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1.0 INTRODUCCION

Las sales en bajas concentraciones estimuban ef desarrollo de microorga-
nismos, al {ncrementar sus concentrnciones pasan a efercen un efecte hibito-
alo o despu€s un edecto tbiico Letal. Un ghupo de L{nvesatigadones encontraion
que. ef cloruro de sodio o bajas concentracioned estimubaba ef crecimiente de
Escherichia cofi, ¥ af aumentarn La concentracibn infuibia su cheeimiento.
l2, 41.

Hotchhiss (1922], estudi6 ol efecto de diferentes cationes §ifando el
anitn (cloruro} sobnre ef desarrsllo de Escherichia eoli. g enconind dos ghupos.

EL primeno 20xico a conce.m’/tacéanm de 0. OSM « 2.0M} e includa a &os elo
ut : BB R E.8
runos de Lo4 siguientes Tongs: Na, K LL NH /n g, Ca, Mn, T ¢ Sn.
-4 -2
EL segunde thxico a coumcentraciones del Dfl.dﬂ.n dv. {(IX1OM a 1X10M) ¢ que
4+ 2+ 3+ 7+ I+ 7%

Swoluena a os clohunoy de Los sdgquientes Tones: M«.. Ti, Cu, Fe, In, (o, Pb,

3+ 3+ 72+ 2+
AL, Ce, Cd y Hag.

Se ha absenvado que £o5 clorunos divalentes y polivafentes son mis t6xi-
cos que Los monovalentes [1, 3, 11].



1.7 ACCION ANTIMICROBIANA

la aecdbn antimicrobiana de Lod Tones se predenta en thes modalidades dis~
tintas g son:

1] En concentancioned refativamente grandes {13 & mds! actdan provoesnde
o congulacidn de fas proteinad.

2} Texieddad provecada por Lo combinacifn de cientos nadicales funcionales
eserciales de fa célula [efecto de quelacibni.

3] Toxicidad dehida pon afto peso mofeculux del catidn. {2, 5, 17},

-1.2 AGENTE BACTERICTDA ¥ BACTERIOSTATICO

Bactericidn: Agente que destruye bacterias.

Bacteriostftico: Agente que no desthife fas bactenias &ino que inhibe su -
proliferacidn y ¢ Lange plazo &8 destrwge. {11, 121



1.3 CARACTERISTICAS GENERALES

Eschenichia wil. es una enterobacteria que jue aisfada por primena vez
por Escherich. en 1885, y en honon a este Lnvestigadoa Eleva su nombre, B4 -
$eona nowmal del hombre y Los animales, enconindndose en el intestino, algunos
senotipos son Pos cansantes mds grecuentes de diarreas en fos nifivs, son baci-
205 gham negativos, pueden ser aenobios y anaerobios o faculiativos; su tempe-
natuna gpitima de crecimiento es a 37°C, afgunas o hacen mefon a 10°C y othras
a 46°C. Algunas copas producen HemGLisis de Los g{Sbufos aojos debide a que -
poseen Hemolisdinas, fermentan gran varniedad de azdcanes, producen ¢ no gas, =

algunas son méuiles y otrwas carecen de 4lagelos, no producen deido sulfhldiico.

Escherichia cofl. contiene antigencs somdticos "O" de supenficic o capsu-
Lares "K' y §lagelanes 'HY, Los antigenos somiticos son termoestables, e cono-
cen mds de 150 iipos sernofdgicos diferentes de Escherichia coli.

Los antigenos flagefares "H" y capsulares "K" son ternmofdbiles, se nan
descnito cenca de 100 serolfgicamente diferentes. Existen thes iipes diferentes
de antigenos "K' que se denominan L, A, B. la mayoria de £as cepas enteropats-
genas contienen antigenos "K" de fa variedad B, fos antigenos "H" se encuentran
en Los 4fagelos, son tewmofdbifes y se han desenl” zerea de 50 tipos seroddai-
camente diferentes.

La mayoria de £as cepas do Eschernichia cofl. fonman parte de &z §Lora non-



mal del intestino y nesultan mds bien bendficas que perfudiciales, cuando 3afen

del aparato digestivo ¢ se Localizan en otnos Grgancs ¥ sistemas, producen cua-

dnos patofsgicos muy divensos, pon efemplo: pielonediitis, mendingitls, preu~

mondas, peritonitis, contaminacidn de heridas i sSepticemims, (11, 12, 13, 16,-
' 3¢, 31).

1.4 PATOGENIA

Phillips. define §isiopatoligicamente a fa diarrea come un d{ndrome por -
malfa absoncidn de agua, causada pon bacterias, viws y pardsitos cuyos modelos

patogénicos Acn £os sdguientes: Los patlgenos baeterianos se pueden dividin en

tres grupes de acuerdo a su fisiopatologia como son: bacterias enteropatfgenas,
bacteriasd enterstoxigfnicas y bacterias enteroinvasivas. (28, 29).

1.4.1 BACTERIAS ENTEROPATOGENAS

Determinados serotipes de Eschenichia coli. &famados enteropatfgenas, par-
Licipan en el sindwome conoeids como dianiea epidimica del reeién nacido: pon
£o genenal, estos gérmenes no poseen toxinas LT (tewmoldbif) o ST (teamoestable}
s5in0 son {nvasohed. Su patdgenieidad aparentemente depende de ottos dactores de
virulencia, aln no bien estabfecides,



Paincipaltmente Los seroXipos patbgenos infectan a Los nifos menches de -
deds meses de edad, en particulan phrematutod y Aecifn nacidos, asu papel en Las
diarneas def nide o del adufto es dudoso, Lo que ha dado Lugan a controversias
acerea de du participacidn en fas gastroentenitis. {26, 32, 33, 34).

Kauggman ha hepontado métodos seralbgicos que permiten desarrollar un es-
quema taxondmico basads en diferencias antignicas entre cepas. {11).

EL antigeno somdtico "O" no se inactiva pon cafentamiento a 191°C, Estd
compuesto de complesor de 4osfolipidos polisacdridos, siendo fa naturafeza y
el onden de £os grupos tenminafes en ek que se presenten en £as undidades repeti
das de fas eodenas de polisacdnidos £0s que congieren especificidad a £as nu-
merosas clases de antigenns “O".

Los antigenos "K" son antigenos somiticos que se enguenthan como cdpsulns
0 envoliuray, cuando se presentan en cantidades suficientes .inhiben La agluti-
nacifn con antisuesos "0". Este efecto inhibitorlo, puede ser inactivado pon
calon.,

Los antigenos {Lagelanes "H" son inactivades pon calentamiento a 100°C,
8e encuentian en Loy flagefos {fonmados por compueszod de ffagedina. EL eonteni-
do y el oxden de Los aminodedldos en Lo flagelina determina Za especificidad de
estos antigenos. (13, 15, 17).



1.4.2 BACTERIAS ENTEROTOXIGENICAS PRODUCTORAS
DE_EXOTOXINA

En esie ghupo se encuenthan algunas cepad de Edcherichia cofi. - - -
Vibrio cholenae, Shigella A,, Aetomonas 3p 4 Plosiomonas sp. En Las dos pri

menas se encuentha toxine termoldhif (LT) y feamocsiable [ST), en cambio en
Las demds, solamente toxina teamoldbif., Estas bacterias dan Lugar a Lo dia-
rea al multiplicanse en Lo Luz del intedtine delgado, elaborando una exotoxi
na que e adhiere a £& mucosa Lntestinal, {a que ceasdona un Lrcremento ntha
cedular def AMPe a través de La estimubacidn de La adenik ciclasa, este fe-
nimeno ocasionz salida de Liquidos y efectrolitos hacia La fuz def tubo diges
tivo, (17, 31, 321,

la toxinz termoldbil es fnactivadn pon ef calon y Los dedidos, constitui-
da por una proteina de afto pesoc mofecufar, formadas pon dos sub-unidades -
"A" {Ay ¥ Ay) ¥ "BY, unidas pon enlaces no covalentes.

Lo sub-wridad "A" compuestn pon dos eadenas polipeptidicas (alda y gammal,
en donde 2a cadena alfa es ef componente active de £a foxina. la toxina presen
ta una nelacidn de einco sub-unidades "B" pon cadn sub-unidad de "A". Una do
tas cuafes de une a receptones especlficos prnesentes en £a membrana de La cé-
ula epitelial. En tanto que otra sub-unidad penctra a fa misma, desencadenan-
do La actividad enzindtica, A La sub-unidad "A" tzmbi¢n se Le Blama colerd-
geno y £a “B" coleragencide, (21, 22, 31, 3¢i.



La Loxéina termoestable (STY o4 un po&ipé:px:éda de hajo peso mofeculan ne-
sistente al calor, al deido ¢ a fas enzimas proteoliticas. No se conoee oom
precidifn el mecancsme por el cual fLa toxina termoestable produce dimvres, -
aiin cuando es capaz de activar ef sdistema de €a guanilelclasa, Eo que quizds
explique su acelfn secretona, En esta foma de diatrea no hay Lnuau:dh de {2

mucosa, £as evacuaciones son Liguidas con pocs moco y sangre. (31, 321,

1.4.3 BACTERIAS ENTEROTINVASTVAS

En este guupo se encuentran Shigefla sp., Safmonellia sp., algunas cepas

de Escherdichia coli., Yersinia enterocolitica, Caumpylobacter 3p. y otras.

Este grupo de bacterins ocasiona diarreas pon {nvasidn de £a paned intestinat.

Escherichis cofi. enteroinvasiva penetra fa mucosa en fonma aetiva, es
cambio Safmonella sp. Lo hace en forma pasiva, por medis del transporte de
polimonfonucleanes (PN} de La Luz del intestino hacia fa pared. (26}.

Escherichia coli., da fugan a fa destruceidn de £a mucosa intesiinal a
Zasy 72 honas, de La infeccifn se produce edema de La mucosa con poco exudade
inglamatonio ¥ aumento de La secrecifn, con el phrogreso def padecimients apa-
hece exttdado Lencoclties en donde £4 mucosa ¢ sub-mucosa estdn indiltradas -
pon polimorfonucleancs (PMNL, Por fo tanto Pas manifestaciones clinieas son



flebre y malestar general, aunado a evacuaciones con mocs ¥ sanghe. (11, 33),

1.5 FUENTES DE INFECCION

Las ecepas de Eschenichia coli. encuentran su habitat en el Lwacto gastno-
431&6&'1:11, slendo fas evacuaciones fa fuente de contagio primaria, el inade-
cuado manefo de £os alimentos, fa falta de higiene y mafas condiciones sani-
tarias, han dado Lugan a £as infecciones en niflos recifn nacidos, por Lo tanto
ed de gran dmportancia controlan todos estos factores. {11, 12, 14},

En el caso de bacterias entenctoxigénieas y enferoinvasivas es necesario
ingendn grandes indeulos pata que el padecimiente se desarrolle; Lo que xe-
quiere mubtiplicacifn previn de fa bactenia en Los alimentos ¢ {a contamina-
cibn masiva de Los alimentos con materin feeal. {11, 28).



2.0 OBJETTVOS

2.1 PLANTEAMIENTO

Llas enfeimedades diatrediad aghupan una setie de padecimientos de mwf -
diversa indole, sdiendo £z etiologia infecciosa £a més importante por su carde
ten contagloso de 2as principales cawsas de muerte entre £03 niilos menohed de
cinco afios de edad. Pon tal motivo, se propone un esfud{o de £04 patSgenos -
{Escherichia coll.) enterotoxiglnicas o enteroinvasives, thatadas con diven-
sas sales en forma de Lones para gormular medidas preventivas y de tratamien-
to. Y de esta manena demosiharn £as phopledades bectericidas o bacteriostdti-
cay de clowros y sulfatos.

2,2 OUBJETIVOS

a} Determinan 8L exdisten sales de clomuwncs y sulfatos que funcionen come
bactericidas yjo bacteriostiticos contra Escherichia cofi.

b] Corrcborah si Las sales de cloruwnos yfo sulfatos Liemen un efecto -
bactericida {n vitro.



¢} Ubtener fa DLy, poac fas sales que funcionen como bactericidas adni-
nistradas por via oxal, en un modelo de rata macho de 3 a & meses de edad.

d} Determinan of estado de salud de fas aatas inocubadas con - - -

Escherichia cofl. y su sal correspondiente mediante una biometria hemdiica
completa g su sdntomatofogia celinica.

2.3 HIPOTESIS

a} las safes de clonunos y sulfotos preparadas o una dbsdis conoedda no

tixiea para el andmal, pueden funclonar como bactericidas yfo bacteniostdticos

contra £a Eschenichia cofdl.

bl 8¢ admnincstramos 2as sales pon via oral, su efecto serd bacteriostd-
tieo y/fo bactericida af mismo tiempe serd menos tixico pana of aimal, corro-
bordndose con una biometnin hemdtica completa y ef cuadto clinico presentz en

el animal de expenimentacién.

=10 -



3.b MATERIAL Y METODOS
3.1 WATERTAL V_EQUIPO
Matoniat
- 15& ratas macho 3-6 mesed de edad, cepa CIIZV gcepa Iarageza, que proviene de
2a cruza de ratas, cepa Long Evans ¢ cepa de ratas Wistar,

- Cepa de Escherichiz cofi, enteroinvasiva 055, 85 (LT) Eschenichia cokbi. -
entenotox(@énica 0y;;, By (LT1, Escherichin coli. gfona nonmal. Proporciona-
das por el Departamento de Infectologin del Instituto MNacional de Nutriedidn.

- Antisuercs para fa tipificacifn de enterobacterias (DIFCO) parg - - - -
Eschenichia coli, enteropatdgena poly A. (026; K60, 055; K59, 0111; 56,
027; Ké31.

Suene Anti-coll Polivalente 1, 11, BEHRING.

- Medios de cultivo {(MERCK, BTIOXON.

N Marea Cantidad
- Base de Agan EMB, 7.2 - BI0XON 1060 me
~ Base de Agar nutnitivo 7 6.8 BIOXON 1000 me
- Agan SIM 7.3 BIOXON 200 me

-11-



il Harea Cantided

- Agar Citaato de Simmons. 6.9 WERCK 300 me

" - Medéo de Voged-Proskauex. 6.9 BIOXON 300 me
- Cabdo factosa. 6.9 MERCK 300 me
- Cakdo manitog. 2% S  BIOXON - 300 me
- Gtadiffa.

- Aceite fmmensidn ZEISS.

- Cdmara de Neubatieh.

- Cubre hematimetns.

- Pipeta para cuenta de Leucocitod. PROPER - S20PRY -
Capacidad
- Pipeta SAHLT, ‘ : : 0.02 mt
~ Pontn. obfetas. INTRAMEDIC, S.A. 25 X 75 mm

-13-



. - Cubne objetos. MADESA
- Vernien. BACO

- Pipetas (1, 5, 10 mL) PYREX,

1

Vasos precipitados 100 me, PYREX.
- Tubos de ensayo 13 X 100 KIMAX.

Cajas petni 100 X 100 PYREX.

- Myliidiscos Bioclin combinados. {Gram positive

Reaetivos [(MERCK, BAKER)

Eter etibico anhidro. Grado Anafitica.

- Cloruno de Magnesio. Grado Reactive,

- Cloruno de Potasin. Grado Reaetivo.

- Cloruwno de Sodio. Grado Reacivo.

-13-
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y Gram negativo).



- Clonino de Caleic. Grado Reactivo.

- Sutdato de Sedio. Grado Reacitivo.
- Suffato de Magnecds. Grado Reactivo.
- Cloauna de Barnio. Grado Reactivo.

- Acido Subfiinico al 19.
- Sofunidn salina 0,853 Marca TRAVENOL.
- Reactive de Kovacs.

- Reactive de Voges-Proskauen,

I

E.0.T.A, al 10%,

- Reactivo de Drabkin,

- Reactivo de Turk,

- Coforante de Wright,

=14=



4

Reactive de Guam (cristal violeta, fugof,

Sofucciones Usadas

Sende de Tubos de Mc, Farland. (Nefelfmeiro de Me. Farland). {31, 32).-

Cloruno de Bario af 1%.

Acido Sulfuirico al 1%.

Cloruno de Magnesio 0.5, 1.0 M.

Ctonww de Potasio 1.0, 1.5, 2.0 M.

ceoruno de Sodio 1.0, 1.5, 2.0 M.
Cloruno de Caleio 1.0, 1.5, 2.0 M,
Sutfato de Sodio 0.25, 0.5, 1.4.M

Sutfato de Magnesio 0.25, 0.5, 2.0 M.

Liquido de Turk

deido ac&iico glacial 3.0 md

Agua destifada e.b.p. 100.0 me

Adlcionan 1 6 2 gotas de azul de metileno

- 15 -

sagranina, alcohol, acetonal.

. (12, 32).



Colorante Wright.

Bicarbonato de sodis af 0.5% 100.0 ne.

Azul de metileno 1.0 g

Calentan a 1007 dunante una hora, enfrian y §Lilthar pana eliminar el preci-
pitado .

Ve &a mezefa antendion 100.0 mé.

Solucifn acuosa de EOSTNA af 0.1% 500.0 mL,

Se ob.tiene abundante precipitado se tome 0,19 y se le afade 60 mf. de meta-
not dejdndose afejon wios 5 déas a 355 2°C.  (30].

Solucidn Amontiguadons de Fosdatos.

Fosgato de potasio monobdsico anhidno 6.63 g
Fosfato de sodie dibdsico anhidno 2.56 g
Mua dedtilada c.b.p. 100.0 me
pi= 6.4

{30}.

Equipo
Especthofotdmetra espectronic 20,
Bausch & Lomb.

Estufa Réossa Modelo EC.

Estufa MAPSA Modelo RDP-334

~16=



- Balanza granataria OHAUS.

- Balanza anafltica METTLER HE0.

- 088a eatenilizadona (expressi PRESTO Modefo S-12 L,

- Mezoladon SOLBAT.

- Vortex Genie Modelo K550 G

1

Regrigenadon PHILIPS Modelo 4107.

- Congeladoh AMERICAN Modelo CV250.

- Micrhoscopio LEISS.

- Mechero de gas FISHER.

- Termémetno -10°C ~ 200 °C TAYLOR

- ]7.-



3.2 METODOS

3.2.1 PRUEBAS OF SENSIBILIDAD A L0S
ANTIMICROBIANOS |32} '

Se usan multididcos Blockin comb.inados.
Una cafa con medio de agar nutnitive Lista para usense,
Se siembra masivamente con cepa de Escherichin coli. enterotoxigénica,

enteroinvasiva y glora nowmal cenca de £a flama de un mechekro, postesiormente
con unas pinzas esténiles se toma una tina de multididcos Blockin comb.inados

y se coloca Sobre 2a cepa sembrada, dejdndose incubar a 35%2°C, por 24 honas..

La sensibifidad se observa pon inhibicibn def desanroflo de £as colonias
{hato de {nhibiailn). (2).

3.2.2 COLECTA UE CEPAS TE Escherichia coll, =-=
ENTEROTOXIGENICA ¥ ENTEROINVASTIVA (11, 18]

Las cepas de Escherichia coli. enterotoxigbnica, enteroinvasiva y ¢lora

noimal, se slembran en varios medi{os de agar nutiiitivo por 24 honras a - -
35%2°C y despuds con isopos esténiles se colectan en tubos conteniendo solu-
cibr salina al 0.85% y se guardan en el congefador, pestenior a su descongela-

- 18 -



miento para su uso se fe hacen sus pwebas de viabilidad; que comsiste en ver
que paoduzea crecimiento ¥ que sus canacteristicas monfoldgicas, coloniales y
bloquimicas, coincida con £as cepas de antes de su congelamiento.

3.2.3 PREPARACION DE SENSIDISCOS IMPREGNADUS

CON _CADA SCLUCTON PROBADA {1].

Uepositar discos de papel filtrs en cada sclucidn concentrada y sus Aes-
pectivas diluciones por un Liempo de 15 minutes, posteriohmente cofocan Los
discos en tubos de emsaye secos y respectivamente etiquetados, sccdndolos en
Lo estufa a 355 2°¢C por un tiempo de 24 horas, ya secod edtdn Listos para -

usarse.

Sofuciones Probadas:
- Cloaunc de Magnesio 0.5, 1.0 M,
- Ctomwno de Potaséo 1.0, 1.5, 2.0 M.
- Cloauno de Sodio 1.0, 1.5, 2.0 M,
- Cloawso de Caledo 1.0, 1.5, 2.0 M,
- Sulfato de Caleio 0.25, 0.5, 2.0 M,
- Sulfato de Magneeioc  0.25, 0.5, 2.0 M.

-19.-



3.2.4 ENSAYOS DEL PODER BACTERICIOA Y/0
BACTERTOSTATICO DE [AS SALES CONTRA
LAS DIVERSAS CEPAS DE - - -
Escherichia coli, IN VITRC {3)

Med{os de agar EMB y nutritivos ac siembran madivamente eon cepa de = =
Escherichin cofi., enterstoxdgénica, enmteroinvasiva g flona nonmal conm £a0po
esténil, posterionmente con pinzas  estériles se procede a cofoear sobre fa
supenficie Sembrada L0s discos {mpregnados con cada una de £as sofuciones Y

dus respectivald dilucdiones.
Ineubar a 35%2°C pon 24 horas.

Se thabaja cenca de un mechenro, s¢ usa un medio de agar EMB pana cada sal
y sus difuciones.

Thanscutrido el tiempo de incubacifn observar 8l hubo inhibicibn del che

eimiento bacteriano, se paocede a medin el halo de inhibicibn con un vernier.

-0 -



3.2.5 OBTENCION UE LA Olg, ¥ DE;, PARA LAS

DIVERSAS SALES POR EL WETODO DE PRO-
TECCION DE REED ¥ MUENCH [34)

Formar thes Lotea, cada Lode con una cantidad de seis ratns macho 3-6 me-
ses de edad cepa CI12V proveniente de £a chuza de natas cepa Long Evans y cepa
de natas Wiszar.

A cada fote de ratas fnocnban pon via onal Za sal, se preparan tres con—
centracioned diferentes de £a sal en solucibn y se {mocuba a cada fote una -
copcentaneidn diferente dnica, (g/me). Do £os hesuliados grafican efests con-
@ La concentrdacidn y caleulan DLSG por eb Método de Proteceidn de Reed -y -
Muench.

a) 4.0 g/Kg - 1.2 g/mb

b) 7.0 a/kg - 0.6 g/mE
e} 1.0 afkg - 0.3 g/md

3.2.6 FORMA UF INOCULAR POR VIA ORAL

Con £a mano {zquienda tomar fa rata de fo sdiguiente matera: Bk forma que
no e asudte, ni i¢ Lastime colocan €a cabeza entre fLos dedos medio e Indice y
Lovantan £a mano estinande suavemenie de modo que du cuenrpo quede soportade -
sobre La mano y fa cola enrolfada sobre ef dedp meidoue. Efectuads esfa opers-
cibn introducin o ferninga con fa sonda hasta que penetre L4 mayor parte posi-

-2]-



ble af esdfago e introducih fas sofuciones, |para mayon phroteceifn se puede -
utilizan un guante de piel].

3.2,7 OBTENCION DE LA DL, PARA Escherichia coll.

IN VIVQ EN RATAS POR EL METO DE PROTECCION
DE REED Y MUENCH {7, 31, 34|

Preparar una sende de  tubos de Me. Farland (Nedeldmetrnol, que comstz de
wia mezela de cloauwro de bardlo al 1% con deido sulfdnico al 1%, Cada tubo co-
nesponde. a une cantidad de millones de bacterias pon mé.

Clorune Acido Bacterias on

Tubo Bario af 1% Sulfdrico al 1% Millones

— mé me pon mi
1 0.1 9.9 300
2 0.2 9.8 600
3 0.3 9.7 900
4 0.4 9.6 1200
5 0.5 . - -~ 9.5 1500
4 0.6 9.4 : 1800
7 0.7 o 93 ' 2100
g 0.8 RS Y _ 2400

L E 0.9 L Coa : 2700
o s o

G e gt 3000

11
1.- Hacer una suspensidn de 10 bactenias de Escherichia coli./mf ajusta-
das por nededometria,
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2.~ Toman 5 Loted de 6 hatns e incculanfas por via inthavenosa con ! me
de £a suspensifn anterion procediends de ia siguiente manends
Lote PLiltucidn
1 oniginaf
1:10
12160
1:1000

Vi o M

1:10000

3.~ Caleulan fa proporcitn de fa mortalidad pora cada Lote.

4.~ Obsenvan La dosis entre s cuales se encuzntran aquélfns Qque mata
al 50% de Los .individuos.

5.- La Plg, de caleufn mediante el sigulente procedimiento:

DP < X - 50
x-y

0P: Qistancin proporcional entre La dilucifn inmediata superior ¢ inme-
diata inferion a fa que mata al 50% de Los Lndividuos.

Xz Montafddad por elento de La dilucibn inmediata supeiioh a fa que mata
al 350% de fos andimales.

¥: Montalidad por ciento en fa dilucifn inmediata inferion a fa que mata
al 50% de £Los animates.
log Dlgy = A~ (DP X B)
As Log negativo de £a dilucibn inmedidta superior a La que mata al

50% do Los animales.

B: Log def facton de difucifn
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Inoculan por via inthavenosa @ cada Lote do aatas, una concenthacidn dife
hente de bacterias de Escherdehia coll. pon mililithe. Observar el efecto que
4¢ produce en cada fote de natas, asdmismo ghagican efecto contha concentracddn
y caleutan £a DLy, por el Metodo de Reed y Muench (34].

la {nceulacibn pon via intravencsa se produce de La sigulente manera:

Colocan fa rata dentho de un §tasco amplio que contenga algodones humede-
cidos can Eter, después de 2-3 minutos observar si o rata ya presenta sinto-
mas de anestesin, sL presenia esite efecto sacarnfa del fraaco ¢ colocarla sobre
una tabla de diseccifn en posicidn de frente. localizar el pene y extraerlo,
obsewando donde e encuentra fa vena caudel, con extheme cuiddde nthoducin
£a jeringa para insulina (1 ml) e inyectar 2a suspensidn bacteriana y colocar
Las ratas dentho de una jaula para su Aecuperacidn.
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3.2.8 EFECTO BACTERICIDA ¥ /0 BACTERIOSTATICO

De fas divensas sales Sobnre Cepas de Escherichia coli. (enteroinvasivas,

enterotoxigénicas y flora nommal). in vivo. Foamar 8 grupes de hatas, cade

grupo integrado con 10 ratas macho 3-6 meses de edad Cepa CIIZV,

Grupo 1:

-

Grupo ¢

w
P

Grupo

Grupo 4:

P

Grupo contrnol (se Les aplica sofucibn salina al 0.85% pon via
oral).

Inceulan pon via onal fa sal a una concentracién no fLetal para
el animal, Dlgy Ca dz4g/Kg peso,

: Inoeular pon vig inthavenosa (vena caudad-pene). Cepa de - -

Escherichia cofi. enterotoxigénica a una concentracidn no Letal
para el animal.

Inocular pon via intravenosa |{vena caudal-pere). Cepa do - - -

Eschenichin coll. enterainvasiva a una concentracién no Letal

panra el a:wmé.

: Inoculan por vin ntravenosa (vena caudal-penel, Cepa de - -
Escherichia coll. Flona noamal a una concentracién no Letal pa-

ra el angmal,

NOTA: Los grupos 1, 2, 3, 4 4 § de natas se sacrifican pant hacer Biome-
elas Hemdticas completas al tercer dia de {noculadas.

Las concentraciones usadas de €as safesd quinicas y Cepas bacterianas son
exbeuladas pon el Método de Reed y Muench.
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Ghupo 5: Tnocufar por via fnthavenosa (Vena caudal-pene). Cepa de -~
Escherndichia coli. Flona normal y La sab pon via onak.

Grupo $: Inccufan pon via {ntraavenosa (vena caudal-pene}. Cepa de - -
Escherichia cofd. enterodinvasiva y £a sal poh via ohal.

Grupo 73 Inoculan pon via intravencsa (vene caudal-pene). Cepa de -
Escherdohia cold, enterotoxigénica y £a sal pon via onal.

NOTA: Los gnupod 5, é ¢ 7 se inocuban con £as cepas de Eschenichia coll.
por vie {nthavenosa (vena caudal-pene) ¥ al segundo dia adminiétran £a
sal pon via oral, ginabmente al tenrcer dla se procede a obfener fas Bio-
metnfas Hemdticas completas. Addmismo, observar como es modificado eﬁ
estado de salud de fas xatas Y compancrn Los resultados entre Los difercn-
Les grupos de ratas,

3.2.9 FORMA DE INOCULAR POR VIA TINTRAVENOSA
lvene_caudaf-pene}

- Colocan fa nata dentno de un drasco amplio que contenga afgodones hu-
medecidos con Eten, despufs de 2-3 minutos observan si La hata ya presenta
sintomas de anestesdia, &4 presenta eate efecto sdcarla del fraseo y cofocarfa
scbne una taba de diseccidn en posicidn de frente. Localizar ef pene y extrd-
enfo, observands donde se encuentra fa vena caudal, con extremo culdado intho-
ducin fa feringa para insulina {1 mf) e ingectar £a suspensdfn bacteriana y
colocar Las ratas dentro de una jaula para su nreeuperacidn.
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3.2.10 REALIZACION DE BIOMETRIAS HEMATICAS [12)

Colocan La rata devtro de un frasco que contenga algodones Ampregnados -
con Eien, despuds de I minutor noiar AL La hata presenta Pos s.ignos de fa anes
tesia, en cado positivo, sacanca del frasco y colocanta de drente sobre una fa
bla de diseccifn, inmediatamente tomat e€ bisturni y hacer Lo diseccidn en £a
pata delantera derecha a fa aliura exilanr, hasta focalizan o vena axinf, 22 -
sangne se ioma déxaotamenté en un fubo de emdayo que contiene 0.07 mf de EOTA
al 10% |cantidad para 5 mé de sangre}, mezelar penfectamente de manera que fa.
sangne no se hemolice y coagule.

las ratas dedanghadas se descerebran finmémente, pata evitar causarle
myor dofon.

A a8 muestras de sanghe se les defermina hemoglobing, hematoerito, cuen-
1o de Leucocitos y diferencial.

3.2.11 DETERMINACION OF HEMOGLOBINA (12, 32]

el Colocar on un tubo de emayo de 13 X 100 mm 5 mf de aeactivo de - -
Trabkin (Liguido diluyente] .

b] Homogenizar perfectamente bien Lz sangre.
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¢) Leenar con ‘Acmg/w. Lo pipeta de Sahli hasita £a marea, calibrada a
0.02 me, Limple La sangre adhernida af externior de fa pipeta y trans-
fiena el econtenido en £a sclucifn de Drabkin, enfuagando 3 veced fLa
pipeta.

d

Mezefar 2a sanghe con el diluyente mediante fa hotacidn def tubo.

e

Defar en neposo dinante 10 minutos pata La formacibn de fa cianometa-
hemoglobina,

§) Leer en el espectrofotbmetro a 540 mm contha un bLanco de reactive -
de Drabkin).
Abs x 36.8 g/de = Hb g/dL (12)

Reactivo de Drabhin

Ferrnicianuro de Potas.co 200 mg
Cianurs de Potasdo 50 mg
Bicanbonato de Sedio 1 mg
Aguz destifada 1000 mé

(Guandanse en guasco dmban, temperatura ambiente) {30, 321.
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a}

b}

[

d)

al

bl

[

d

3.2.12  DETERMINACION DE HEMATOCRITO
(MICRO HEMATOCRITO) (32)

Leenarse con sangre venosa (EOTA) Las 2/3 partes de wi Zubo capilan.

EL tubo caplfan 8¢ clerra a £z {lama o se Selfa con plastiling, pon
ol extremo mds distante de £a sangre con objeto de no hemofizarfa,
efectuands un movimiento de Aotacidn.

Una vez que 2atd perfectamente seflado se Lleva a una centrliuga espe-
cial [cabezal ranuwrado para cofocar Los capilarnes) y se¢-centrifuge a
3500 R.P.M. durante 5 minutos.

Caloulan ol porciento del paquete eritrocitico con relacidn al vofumm
zotal. {12},

3.2.13 CUENTA DE LEUCOCITOS (32)

Leenan £a pipeta de Thoma para gffbubos blancos, con sangre bien mez-
elada hasta fa manea de 0.5.

Limpian cuddadosamente f& pipeta por fuera.
Adoran con solucidn de Turk hasta fa manca de 11,

Agitan La pipeta dunante fres minutos.
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e} Se desechan fas primeras 4-5 gotas de fa pipeta y se canga fa cdimana
de Neubaues.

{} Desar reposan la cdmara durante tres minutos,

g) Con el objetivo de 10X del microscopio, s¢ cuentan Los Leucociios pre
sentes en £o8 cuatao cuddros grandes (1 om de fado) de Zos extremos
de £a cdmana de Neubauei.

h) Multiplicar por 50 el wimeno de Leucocites contados para obtench o

cdfra de Reucoeitos fmm® do sangre, como se explica a continuacidn:

Cdleulo: S& ftamamos B al wimeno de Leucocitos en cuntro cuadios gaan-
des, existen "B" geobulos blancos en 4 x 1 x 0.1 = 0.4 mm®
3
o sea B x 10 gldbufos bfancos ocupan 1 mm

Pero como fa aangne edif diluida 20 veces:

Numeno de g&bbulos bZnncaAm!msde,AungfLe=BxMxZO
—_—

= 508 {12, 30, 32)

e
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3.2.1¢ PROCEDIMIENTO PARA REALIZAR UNA EXTENSION
Y_TINCION DE WRIGHT.

a} Cofoque una pequeiin gota de sangre (EDTA 10%) en un extiemo de un -
porta objetos, Limpio y desengrasade. Utilizando of boade de otw
penta objfetos, extlenda La gotz de sangre a Lo fango del porta obje-

105 con un movdmiento uniforme, con un dngulo de 457,

b} Secar al aire.

c) Colocar fa preparacidn en poslctdn horizontal y cubiinfo con coloran-
te de Wright phs 6.4 por dos minutos. Se agrega Lenfamente £a solu-
eidn amontiguadona {ph = 6.4} sobre el colonante, hasta fa aparicibn

de un baclls metdlico en fa superficdie.

d

Dedpuds de cinco minutos se Lava el portn objetlos con agur y se Seca

af aine.

EL examen microscfpico monfoldgico de 228 extendiones debe Limitarse
a La porcifn delgada de 2a extensifn, donde Los eriinocitod estdn en
contacty pero no sobrepuestos (12, 30, 32)

e
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4.0 RESULTADOS

Se obtuvicnon Los siguientes aesultades de sensibilidad a Los antimicrobia
nos, midiendo La sensibilidad mediante fos halos de inhibicisn {en didme-
thos, en centlmetros },tomando en cuenta Los antibifidicos eon mayon efecto.

Eschenichia coli. Eschenichia coli. EAcherdiclia coli.

~ YEord Normar Enie/o T XAGENALE Entenoinvasiva
Acido Nalidixieo 0.7 em 0.8 em 0.7 ot
" Cadotaximn 0.8 em 0.7 em » 0.7 cm
Clorangenticol - 0.6 em o 0.6 em
Gentamicina 0.3.em 0.4 em : 0.3 em

Funndantina 0.3em - 03em 0.3 em-

Como sc observa, £as difenentes cepas de Ead:m:c'.chia. codi. presentan La -
misma SensLbilidad a £os &ntébid&ws. Y La §inalidad de su wso es para deter-
" minar fa patogenicidad de Las cepas, es decit para comprobax que ne han variado
0 sea que no ¢ han hecho mds nesdstentes o sensibles a dichos antibidiicos y
tener La ceateza que La cepa bactendana tiene 23 mismas propiedades biofégi-
cas a todo Lo Large de 2a experdmentacin con Los animafes de Laboratonio,

Nota: Sz nepiti6 |6 veces) a £o fzrge del trabajo experimental y siempre dieion
el mismo resultade fas cepas bacterdoddgicas usadas.
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RESULTADOS ENCONTRADOS DEL PODER BACTERICIDA Y/0
BACTERIUSTATICO DE LAS DIVERSAS SALES QUIMICAS -
PROBADAS EN VITRO.

EL poder bactericida es medido por inhibicifn del checimlento de fas ce-
pas bacterdianas, formdndose halos de Lniibicidn (om). De Las sigudentes sales
quimicas probadas in vitro, s0Lo wia sal demostnd tenmer poden bacteriostdtico

on fas divensas Cepas de Escherlchia cofl. ensayadas.

1) Cloruno de Magnesio.
2] Clomuro de Potasio.
3) Cloauwno de Sodio,

4] clowro d\z Caledn.

5) Sulfato de Calelo.

6] Sulfato de Magnes.io.
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EL cloruno de Caledio ¢s La dnica sal quimiea que funciond como agente bac-
Zerndfosidiicn,

Eschenlchda cold.  Eschenlchin coll. Escherichia coli.

Feoas Noamad Entenotoxigénica Entercinvasiva
Cloruno de Caledo 0.4 cm 0.4 em 0.3 em,
1.5 Mogar (M)
Clonuwno de Caledo
dilueibn 1.5 de La
anniba mencdonada . 8.1 ¢em 0.2 om 0.1 em

EL Clowno de Calelo tiene un poden baeterdiosidtico in vitno, ponque so-
Lo Lthibe ef Mewuenf.o bactenlano, ya que se demodtrS que hetinands fod Aen-
sidiscos impregnados con solucibn de Cloruro de Cafedo de Los medios de cubti-
vo, sembrados con £as divensas Cepas de Escherichia coli. a 37°C, Las Cepas
Bacterianas creclan noamafmente después de haben aidy {nhibidas temporabmente.
Comparando £os halos de Linhibicidn del CLoruns de Caleio con Lod antibifticos
del antibiograma ae obacava que presentan un efecte inhibitorio sdmifar a La
furadantinag y gdentamicina.
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RESULTADOS OBTENIDOS DE LA DLSO ¥ UESO PARA [AS

SALES QUIMICAS POR EL METODO DE REED Y MUENOH

De L04 ensayos realizados en vitho del peden bacteriedda yfo bacteries-
Mtico de Las distintas sales quimicas contha Escherdichia cofi. Sofe funcio-
né el clowno de caleio (M), Ca e, por Lo que e pwceedid a calewfar £a

D y DE., pana ef clomuro de caleio. St enconthd una DL para ef cfo-

Lso 50 50
nuno de eafoio de 0.71 g/me {2377.13 mg/Kg), esin dosis nod dndica que con
una cantidad, por debajo de £a OLgy de clonuno de caleio, podemos admindis-
fnan La sal sén adesgo de que fas amtas sean afectadas por La sal, ya que -
£0 que e busea ed que ef clomuno de calelo (04al) contharesite Lo patogeni-

eidad causada pon Las bacterias de Eschealehia eolli. 4n vivoe.

LOTE EFECTO

[RATAS ) CONCENTRACION {MUERTE) RESPUESTA DILUCION
1 1.2 g/ml---4000 mg/Kg 6/6 100
2 0.6 a/mg---2000 ma/Kg 4/6 b6.6 1:2
3 0.3 a/me---1000 mg/Kg 0/6 0 1:4
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OP = X-50 = ¢6.6 - 50 = 16.6 = 0.2497493
%=y 6.6 -0 8.8

A = log 2000 mg/Xg = 3.30103
3. tog * 0.5 = -0.30103
tog vps;,' A -'u.wfx‘ 8’
- Log vstbr,rr-?,s’:fsbidé - (o.(m.,z'ri ‘-'oit.salo's} -"‘}'»3'4"'_7“%’,5.’.,5"
o 7163.37760-65. o o S

DLSO, =

DL50 = 2377.17 mg/Kg = 0.713 g/mt

Cdleulo de UESO

A = Log 1000 mg/Kg = 3.0
8 = Llog 0.25 = 0.60206
PP = 0.2492493

Log DESO = 3.150063

3.150063
DEg, 10

DE50 = 14127 mg/Kg = 0.423 g/me
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RESULTADOS Y DISCUCION UE RESULTADOS DE LA Olgy -
PARA LAS DIVERSAS CEPAS DE Escherichin coli.

la Dlgy para fas diversas Cepas de Eschetichia coli. (flona mormal, -
Enterstoxigéniea y Entensinvasival no se pudo obtener, ya que f2s ratas res-
pondienon de manera {regubar. Estos efectos quizds se deban a fa variabi-
2idad biokdgica de Los animales. lna serie de circunatancias 4isioldfglcas -
pugden modificar notablemente fa nedpucsta a Los {drmacos metivando nesulin-
dos muy distintos y son:

Especie: £a4 difenencias metabflicad en una u otia especie animal pug-
den condicionan una gran varinbilidad de nespuestas, fa distribucidn de
sistemas enzimdticos en fas distintas especies es sorprendentemente va-
réada y eb una cuestifn fortuita descubrir fa eventunl eficacin mediea-

mentosa de wt nueve compuesto, basdndose en f{a experimentaciin animal.

Raza: En oecasdiones existen fambién ghandes diferencias metabflicas en-

the Las cepas o fas nnzas que condtltuyen una misma especie.

Sexo: Existen diferencias de metabofizacidn de determinados fdamacos -
en Los dos sexos, de manera Lnespecifica se sefala que fa presencia de
una magor proporcidn de Zejido adiposo -menos active metabdlicamente~
en fa mujexn, es £o que deteamina que, en genenal, &a dosdis de wn medi-
camento  activo deba set aeducido en un 25% en helacién con Lo que se
administraria a un Janbn en {guafes clrcunstancias.
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Edad y Alimentacisn. \

la variabilidad bioffgica se debe a que Los efectos de Los medicamentos
no son idénticos en todos £os onganismos e inclusO en un mismo onganismo en
diversas ocasiones. La accidn y posterionmente el efecto de un fdimaco es el
nesultads final de un fango procesc en ef cual se {nuolucra una ghan canti-

dad de dactores como son:

Edad: la nespuesta a Los fdumacos estd en funcidn de £a edad. Bien cono-
cida es fa distinta senscibilidad de £08 necién nacidos y Lactantes a di-
versos medicamentos, con hespecto al adubto, debido especialmeite a Lfa
falta de madurez de determinadas estructurnas o sistemas enzimdticos.

Peso: EL mayor o menon peso de un individuo es determinante parna que &4
droga aleance fa concenthacibn necesaria en ef fugan donde va a actuan,

dependiende de fa Liposofubilidad del medicamento.

Sexo: Las diferencias sexualfes en £z accidn de fos medicamentos depen-
den de fa capacidad de £0s sistemas enzimdtices encargades de su metabo-
Lismo, AL como fas digerencias honmontles entre £os dos dexos.

Factones Genéticos: Se conocen actuafmente gran ndmeto de drogas cuya

accibn en ef hombre es influida por mecanismos §iscol6gicos determina-
dos genéticamente,
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Factones Fisiolfgicos: Lo factones $i8i026dicos que influyen en fa
aceldn de £08 f{dumacos dependen de fas caracteristicas gendticas. La
dieta puede Ser causa de varizciones en £a sensibilidad a Los medica-
menios.

Factores Patolfgicos: La var{ncidn de £a accidn de Los fdumacos puede
Lambin debense a fLa presencia de deteminados trastornes patolfgicos.
lay alteraciones patofégicas hepdticas en of animaf de experimenta-
cién pueden alterar ef metabolismo de £04 medicamentos y por tantc,
su actividad.

Cincunstancinas Ambientafes: En determinados casos ef medio ambiente que
nodea al individuo sujete a La accidn de una drwga puede {ngluir sobre

el efecte de fa misma {climt, altitud, estacidn, tempeaatura u La h;:.w

def dia pueden influir en fa aceidn de un {dwmaco). {33, 34, 35)
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RESULTADJS PEL EFECTG BACTERICIDA Y/0 BACTERIOSTATICO
DE _LAS SALES QUIMICAS 1IN VIV

Basdndose en ef andlisis de una biometria hemdtica completa para £as
ratay, se obiuvienon Los siguientes nesuliades, donde se agruparon lfotes de
natas de B sigulente fohma:

. Grupo 1: Ratas testigo inocufadas pon via onal con sofucibn sali-
' na af 0.85 % esténil.

Gaupo 1I: Ratas {nocubadas con cloruts de caledio ponr vig onal al
" 0.5 g/me

Guupo 111: Ratas tratadas con Escherichia cofi. enterotoxigénica

por via intravenosa (vena caudal-pene}.

Guupo 1V: Ratas tratades con EAcherichia eoli. entewdnvasiva por
via intravenosa (vena caudal-penel.
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Ghupo

Gupo

VI

286

VII1:

Ratas {noculadas con Escherichia cofi. Afona nonmal por
via intravenosa {vena cavdal-pene) y cloauno de calelo
0.5 g/mé poxr via oral.

Rafas thatadas con Escherichia coli. entenodnvasiva por
via inthavencda (vend caudal-penel y clorune de caleio
0.5 g/m€ por via onak.

Ratas inoculfadas con Escherichin cofi. enterpfoxigéniea
por vin intravenosa [vena caudal-pene) y cloruno de cal-
eio 0.5 gfme por vin ohal,

Ratas .inoculadas con Escherichia cofl. (lora nommal por

via intruvenoda |vena caudal-pene .
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RESULTADOS OBTENIDOS EN CADA GRUPO

Grupo 1.  Ratas inccufades con solucidn salina af 0.85% vin oral

Rata
Ndm, Hemoglobina Hematoerifo Leucocito Linfocito Monocito N T Segmentados

1 §.46 2 5050 78 0 25 22
2 9.20 2% 5650 85 ¢ 15 13
N T  274 o uoo » 72 S ‘o” B
5 o 24 si00 .‘33"7 gt g 17

En edte gaupo Zas tatas se mantuvierwn en edtado nownal sin allerdceddn dparente.
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Gaupe 11, Ratas ingeufades via oral con sofucddr de cfosune de cal-
cee 0.3 g/ml

Rata
Ndm.  Hemoglabina Hemacocaito Lemesclto Linfocito Monocito N T Segmentados

p 13.24 52 10000 85 1 14 14
’ ~
7 13.61 51 9850 92 0 § 5
5 12,85 52 5300 93 | 0. 1 7
o e
2 95
2
e
e
12
; n.
:3 12,91 4 6860 91 0 9 9

Las ratas se manifestanon con edtads nonmal de salud, Sin alteraciones #lsicas.
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Grupo 1711, Ratas inocufadas con Escherichia coll. enterotoxigénica
U8 {ATNAVenoac. " )

Rota
Nim,  Hemoglobinga Hematoerito Leucoclto Linfocito Mongedlts N T Segmentados

17 .04 70 9750 41 g 59 59
18 197 . 66 7550 74 0 2% 2%

19 2.5 " 63 9450 7 0 9 29

20 Ces g0 &2 32‘_‘ 39

2 o, | ,s‘m SRR e 30 s
7600 1 o 0 2s zs
2100 Tt zq - 29

9508 - - 49 e
9300 70 o 30 sp

7800 73 0 e7 27

las “Aains e morfan §dailmente (12 y 2o, dia de <noculadas). Se mostraron agre-
‘A.CWIA presentands cundios dinnnéices y pels ewrizado.
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Grupo 1V, Ratas Tnoculadas con Eschenrichin coli. Entersinvasiva
Via intnavenosa

Reta
Nifm. Hemogfobina Hematocrito Llemeocito Linfociio Monocito N T Segmeitados

27 1s.40 49 16950 " 0 8 &
% 16,92 1 15600 49 0o s s
s "",177'?“14 a0 460 52 52 
rf;éz*'A' 743;‘ 16810 7

‘15800

1000 45 o s s

17100 51 0 49 49

Lay ratas moxian fdcitmente (12 ¢ 2° déa de inocubadas | se mestraron menos agre-
s4vas que ¢l Grupo T11, y mostnasion cuadws diawvificos.
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Grupo V, Ratas Inoculadas con Cepa de Escherdichia coli. Flora Noa-
mal. Via Intravenosa v Clorwns de Cakcio 0.5 a/mé por Via Oaal.

Rata

Nim. Hemcafobina Hemazochito Leucocito Lénfocitn Monoedito N T Segmentados
36 14.2% 47 8508 © 83 0 17 17

37 171.42 -1 7800 76 0 24 24

3 . 13l9s s s g 0 . 13 13

R T R T T R
48 ) B2 52
4 0 51 57

Lay natas mondan con magox dificubtad {72 y 32 déas de inoculadas}, ne ae mostra-
‘ron agresdvas.
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Grupo V1. Ratas Inocufadas con Edcherichia coli. Entenodinvasiva
Via Intaapencal ¢ Cloawro do Caleio’ 0.5 a/ml pox Via Oral

Rata '
Ndm. HemogPobina Hematocrito Leucocite Lingocito Monocits N T  Segmentados

i 14.72 59 7400 74 0 26 2

12 13,48 58 £200 83 0 17 17

4 s N 71300 0 9. 9

45 . 11;_32 o 59 qzzs e e 24 0
‘ e a1 =

R U T I 200 st o

900 M 837100 PR T B

Ratad mencs aghesdivas ¢ se presentaba fa muente de 8as aatas a tiempos mds profon-
gados {2° y 3en, dias de J<noculades).
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Grupo VII. Ratas Tnoculadas con Escherdlchia coli. Enterofoxigénica
pon Via Intnapencal y Clowro de Caleie 0.5 g/mé por Viz il

Rata
Nim. Hemoglobina Hematocrite Leucocits Lindocito Momcito N T Segmeniados

50 .72 1% 4700 8 0 14 1
51 10.67 68 5800 82 . 0 18 18
52 1140 6 5500 17 ] 33 00 83
5 - 8 3;54 : 65

s W
Ratas agnesivas y mondan {feitmente. 11y 2% dia de moadadd.sl 1
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Grupo VIIL. Ratas Inocufadas econ Escherichin cofi. Ffora Nonmal
via Intrapeneat {Veno Coudaf)

Rata
Mim. Hemoglobina Hematoorife Leucoccts Lindocito Monocite N T Segmentados
56 - 11.14 ) 7800 78 ¢ 220 22

57 12,35 57 &100 84 0 16 16

58 13.24 . 46 7 g5 g1 g e e

59 129 S T R E Y B CRE T

60 143 F LT T TR B S St T B

61 . n1ds e300 R R
62 13.85. 49 g0 17 23 13

.63 12,96 54 7200 86 0 i4 14

las Aatas morlan pero no estaban aghesivas (2% y 3en. dias de Lnoculadas).
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Pana el andlisis de diseriminantes se organizaron Pas veriablfes come a
continuacitn se enumeran y Los resulindos de esin ifenica multivariada son:

TABLAS

VARIABLES  WIIK'S F SIGNTFICANCIA
Hemoglobina. vy 0.152 43.80 0.0000
Hematocrito A 0.069 1047 0.0000
Leucocitos v 0,133 o 1‘51'._137 0.0000
Linfocitos Vg 0.}3764:"%‘  _9’.051" 0.0000
Monoc.itos v? vos 0.508 - 0.8256 )
Neutndbilos v, 0,456 . 9,33 0.0000
Seamentados v 0,456 ° 9.33 0.0000

Este andlisis es efectuado con un {ntervalo de confianza al 95% y un ni-
vel de sdgnificancia {o¢] menon al 0.053. Por Lo que se eligen fas siduien—
tes vaniahles por sen £as que tienen un valor mayon de significanciz, en on-
den de {mportancia son:

Vs 4 U4 7 U2

Que significa: Hematoerilo 7 Leucocitos p Hemoglobina

ESTA TESIS mo pipe
A LA BiBUGTECA



INTERPRETACION DE RESULTADOS

A pantin de Los datos experimentales thatados con fa téenica de AnALisLs
de Discriminantes, se interpretf Lo sigudente: Que Lay variables mds signifi-
cativas con un nivel de significancia, ok == 0.05 ¢ un Onutewalo de condianza
al 95% son: V; 2V, 7V, conrespondiends a fas variables: Hematoorito 7
leucocitos > Hemoglobina y existlendo thes funciones discriminantes con -
un & Z 0,058 y una condéanza af 953, Fio £y 4 Fsu

Por conveniencia en ef mapa teanitorial de junciones discrdminantes, se
eligid Lo funcin diseniminante Fp, pon fa concordancia de fas vandables expe-
Nimentales con Lo healidad, Con base en ef mapa tentritornial de Ea funcidn dis-
eaiminante F,.

EE estudio se nealizd en una macrocomputadonra Borroughts 7800, <nstalada
en ef PUC de fa UNAM en Cd. Universitaria.

la teenien dof andlisdis de discriminantes, eonsisie en una ifenica estadis
Liea mubtivarniada, que requiere una variabfe contra £a que se comparara contha
el nesto de variabfes que no se copsdidernan puedan sexr discriminatorins def es-
udéio biof6gico,

Se realiza mediante una combinacifn Lineal de fms variables discriminantes,
20 que nosdard £La funcidn discriminante Bi=d; 2, + dazz.. + d(.pzp de donde:
0 es La funeidn discriminante [L).
d:; son Los coeficientos que Lienen un cierto pesc sobre £as vaniables anali-
zadas pana el estudis de la funcifin discniminante (L.
2, son Los valores estandarizados de Las |pl variablfes discriminantes que se

usan en el andlfisis.
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La intenpretacisn de Los nesubtados depende de Los datos arrojados det
estudio multivariade nealizado en fa computadona.

Cabe azlarar que todos 204 datos estfn sujetos o un intervalo de confian-
za al 95% y un nivel de significancia {nferion o fgual al 0.05-{36).

Se anexa grdfiea (3}.
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A PARTIR DEL ANALISIS PE DISCRIMINANTES SE INFIERE LO SIGUIENTE

Los niveles de fLeucccitos se manticnen noumafes como era de esperat
en ef ghupo 1, que corresponden al ghupo testigo con sofucibn salina al -
0.85%, hay una tendencia Zigena a aumentar £04 Leucocitos, Hemoglobina y
Hemitocrito .

En ef ghrupo 11 de nratas, existe ung tendencia moderada a aumentar £os
Leucoeltos. Tenemos que el grupe V, {noculadas eon flona wormal via {ntra-
venosa y cloruno de caleio via onal, exidte también unza moderada tendencia

a aumentar Los Leucocitos. Lo mismo sucede en el ghupo Vi.

Definitivamente en Los gaupos 111 y IV La tendencia a aumentar Los Leu-
coeltos es clara, s4in que exista un equilibrio ¢ controf de La indeccidn.
En el grupo VII, exdiste un aumento de £o5 Leucoeltns con una tendenedst a .dis-

ménuwin La infeccidn.

Con base en £a interpretacin de resultados estadisticos y de fabonato-
nic se obsehua que existe una rendencia moderads del cloauro de caleio a con-
wolar Lo indeccidn causada pon cepas de Escherichia coli. entenodinvasivas
y enteorotoxigénicas de £os serotipos usados en el expenimento.

Se obseavs que grupos inccufades con Edcherichia coli. enterctoxigénica
manitienen Los ndveles de Leucceitos elevados pers con tendencia a disminuin
ba {nfeccidn, alin cuando £a poblacidn de este grupo muexe mds rdpidamente.
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CONCLUSTONES

A partin de La interpretacidn de redultados y el contraste de hipdtesis,
se LLegd a fas sdlguientes conclusiones:

1.- Este tipo de resultados nos muesirna la probabitidad de usar £a saf de
cloruno de ealelo en s0fucidn a una concentracién especifica no %L
ca, como un agente bacteriostdtico que confrarreste Lnfecciones causa
das pon Eschenichia cofi. enteroinvasivas y enterotoxigénicas como
posible alternativa en el uso indiscriminado de antibibticos en infec
ciones gastrointestinales, ya que ¢l abuso de antibifticos puede --
traeh como consecuenciad en nifiod reeidn naeidos, Lo siguicnte:

- Anemias
- Daflos henales
- Reacciones alérgicad

- Resdiatencia a Los antibibticos

EL uso de La saf de clorure de caledo mds que provecar algldn dafio £6x{
co, podain favonecer el proceso de caleifdcacidn en o3 infantes de
eonta edad.

Las bondades que presenta ef cloauwro de caleio don Las siguientes:
a} Se encuentra en La estrwctura 6iea come constituyente de 205 hue-

804 y dientes, cuya juncidn el darles nedistencia y rigidez.

bl La concentracibn de calelo (8.8-10.5 mg/100 ml) es necesaria para

La coagufacifin en 2a sangne,
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2}

e} Et un activadon de sistemas enzimfticos dunante fa producedfn o
activacitn final de La tnomboplastina, por {nteraccién de produc-
20a tromboplastinicos del sdistema intrlnseco o extrinseco con el
facton V y X. Duwunte Lo transformacién enzimdtica de prothombina
en twombina bajo ia aceifn de trwmbocinasa, durante €z foamacidn
de trombina,

d} Mantiene ef tono y La {aritabilidad muscular,

DE LAS HIPOTESIS PODEMOS CONCLUIR LO SIGUIENTE:

Las sales de subdatos no funcionaron a niveles de Laboratordo, proba-
blemente por La complefidad de £a moffcula y el poco wso biofSgico que
fa sal tiene.

En conthraste con L04 clomunos que son moléeulas mds simples y Comuned
en Los procesocs biofdglcos, con fa hipdtesis, (Las sales de clownes y
sulfatos preparados a una dod.is consedda no téxica para el andmal, pue-
den funcionar coma bactericidas y/o bacteniostdticos contra ia - -
Escherndichia eofi.). Se compaueba que fa sal de eforuro de ealelo e La
dniea efectiva i actda como un agente bacteriostdtice, porque s0fo -
inhibe el crecimients bacteriano,

Se comprobd que of cloruwno de calelo en nucstras pruebas de {aboratorio
de componts como un bacterniostdtico y mediante fa4 biometrias hemdticas
y ef cuadro clinico, no paesents efectos téxicos colaterales.
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Por Lo antes expuesto se puede concluih que ob probabfe combatin
infecciones causadas pon Eschenichia coli. enterotoxigénica o entensinvasiva
empleandn soluciones onnfes de cloruno de caleio a una concentracibn especlfl

ca que no sea ifxica.

Los problemas que pediin thaen el exceso de caledo son:

a] Cafeificacifn excesiva de huesos ¥ dientes.
b) Fonmacibn de cdfeulos en vias urinarias.

¢} Hipenrcaleemia.

Powr comphrobar todo Lo anterdon, se tendnia que reabizar ¢ futuro ensa-
yos para apoyar o descartar ef uso de esta sal.
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