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TESTUDIO COMPARATIVO ENTRE LAS TECNICAS DE INHIBICION DEL CRECIMIENTO POR AZUL DE BROMOTTMOL Y DE MACCONKEY-
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INTRODUCCION

En 1982 fue descrito el serotipo O157:H7 de Escherichia cofi, no
reconocido anteriormente como pat6geno, hasta ese afio en que se
vio involucrado en brotes de coliis hemorragica en EU A y que dio
pie a la formacién del grupo de E. coli enterchemorragica (EHEC),
que son cepas productoras de citotoxinas comocidas como
Verotoxinas (VT) o toxinas tipo-Shiga (SLT).

A partir de 1983, estas cepas han sido implicadas en cascs de
colitis hemorrégica que se caracteriza por producir dolor abdominal
severo, seguido de diamea sanguinolenta pero sin leucocitos,
pudiendo haber presencia o ausencia de fiebre, y del sindrome
urémico hemoifico (SUH), el cual consiste en anemia hemolftica
microangiopética con trombocitopeniay falio renal agudo (1,3).
También puede ser adquirda al ingerir productos derivados de
came de res mal cocida y leche no pasteurizada, tal como ocumié
en 1886, cuando se aislé E. coff Q157:H7 en la materia fecal de
becerros de una lecherfa en Canada, asociados a dos casos de
sindrome urémico hemolfico. En 1987, Borczyk y col. reportaron
que el ganado bovino es un reservorio primario de E. colf 0157-H7
el cual esta asociado con enfermedades en los humanos (1).

El objetivo de este estudio fue evaiuar el método de inhibicién del
crecimiento por azil de bromotimol como una prueba presuntiva
para la identificacién de Escherichia coli 0157:H7 y compararia con
el aislamiento en agar de MacConkey-sorbitol.
MATERIAL Y METODOS

Se esiudi6 un fofal de 1,261 cepas de Escherichia coli akladas de
417 lechones de 1 a 10 dlas de nacidos y que presentaron diamea.
PRUEBA DE INHIEICION DEL CRECIMIENTO DE E COLU/
0157:H7 POR AZUL DE BROMOTIMOL

Se prepar0_una suspersion del organismo en 5 mi de solucioh
salina (0.85%) estéril, ajustando la concenfracién al tubo mimero 1
del Nefelomefro de McFarfand (aproximadamente 3 x 10° UFC por
mi). De esta suspensitn se frarsfiio 0.01 mi a otro tubo con 10 mi
de solucién salina estéril. Después de mezclar con el "Vortex”, se
Irarsmoomrmaeestuswaénamuboounzsnﬂdacaldo
triptosa-giucosa con 0.1 % de azul de bromotimol (ABT) v a un fubo
con 25 mi de caido sin azw de bromotimol,
representando aproximadamere 1.2 x 10° UFC por mi. Estos fubos
fueron incubades a 44°C durante foda la noche (5).

E! crecimierto fue observado por un cambic en la coloracion del
caldoABTdeaMamnjalomaieshdiwﬁvodeq.nelayueba
resuitd negativa (ne hubo inhibicion del credimiento). Si no hay
cambio de color significa que hubo inhbicion del crecimiento
{prueba positiva).

En los tubos sin azul de bromotimol se observé fa presencia o
ausencia de furbidez como confirmacion del crecimiento. Los tubos
que no mostraron crecimiento se incubaron a la misma temperatura
ofras 24 horas, y por diimo se reincubaron a 37°C por 24 hrs.
mas.

AISLAMIENTO DE ESCHERICHIA COLI 0157:H7 EN AGAR DE
MacCONKEY-SORBITOL
Lascepasseaembrawmalmismoﬁenmenagardehhccwey-
sorbitol (Oxoid) y se incubaron a 37°C por 24 horas. Escherichia coli
serofipe O157:H7 tiene la caracterfstica de no fermentar el sorbitol v
por lo fanto produce colonias incoloras (prueba positiva) (2).
PRUEEA DE REFERENCIA

A todas las cepas se les reallzé fipificacién seroldgica con Bacto £,
coli O, anfisuero O157 y Baclo E. coli H antisuero H7 (Laboratorics
Difco, Defroit, Michigan, USA).
RESULTADOS: Se procesaron 1,261 cepas de E. colf aisladas de
417 cerdos de 1 a 10 dias de nacidos, con diarrea, utizando las
dos pruebas antes mencionadas, y como referencia se ufiizé la
agiutinacidn con antisueros 0157 y H7.
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Se detectaron 274 (21.7%) cepas posifivas a Ia prueba de inhibicitn
del crecimiento por azud de bromotimol. En cuanto al aislamiento en
agar de MacConkey-sorbitol, 42 (3.3%) cepas fueron positivas.
Veinticuafro (1.9%) cepas fueron postivas a la aglutinacién
serolbgica.

Se realizd el andliisis nosolbgico enfre ambas pruebas v la de
referencia, enconfrando una sensiblidad de 916% con una
especificidad de 79.6% para la inhibicion del crecimiento por azul de
bromotimol, y una sensibiidad de 16.7% con una especificidad de
96.9% para el alslamiento en agar de MacConkey-sorbifol.
DISCUSION

Los resultados obtenidos en nuesfro estudio nos muesiran una
sensibilidad del 91.6% del método de inhibicién de! crecimiento por
azul de bromotimol al comparario con la agiufinacién serolégica (22
posifivas de 24), y una especificidad de un 13.7%, debido al alto
nimero de falsos positivos a que da lugar esta prieba.

Estos resuitados concuerdan en parfe con lo reportado por Gubash
et. al. (5) ya que en su estudio habla de una sensiblidad del 98%
pero nos menciona una especificidad del 99%, lo cual no fue
observado por nosotros.

En lo que respecta al aislamiento en agar de MacConkey-sorbitol se
aprecia una sensibilidad de solamente 16.7% (4 positivos de 24),
pero la especificidad aumenta a 56.5%.

Aqui encontramos una cierta simiifud con un estudio reportado por
Kleanthous et. al. (2) en el cual reportan una especificidad de sélo
48% debido a la presencia de ofros organismos no fermentadores
de sorbitol diferemtes de E. coli O157:H7. Sin embargo, esiz
especificidad aumenta a 100% cuando ests método es usado junio
con la agiutinacion serologica con anfisueros O157 y H7, ya que
quedan descartados los falsos posifivos. Con respecto a la
sensibiidad, este estudio reporta un valor de 58% el cual también
aumenta a 100%, siempre y cuando se use junto con la agiuinacién
serologica con antisueros 0157 y H7.

Cabe aclarar que los trabajos previos acerca de estos métodos
fueron realizados en cepas de E. coll O157:H7 o por lo menos
0157, todas conocidas, mienfras que el nuestro fue realizado en
pobiacion abierta de £. cofi, ya que en este frabajo utiizamos todas
las cepas de £. cofl provenientes de lechones con diamea.

La presencla de esta bacferia se ha detectado en came de
vacunos, pofros, becerros, corderos y humanos tanto infantes como
adultos, e incluso en hortalizas (1,4).

No enconiramos trabajos similares en cerdos con diarrea para que
pudiéramos disculir nuesiras resutados, pero creemos que es
importante, desde el punfo de vista de Salud Piblica, haber
detectado la presencia de estas cepas en los cerdos, ya que
pudieran estar actuando como reservorios que en algin momento
flegarfan a infectar al humano, sobre todo al que fiene una
comvivencia esfrecha con estos animales.

Debido a todo lo anterior y considerando que en nuestre medio,
dadas las caracterisficas socioecon6micas y culturales, la poblaci6n,
sobre todo la rural, fiene un contacto muy estrecho con sus
animales, quedando expuesio de esta manera al contagio con un
microorganismo patégeno importante como E. coli O157:H7, del
cual apenas empezamos a conocer su epidemioiogla regional.
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