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RESUMEN 

ARROYO GOMEZ GUU..U:Rm. Evaluación in vitro .de la efectlvidad de li,!! 

comicina, tetraciclina y espectinomicina contra Mycoplasma ~ aisl.!!, 

do de mastitis bovina, (bajo la dirección de: Laura Hernández Andrade, 

Gracie1a Tapia P&ez y Marce1o Pérez Domínguez). 

La mastitis por micoplasma se caracteriza por presentarse en forma de 

brotes que afectan un gran número de arúmales dentro de 1.os hatos, di!, 

rninuyendo notablemente 1a cantidad y calidad de la leche producida. -

otro importante rasgo ha sido su pobre o nula respuesta al tratamiento. 

En efecto, en los brotes reportados, Wla gran variedad de antibi6ticos 

ha ~ido uti1iztoda sin éxito. 'sin. embargo, 1incomicina y espectincmicl. 

na que han probado su eficiencia contra micop1asmas av:l.ares, porcinos, 

e incluso contra !!.• ~- en semen bovino, no son utilizados preferen

temente para el t.rat~ento de la mastitis causada por éste ndcr(X)X'ga

n.tsmo. En e1 ¡;resente trabajo se determinó 1a Concentracl.ón Mínima -
:tnhibitoria (CMI) por e1 método de microdl.1uci.ón en p1aca, y 1a Conc"!l 

tración Mtnima Bac:terici.da (CMB) por e1 método de di1ución en tubo, ~ 

ra 1inccmicina, tetrac1.c11.na y espe~c1na centra !!Xc:opl:asina ~· 

E1 8303\ll. de 1as cepas fue a1tamente sensibie. a 11.ncomicina (CMI de 0.32 

·a 0.64 _.µ.g/m1); aunque e1 16.61. fue muy resistente (00 le40.96/'!l/mU. 

Frente a tetracicllna e1 83.3'\ de 1as cepas fue sensib1e (CMJ: de 1.20 a 

2a56 pg/m1) o medianamente sensib1e (CKI de 3a41 ,,i"9/m1) • Espectin<llll!. 

cina fue e1 antibiótico menos eficaz, ya que 751' de 1as cepas mostraren 

baja sensibilidad (CMI de 5a12pg/m1). As!, lincanici.na fue e1 antibi~ 

tico que mostr6 mayor actividad in v:l.tro frente a J!• ~' seguido de 

tetrac1.c11.na y espectincmici.na. Para 1a Ccncentraci.&i M!nirna Bactericl. 

da (CMB) 1os antibióticos no mostraron diferencias significativas. entre 

si mostrándose en general altamente eficientes~ &n todos los casos -

existió varial>i1idad entre 1as cepas ensayadas. 
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Sin embargo, las levaduras son cada vez :nás frecuentes, encontráI! 

dose desde 7.8%. de aislamientos en los análisis rutinarios de muestras 

de leche mastltica (4), hasta 26".. en estudios específicos de aislamie.!! 

to para éstos microorganismos (39). 

Por otro lado, nocardias y micoplasmas, que normalmente no son -

aislados en casos de masti.tis, pueden encontrarse en tDl alto porcentaje 

de animales en hatos infectados. 

Si bien, en vacas de desecho se encontró que 3.6'% de animales es

taban infectados por nocardia ( 12 l, en los brotes de mas ti tis debidos 

a este patógeno, el porcentaje de vacas afectadas, y de cuyas leches es 

posible aislar al microorganismo puede ser de hasta 441' (2). 

Del. mismo modo, brotes de mastitis por micoplasma dan lugar a ais-

1-1.entoa en 6 a 77' de los animales de los hatos afectados, awu¡ue la 

mayor parte de los brotes tienen rangos de 10 a 4o¡¡ (10). 

Sin duda, la mastitis es la ~fermedad mas importante a la que de

be enfrentarse la industria lechera (8), y los estudios sobre ~elidas 

econánicas que apoyan tal afirmcición son numerosos (17, 19, 29, 50). 

La masti.tis por micoplasma, aWlqUe poco frecuente, sobresale en este -

aspecto· debido a lo severo de su presentación. 

El primer aislamiento de micoplasma a partir de leche fue dado a 

canocer por Alst.r&n en 1955 (citado en 27) y. lo::; primeros cnsos de ma;!. 

Utis por micoplasma fueron descritos por Stuart y col. en 1960 (59) y 

1963 (citado en 14 y 26) y por ·Hale ·y col. en 1962 (23). A partir de -

.entonces los repo_rtes de casos de mastitis debida a estos microorganismos 
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han sido numerosos en todo el mundo (?, 7, 1.3-16, 2'1., 37, 46, 52, 57). 

En M!x.ico, desde 1.982 se trataron de establecer las técnicas para 

su aislamiento a partir de leche (40), y durante el año siguiente se -

1ograron recuperar varias cepas (a). En 1983, A vi la y col. informan -

sobre el aislamiento de Mycoplasma !l?E. en un hato lechero ( 3), y en -

1.984, Hernández y col. reportan un brote d~· mastitis causado por !:ti.S2-

plasma~ (26), lo cual indica que nuestro país no está exento de -

este problema. 

b) o UlS MICOPU.SMAS o 

Los ~coplasmas son los microorganismos de vida libre más pequeños 

que se conocen. Su tamaño ( 200 nm o menos) h~ce posible su paso a tra

vés de filtros que retienen_ a las bacterias (48)~ A diferencia de los 

viruS y las riquetsias, son capaces de multiplicarse en medios libres -

de células y, a diferencia de las bacterias, carecen de pared celular -

( 18, 33). Esta carencia exp1ica: 

- Que este. organismos sean altamente pleanórficos, presentando -

formas redondeadas, ovaladas, fil:amentosas, discoidales, vesiculares, -

etc. (27, n, 33>. 

- Que posean gran plasticidad. Esto explica a su vez, la tenden-

(a·}. HernándeZ, A· L., CIFAP-fEXICO. CQm11nicac1ón personal sobre -

nr:>tas .de trabajo. 
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ci.a a penetrar en el agar formando las tlpicas colonias en forma de hu~ 

vo frito (31). 

- Que sean resistentes a los antibi~ticos que inhiben la síntesis 

de pared cel.ul.ar ( 2 7) • 

- Que sean organismos muy delicados, susceptibles de lisarse por de

tergentes, al.cohol.es y anticuerpos especl.ficos (27). 

- Que no reviertan a formas con pared ce1u1ar, a diferencia de las 

formas "L" (33). 

Debido a sus caracter~sticas, 1os mi.coplasmas no pueden ser estudi,a 

dos por l.os mlotodos bacteriol.6gicos usual.es ( 33). Son mal. tefU.dos por -

l.os Col.orantes d~ anilina, son de lento crecimiento (2-6 dias), producen 

colonias muy pequel\as ( 2~00 pro>. requieren de medios enriquecidos ·con 

suero y extracto de levadura para su crecimiento, (31.1 33) •. son anaerg 

bios facultativos, pero crecen mejor en Condiciones de velobiosis (27). 

Los micoplasmas se han asociado a di.versas enfermedad~s en el tu:xt... 

bre, los animales y las .plantas. En los animales, estas üivolucran al 

tracto respiratorio, glándula mamaria, sistemas ur~io y genital, ar

ticulaciones, mucosa bucal y caijmtival (18,. 20). 

Algunas de l.as . caracter.!.sticas bioqu.!.micas de 'los micopl.asmas invo

lucrados en mastitis bovina son• 



Especies Fermentación 
de glucosa 

l'le alkalescens ... arginini ... bovigenitalium -
H. bovis 
Ho californicum ... can adense 
Ao laidlawii + 

(20, 49) Ae 
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Hidrólisis 
de arginina 

+ 
+ 

+ 

Aerobiosis 

Fosfatasa 

+ 

+ 
+ 
+ 

débil + 
variable 

Formacion Reducclon. 
de película de tetra-
y manchas zolio. 

Ae/An 

-1-
-/+ 

+ -1+ 
+/- +/+ 

-/no det. 
-/+ 

variable/? 

An Anaerobiosis 

A pesar de su fragilidad, en condiciones naturales los micoolasmas 

pueden sobrevivir uno o dos ~as en la madera y en el acero inoxidable, 

37 dias en el estiércol, en agua a 2oºc sobrevive 1.B d!as y a tempera

tura ambiente 23 d!as (1.0). 

e). llASTrrIS - MICO PLASMAS 

Son varias las especies de micoplasmas involucradas en casos ·de -

rnastitis: !:!• bovigenitalium (14), !!• canadense (21), ?!• alkalescens (32), · 

as{ como Acholeplasma laidlawii (14~; ~o!!• ~es la especie más c2 

rm.airnente reportada y la que produce la forma más severa (6, 9 1 32). 

El origen de la infección ery. los brotes no está bien establecido. 

Q>a forma importante sin duda, es la introducción de animales infecta

dos a los hatos (60). Jasper (1.977) menciona 1a v!a sistémica como ~ 

sible or:lgen de la infección, as! como ruta más probable de transmisión 

entre ·los cuartos glandulares. La transmisión· entre vacas ocurre rapi~ 

· darnente a través de equipo de ordeña, manos de ordefiadores, agua de la-· 

vado, etc. (1.0). 
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Las vacas pueden ser susceptibles a :!.a infección a c:ualquier edaU, 

ya sea en periodo seco o de 1o.ctación. Se cree que en vacas secas la 

enfermedad es menos severa que en animales 1actantes., pero que puede -

persistir durante más tiempo (27). 

Todas 1as mastitis por nd.coplasrna son simi.1ares, pe.ro la producida 

por.!:!,• ~·es usualmente más severa que 1as otras (32). 

General.mente, la mastitis por mi.coplasma es de presentaci6n sGbita. 

t.a producción láctea se ve notablemente disminuida (hasta 90Jí. de un 

ordeño " otro) y el aspecto de la leche marcadamente alterado ca. 1.0, -

1.3, 21.). 

·La infeccilin de -la ubl:e puede ser subctiníca, algunas veces sin -

altos conteos celulares. La infección cl..!nica en su fase aguda es el~ 

rarnente caracter!silca. 

En t:-ales casos se observan uno o más cuartos tensos e inflamados; 

pero ni calor ni dolor están presentes (1.0, 1.1., 43), lo que ayuda a cli-. 

ferenciar. este tipo de mastitis, de las mastitis· agudas causadas por -

Otros microorganismos <43~. 

La secreción 1á.etea . en los casos más severos es amari.llenta o ca~ 

aoS6 y de consi.stencia acuosa o serosa con presencia de ~~ · En los 

·casos menos se~os la leche es aparentemente normal, pero a1 dejarla -

reposar, rapidamente se deposita un sedim.into de g<UllC6 finos, quedando 

un. s~renadante más o menos claro (1.01 '1'1). 

La secreción puede retornar a la normalidad en solo algunas serna-
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nas, pero en muchos animales ésta puede persistir hasta la siguiente -

lactación; en éste caso el nivel de producción es generalmente mucho -

menor al esperado (11). 

Usualmente los anima1es no presentan signos generales de enfermedad 

y si.guen comicn_do normalmente (1.0, 32), no hay fiebre ni malestar aparen 

tes- (43 ). Sin embargo, aigunos animales pueden desarrollar cojeras ar-

ticu1ares o problemas respiratorios (10! 11, 32). 

La clistribuc:.ión de Mycoplasma ~ por v!a sistémica ocurre, y -

hte microorganismo se ha aislado de nóclulos linfáticos, útero, fetos -

viables y abortados, pulJn6n, riñón, vagina, orina, sangre, ojos, nariz 

y l!qul.do iünovial cuando la vla de infPcctÓp ha sido la glándUla "'ª""''" 
ria (32). 

En la 1nfecc16n por v!a oral se produce distribuci6n ·hacia mucosa 

naaal, sangre, tlquido sinovi.al y pulmén (32). De ácte modo se ha aso

ciado a.neur.-.on!as en becerroz:, por lo que se recomienda 'no ofrecer leche 

cantarn!nada oon estos microorganismos a menos de que se hierva (43). 

Cabe inencl.cnar que en l4xico ya se han reportado neumonias en be-

cerros causac.las por Mycoplasma ~ (30). 

En algunos aninales la i.nfecci6n se el:l.niina expontaneomcntc d.,..pul.s 

del. ":;ejo.rurniento clínico. Pero en muchos otros puede persistir hasta la 

siguiente lac::tncHn, en la que puede ser sullcl!nica y manifestarse clin;J. 

cat1ente deapu6s de muchos meses de aparente recuperación (11). 

Los anir..ales recuperados pueden permanecer cor.io poi:tadores, excre-
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tan.do rnicoplasma por espacios de hasta 13 meses (10). 

El diagnóstico de rnastitis por micoplasma puede intentarse por 

aislaMientQ del agente .causa1, lo que definitivamente no es fácl.1. La 

alterna ti va está représentada por pruebas serológicas tales como: Inhi

bici6n del crecimiento, Inhibición de la petlt..'"ll1a, Hernoaglutinaclón in

directa o fijacl6n del complemento (27, 10). 

El control de la enfermedad est& basado en la identificación y se

gregaci6n del ganado .infectado, el cual debe ser ordeñado al final o -

bien eliminado (10, 32); as! cann en el reforzamiento de las medidas de 

higiene y manejo del hato (10, 32, 43). 

E1 muestreo de los animales en busca de nuevas infecciones debe· -

realizaJ:'.Se al inicio de su ·lactaci6n, y repetirse cada 4 semanas (10). 

CUando el hato haya evolucl.CZ'l.ado satisfactori.ainente, 1os muestreos pue

den hacerse cada 6 meses a ni ve1 de tanque ( 43 ) • 

d)~ TRATAMJEmo DE MASTrrrs POR MICOPLl\SMA 

un importante rasgo de la mastitis por micoplasma, y que ha sido -

señalado como caract~!stico por varios autores ca, 10, 11, 32, 52), es 

su pobre o nula respuesta al tratamiento; del mismo modo, en los repor

tes de casos de masti.tis por éste microorganismo, ha quedado estableci

da la ineficiencia de los tratamientos utilizados. 

As!, Hernández y col. (1984) indican que "todo tipo de tratamientos 

fue utilizado sin ~to" en un hato que sufrió un· brote de mastitis por 

!:!• ~· AW'lque no indica el tipo de tratainiento·utillzado. 
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Antes, Bar-Moshu (1.964) reportó un caso en e1 cual el tratamien

to cO"' antibióticos fue ineficaz, indicando que sólo después de un es

tricto programa de higiene en el ordeño, y de la separación de · unimales 

afectados• la en:fermedad pudo ser controlada, m7ncionando que W'l ar-10 -

dcspu&s las ubres estaban libres de micoplasmaso 

Por otra parte, Ruhnke ( '1976} concluye después de \U1. estudio de la 

enfermedad que "ninguna vaca responde al tratamiento con ninguna de la -

gran variedad de preparaciones intramamarias usadas por los granjeros". 

Tl'U?'lbién Poumerat y col. (1985) describen un brote de mastit:Í.s por 

!:!- bovis en el cual se utilizaron cloxacl1ina, espíramicina y tilosina -

sin 6xi.to. 

En '1978, Counter reporta un caso de mastitis por ll• bovisen.L~alium 

, y 6• laidlawii en el que fUeron afectadas 75 de 200 vacas. En éste caso 

se uUUzaron diversos tratamientos int.ramamarios tanto solos como en -

ccr..binaciones que incluian: cloranfenico1, cloxacilina, nitrofurazona y 

eritromicina. Despu6s de 4 meses, solo 8 vacas habiaa""l respondido dentro 

de la pri~era semana de tratamiento; 7 retornaron a la normalidad en un 

per!oJ.o largo y variab1e; 1.4 vacas· habían sido retiradas del hato; 8 es

taba."1 en tratamiento todavía, pero 38 no hab!an tenido respuesta. 20 -

vacas perdieron la leche durante el. resto de la l.a.::taclón inc1uyendo 8 

vacas ~- 3 va.:¡"Uillas dentro de los primeros 2 r:iesez postpart:>. Todo ésto 

produjo p&rdidas de a'"ltre 8000 y 1.0000 galones de leche durante el brote. 

As! misr..o1 Gourley y t·lyld (1978) re¡x>rtando un brOte de I:lastitis por 

!:!• c:ana:Jense~ ~.dica.'1 que el tratamiento más efectivo =u~ c:--.itctraciclina 
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aplicada tanto intramarnaria corno parentera1mente. Aunque también hubo 

respui;:sta a cloxacllina y a ampicllina/cloxacilina. Sin embargo, la e!l 

ferro.edad continu6 difwidi&ldose y hubo incluso recurrencias en casos -

tratados. 

Boughton y col. (1.978) mencionan que n~ existe un tratamiento de -

val.or práctico y que se ha sugerido que ciertas preparaciones intrama

roarias pueden exacerbar la enfermedad. 

Jasper (1977), sostiene la misma opini.6r., señalando que el trata

miento parece no tener efecto para curar el .::uadro cl.!nico o eliminar 

al. organismo; y espec.ifica que .las preparaciones de antibi6ticos sus

pendidos en emulsión acei (;e en agua incrementan la severidad de la !11"!!, 

titis. 

Por otro lado, est•Jdios in v:l.tro arrojan resultados muy variables 

para eritromicina, oxitetraciclina, clortetraciclina, neomicina, espi.

ramictna, ·estreptomicina y dihidroestreptomicina eval.uados frente a -

!::!- ~· Sin embargo, se re¡xu:ta que ~te ha sido encontrado sensible 

a til.osina, tetracicl.ina, ·lcanamicina, nitrofuJ:aZClla; .novobiocl.na y t.i."!l 

fenicol (10). 

Estudios en l.a farma~tica de algunos antibi6ticos han i¡ugeri

do que la infusión intramamaria de eritromicina, espi.ramic.ina y tatrac,! 

.cl.ina (500 ·mg en soluci6n acuosa) han tenido efecto:; micoplasmic.idas -

por. a1glin tiempo (10). 

Ziv (citado en 10) estudl~ los niveles de tetracicl.ina -y espect.inf!. 
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micina, encontrando que éstos fueron suficientes para ser efectivos CO,!! 

tra algunos micoplasmas al ser aplicados intramuscularmente. 

Diversos tratamientos en los que se ha utilizado til.osina, ya sea 

sola o combinada, por v!a intramuscular y/o intramamaria, han sido enss. 

yados y en general son largos, costosos y de· poco valor (1.0). No obs

tante, tetraciclina sigue recomendándose para casos de mastitis por mi

coplasma (8, 53), y tílosina sigue utiliz.1ndose sin éxito (46). 

Ahora bien, resu1ta curioso que antibióticos cotno lincomiclna y e!. 

P.f!Ctinomicina, que son recomendados ampliamente contra afecciones ntj,.co

plásmicas por los laboratorios farmaceúticos (51.) 1 ·no hayan sido utili

aedos preferentemente para el tratamiento de la mastitis causada por m!, 

coplasma. 

Estos antibióticos han probado su eficiencia contra micoplasmas -

aviares (24) 9 porcinos (22, 35), e incluso contra!:!•~ cuando son -

adicionados a semen bovino (25 1 61.) 1 por lo que bien podrían ser consi

derados como drogas de elección para el tratamiento de éste tipo de maa 
titis. 

Lincomiclna y espectincmicl.na, as! como tetraciclina, interfieren 

en la s1ntesis proteica de las bacterias y son consideradas bacterios

táticas (42). 

El parámetro que determina 1a susceptibilidad de los microorganis

mos a los agentes antim.icrobianos se denomina Concentración MÍ.nima Inh!, 

bitoria (CMI) (47, SS, 61). La CMI es la menor concentración de Un an-. 
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tibiótico capaz de inhibir el desarrollo visil:>1e de un microorganiSJ!;O 

(34). Otro :i..ndicador utilizado es la conccntracifu: M!nima Bactericida 

(CMB), la cual se define como la mínima concentracl.éri de antibiótico -

capaz de "matar" a los znicroorganismos ( 34), esto es inhibir irreversi-

blemente su crecimiento. Ambos se determinan in vitro y, aWlque exi.s-

ten variaciones entre l.os estudios in vitre y los resultados iri vivo -

(64~, 'resulta obviamente necesario conocer el va1or de 1a CMI de las·

drogas para los pat~enos que se estén tratando y considerarl.o esencial 

para establecer alg(in _esquema terapeútico (581 o 

En efecto, al determinar la CMI de una droga se subestiman los -

efectos bactericidas del s~o, enlace del· an~6tico a proteínas pl~ 

mátic-:is y a ion@.os (p.ej. calc.io) 1 ~ctivación del. anti.b16tico par de

tritus tisulai:es (p.ej ~ pus>. entre otros (47) ~ 

Sin embargo, se demanda que las ~paraciones farmaceúticas conten

gan antibi6tlcos activos contra los microorgan:l.smos 111), lo cu .. :t se lo

gra sólo s:i la ::.'!r e" alcanzada en el s:itio de :l.nfeccl6n (34). 

El valor de la CMl: es recmocldo pur las s:igu:ientes razorie.s: 

1.- Nos proporciona .informaci~ sobre 1a susceptibilidad o resiste!! 

cla de un m:ic:roorganlsmo a un determinado antib:ióti.co (34), lo cual nos 

ayuda a encontrar :fár.nacos ~ efect:ivos (4'1)~ · 

2o- Las concentraciones del antibiótico pueden .ser medidas en sangre, 

or:ln~, leche, etc., de rnanera que :le tenga una relaciéw> entre dosis ad

ministrada y concentraci?n alcanzadu, de éste; modo se pueden deterrninar 

dosis terapeúticas (41). 
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3.- Se puede encontrar 1a variabilidad de sensibilidad de tlife.

rentes aislamientos de ba~terias de la misma especie a determinado -

antibibtico ( 34). 

4.- Se puede cst.ablecer una =elación entre sensibilidad in vitro 

y re!::puesta clínica ( 34) • 

Por lo ant:eriort:\ente expuesto, s~ reconoce la necesidad de apor

tar met.~'orcs conocimic.ntos sobre la eficiencia de diversos antibióti

c~ sobre los patÓgenos causantes <le mastitis, y en éste caso parti

o.ilar1 la eficiencia UF.! lincomicina, espectb:lomicina y tetrü.ciclina -

c:anlra Nxcoplasl'la ~· 
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.OBJETIVOS 

1..- Determinar la concentración mínima inhibitoria {CMI) y. la -

concentración ~nima Bactericida (CMB) de tetraclclina, lin

comicina y espectinomid.na contra Mycoplasma ~· 

2.- Establecer la diferencia de sensibilidad de los diferentes --

aislamientos de ,?!o ~ a cada WlO de los antibióticos est~ 

diados. 

· 3.- Establecer in vi tro cual de los antibióticos evaluado,s es más 

adecuado para el tratamiento de masti.tis causada por_?!.• !?2!!!• 



- 16 -

MAT&RIAL Y ~l&TODOS: 

1. MICROORGANISID D& PRU&BA. 

Se utilizaron 11 aislamientos de !:!• ~ obtenidos previamente a -

partir de leche de vacas con mastitis (26), y la cepa de referencia - -

~· ~ 201 (a). 

'1.1. PREPARACJ:ON DE LA SUSPENSJ:ON DE!:!• ~· 

Como medida de la densidad del inÓCUlo se determinaron el número de 

unidades Cambiadoras de Color (UCC) ( 55), y el· número de Unidades forma

doras de. Colonias (UFC) (1Bl. 

a). NÚrnero de u:c. Para determinar el número de UCC se realizaron 

diluciones dobles de la siguiente manera: 

En placas de microtitulación de 96 pozos, fondo en 11U". (Nunc), y -

utilizando uña pipeta Pasteur calibrada (25 )41/gota), se depositaron -

~5 )Ü. de r.:edio Friis con tetrazolio en todos los pozos excepto el prime

ro de cada hilera. 

- Se agregaron al primero y segundo pozos 25,L<.l de cultivo de !!• -

!!2!!!,·en fase logar!tmica de crecimiento (S-7 días). Cada cepa.se tra

bajó por triplicado. 

(ll:) EnVia'da por los Ores. Donald E. Jasper y Fidel Infante, de la 

Universidad de California, Davis. ca. 
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- con un microdiluctor de 25 ~ (Dynatech Laboratories INC), y -

empezando por e1 segundo pozo, se diluyó el microorganismo a través de -

todos los pozas excepto el número 12. 

- Se agregaron a todos los pozos 175 fLl de medio Friis con tetra

zolio. 

- Las microplacas se cubrieron y se incubaron a 37°c en condicia'J;:s 

de microaerofilia y atmósfera húmeda por 5 - 7 d!as, después de los cua

les se hizo la lectura. 

- El número de ucc determinado fue ajustado de modo que fuese más 

práctica la preparación. de las diluciones del microorganismo para la - -

realización de la prueba. 

b). ~ero de UFC. Este se determin6 paralelamente al de UCCo A 

partir del cultiVo de.!!•·~, se realizaron diluciones decimales (ha_!! 

ta 1.o-4) en medio Friis con tetrazolio. 

- A partir de cada una de estas diluciones se tomaron 1.0 p y se 

depositaron sin extender sobre una placa de agar· Friis (por dup1icado). 

- Las placas se incubaron en condiciones de microaerofi1ia y at

m6sfera húmeda, a 37°c por 5 - 7 dÍ.as. 

- El conteo de UFC se rea1izc? observando directamente 1a~ p1acas - · 

bajo.ei' microscopio estereoscc?pico (25 X). 
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El cultivo de~· ~se sirvió en viales de 2 ml y se almacenó 

en congelación a -10°c hasta su uso. 

2 • MEDIOS DE Oltll'J:VO 

al. Medio l.iquido de Friis ( 27), modificado: 

Caldo PPID sin cristal viol.eta (Difco) 5.0 g 

Caldo Infusión Cerebro Corazón (Bioxon) 5 .. 0 g 

Extrcléto de Levadura (Bioxon) 2.0 g 

Sol. Balanceada de Hank:s 304 ml 

Agua destilada 500 ml. 

Se mezclan los componentes y se esteriliza en autoclave a ~21°c, 

1.5 1bs de presión durante 15 minutos, se deja enfriar hasta una tesnP.2, 

ratura de 4S-So0c Y en foma aséptica se adicionan 200 ml de suero e!. 

t&il de cal>allo, inactivado par calor cssºc, 30 minutos). penicilina 

G sódica y 5 g de cloruro de 2, 3, 5 -Trifeniltetrazollo (rojo de te

trazolio) disuelto en 1.8 ml de agua destilada y esterilizado por fil

traci6n ( 0.22 J'-m• Mill.ipore). 

Posteriormente se si.rve en frascos de 100 ml con tapÓn de rosca 

y se incuban par 24 hrs a 37°c para asegurar su esterilidad. Final

mente se almacena a -2oºc hasta su uso. 

b). Agar Friis ( 27). 

Caldo PPLO sin cr.i.stal v.toleta (Difco) .s.o ·g 
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Agar noble ( Difco) 

Caldo Infusi~n Cerebro Cara~ (Bioxon) 

Extracto de levadura (Bioxon) 

Glucosa (Merck) 101).1; P/v 

Rojo de fenol (Merck) Ool% P/v 

Agua destilada 

10.0 g 

5.0 g 

2.0 g 

10 ml 

8 ml 

500 ml 

- Una vez esterilizado y enfriado a 45-soºc se adic:I.onan 200 m1 de 

suero estéril de caballo, inactívado par calor ( SG~c, 30 minutos) y P!:, 

nicillna G sÓdica, se sirve en cajas de Petri, 10 x 100 nwn.y se incuba 

para asegurar su esterilidad, p:>steriormente se almacena en refrigeia

ción a 4°c hasta su uso. 

3. ANTIBiarI.COS. 

Se evaluó la eficiencia de tetraciclina, lincomicina y espectino

micina contra f:!xcoPlasm~ ~· 

Pre~aración de las soluclCl"les stock de antibióticos (38, 62). Se 

pesó con exactitud la porci~ de antibiótico necesario para disolverse 

en 1.0 m1 del solvente adecuado. (ver mas adelante), hasta alcanzar una 

concentracl.ón inicial de 1. mg/ml.. A continuac:.i.ón se diluyó hasta al

_canzar una concentración final que fue 8 veces la más alta concentra-

ci6n a probar (56). La solución se esterilizó por filtración {0.22)4"1• 

Ml.llipore) y se utilizó dentro del tiempo úmite indicado en él sigui"!!, 

te cuadro: 
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AmIBIOrICO PorENCIA SOLVENTE CONC • MAS ALTA TIEMPO MAXIMO 
DILUSNTE . A PROBAR a 4ºc 

Clorhidrato de 
I.J.ncor.úcina ( a) 83S ,,ag/mg H

2
o dest. 20.48 _µg/ml 30 dí.as 

Clorhidrato de 
SSO .)49/mg HC1 0.'.1. N 20.48 ,;.g/ml 24 horas TetracicUna (b) 

Sulfato tetrahi-
dratado de espec 
tinomicina Cal - 640 )'9/r.¡g H2o dest. 20.48_.4'9/ml 30 d:!.as 

(a) Upjohn de México, s. A. de c. V•• 

(b) Laboratorio Central de Salud PÚblica, Sec. Salud. 

A. DETERMINACION DE Lo\ CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI) 

(SS 1 ~6lo 

En placas para rnicrotitulaclón de 96 pozos, fondo en "U" (Nui:ic>, 

y-".ltill:::ando una pipeta Pasteur calibrada (25 )'-1/gota), se.--sirven 25 

.;"-1 de medio Friis con tetrazolio en cada uno de los pozos excepto al 

pri:":".cro de cada hilera. Se agregan al primero y· segundo pozos 25 )"l 

de l:i solución stock del. ant:?.biÓtico a probar. 

- L':::>ando Wl r.~i.crodiluctor de 25 ~l, y empszando por el segundo 

pozo, se diluyó el antibiótico a tré'vés de tcdos los pozos excepto el 

- Se !.noculan todos los po=os cor.. 175 p..l dal ..-.edio c:im:en:.er.cio al 
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organismo de prueba en fase logarítmica de crecimiento, el cual ha sido 

descongelado y estandarizado a 2 UCX:¡ (cada cepa se trabaja por tr.ipli-

cado). 

Se cubren las placas y se incul::ian a 3 7°c por 5-7 días en condi-

ciones de microaerofilia y atm~sfera húmeda, des;?ués de lo cual .se rea-

liza la lectura·. 

La CMI es la máxima diluciOO de antibiótico en la que no se preserl-

ta car.tbio de color en el medio. 

Control de título de cultivo de!:!•~· En placas de·ml.croti:f:lP 

lación de las ya descritas, se realizaron dilucion~s del cultivo de !!.• 

bovi~ :e~ivalcntes a 2, 1., o.s y o.2s ucc, con ei fin de verificar que 

el título de los C'.Jlti.Vos no sufrió mcdificaciones. Sólo se permitió 

una variación de una dilución doble C SS) para considerar válida la 04:t 

determinada. 

B.· DErERMIW.CION DF. U. CON:ENTRACJ:ON MINIMA' BACTERICJ:DA (CMll)~ 
(56) 

A partir de las ~lacas en las que se determi.nó la oa, se transfi

rieron 0.1 ml de aquellos pozos que mostraron inhibición dt!l crecinden-

to a un vl;:il c::>ntcnicndo 2 m1 _de medio Friis con tetrazollo. Se 'trans

firieron tambilm 0.1 ml del pozo control (sin antibiótico)~ Los viales 

fueron incubados a 37°c por un tiempo 2 veces mayor al que requ1r.1Ó · el 

control para reducir el tetrazolj.o y ca.1lbiar el color del "medio. 
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NlALISIS ES~ADISTICO 

Los resultados del experimento se eval.uaron ~ajo 1os siguientes -

modelos: 

a). Para la CMI 

Yijk1 7+ cj + ~ + (CA) jk + eCijkll 

Donde: Yijkl es l.a variable dependiente (CMI). 

~es 1a media general. 

Cj es el efeCto de 1a j-ésimd cepa. 

j• 1, 2, ••• 12 

"K es el efecto del. k-ésimo antibiótico., 

k~ 1., 2 y 3 

(CA) jk es el efecto de la interacción entre cepas 
y antibiótico. 

e(;.jk)l. es el t::?rror aleatorio dentro del modelo. 

ervNI (o,c¡j 2e) 

b). Para la om 

Ocr.de; Yilk es la k~sim~ CMB del j~sLio antibiótico 
· contra 1a i-es!.ma cepa. 

/"- es la media general 

c
1 

es eJ ef~cto de la i-~si;:\a cepa 

i- 1, 2, ••• 12 
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Aj es el efecto del ;-ésimo antibiótico 

j~ 1, 2 y 3 

es el efecto de la interacción entre cepa 
y antibiótico. 

es el error aleatorio d~atro del mcxielo 

- A cada W\O de estos modelos se les realizó análisis de vaC.111.-

za por el método de cuadrados mínimos descrito por Searle (.SC)• con el 

paqu7te SAS (StatisUcal Analysis System) para microcomputadoras. 

El ·criterio utilizado para clasificar a las cepas en base a su 

sensibi.lidad, fue determinado por el. nivel. de si.gnifi.canci.a de l.a in-

teraccién cepa x antibiótico. 



- 24 -

RESULTADOS • 

Para la concentración mínima inhibitoria (CMI), el análisis de v~ 

rian~a efectuado mostró que tanto cepa y antibiótico, como la interac-

clón entre ambos, fueron altamente significativos dentro del experirnc!!. 

to realizado (cuadro 2). 

E1·~análisis de medias ·mínimo cuadráticas para la CMI (cuadro 3), 

muestra la variab.ilidad en la sensibilidad de las cepas. Se ~uede apr~ 

ciar claramente una cepa muy sensible, nueve cepas de sensibilidad me

dia, y dos más que mostraron baja sensibilidad frente a los antibióti

cos probados. 

En todos los ceses, el nivel de slgnificancia de la interacción 

cepa x antibiótico sirvió d~ base para la clasificación de las cepas -

por su .sensibilidad. 

Frente a Uncorn!.ci.nG., particularmente, el 83 .33% de las cepas se 

mostró altamente sensible Con de Oe32 a 0.64 ,"Y/rnl)a Sin embargo, 

el 16.66% fue muy resistente (CMI ? 40.96 ,.....g/ml) (cuadro 4). 

Frente 3 tetrftciclina, el 83.33% de las cepas fce sensJ.ble o me

dian~nt~ fOensible (CMI entre 1.20 y 3.41...-"g/ml); una cepa fue alta

in9nte sensible (CMI_ de o.as _,49/ml), y una cepa de 1:-aja sensibilldad -

CCMI.de s.12,;(l.g/rr.ll (cuadros>. 

Frente .;J espectinorniclna el 75% de las cepas most.J';Ó baja ser.sibi

Udad .~CMI de 5.12_µ.g/ml), y só16 tres cepas ft:.eron sensibles (~ .. a: e.!l 

tre 1.;9 y 2.56 ,,µg/r.il) (cuadro 6). 
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El análisis de varianza efectuado püra la Concentración M.Ínirñe 

Bactericida (CMR) muestra que no existió diferencia sígni:fic:ativa en

tre los antibióticos ensayados (cuadro 7). 

Taribién al determinar dosis bactericidas, se encontró que lan ce

pas mostraron varJ.abl1idad en su sensibilidad a los antibiÓt.icos proh_a 

dos (cuadro 8); sin embargo, casj todas, a excepción de dos cepas re-

sistentes frente a lincomicina, :fueron altamente sensibles .. 

Así, el 83.33%, 91.66% y 83.33% de las cepas fue altamente sensi-

ble frente a lincomicina, espectinomicina y tetr.:ic.iclina respectivameE 

te, :::on CM!l :!'> C.64 a 2.98 .l"-g/ml para el. primer caso, 2.'.l3 a s.'.l2 

_.µ-9/rnl. en el. segundo, y '.l.26 a s.'.l2 ,µ.9/ml en el Úl.timo caso (cuadros 

9, '.lC y 11). 

La densidad del inócul.o utilizado para la determinación de la CMJ> 

y la CMB se indica en el cuadro 1. 
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DISOJSION. 

El antibiótico p.~a el cual ze obtu,·ieron los valores mas bajos 

para la CMI fue lincomicina, seguida de tetraciclina y espectinomicina. 

La media determinada paz:a la CMI de lincomicina ( 7.31 _.µ.g/ml l en

m~scara esta obse.rVacl.ón, sin embargo al excluir dos cepas altarr:ente -

resistentes, este valor desciende hasta o.se )'9/ml, bas~ante menor que 

2o65 J"'"/ml ~ 4o38)4<lfml determinados para tetraciclina y espectinooi

cina re::;pectiv~nte. 

La presencia de cepas de micoplasmas aviares resistentes es re-

portada por Harrdy y Blanchard (1970), quienes encontraron valores para 

la C~·tr de 2 20)Lg/ml en 15.38,X. de las cepas enfrentadas a espectinomi

.-:!.na. Valcr~s de ~ 20pg/m1 para la CMB fue.ron encontrados en 55% de -

las cepas enfrentadas a lincom.icina y en 40X. de las cepas enfrentadas 

a espe..:tinomicina. 

En 1971, Homdy y Mil1er re~rtan valores ~ 2~g/ml para la CM6 -

en 40%. de las cepas de Mycoplasma bOvis enfrentadao a lincomicina y en 

1~ de las ::epas enfrentadas a espectinomicina. 

En ar.bos trabajos lo!; valores de la CM:t y de la CMB para Ll.ncomi-

cino. y esPectinomic:ina fueron más altos que los determinados en el -

~esente trabajo. Pero en. todos los ::::aoos Li.ncomicin<J. fue 1'\ás ef.!.cle,!! 

·te que es~tinor.rl.cina. 

La combinacién de L:incomicina y Espectinomicina en los trabajos -

citados hizo descende.r significativamente los valo.c~s de !.a CMI. y la 
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CMB y eliminó la resistencia de las cepas., 

También la OII determinada para tetraciclina (2.65 µg/ml) fue me

nor al s.s pg/ml encontrado por Pownerat y col~ (1985) ~ 

La existencia relativamente frecuente de cepas de rnicoplasma resis-

tenteo a antibióticos, podrÍa haber influido dE.: algún modo en la poca -

eficiencia de los tratamientos en los casos de mastitis. Y dada la alta 

capacidad de difusión de éste microorganismo, bien Poctr!a esperarse que 

cepas resistent~s reinfectaran ubres tratadas, que previamente hayan a1~ 

jado cepas sensibles a l~s antibióticos utilizados para controlar los -

brotes. Sin embargo, éste hecho no ha sido ·d.J.scutido en ninguno de los 

estudios realizados a la fecha. 

As! mismo, el tejido fibroso que se desarrolla rapidamente en éste 

tipo de mastitis (10) dj.sminuye la accesibilidad de los antibióticos a -

las areüs afectadas esa). 

Está ampll¡;une:nte demostrado que: no hay control de mastitis mediante 

el uso. exclusivo de antibióticos sin embargo, es bien calocida su vallo -

sa ayuda en los tratamientos (43 ). 

Se ha menclonado la importancia de la C."-tt para e1 estudio de 1a -

sens:tbilid~ de loe rr.icroarganismos a los antibióticos .(34, 4:1., 58). -

Sin embargo, también se considera esencial e1 conocl.miento de la farma

coc.in.;tica de las drogas para la institución de regimenes terape(it.icos 

adecuados (58}. 

Se . reconoce as! mismo, que la farmacocinética de 1as ·drogas . en la - · 
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g1ándula marr.aria no está SUficientemente entendida (58), por lo que e.=. 

tudios al respecto son requeridos. 

La mastitis por micoplasma es W1 padecimiento poco común en Mé

xico (63), sin embargo el riesgo de que ~e incremer..te est5, latente d_! 

das las importaciones de ganado que, en el pe:r!odo 1975-1985 alcanza

ron las 100,000 cabezas de ganado especializado en la producc.:i.Ón de -

l.eche, y que llega basicamente de Canadá y ~st.c:-dos Unidos (44). 

Es ir..portante por lo tanto alertar a ganaderos y veterinarios, 

con e1 fin de qúe tengan un conocimiento más amplio sabre éste Upo -

de mastitis, y puedan actuar rápida y eficlente1t.ente ·en presencia de 

~ pos!ble brote (43), ya que, de lo contrario, se corre el riesgo -

de no poderlo controlar oportWlamente. 

En gene.rit.1 1 los laboratorios de diagnóstico veterinario no reali

zan pruebas de. aislamiento para micoplasme de una manera rutinaria en 

c:asos de ma.stitis. Menos aW1, se corren pruebas sero1ógicas para det~ 

mi..na.r la infe.cción por éstos microorganismos. Por lo que los signos -

clin.t.cos son muy importantes para orientar el dia9nóotico (10, 32). 

AU."\que se ha considerado el tratamiento como ineficaz en casos de 

mástitis por micoplasmas, 1a lincomicina ofrece una importante y aún no 

sú.ficl.entel':\ente valorada alternativa, del mismo modo que la combinaci6n 

Uncomicina/espectinomici.na, cuya sinergia ha sido co."!lp.cobada (24, 25). 

Estudios fa.rrnacocinético~ de éstas ch:og"'s en la glándula mararia y 

las observaclone::; despul:s de la aplicación práctica en .::as os especlfi-
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cos podri~ finalmente hacer concluir que estas drogas son o no lo su

ficientemente eficaces para e1 tratamiento de mastiils por micoplasma. 
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'CUADRO 1. Dennldad ·le lnóculo utilizado para lü determinaci6n de la CMI y 
la CMB. 

CEPA 2 ucc• . 
No. UFC 

3 '1:7500 '150.66 

22 '1:235000 5400.0 

54 '1:235000 '17940 

'1'17 '1:'102400 25500 

'135 '1:6400 '1200 

20'1 '1:5'12000 24000 

242 '1:'152900000 9400000 

3'18 '1:'1024000 69829.'1 

323 '1: '19'100000 959263 

568 '1:9500 2201.02 

659 '1:'135000 103820.B 
605 '1:'170000 87158.2'11 

• Ajustado. 

El título (1. UCC) es la dilución más alta en la cual el mícroorganismo 
fué capaz de reducir el tetrazolio. 

Tanto e1 número de UFC, como el de occ son e1 promedio de las repcticione::i. 

"' _, 



CUADRO· 2. Concentración m!nima ·inhibitoria, análisis de variánza. 

ORJ:GEN DE LA VNUA- GRADOS DE LJ:BERTAD 
.. C:ION 

CEPA 

ANTIBIOTICO 

CEPA X ANTIBIOTICO 

ERROR 

TOTAL CORRF.GIDO 

11 

2 

22 

72 

107 

•• Al.tamente significativo (p < 0.01). 

CUADROS MED:IOS 

219.27 

199.54 

266.1 

0.976 

SIGNJ:FI
CANCIA ... .. .. '· 'l•1 

"' 1 



CUADRO 3. Conc. M{nim~ .1nhl.b:lto.c1'l (CMI), medlas mínimo cuadrática;-

dc laa cepds. 

CEPA MEDl:AS MINIMO ERROR ESTANDAR Sl:GNIFl:CANCIA 
CUADRATICAS 

3 '1.058 0.329 a 

22 3.05 0.329 b 

54 3.62 0.329 b 

'1'17 '15.64 0.329 e 

'135 2.45 0.329 b 

20'1 2.11 0.329 b 

242 14.86 0.329 e 

318 2.48 0.329 b 

323 3.02 0.329 b 

568 2.24 0.329 b 

605 3.os o.329 b 

659 3.os 0.329 b 

a, b, e, L1 terales diferentes denotan diferencia significativa CP < o.os).· 

"' "' 1 



. CUADRO. 4. Efecto de cepa por antibi6tico para Lincomicina (CMI) 

ANTIBIOTICO CEPA MEDIA SIGNIFICANCIA SENSIBILIDAD ERROR EST ANDAR 

Ll.ncomicina 568 a.32 a + + + + o.57 
3 o.533 ab + + + + 0,57 

135 o.533 ab + + + + 0,57 
323 0.533 ab + + + + 0,57 

22 o.64 ab + + + + 0.51 
54 o.64 ab + + + + o.57 

201 o.64 ab + + + + o.s1 

318 Q,64 ab + + + + o.57 
605 0.64 ab + + + + 0,57 
659 o.64 ab + + + + 0,57 
117 40.96 f o.s1 
242 40.96 f o.s1 

ª' b, f, Literales d.lferentes denotan diferencia significativa (P < o.osi. 

+ + + + Muy sensible Muy resistente 

.. 
o 



CUADRO 5. E.:fccto de cepa por nntibiÓtico para Tetraciclina (CMI ). 

AJll'IUIOl'ICO CEPA 1-tE;DIA S_IGNIFICANCIA SENSIBn.IDAIJ ERJ¡OR ESTANtlAR 

Tctr <Jciclina 3 o.as ab + + + + o.57 
568 1.20 abe + +·+ o.s1 
242 1.49 abe + + + 0.51 
135 1.10 abe + + +· o.57 
318 1.10 abe +++ 0.57 
201 2e5G ed + + + o.57 

22 3.41 d + + o.51 
117 3.41 d + + 0.57 
323 3.41 d ++ o.57 
605 3.41 d + + o.57 ;'.: 
659 3.41 d + + o.57 1 

54 5.12 e + o.57 

ll,. b, e, d, e, Literales diferentes denotan diferencia significativa ·(p <0.,05) 

+ + + + Muy sensible + + + . Sensible 

+ + Medianamente sensible + Baja sensibilidad 



CUADRO 6. Efecto de cepa por antibiótico para ESpectinomicina (CM:r) 

ANl'IBIOTJ:CO CEPA MEDIA SIGNIFICANCIA SENSIBILIDAD ERROR EST ANDAR 

Espectinomicina 3 1.79 abe + + + 0.57 

242 2.13 bcd + + + o.57 

117 2.ss cd + + + o.57 

22 5.12 e + o.57 

54 5.12 e + o.57 

135 5.12 e + o.57 

201 5.12 e +~ o.s1 ... 
"' 318 5.12 e + 0.57 
' 323 5.12 e + o.57 

.568 5.12 e + o.57 

605 5.12 e + o.s7 

659 s.12 e + 0.57 

af: bf e, d, e, Literales diferentes denotan diferencia significativa (P < o.os¡. 

+ + + sensible + Baja sensibilidad. 



CUADRO 7. ConcentraCión m!nima Bactericida, Análisis de varianza. 

ORIGEN DE LA V AIUA 'GRADOS 'DE LEI3;;RTAD CUADROS M<:lJI<?S 

. ' 

CJ:ON -

Cepa 

Antibiótico 

Cepa por antibiótico 

Error 

Total corregido 

11 247.71 

2 61.74 

22 

72 

107 

Altamente significativo (P < 0.01) 

SWNIFICAN
CIA .. 
• < 



CUADRO 8. Conc. M.!nima Bactericida medias mínimo .cuadráticas de cepas. 

CEPAS MEDIAS MINDD CU,!1 ERROR ESTANDAR SIGNIFICANCI.A 
DRATICAS 

11.52 1.95 b 

22 11.44 1.95 b 

54 3.76 1.95 a 
117 16.21 1.95 b 1 

135 2.10 1.95 a ~ 

201 3.27 1.95 o 

242 14.86 1.95 b 

318 2.77 1.95 a 

323 3.41 1.95 a 

568 2.10 1.95 a 

605 3.os 1.95 a 

659 3.84 1.95 a 

ª' b, Literales diferentes denotan diferencia significativa. CP<.0.05). 



CUADRO 9. Efecto de cepa por antibiótico püra LincomiciO.a (CMB). 

ANTIBIOTICO CEPA MEDIA SIGNil'ICANCIA SENSIBILIDAD 

Lincomicina 605 0.64 a + + + + 

135 o.es a + + + + 

22 1.06 il + + + + 

54 1.06 a + + + + 

3 1.20 a + + + + 
318 1.49 a + + + + 

323 1.70 + + + + 
568 1.70 " + + + + 

201 2.13 a + + + + 
659 2.98 a + + + + 
242 40.96 d 

117 40.96 d 

il' '.d, Literales difereÍites denotan diferencia significativao (P "-O.OS). 

+ +· + + Muy sensible - Resistente 

ERROR EST ANDAR 

3.39 

3.39 

3.39 

3.39 

3.39 

3.39 

3.39 

3.39 

3.39 

3.39 

3.39 

'3.39 

... 
"' 



OJADRO 10. Efecto de cepa por antibiótico para Tetraciclina (CMB). 

ANTIBIDrICO CEPA MEDIA SIGNIFICANCIA SENSIBILIDAD ERROR EST ANDAR 

'l'etraciclina 568 1.20 a + + + + 3.39 

242 1.49 a + + + + 3.39 

318 1.70 a + + + + 3.39 

135 2.13 a + + + + 3.39 

201 2.56 a + + + + 3.39 

323 3.41 a + + + + 3.39 

605 3~41 a + + + + 3.39 

659 3.41 a + + + + 3.39 

117 4.20 a + + + + 3.39 

54 5.12 a + + + + 3.39 

22 16.21 b + 3~39 

30.72 e 3.39 

a,b, e, L~terales diferentes denotan diferencia .significativa. (P < O.OS)• 

·+. + + + Muy sensible + ·baja sensibilidad Resistente 

"' "' 1 



OJADRO 11.. Efecto de cepa por .:i.ntibiótico para espcctinomicina (CMB). 

ANTIBIOTICO CEPA MEDIA SIGNIPICANCIA SENSIBILIDAD 

Espectinomicina 242 2.13 a + + + + 
2.SG a + + + + 

117 3.41 a + + + + 

54 s.12 a + + + + 
135 s.12 a + + + + ,,; 

201 s.12 + + + + 
_, 

a 1 

318 S.12 a + + + + 
323 S.12 a ++++ 
568 s.12 a + + + + 
605 s.12 a + + + + 
659 s.12 a ++++ 

22 17.06 b + 

"' b, Literales diferentes denotan diferencia significativa. CP < o.osJ. 

+ + + + Muy sensible +baja Sensibilidad 
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