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Numerosos autores!-® han encontra-
do que en la etiologia de las diarreas,
sobre todo de los nifios, la Escherichia
coli juega un papel muy importante.
Por reacciones serolbgicas de aglutina-
cion han podido ser identificadas mu-
chas cepas de E. coli, cuyo grado de
patogenicidad varia entre las distintas
cepas. Cada cepa se califica con 2 nu-
meros: el primero corresponde al anti-
geno somatico (0) y el segundo, al
antigeno flagelar (B).

Benton y colaboradores? encontra-
ron, entre 1953 y 1958, que el 56% de
los casos de gastroenteritis fueron oca-
sionados por E. coli, en tanto que solo
el 3,99% fue debido a Salmonella y el
2,59% a Shigella. Las cepas mas fre-
cuentes de E coli fueron: la 0111 B4
(75%), la 055 B12 (13%) vy la 026
B6 (8%).

En nuestro laboratorio, Muggia® en-
contro, por una parte, que entre 1957
y 1959, la frecuencia de E. coli como
causa de gastroenteritis habia aumen-
tado progresivamente y, por otra, que
las cepas patdogenas mas frecuentes

eran: 0111 B4 (20%), 0119 B14 (20%),
055 B55 (16%), 0127 B8 (10%) y 6%
cada una de las cepas: 0126 B16; 0128
B12; 086 B7 y 026 B6.

Greengard y Aliseda® encontraron
que en muestras de E coli 0111 B4
obtenidas de pacientes, el efecto inhi-
bitorio de la neomicina, a lo largo de
un aiio de ensayos, rapidamente se ha-
bia atenuado. Es bien conocido, ade-
ma4s, el hecho de que para un determi-
nado antibidtico, mientras mas tiempo
haya sido empleado en una poblacién,
mas alta es la frecuencia de cepas
bacterianas resistentes a dicho antibio-
tico; desde huego a mas del factor tiem-
po, influye también la naturaleza qui-
mica de la droga, ya que antibioticos
como la estreptomicina induce resis-
tencia mucho mas pronto que otros
como el cloranfenicol.

El objetivo del presente trabajo fue
el de determinar el comportamiento de
las principales cepas patégenas de E.
coli, aisladas en nuestro medio, frente
a varios antibiédticos: el cloranfenicol y
la oxitetraciclina que han sido utiliza-
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dos desde hace muchos afos, Ia kana-
micina, empleada desde hace pocos
afios y la colimicina, de reciente uso

clinico.

MATERIALES ¥ METODOS

Cepas: Las cepas de E. coli fueron ob-
tenidas de heces de pacientes que su-
frian de gastroenteritis aguda o direc-
tamente del recto de dichos enfermos.

Tanto para el cultivo como para la
identificacién serologica de las cepas,
se siguié basicamente la técnica acon-
sejada por el “Standard Methods for
the examination of Water and Sava-
ge”0 con algunas modificaciones su-
geridas por Gerbeaul!l.. '

Ensayos con antibioticoes:  Para los
ensayos de inhibicion bacteriana se
adopt6 el mismo procedimiento descri-
to en trabajos previos (Naranjo 'y co-
laboradores 12-14) y- que esencialmente
consiste en: lavar los gérmenes en so-
lucién salina y diluir hasta una con-
centracion de 14.500.000=2=2.100.000/m]I;
agregar este “inoculum” a un medio
liquido de cultivo;.en la proporcién de
0,1 ml. por 10 ml.; incubar por 3 horas
a 37°, luego agregar el antibidtico, en
las concentraciones deseadas y conti-
nuar la incubacién por un tiempo pre-
establecido.- Cada concentracion se en-
saya en 9 duplicados y la prueba se
repite 2 6 3 veces. El grado de multi-
plicacién bacteriana se' determina cada
dos horas-nefelométricamente median-
té un colorimetro Klatt-Summerso:

. Evaluacion de’la -actividad antibac-
teriana: La actividad ‘de los: antibié-

S L

ticos se evalué como en trabajos pre-
viosi3-1¢ en términos de concentracion
efectiva media (CEs¢) para inhibir la
poblacién bacteriana al 50% del con-
trol, a las 7 horas de incubacion (4
horas bajo la accién del antibidtico).
En todos los casos se calcul6 el valor
de p para establecer si la diferencia
entre la CE;, de colimicina y la de los
otros antibidticos era o no significativa.
Finalmente, a fin de objetivizar grafi-
ca.'mén‘te el grado de sensibilidad de las
cepas de E. coli estudiadas se elaboréd
un nomograma en escala logaritmica
utilizando para tal objeto los valores
reciprocos de la potencia relativa de
cada antibiético. u -

Antibioticos: Los antibidticos utili-
zados fueron: la colimicina (Colistin,
Coly-mycin) en forma de metansulfo-
nato, de un lote que tenia una actividad
de 12.000 U/mg.; la kanamicina (Kan-
trex) en forma de sulfato, el cloran-
fenicol (Cloromicetin) en forma: de
base (microcristales hidrosolubles) y
la oxitetraciclina (Terramicina), en
forma de cloraidrato.

RESULTADOS

‘1) * Desarrollo ‘de cepas de E coli,
con y sin. colimicina.— Como puede
verse -en la- figural, a pesar de que
las condiciones experimentales fueron
exactamente iguales, la multiplicacién
bacteriana fue distinta-entre las:6 ce«
pas estudiadas. Mientras con la cepa
0119 B14, que fue la que se multiplicd
¢cony’ mayor rapidez, a las-7 horas de
inetbacién se Megd ‘a una conhcentra-



EFECTO DE VARIOS ANTIBIOT. SOBRE CIPAS PATOGENAS [

cién de 1.545 millones de gérmenes
por ml., con la cepa 0127 B8, que fue
la de mas lento crecimiento, se llegd
s6lo a 803 millones por ml. |

Lia fase de multiplicacién logaritmica
fue parecida entre 4 de las 6 cepas. Se
exceptuaron la cepa 055 B55, cuya fase
logaritmica fue mas rapida y mas cor-
ta que de-todos los demas y la 0127 B8
cuya fase logaritmica fue muy lenta.

La adiciéon de colimicina no soélo
inhibié la multiplicacién bacteriana si-
no que modificé diferentemente la fase
logaritmica en las distintas cepas. Las
cepas 055-B55 y 0119 B14 modificaron
poco la fase logaritmica y fueron las
menos sensibles al antibiético, la cepa
0126 B16, fue la mas sensible y la 0111
B4 ocupd una posiciéon intermedia.

2). Determinacion de concentracio-
nes efectivas medias (CEso).— En la

250 |
— ,0119 B 14
- 0 55 BSS5
200 CONTROL 0126816
0111 B4
150 026 B 6
y 0127 B 8

!

- s
o

o

¢ )
O

7
4

TURBIDEZ (FOTOCOLORIMETRO KLETT

5 7 3

Tabla I se presentan los valores obte-

~ nidos asi como la probabilidad de que

l4 diferencia entre lIa CE;, de }a coli-
micina, tomada como término de com-
paracion, y la de los otros antibidticos.
sea estadisticamente significativa.
Sobre 5 de las 6 cepas estudiadas, la
actividad antibi6otica de la colimicina
fue superior a la de los otros tres anti-
bidticos. En la cepa 035 B55, la activi-
dad de la colimicina fue igual a la de
la kanamicina y el cloranfenicol y
ligeramente superior a la de la oxite-
traciclina. | |
Aunque la CEsy de colimicina varié
entre las 6 cepas, la diferencia entre
la mas sensible y la menos fue sélo de
3,6 veces, a diferencia del cloranfeni-
col, con el cual dicha diferencia fue de
12,6 veces, subiendo a 42,5 para la
. oxitetraciclina, cifras que ‘revelan que

COLIMICINA
0,01 g/ mit COLIMICINA .
055 B 55 A pg/mt ..
01188 1% 0 55 B 55
0119 B 1
0111 B 4
026 B 6 0111 B 4
0127 B8 026 B6
0126 B16 01278 8
0126 B 16

/4

7,

7 3 5 1

TIEMPO_DE INCUBACION EN HORAS

Fig. 1.—~Curvas de crecimiento de varias cepas E. coli.—A la izq

uierda, crecimiento normal;

a la derecha, crecimiento bajo la influencia inhibitoria de colimicina.
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TABLA 1

CONCENTRACION EFECTIVA MEDIA DE VARIOS ANTIBIOTICOS PARA INHIBIR

EL DESARROLLO DE VARIAS CEPAS DE E. COLI, AL 509 DE LA POBLACION

BACTERIANA, DESPUES DE 7 HORAS DE INCUBACION

Antibiotico Cepa

Cloranfenicol
colimicina
Kanamicina
Oxitetraciclina

0119 Bi14

Cloranfenicol
Colimicina
Kanamicina
Oxitetraciclina

0111 B4

Cloranfenicol
Colimicina
Kanamicina
Oxitetraciclina

000 B35

Cloranfenicol
Colimicina
Kanamicina
Oxitetraciclina

0127 B8

Cloranfenicol
Colimicina
Kanamicina
Oxitetraciclina

026 B6

Cloranfenicol
Colimicina
Kanamicina
Oxitetraciclina

0126 B16

1.— S = Degviaciéon estandar.

CE50 + S1 p2
10,29 = 0,12 < 0,01
1,95 = 0,14
203 = 043 < 0,05
2,88 = 0,19 < 0,02
3,82 = 0,41 < 0,01
1,46 == 0,08
232 -+ 011 < 0,01
398 + 031 < 001
285+ 027 > 0,5
3.01 =+ 0.28 -
281 + 023 > 0.1
358 & (.31 > 0,05
118 = 0,1 > 0,1
- 0,96 = 0,09
211 = 0,11 < 0,02
123,20 == 10,03 < 0,01
14,82 + 118 < 0,01
128 &+ 012
498 + 021 < 0,01
438 + 0,32 < 0,01
598 + 0,62 <001
082+ 001
193 + 021 < 0,01
6,48 = 043 < 0,01

2—p =Probabilidad de que la diferencia entre la CEs, de la colimicina en comparacion

a la de los otros antibiéticos, sea estadisticamente significativa, .
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la colimicina es bastante uniforme-
mente activa sobre las varias cepas
patdgenas de E. coli.

3) Comparacion de la sensibilidad
a los 4 antibioticos.—El nomograma
de la figura 2, permite visualizar fa-
cilmente el distinto grado de sensibili-
dad de cada cepa de E. coli a los anti-
biéticos en estudio. Se aprecia que no
hay ninguna correlaciéon entre cepa y
sensibilidad a los distintos antibioticos.
La cepa 055 B55 es sensible casi igual-
mente a los 4 antibi6ticos, mientras la
cepa 0127 B8, es muy sensible a coli-
micina, casi tan sensible al cloran-
fenicol pero bastante resistente a la
oxitetraciclina. La cepa 026 B6, con
respecto a estos dos ultimos antibioti-
cos ofrece, en cambio, el caso inverso,
es decir es mucho mas sensible a la
oxitetraciclina que al cloranfenicol. La
sensibilidad a la kanamicina en 5 de
las 6 cepas, fue intermedia entre aque-
Ila de la colimicina, la mas alta, y la
de los otros dos antibidticos.

DISCUSION

Aunque el método de determinar la
concentracion minima inhibitoria, que
impide la multiplicacién de una bac-
téria, por su rapidez y facilidad, es el
meétodo mas comunmente empleado,
tiene la desventaja de una menor pre-
cision que el de buscar la CEg, y so-
bre todo de no dar ninguna informa-
cion sobre tiempo-curso de evolucién
de una poblacién bacteriana sometida
a la accion de un antibiético. El méto-
do ‘que hemos adoptado aporta algu-
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Fig. 2.—Sensibilidad relativa de varias cepas

E. coli a los 4 antibioticos.— El valor 1 co-

rresponde a la maxima sensibilidad relativa
e inversamente los valores mas altos.

nos datos adicionales de interés. Ha
sido posible, por ejemplo, establecer
que la velocidad de multiplicacion de
las distintas cepas de E. coli es dife-
rente v que la colimicina modifica
también diferentemente en las varias
cepas, la fase de multiplicacion loga-
ritmica.

Los valores encontrados de CEgo,
confirman trabajos de otros autores!S-
18 de que la colimicina es altamente
efectiva para inhibir el desarrollo de
E, coli, asi como de otros gérmenes
Gram-negativos, en particular Salmo-
nella, Klebsiella y Shigella. Schwartz
y colaboradores!® encontraron que la
colimicina era més activa que la poli-
mixina B y la estreptomicina sobre
varias cepas de E. coli. Resultados se-
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mejantes han sido comunicados por
Wright y Welch!® y otros autores?-16,
También en los trabajos de estos auto-
res, las cepas de E. coli que cada uno
utilizé6 en sus experiencias fueron re-
gular y casi uniformemente sensibles
a la colimicina, hecho que se ha con-
firmado en el presente trabajo, y que
contrasta grandemente con lo que su-
cede con el cloranfenicol y la oxite-
traciclina. Ya sea por mutacion, por
simple seleccion o por ambos fendme-
nos biolégicos, lo cierto es que mayor
es el tiémpo de u1so terapéutico de un
antibiético, mayor también la frecuen-
cia de cepas bacterianas. resistentes a
tal antibiotico. Es de preveerse, por lo
tanto, que esta uniformidad de accién
de la colimicina sobre varias cepas pa-
tégenas, ha de ser temporal y que con-
forme-se la emplee en el campo clinico
comenzaran a aparecer también cepas
resistentes.

RESUMEN

Se estudid in-vitro la actividad anti-
hidtica de la colimicina, la kanamicina,
el cloranfenicol y la oxitetraciclina,
sobre varias cepas patogenas de Es-
cherichia coli.

Se encontrd que la velocidad de mul:

tiplicacién de las distintas cepas de E.

coli, fue diferente asi como la modifi-
cacién que la colimicina produjo-en la

fase logaritmica.

activa. ‘Lia sensibilidad de las varias
cepas fue bastante uniforme a colimi-
cina en tanto que con relacién al clo-
ranfenicol y oxitetraciclina fue muy
variable.

SUMMARY

The antibacterial activity of colistin
(Colymycin), kanamyecin, chloramphe-
nicol and oxytetracycline was studied
in-vitro, against several pathogenetic
strains of Escherichia.cols.

It was found that there are. differen-
ces. in.the growth rate of the strains
and also in the effects of colistin on
the log-phase of microbial multipli-
cation..

The antibacterial effect was evalua-
ted in terms .of-BCso and it was found
that colistin was the most. -effective
agent against all but one of the.strains
of E. coli studied. The susceptibility of
the different .strains to.colistin. was re-
latively uniform, whereas wide varia-
tion were observed with the other
antibiotics.
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