agar sangre

- tubos de ensayo con 4-5 ml de caldo BHI

- 1 gramo de NAD en polvo

- agua destilada

- 1 tubo de ensayo con tapa de rosca

- 0.5 ml de 1.175% de cloruro de bario

- 9.95 ml de acido sulftirico 1%

-filtros para esterilizar de 0.45 micras

- hisopos estériles

- jeringas estériles de 1,3y 12 ml

- campana bacterioldgica

- pinzas estériles

- placas de Petri con agar chocolate

- sensidiscos de los siguientes antimicrobianos: tetraciclina, eritromicina,
estreptomicina, enrofloxacina y sulfacloropirazina+trimetoprim
- tabla comparativa de halos de inhibicion bacteriana

1.3 Material biolégico

- los casos de aves enfermas de coriza infecciosa que se recibieron en el
laboratorio de Patologfa Aviar durante el perfodo comprendido entre Agosto
'93 vy julio ‘95

- embriones de pollo de 6 dias de edad
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1.4. Centros de Referencia

- Laboratorio de Patologia Aviar

2. Métodos
2.1. Disefio Experimental

El disefio experimental esté& basado en la difinicion de bloques
aleatorios. Cada uno de los bloques esta formado por una placa de Petri
con un cultivo puro de H. paragallinarum, y sobre el cual se evaluaron §
drogas antimicrobianas. Se trabajé sobre 8 bloques con 3 repeticiones para
cada uno, del tal modo gue hubo 24 pruebas.

El halo de inhibicién que exhibié cada uno de los antimicrobianos en
cada prueba fue la variable a medir. Comparando los resultados obtenidos
{los halos de inhibicién) con los estandares para cada droga, dichos
resultados se clasificaron como a continuacién se explica:

1. susceptible: S
2. medianamente susceptible (intermedio): |
3. resistente: R

2.2. Procedimiento

Se recibieron aves sospechosas de padecer Cl en el laboratorio de
Omitopatologia. Luego se confirmd si en realidad se trataba de coriza
producida por H. paragallinarum y después se sometié el microorganismo
aislado al antibiograma. Se registraron los resultados y se les aplico el
andlisis estadistico para establecer la relacién del resultado del antibiograma
con la susceptibilidad o resistencia del microorganismo. El detalle del
procedimiento es el siguiente:

- Eutanasia del ave

- Toma de la muestra para cultivo: se cauterizé la superficie de la piel que
esta sobre los senos nasaies con una espéatula calentada en el mechero.
Enseguida se incidio la piel con tijera estéril, descubriendo asl el seno nasal.
Luego con el asa bacteriolégica se tomé una muestra del contenido del seno
nasal.
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- Todo el trabajo se hizo cerca del mechero encendido para asegurar un
trabajo sin contaminacién.

- Se incubd a 36 grados por 24 horas y luego se leyeron los resultados.

- Interpretacion de resultados: aunque existen parametros para pruebas en
caldo (Cuadro No. 2), la lectura se hizo segin el estandar de inhibicién de
cada disco utilizado. Dependiendo de fa medida del halo, los resultados se
interpretaron como sigue:

cepas susceptibles: S

cepas moderadamente susceptibles: | (intermedias)
cepas resistentes: R

- Andlisis de datos: para llevarlo a cabo se utilizé la prueba de Friedman. La
faormula establece en cual de las categorias se encuentra cada uno de los
resultados mediante la medicidn de los halos de inhibicién. El nivel de
significancia es de 0.01 y la férmula (estadistico de prueba) es la siguiente

X2R= 12 KJ=1(Rjj- 3N(K + 1)
NK(K + 1)

N= numero de bloques

K= nimero de tratamientos

Rj= suma de rangos en la columna "
12 y 3 = constantes




Vil. RESULTADOS Y DISCUSION

La parte experimental del trabajo consistio basicamente en la reali-
zacion de 3 antibiogramas sobre cada uno de 8 cultivos puros y estandari-
zados de Haemophilus paragallinarum. E! resultado de elio ha sido la de-
terminacion del comportamiento de las cepas de la bacteria al confrontarlas
in vitro con los distintos antimicrobianos. El detalle de los resultados es
como a continuacién describiremos: |

Las 8 cepas probadas fueron totalmente susceptibles a la tetracicli-
na, enrofloxacina y sulfacioropirazina sédica+trimethoprim (Cuadros No. 3y
4, Graficas 1y 2). En todos los casos, el halo de inhibicion fue bastante
mayor que el minimo propuesto para la calificacion de susceptible. Tanto
las tetraciclinas como las sulfonamidas son antimicrobianos de primera
eleccion, y estan indicadas para tratar Cl en casos en que |a bacteria de-
muestre susceptibildad. Ahora vemos que de la muestra obtenida por no-
sotros, la efectividad de un eventual tratamiento con tetraciclinas o sulfaclo-
ropirazina +Trimethoprim, habria sido tedricamente del 100%.

La informacion es diferente a la reportada por el laboratorio de Pato-
logia Aviar en junio del 93. En un brote ocurrido en aquella fecha se repor-
ta resistencia a tetraciclina, 2 tipos de sulfa (incluida la que ahora proba-
mos) y ademas resistencia a fosfomicina. El brote ocurrié en una de las
mismas granjas de las que se aisl6 H. paragallinarum para nuestro experi-
mento. Esta informacion resulta muy interesante, porque son datos inde-
pendientes a nuestro experimento que aportan informacioén sobre la exis-
tencia de cepas resistentes a algunas clases de farmacos. Por otro lado,
vemos también que la susceptibilidad a antimicrobianos de primera elec-
cién puede ser recuperada, ya sea dejandolos de usar por un tiempo o eli-
minando determinada cepa resistente através de la desinfeccion de instala-
ciones.

En nuestra investigacion encontramos cepas de H. paragallinarum
que presentaron resistencia a farmacos diferentes que los del reporte men-
cionado. Por ejemplo, en cuanto a eritromicina, se observé que 2 de los
casos presentaron resistencia. Otros 2 fueron encontrados como mediana-
mente susceptibles y el 50% de ellos fueron susceptibles (Cuadros No. 4, 5
y Gréafica No. 3). Este resultado concuerda con los reportes de la literatura
cientifica relativos a la alta frecuencia con que se observa resistencia a
eritromicina. Al mismo tiempo, resulta curioso el hecho que la eritromicina
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es un antibidtico recomendado comunmente para Cl; de hecho esa fue una
de las razones para incluirlo en nuestra investigacién. Es decir, se ie reco-
noce como indicado para Cl, y al mismo tiempo se acepta la variacion que
H. paragallinarum puede presentar y ser resistente a este antimicrobiano.

£l 62.5% de las cepas son susceptibles a la estreptomicina. El 25%
son medianamente susceptibles y el 12.5% son resistentes. Existe resis-
tencia de algunas cepas a eritromicina o estreptomicina, pero ninguna cepa
es resistente a las dos a la vez (Cuadros No. 3 y 4). Aln cuando existen
cepas resistentes a estreptomicina (Grafica No. 4), este antibidtico es una
buena opcidn para el tratamiento de la enfermedad en casos de cepas sus-
ceptibles. Segun las investigaciones previas consultadas, es posible que
se desarrolle resistencia a practicamente cualquier antimicrobiano, de mo-
do que la observacion de resistencia en algunos casos no debe ser un cri-
terio para descartar una posible opcion. La resistencia a por o menos uno
de los antimicrobianos incluidos en el experimento fue observada en el
75% de las cepas (Cuadro No. 5). La resistencia a sulfacloropiridazina no
se encontré; esta es una evidencia de la utilidad que todavia pueden tener
las sulfonamidas (Grafica No. 5).

Haremos ahora una discusién de los resultados desde el punto de
vista de los aspectos metodolégicos de la investigacion. De las 3 repeticio-
nes (3 antibiogramas) realizadas sobre cada una de las pruebas, y los ha-
los que observamos nunca fueron significativamente diferentes en ningun
caso (Cuadro 5). Esto indica que en nuestra investigacion, los resultados
obtenidos in vitro son altamente confiables. Desde luego que los resulta-
dos in vivo no serian necesariamente iguales, por todas las limitantes que
una prueba in vitro presenta. Otro punto importante es el relativo al tiempo
que demora obtener un resultado. Nosotros registramos tiempos de dura-
cion de la prueba que variaron de 48 a 96 horas. La razén del largo tiempo
que demoramos en obtener los resultados ha sido la estandarizacion del
indculo sembrado para realizar el antibiograma. Este paso evita errores de
interpretacion de resultados por exceso 0 escasez de indculo sembrado,
pero alarga por [o menos en 24 horas la prueba.
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Vill. CONCLUSIONES

1. En Guatemala existen cepas de H. paragallinarum resistentes a algunos
antimicrobianos especificos.

2. El antibiograma es una herramienta de gran utilidad para elegir el trata-
miento idéneo para coriza infecciosa.

3. La realizacion de varios antibiogramas sobre la misma muestra ofrece
mayor seguridad sobre los resultados.

4. Los antibiogramas realizados mediante el método de Bauer-Kirby pre-
sentan un alto nivel de confiabilidad.

5. El factor critico en la realizacién de una prueba de susceptibilidad anti-
bidtica sobre casos de coriza infecciosa es el tiempo. Por el método de
Bauer Kirby no es posible tener resuitados antes de 48 horas.

6. La susceptibilidad o resistencia que H. paragallinarum presenta a deter-
minado tratamiento puede variar en plazos relativamente cortos.

7. La resistencia de H. paragallinarum a los quimioterapéuticos no se pre-
senta con mucha frecuencia.

8. La tetraciclina, sulfacloropirazina+trimetoprim y la enrofloxacina son alta-
mente efectivos in vitro contra H. paragallinarum.
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IX. RECOMENDACIONES

1. Enviar aves sospechosas de padecer coriza infecciosa al laboratorio,
tanto para confirmar el diagndstico como para hacer antibiograma.

2. A nivel de laboratorio, repetir 2 0 3 antibiogramas sobre la misma mues-
tra. Dicha practica reducira nuestro margen de error.

3. Si se trata de hacer un trabajo de investigacion sobre susceptibilidad
antibiética de Haemophilus sp, hay que estandarizar los indculos mediante
el nefelometro de Mcfarland.

4. Aplicar tratamientos tomando como base los resultados del antibiogra-
ma. Dicha practica nos ahorrara tiempo y dinero.

5. Reforzar las medidas de bioseguridad. Al final es lo mejor para evitar el
aparecimiento y diseminacion de cualquier enfermedad.

6. Dada la alta incidencia de Cl en Guatemala, es conveniente vacunar
contra coriza infecciosa los lotes de reproductoras y ponedoras comercia-
les. Ademas hay que investigar la efectividad de la vacuna contra los se-
rotipos de la bacteria presentes en la region.

7. Es necesario hacer mas investigacion sobre coriza infecciosa. Para el
futuro, seria interesante hacer un trabajo que conjugara las variables de
serotipo y resistencia a quimioterapéuticos. Hace falta también evaluar los
metodos de control y asociaciones de virus y bacterias en los brotes de Cl.
Existe un sinfin de variables que no hemos medido en nuestra investigacién
y que sera necesario tomar en cuenta en posteriores estudios.
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X. RESUMEN

La coriza infecciosa es una enfermedad producida por la bacteria
Haemophilus paragallinarum. Esta es un cocobacilo gramnegativo, catala-
sa negativo, que produce en las aves un cuadro caracterizado por inflama-
cidn periorbitaria, sinusitis y conjuntivitis. Las aves afectadas por la enfer-
medad padecen estados febriles que inciden en pérdida de apetito y baja
de la produccion.

Las aves enfermas con coriza infecciosa sufren debilitamiento de los
mecanismos inmunchistologicos de las vias respiratorias altas y pueden
infectarse de otros agentes patdégenos. En estos casos podrian existir bro-
tes con considerables niveles de mortalidad.

La parte experimental de nuestra investigacion cosistio en la realiza-
cion de 3 antihiogramas sobre cada una de 8 cepas de H. paragallinarum.
Antes de hacer cada antibiograma, se estandarizé el inoculo colocado en la
placa con los sensidiscos mediante comparacion con el estandar 0.5 del
Nefeldometro de McFarland. Para conseguir que H. paragallinarum creciera
en caldo BHI, fue necesario agregarle 20 ug/ml de NAD al caldo.

Los resultados obtenidos demuestran que existe resistencia a quimio-
terapéuticos especificos. El 25% de las cepas presentaron resistencia a la
eritromicina, y otro 25% es medianamente susceptible. Esto deja solamen-
te al 50% de las cepas con la calificacion de susceptible. Los resultados
son similares con la estreptomicina, pues solamente el 62.5% de las cepas
son susceptibles. Existe un 25% medianamente susceptibles y un 12.5%
resistentes.

En general, existe resistencia a por lo menos uno de los quimiotera-
peuticos evaluados en el 75% de los casos. No obstante, no existe resis-
tencia a tres de los quimioterapéuticos a la vez en ninguno de los casos.
En cuanto a tetraciclina, enrofloxacina y  sulfacloropirazina
sodica+trimethoprim, la susceptibilidad es del 100%.
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Xil. ANEXOS
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CUADRO No. 1

Diferenciacion de las especies de Haemophilus de las aves mediante pruebas

bioquimicas
PRUEBA H. parag. P. avium P. volantium
Catalasa - + +
QOrnitina decarboxilasa | - - \
Beta-Galactosidasa + - +
Fermentacion de:
-Arabinosa - - +
-Fructosa + + +
-Galactosa - + +
-Lactosa - - D
-Maltosa + - +
-Manitol + - +
-Manosa + + +
-Sorbitoi V - Y}
-Sucrosa \Y + +
-Trialosa - + +
-Xylosa \' \'4 \Y
(6,29,63)
Referencias:
+: positivo (reaccion en mas del 90%)
-: negativo (reaccion en mas del 90%)
V: reaccion variable
D: reaccion débil
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CUADRO No. 2

Criterios de interpretacion para determinar susceptibilidad
resistencia, tomando como base la concentracién inhibitoria minima (CIM).(5)

DROGA ANTIMICROBIANA ug SUSCEPTIBLE RESISTENTE
AMPICILINA menos de 8 mas de 16
ERITROMICINA menos de 2 mas de 8
NEOMICINA menos de 4 mas de 16
PENICILINA menos de 1 mas de 16
ESTREPTOMICINA menos de 4 mas de 16
TETRACICLINA menos de 4 mas de 16
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CUADRO No.3

Halos de inhibicién en mm. registrados por los diferentes quimioterapeuticos en los antibiogramas realizados
sobre aistados de Haemophilus  paragallinarum en el laboratorio de Patologia Aviar

LECTURAS REGISTRADAS PARA CADA PRUEBA

MUESTRA PRUEBA Tetra Enro Eritro Estrep Sulfa+Trim
1 1 40 30 10 25 22
1 2 38 30 10 28 20
1 3 38 30 12 30 20
2 1 42 40 10 20 35
2 2 40 40 12 18 35
2 3 44 36 12 20 36
3 1 35 35 20 12 30
3 2 35 38 18 12 32
3 3 & 30 42 20 14 34
4 1 28 32 28 18 40
4 2 28 35 26 18 40
4 3 25 32 26 16 38
5 1 38 40 25 8 28
5 2 40 40 23 6 30
5 3 38 42 25 4 32
6 1 30 36 30 12 30
6 2 30 36 28 14 28
6 3 30 38 30 13 26
7 1 28 44 18 20 40
7 2 26 42 20 16 38
7 3 24 42 20 14 38
8 1 32 36 28 18 18
8 2 34 35 30 20 18
8 3 36 36 28 20 16
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CUADRO No.4

interpretacion cualitativa de los halos de inhibicion registrados por los diferentes quimioterapedticos en los
antibiogramas realizados sobre aislado: Haemophilus paragallinarun en el laboratorio de Patologia Aviar

LECTURAS REGISTRADAS PARA CADA PRUEBA

MUESTRA PRUEBA Tetra Enro Eritro Estrep |Sulfa+Trim
1 1 S S R S S
1 2 S S R S S
1 3 S S R S S
2 1 S S R S S
2 2 S S R S S
2 3 S S R S S
3 1 S S I | S
3 2 S S | I S
3 3 S S | | S
4 1 S S S S S
4 2 S S S S S
4 3 S S S S S
5 1 S S S R S
5 2 S S S R S
5 3 S S S R S
6 1 S S S ; S
6 2 S S S I S
6 3 S S S | S
7 1 S S i S S
7 2 S S I S S
7 3 S S l S S
8 1 S S S S S
8 2 S S S S S
8 3 S S S S S
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CUADRO No. 5

Dato obtenido al promediar los halos observados en cada uno de los 3 antibiogramas efectuados sobre cada
cepa de Haemophilus  paragallinarum aislada en el laboratoric de Patologia Aviar

PROMEDIOS DE HALOS DE INHIBICION EN mm.

MUESTRA Tetra Enro Eritro Estrep Sulfa+Trim
1 38.7 30 10.7 27.3 20.6
2 42 38.7 11.3 19.3 35.3
3 33.3 35 19.3 12.6 32
4 27 33 26.6 17.3 39.3
5 38.7 40.7 24.3 6 30
6 30 36.7 293 13 28
7 26 427 19.3 16.6 38.6
8 34 35.7 29.3 19.3 17.3
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