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RESUMEN

ARROYO GOMEZ Gmﬁm. Evaluacién in vitro.de la efectividad de lin
comicina, tetraciclina y espectinomicina contra Mycoplasma bovis aisla
do de mastitis bovina, (bajo la direccién de: Laura Hernéndez Andrade,
Graciela Tapia Pérez y Marcelo Pérez Daminguez)e

La mastitis por micoplasma se caracteriza por presentarse en forma de
brotes que afectan un gran nimero de animales dentro de 1.os hatos, dis
minuyendo notablemente la cantidad y calidad de 1la leche produdda; -
Otro importante rasgo ha sido su pobre o nula respuesta al tratamientoe.
En efecto, en los brotes reportados, una gran variedad de antibidticos
ha sido utilizeda sin &xito. “Sin embargo, lincomicina y espectinomici
na que han probado su eficiencia contra micoplasmas aviares, porcinos,
e incluso contra M. bovis en semen bovino, no son utilizados preferen—
temente para el tratamiento de la mastitls causada par éste microorga—
nismoe En el presente trabajo se determind la Concentracién Minima =
Inhibitoria (CMI) por el método de microdilucién en placa, y la Concen
tracién Menima Bactericida (OMB) por el método de dilucidn en tubo, pa

_ra lincomicina, tetraciclina y espectinomicina contra Mycoplasia bovis.
El 8343% de las cepas fue altamente sensltbie_ a lincamicina (CMI de 0,32
‘a 0464 Leg/ml); aunque el 1646% fue muy resistente (oM 240.95/g/m1).‘

a tetraciclina el 83,3% de las cepas fue sensible (CMI de 1,28 a

2,56 Ag/ml) o medianamente sensible (OMI de 3.41 ug/ml)s Espectinomd
cina fue el antibidtico menos eficaz, ya que 75% de las cepas mostraron
baja sensibilidad (CMT dg 5.12/1.g/m1). Asi, lincomicina fue él antibié
tico que mostrd mayor actividad in vitro frente a Me bovis, seguido de
tetraciclina y espectinomicina. Para la Concentracién Minima Bacterici
da (CHMB) los antibidticos no mostraron diferencias significativas-enc:e
si mosﬁ:éndose en general altamente eficientes; En todos 108 CaS05 e
existid variabilidad entre las cepas ensayadase ’ ‘




Sin embargo, las levaduras son cada vez mas frecuentes, encontran
dose desde 7.8% de aislamientos en los andlisis rutinarios de muestras
de leche mastitica (4), hasta 26% en estudios especificos de aislamien

to para éstos microorganismos (39).

Por otro lado, nocardias y micoplasmas, que normalmente no son -
aislados en casos de mastltis, pueden encontrarse en un alto porcentaje

de unimalés en hatos infectadose

Si bien, en vacas de desecho se encontrd que 3.6% de animales es=
taban infectados por nocardia (12), en los brotes de mastitis debidos

a este patdg s €l p taje de vacas afectadas, y de cuyas leches es

posible aislar al microorganismo puede ser de hasta 44% (2).

Del mismo modo, brotes de mastitis por micoplasma dan lugar a ais-—
lamientos en 6 a 77 de los animales de los hatos afectados, aunque la

mayor parte de los brotes tienen rangos de 10 a 40% (10).

Sin duda, la mastitis es la enfermedad mas importante a la.que de-
~ be enfrentarse la industria lechera (8), y los estudios sobre ‘pérdlda's
econdmicas que apoyan tal afirmacidn son numeroses (17, 19, 29, 50).

La mastitis por micoplasma, que poco frec te, sobresale en este =

aspecto debido a 1lo severo de su pres.entacién.

El primer aislamiento de micoplasma a partir de leche fue dado a
onnocer por  Alstrdm . en 1955. (citado en 27) ¥y los primeros casos de mas
;—utis por micoplésma fuéron descritos por Stuart y cole en 1960 (59) y
.1953 (cit.edo en 14 y 26) y por Hale 'y cols en 1962 (23). A pértir de =

entonces los reportes de casos de mastitis debida a estos microorganismos:



han sido numerosos en todo el mundo (5, 7, 13-16, 21, 37, 46, 52, 57).

_ En MBxico, desde 1982 se trataron de establecer las téenicas para
su - aislamiento a partir de leche (40), y durante el afio siguiente se -
lograron recuperar varias cepas (a)e En 1983, Avila y col. ;i.nforman -
sobre el aislamiento de Mycoplasma spp en un hato lechero (3), ¥ en -
4984, Hernandez y col. reportan un brote de_~ mastitis causado porf Myco-
plasma bovis (26), 1o cual indica que nuestro pals no esti exento de -

este problemas
* D)o LOS MICOPLASMAS «

Los micoplasmas son los microorganismos de vida libre mas pequefios
que se conocen. Su tamafic (200 nm o menos) hace posible su paso a tra—

vés de filtros que retienen a las bacterias (48)s A diferencia de los

virus y 1as> riq iasy son cap de multiplicarse en medios libres =
de células y, a diferencia de las bacterias, carecen de pared celular -

(18, 33), Esta carencia explica:

= Que estos organismos sean altamente pleomérficos, presentando -
formas redondeadas, ovaladas, filamentosas, discoidales, vesiculares, =
etce (27, 31, 33),

« Que posean gran plasticidade Esto explica a su vez, la tenden=

ta). Hernandez, A« Le, CIFAP-MEXICO. Comunicacidn personal scbre -
notas de trabajoe



cia a penetrar en el agar formando las tipicas colonias en forma de hue

vo frito (31).

=~ Que sean resistentes a los antibidticos que inhiben la sintesis

de pared celular (27)e

= Que sean organismos muy delicados, susceptibles de lisarse por dee

tergentes, alcoholes y anticuerpos especificos (27).

=-Que no reviertan a formas con pared celular, a diferencla de las

farmas "L" >(33).

Debido a sus caracteri_sticas, los micoplasmas no pueden sex:y estudia
dos per los métodos bacterioldgicos usuales (23). Son mal tefiidos por =
los dolorantes de anilina, son de lento crecimiento (2+6 dias), producen

-‘colonlas muy pequefias (20=500 /un), requieren de medios enriqueddos ‘con
suero y extrncto de levadura para su a‘eci_miento, (31, 33), Sm _anaero

blos facultativos, pero crecen mejor en condiciones de velobiosis (27)e

Los micoplasmas se han asociado a diversas enfermedades en €l home
bre, los animales y las plantas. En los animales, estas involucran al
tracto respiratorio, glindula mamaria, sistemas urinario y genital, ar=

ticulaciones, mucosa bucal y 'cmj\.intival (18, 20).

Algunas de las caracter:lsticas bioquimicas de los micoplasmas invo-

lucrados en mastitis bov:!.na Bmx



-6 -

Formacion  Reduccion.
Especies Fermentacién Hidrdélisis Fosfatasa - de pelicula de tetra—

de glucosa de arginina y manchas zolioe.
Ae/An
" Me alkalescens - + + - -
M, arginini - + - - -/t
M. bovigenitalium = - + + -/
Ms bovis - - + +/= +/+
Ms californicum - - + - =/no det.
M. canadense - + débil + - -/t -
Ae laidlawii - - variable - variable/?
(20, 49) - Ae  Aerobiosis An  Anaerohiosis

A pesar de su fragilidad, en condiciones naturales los micoplasmas
pueden sobrevivir unc o dos dfas en la madera y en el acero inoxidable,
37 alas en el estiércol, en agua a 20°C sobrevive 16 dias y a tempera=

tura ambiente 23 dias (10).
cde MASTITIS POR MICOPLASMAS

Son varias las especies de micoplasmas involucradas en casos de =

mastitis: Me bovigenitalium (14), M. canadense (21),'5. alkalescens (32),"

asf como Acholeplasma laidlawii (14); pero M, bovis es 1a especie mas co

munmente reportada y la que produce la forma mids severa (6, 9, 32),

El origen de la infeccién en, los brotes no ests bien establecido.

Una forma Qmport;nte sin duda, es la introduccién de animales infecta=-
dos a los hatos (60). Jasper (1977) menciona la via sistémica como po=
v d.bleborxgen de la infecclén, asi como ruta mis probable de transmisidn
entre ;los'cuartos glandulares, La transmisidén entre vacas ocurre rapie
- damente a través de equipo de ordefia, manos de ordefiadores, agua de la=

vado, etces (10).
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Las vacas pueden ser susceptibles a la infeccién a cualquier edad,
.ya sea en periodo seco o de lactaciéne Se cree que en vacas secas la
enfermedad es menos severa que en animales lactantes, pexo que puede ~

persistir durante mas tiempo (27).

Todas 1las mastitis por micoplasma son similares, pero la producida

por Me bovis es usualmente mis severa que las otras (32).

Generalmente, la mastitis por micoplasma es de presentacidn sibitae
. La produccidn lictea se ve notablemente disminuida (has.ta 90% de un -
" ordeiio a. otro) y el aspecto de la leche marcadamente alterado (8, 10, =
13, 21,

‘La infeccifn de la ubre puede ser subclinica, algunas veces sin =
altos conteos celulares. La infeccidn clinica en su fase aguda es cla—

c terfstica,

En tales casos se observan uno o mas cuartos tensos e inflamados;
pero ni calor ni dolor estdn presentes (10, 11, 43), lo que ayuda a di=.
"'fe:enciar, e;te tipo de mastitis, de las mastitis aqudas causadas por =

otros microorganismos (43),

“"La secrecifn lactea en los casos mis severos es amarillenta o cafe
‘sosa y de consistencia acucsa o serosa con presencia de grumcs. En los
 casos menos severos la leche es aparentemente normal, pero al dejarla =

' peposar, rapidamente se deposita un sedimento de grumos £inos, quedando

' un sobrenadante mAs o menos claro (10, 11).

La secrecidn puede retornar a la normalidad en solo algunas Semaw



nas, pero en muchos animales ésta puede persistir hasta la siguiente - -
lactacidn; en €ste caso el nivel de produccidn es generalmente mucho =

menor al besperado (»11).

Usualmente los animales no presentan signos generales de enfermedad
y siguen comicendo nozmalmente (10, 32), no hay fiebre ni malestar aparen
. tes. (43)e Sin embargo, aigunes animales pueden desarrollar cojeras alwme

ticulares o problemas respiratorios (10, 11, 32).

. La @istribucién de Mycoplasma bovis por via sistémica ocurre, y -

' dste microorganismo se ha aislado de nédulos linfiticos, Gtero, fetos =
viables y abortados, pulmbn, riﬁén, vagina, orina, sangre, ojos, nariz
"y quido sinovial cusndo la via de infeccidn ha sido la glandula mama=

ria (32).

En la infeccién por via oral se produce distribucién'hacia mucosa
nasal, .sﬁngte, 1fquido sinovial y pulmén {32). De dste modo se ha aso-'
cliado a newionfas en becerros, por 1o que se recomienda no ofrecer leche

contaminada con estos mtc:oécganisms a menos de que se hierva (43},

Cabe mencicnar que en México ya se han reportado neumonias en bee

cerros causadas par Mycoplasma bovis {30},

En algunos aninales la infeccifn se elimina expontaneamente despubs

del ':nejocamj.gnto clinicoes Pero en muchos otros puede persistir hasta la
siguiente lactaciSn, en la que puede ser subclinica y manifestarse clini

camente dei_pués de muchos meses de aparente recuperacién (11)e

Los animales recuperados pueden permanecer cono portadores, excres
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tando micoplasma por espacios de hasta 13 meses (10).

El diagndstico de mastitis por micoplasma puede intentarse por =
aislamiento del agente causal, lo que definitivamente no es ficile La
_alternativa estd representada p;sr pruebas seroldgicas tales como: Inhie
bicién del crecimiento, Inhibicién de la pelfcula, Hemoaglutinacidn ine

directa o fijacién del complemento (27, 10)e

El control de la enfermcdad est8 basado en la identificacién y se-
gregacibn del ganado infectado, el cual debe ser ordefiado al final o =
bien eliminado (10, 32); as{ como en el reforzamiento de las medidas de

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

El muestreo de los animales en busca de nuevas infecciones debe. «
realizarse al inicio de su-lactacién, y repetirse cada 4 semanas (10).
Cuando el hato haya evolucianado satisfactoriamente, los muestreos pue=

- den hacerse cada 6 meses a nivel de tanque (43).
d)e TRATAMIENTO DE MASTITIS POR MICOPLASMA

Un importante rasgo de la mastitls por micoplasma, y que ha 81do =
seﬁaladé& como caracteristico por varios autoreé (8, 10, 11, 32, 52), es
su pobre o nula respuesta al tratamiento; del mismo modo, en los repore

. tes de casos de mastitils por éste microorganismo, ha quedado establecie
da la ineficiencia de los tratamientos utilizadoss

Asi, Hernindez y cole. (1984) indican que "todo tipo de tratamientos
fue utilizado sin éxito" en un hato que sufrid un brote de mastitis por

Mo bovise Aunque no indica el tipo de tratamiento-utilizadoe
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Antes, Bar-Moshe (1964) reportd un caso en el cual el tratamien-
to con antibibticos fue ineficaz, indicando que sdlo después de un ese

tricto programa de higiene en el ordefio, y de la separacidn de animales

tados, la enz 1 pudo ser controlada, mencionando gue un afio =

despufs las ubres estaban libres de micoplasmase

Por otra parte, Ruhnke (1976) concluye después de un estudio de la
enfermedad que '"ninguna vaca responde al tratamiento con ninguna de la =

gran variedad de preparaciones intramamarias usadas por los granjeros's

Tarbién Poumerat y cole (1985) describen un brote de mastitis por
Mo l?ovis en el cual se utilizaron cloxacilina, espiramicina y tilosina «
sin éxito,

Zn 1978, Counter  reporta un caso de mastitis por Me bovigenitalium
.y Ae laidlawii en el que fueron afectadas 75 de 200 vacas. En éste caso

=0

se utilizaron diversos tratamientos ir ios tanto s50los como en -

corbinaciones que inclulan: cloranfenicol, cloxacilina, nitrofurazona y
eritromicinae Despubs de 4 meses, solo 8 vacas habian respondido dentro

de la primera de tratamientoj 7 retornaron a la normalidad en un

perfodo largo vy variable; 24 vacas habian sido retiradas del hato; 8 es—
taban en tratamiento todavia, pero 38 no habfan tenido respuestae 20 =
vacas perdieron la leche durante el resto de la lactaclén incluyendo 8

vacas y 3 vaquillas dentro de los primeros 2 xﬂeses postparto. Todo ésto

produjo pérdidas de entre 8000 y 10000 galones de leche durante el brote,

Asi misro, Gourley y Wyld (1978) reportando un brote de mastitis por

Me canadense, indican que el tratamiento mds efectivo fuz cxitetraciclina
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aplicada tanto intramamaria come parenteralmente., Aunque también hubo
respuesta a cloxacilina y a ampicilina/cloxacilinae Sin embargo, la en
fermedad continué difundiéndose y hubo incluso recurrencias en casos =

tratadose

Boughton y cols, (1978) mencionan que no existe un tratamiento de =
valor practico y que se ha sugerido que ciertas preparaciones intrama=

marias pueden exacerbar la enfermedad

Jasper (1977), sostiene la misma opinidn, sefialando que el trata- -
miento parece no ‘tener efecto para curar el cuadro clinico o eliminar
al organismo; y especifica que.ias preparaciones de antibi8ticos suse
pendidos’ en emu.lsi§n acelle en agua incrementan la severidad de la mas
‘tit::l.s.

Por otro lado, estudios in vitro arrojan resultados muy variables
para erit.romid.na, oxitetraciclina, clnrtet:aciclina; necomicina, espie

ramicina, ' P cina y dihid treptomicina evaluados frente a =

’ﬂ...bVovAis. sin embargo, se reporta que &ste ha sido encontrado sensible

- a tilosina, t iclinay 'k icina, nitrofur s .novobiocina y tian

fenicol (10).

" Estudios en la fmnacocj.nét.ca de algunos antibiSticos han sugerie=
do que la infu.si6n intramamaria de eritromicina, esp:u:andcina y tetraci
.clina (500 -mg en solucién acuosa) han tenido efectos micoplasmicidas «

por. alglin tiempo (10).

. -2iv (citado en 10) estudid los niveles de tetraciclingy espectino. -
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micina, encontrando que é&stos fueron suficientes para ser efectivos con

tra. algunos micoplasmas al ser aplicados intramuscularmente.

Diversos tratamientos en los que se ha utilizado tilosina, ya sea
sola o combinada, por via intramuscular y/o intramamaria, han sido ensa -
yados y en general son largos, costosos y de’ poco valor (10)s No obse—
tante, tetraciclina sigue recomenddndose para casos de mastitis por mi-

coplasma (8, 53), y tilosina sigue utilizdndose sin éxito (46).

Ahora bien, resulta curioso que antibidticos como lincomicina y es
pectinomicina, que son recomendados ampliamente contra afecciones mico-
plasmicas por los laboratorios farmaceGticos (51), no hayan sido utili-
zados preferentemente para el tratamiento de la mastitis céusada por mi

coplasmaa

Estos antibidticos han probado su eficiencia contra micoplasmas =
aviares (24), porcinos (22, 35), e incluso contra ﬁ. bovis cuando son =
adicionados a semen bovino (25, 61), por lo que bien podrian ser consi-

derados como drogas de eleccidn para el tratamiento de éste tipo de mas
titise

.'t.i.ncoudd.ns y espectinomicina, asi como tetraciclina, intex.‘fiaren
en la sintesis proteica de las bacterias y son consideradas bacterios—

taticas (42).

El parametro que determina la susceptibilidad de los microorganis—
oS a 10s agentes antimicrobianos se denomina Concentracién Minima Inhi

bitoria (CMI) (47, 58, 61)e La CMI es la menor concentracién de un ane



tibidtico capaz de inhibir el desarrollo visible de un microorganismo

(34)e Otro indicador utilizado es la Concentracién’ Minina Bactericida
(CMB), la cual se define como la minima concentracién de antibidtico =~
capaz de "matar" a los microorganismos (34); esto es inhibir irreversie
blemente su crecimi.ento; Ambos se determinan in vitro y, aunque exise
ten Va.x:iaciones entre los estudios in vitro y los resultados in vivo -

(64}, ‘resulta obviamente necesario conocer el valar de la CMI de las =

d para los p T, 108 que se estén tratando y considerarlo esencial

para establecer algin esquema terapelitico (58)e

En efectd, al determinar la CMI de una droga se subestiman 1los =
efectos bactericidas del suero, enlace del antibiético a protefnas plas
maticas y a lones (pe.eje calcio), inactivacién del antibidtico por dew

tritus tisulares (p.eje pus), entre otros (47)} .

Sin emb se d da que las prep iones € Gticas cont

3Oy

» gan antibidcicos activos contra los microorganismos (11), lo cual se lo=

gra 5810 si la OMI es alcanzada en el sitio de infeccién (34),

El valor de la CMI es reconocido pur las siguientes razones:

1= Nos proparciona informacidn sobre la susceptibilidad o resistcn

cla de un mi ismo a un d inado antibidtico (34), 1o cual nos
ayuda a encontrar firmacos mis efectivos (41)_;'

20~ Las concentraciones del antibidtico pueden ser medidas en sangre,
orina, Ieche, et;:., de manera que se tenga una relacifn entre dosis ade-
‘ministrada y concentracidn alcanzada, de €ste modo se pueden determinar

dosis terapeliticas (41)e
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34~ Se puede encontrar la variabilidad de sensibilidad de dife—
rentes aislamientos ‘de bacterias de la misma especie a determinado — .
antibidtico (34)e
‘ bo= Se' puede cstablecer una relacidn entre sensibilidad in vitro
¥ respuestz clinica (34)e

Por lo anteriormente expuesto, se reconoce la necesidad de apor-
tar mayeres conocimientos sobre la eficiecncia de diversos antibidtie
cbs sobre . los patdgenos causantes de mastitis, y en éste caso partie-
éulax‘, 1a eficlencia de lincomicina, espectinomicina y tetraciclina =

contra My coglasna bovise
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‘OBJETIVOS

2a=

o=

Determinar la concentracidn minims inhibitoria (CMI) y.la =
concentracién minima Bactericida (CMB) de tetraciclina, line-

comicina y espectinomicina contra Mycoplasma bovis.

Establecer la diferencia de sensibilidad de los diferentes--
aislamientos de M, bovis a cada uno de los antibidticos estu

diadoes.

Establecer in vitro cual de los antibidticos evaluados es mas

adecuado para el tratamiento de mastitis causada por M. bovis.
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MATERIAL ¥ METODOS:

1. MICROORGANISMO DE PRUEBA.

Se utilizaron 11 aislamientos de M. bovis obtenidos previamente a —
partir de leche de vacas con mastitis (26}, y la cepa de referencia = «

M. bovis 201 (a)e

1+1. PREPARACION DE LA SUSPENSION DE M. bovis.

Como medida de la densidad del inéculo se determinaron el nimero de
- unidades Cambiadoras de Colexr (UCC) (55), y el’'nimero de Unidades forma—

doras de Colonias (UFC) (18)e

a)e Nimero de UCCe Para determinar el nfimero de UCC se realizaron

ailur_tones dobles de la sigulente manera:

En placas de microtitulacién de 96 pozos, fondo en "U" (Nunc), y =
utilizando una pipeta Pasteur calibrada (25 /a.llgota), se depositaron =
25 /‘d de redlo Friis con tetrazolic en todos los pozos excepto el prime—

ro de cada hilerae.

« Se agregaron al primero y segundo pozos 25/,.,1 de cultivo de Me ==
bovis-en fase logaritmica de crecimiento (5~7 dias). Cada cepa.se tra—

bajé por triplicados

(a) Enviada por los Dres, 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 el segundo pozo, se diluyd el microorganismo a través de —

todos los pozos excepto el nimeroc 12.

- Se agregaron a todos los pozos ‘175/u,1 de medio Friis con tetra—-—

zolioce

~ Las microplacas se cubrieron y se incubaron a 37°C en condiciaes
de microaerofilia y atmbsfera himeda por 5 - 7 dias, después de los cua—

les se hizo la lectura.

= .E1l nimero de UCC determinado fue ajustado de modo que fuese mis
practica la preparacién de las diluciones del microorganismo para la = =

realizacidén de la prueba.

b)e - Nimero de UFC, Este se determiné paralelamente al de UCCo A
partir del cultivo de M. bovis, se realizaron diluciones decimales (has

Cta 10'4) en medio Friis con tetrazolio.

=~ A partir de cada una de estas diluciones se tomaron 10 /uJ. y se

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

= Las placas se incubaron en condiciones de microaerofilia y at=—

" " mdsfera himeda, a 37°C por 5 = 7 dias.

- El contec de UFC se realizd observando directamente las placas =

. bajo. el mi pio ester épico (25 X)a
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El cultivo de M. bovis se sirvid en viales de 2 ml y se almacend

en congelacidn a ~70°C hasta su uso.
2. MEDIOS DE CUISIVO
a)e Medio liquido de Friis (27), modificado:

Caldo PPIO sin cristal violeta (Difco) S.0 g

Caldo Infusidn Cerebro Corazén (Bioxon) 5.0 g

Extracto de Levadura (Bioxon) . 2.0 g
Sol. Balanceada de Hanks 304 ml
Agua destilada 500 m1’

Se ‘mezclan los componentes v se esteriliza on autoclave a 1.21°C,
15 1bs de presidn d\;u:anta 15 minutos, se deja enfriar hasta una tempe
ratura de 45-50°C y en forma aséptica se adicionan 200 ml de suerc es
téril de caballo, inactivado por calor (56°C, 30 minutos), penicilina
G s&dica y S g de cloruro de 2, 3, 5 ~Trifeniltetrazolio (rojo de te;
trazolio) disuelto en 18 ml de agua destilada y esterilizado por file

. tracién (0.22/4.11\, Millipore)o

Posteriormente se sirve en frascos de 100 ml con tapdn de rosca
Y se incuban poxr 24 hrs a 37% para asegurar su esterilidad. .E‘S.nal—‘

mente se almacena a ~20°C hasta su uso.
ble Agar Friis (27).

Caldo PPLO sin cristal violeta (Difco) 5.0°g
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Agar noble (Difco) 10.0 g
Caldo Infusién Cerebro Corazdén (Bioxon) 5.0 g
Exté‘acto de levadura (Bioxon) 2.0 g
Glucosa (Merck) 100% P/v 10 ml
Rojo de fenol (Merck) 0.1% P/v R 8 ml
Agua destilada 500 ml-

= Una vez esterilizado y enfriado a 45-50°C se adiclonan 200 ml de
suero estéril de caballo, inactivado por calor (56°C, 30 minutos) y pe
- nicilina G sbdica, se sirve en cajas de Petri, 10 x 100 mm.y se incuba

para asegurar su esterilidad, posteri te se al en refrigeras=

cién a 4°C hasta su uso.
3. ANTIBIOTICOS«

Se evalud la eficiencia de tetraciclina, lincomicina y espectino-
micina contra mcgglasmé bovise.

Preparacién de las soluciones stock de antibidticos (38, 62)s Se
pesd con exactitud la porcidn de antibidtico necesario para disolverse
en 10 ml del solvente adecuado (ver mas adelante), hasta alcanzar una

concentracién inicial de 1 mg/mle A continuacién se diluyd hasta ale—

c una i16n final que fue B veces la mas alta concentra=~

cibn a probar (56)s TLa solucién se esterilizd por filtracidn (0.22/‘.“1'
Millipare) y se utilizé dentro del tiempo limite indicado en el siguien

te cuadro:

i
{
i
;
:
i
!
i
H
1
i
1
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ANTIBIOTICO POTENCIA  SOLVENTE CONC. MAS ALTA TEHPOOMAXII-‘D
DILUENTE - A PROBAR a4qcC

Clorhidrato de
Lincomicina (a) 835 /ag/mg HZO dest. ZO.ABng/ml 30 dias

Clorhidrato de

Tetraciclina (b} 550 /gg/mg HCL Ou1 N 20.48’“g/ml 24 horas
Sulfato tetrahie

dratado de espec

tinomicina (a) 640 ug/mg H,0 dest. .20.48 ug/ml 30 dias

(a) Upjohn de México, Se Ae de Ce Vo

(b) Laboratorio Central de Salud Piblica, Sec. Salude

A« DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI}

(55, 56)e

En placas para microtitulacién de 96 pozos, fondo en “Uv (Nux?c).
y-utilizando una pipeta Pasteur calibrada (25/a1/gota), se-sirven 25
'/al de medio Friis con tetrazolio en cada uno de los pozos excepto al
.primero de cada hilera. Se agregan al primero y segundo pozos 25/‘1

de la solucién stock del ant’bidtico a probar,

w Usando un rmicrodiluctor de 25 /a.l, y empszando por el segundo

pozo, se diluyd el antibidtico a través de todos los pozos excepto el-

- Se fnoculan todos los pozos ceon 17541 del redio ¢ontenierndo al
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organismo de prusba en fase logaritmica de crecimiento, ei cual ha sido
descongelado y estandarizado a 2 UCC; (cada cepa se trabaja por tripliw

cado).

~ Se cubren las placas y se incuban a 37% por 5=-7 dias en condie
cicnes de microaerofilia y atmésfera himeda, después de lo cual se rea-

liza 1a lecturas.

La CMI es la maxima dilucidén de antibidtico en la que no se presen—

ta cambioc de color en el medio,

~Control de titulo de cultivo de M, bovis. En placas de microtitu=
lacién de las ya descritas, se realizaron diluciocnes del cultivo de M.
bovis equivalentes a 2, 1, 0.5 y 0425.UCC, con el £in de verificar que
‘el titulo de los cultivos no sufrid mcdificaclones.. Sélo se permitid
una va‘riacién de una'dilucién doble (55) para considerar valida la CMI
determinadae

B DETERMINWCION DF: LA CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA (CME):

‘A partir de las placas en las que se determind la CMI, se transfie
riercn 0el ml de aquellos pozos que mostraron inhibicién del crecimien-
to a un vial cantenicnde 2 mldc medio Friis con tetrazolio. Se ‘trans—
:f:Lr:ieron también 0e1 ml del pozo control (sin antibi&ti:c); VLos viales
fuercn incuba\dos a 37% por un f_tempo 2 veces mayor al que reql.'.lxjié'ei ) :

control para reducir el tetrazelio y cambiar el color del medioe
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ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados del experimento se evaluaron pajo los siguientes —

modeloss:

a)e Para la CMI

Yijkl =/‘_+ C3 + A+ (CA)jk + e(ijk)l{
Donde: Yi jk.l es la variable dependiente (CMI).
M es la media general
Cj es el afecto de la jésima cepae
Jm 1, 2, eesl2
A es el efecto del k—&simo antibidtico.
k=1, 2 y 3

(CJ‘«)'jk es el efecto de la interaccidn entre cepas
Yy antibiético.

ey T es el error aleatorio dentro del wmodeloe.
eerw NI (O, G e)
b). Para la CMB

Yijk "}l.f C:L * Aj + (CA)“ + e(ij)k

Dcrdes Y:L']k es la k—fsima CMB del j=&simc antibidtico
.T7% contra la ie&sima cepae

/«. es la media general .
Lo ) ) C;- ~es el ef:cto de la i=fsima cepa

i 1y 2, eee 12
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3 es el efecto del i-ésimo antibidtico
=1, 2y3
(CA), sz
ij es el efecto de la interaccidn entre cepa

y antibidticoe
e(ij w s el error aleatorio dentro del modelo

eny x.-:co,vze).

- A cada uno de estos modelos se les realizd anilisis de varlati
.za por el método de cuadrados minimos descrito por Searle (54}, con el

paquete SAS (Statistical Analysis System) para microcomputadorase

El criterio utilizado para clasificar a las cepas en base a su =
sensibilidad, fue determinado por el nivel de significahcia de la ine=

.teraccién cepa x antibibtico.
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RESULTADOS o

Para la concentracibn minima inhibitoria (CMIL), el analisis de va
. rianza efectuado mostrd que tanto cepa y antibidtico, como la interac-
clén entre ambos, fueron altamente significativos dentro del experimen

to realizado (cuadro 2)e

El-analisis de medias minimo cuadriticas para la CMI (cuadro 3),

.- muestra la variabilidad en la sensibilidad de las cepase. Se puede apre

ciar claramente una cepa muy sensible, nueve cepas de sensibilidad me=
dia, y dos mis que mostraron baja sensibilidad frente a los antibidti-

! cos probadose

£n todos los casos, el nivel de significancia de la interaccidn
ccpa x antibidtico sirvid de base para la clasificacibn de las cepas =

por su sensibilidade

l-‘zént:e a lincomicins, particularmente, el 83,33% de las cepas se
mostrd altamente sensible (CMI de 0432 a 0.64 Ag/ml)e  Sin embargo,

el 16,66% fue muy resistente (CMI 2 40,96 sg/ml) (cuadro 4).

Frente a tetraciclina, el 83.33% de las cepas fue sensible o me=
dianarente sensible. (CMI entre 1428 y 3441 _(g/ml); una cepa fue altaw -
" mente sensible (CMI de 0485 4g/ml), y una cepa de taja sensibilidad =~

© -{CMI de 5412 4g/m1) (cuadro 5).

Frente a espectinomicina el 75% de las cepas mostr;é baja sensibi=
“1idad (CMI de 5.12 4g/ml), y sblo tres cepas fueron sensibles (CMI en

tre 1,79 y 2.56/u§/m1) (cuadro 6)e
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El anlisis de varianza efectuado para la Concentracién Hinina
Bactericida (CMRB) muestra que no existid diferencia significativa ep——

tre los antibidticos ensayados (cuadro 7).

Tarbién al d nar dosis 1 icidas, se encontrd que las ce—

Pas mostraron variabllidad en su sensibilidad a los antibidticos proba
dos (cuadro 8); sin embargo, casi todas, a excepcidén de dos cepas L

sistentes frente a lincomicina, fueron altamente sensibles.

Asi, el 83.33%, 91.66% y 83.33% de las cepas fue altamente sensie
ble frente a lincomicina, espectinomicina y tetraciclina respectivamen

te, con CMB iz 064 a3 2.98 /l.g/ml para el primer caso, 2.13 a 5.12
/u,glml en el segquido, vy 1.28 a 5412 /a_q/ml en el Gltimo case (cuadros

9, 10y 11)a
La densidad del indculc utilizado para la determinacidn de la CMI-

Y la CMB se indica en el cuadro 1.



- 26 -
DISCUSION.

El antibidtico para el cual se obtuvieron los valores mas bajos

para la CMI fue lincomicina, seguida de tetraciclina y espectinomicinae

La media determinada paza la CMI de lincomicina (731 /a_g/ml) en=
mascara esta obser;ladén. sin embargo al excluir dos cepas altamente -
resistentes, este valor desciende hasta 0¢58 4g/ml, bastante menor que
2465 /‘9/m1 y 438 /u;/ml determinados para tetraciclina y espectinomie

cina respectivamente,

- La presencia de cepas de micoplasmas aviares resistentes es rew
pdrtada por Hamdy y Blanchard (1970), quienes encontraron valores para
1a Cp-:r de 2 Zolag/ml en 15,38% de las cepas enfrentadas a espectinomi-
=inae Valcras de 220 /u,g/ml para la CMB fueron encontrados en 55% de =
las cepas enfrentadas a lincomicina y en 40% de_ las cepas énfrentadas

a espeutinomicinae

En 1971, Hamdy y Miller reportan valores > 20/u.g/m1 para la CvB =
en 40% de las cepas de Mycoplasma bovis enfrentadas a lincomicina y en

100% de las cepas enfrentadas a espectinm\idna;

En arbos trabajos los valores de la CMI y de la CMB para Lincomie-
“cina y -espectinomicina fueron mis altos que los determinados en el -
peesente trabajos Pero en todos los casos Lincomicina fue nas eflcien
.'te que espectinomicinae

» La combinacidn de Lincomicina y Espectinomicina en los trabajos =

citados hizo descender significativamente los valores de la CMI y la
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CMB y elimind la resistencia de las cepaso

También la CMI determinada para tetraciclina (2.65 atg/ml) fue me-

nor al 5.5 /Lg/ml encontrado por Poumerat y cola (‘1985);

L‘na existencia relativamente frecuente de cepas de micoplasma resise
tentes a antibidéticos, podria haberv influido de algin modo en la poca =
eficlencla de los tratamientos en los casos de mastitise Y dada la alta
éapad_dad de difusidn de éste microorganismo, bien podria esperarse que
cepas x:esistent;s reinfectaran ubres tratadas, que previamente hayan alo
jado cepas sensibles a lqs antibidticos utilizados para controlar los =
bx:ot.es. Sin embargo, éste hecho no ha sido ‘discutido en ninguno de los

cstudios realizados a la fechae

aAsi mismo, el tejido £fibroso que se desarrolla rapidamente en éste
tipo de mastitis (10) disminuye la accesibilidad de los antibidticos a =

las &reas afectadas (58)e .

Estd ampliamente demostrado que no hay control de mastitis mediante
el uso exclusivo de antibidticos sin embargo, es bien conocida su valio =

sa ayuda en los tratamientos (43)e

ée ha mencionado la importancia de la CMI para el estudio de 1$ —

| sensibilidad ‘de los microorganismos a los anﬁbiédcos,(Slt? 41, 58)e =

E Six;n embargo, también se considera esencizl el conocimiento de la farmae-
coc'-_i.»nética de las drogas para la institucién de regimenes terapeiiticos

adecuados (58)e

Se reconoce asi mismo, que la farmacocinética de las drogas .en la =
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gléndula mararia no estd Suficientemente entendida (58), por lo que es

tudios al respecto son requeridose

La mastitis por micoplasma es un padecimiento poco comin en Mé=
xico (63), sin embargc el riesgo de que se incremente est§ latente da
das las importaciones de ganado que, en el perfodo 1975~1985 alcanza=
ron las 100,000 cabezas de ganzdo especializado en la produccidn de =

leche, y que 1lega basicamente de Canadd y Estados Unidos (44).
.

Es irportante por lo tanto alertar a ganaderos y veterinarios,
con el fin de que tengan un conocimiento mas amplio sabre éste tipo =
de mastitis, y puedan actuar ripida y eficientemente en presencia de

un pasible brote (43), ya que, de lo contrario, se corre el riesgo =

de no poderlo controlar oportunamentes

En 1, los lab ios de diagndstico veterinario no reali-
zan prucbas de aislamiento para micoplasmea de una manera rutinaria en
casos de mastitise. Menos alm, se corren pruebas seroldgicas para deter
minar la infeccldn por éstos microorganismose Por lo que 1os Signos e

clinicos son muy importantes para orientar el d.iaém’)sticc {10, 32)e

Aunque se ha considerado el tratamiento como ineficaz en casos de
mastitis por micoplasmas, la lincomicina ofrece una importante y alin no
suficientemente valorada alternativa, del mismo modo que la combinacién

lincomicina/espectinomicina, cuya sinergia ha sido comprobada (24, 25)e

Estudios farmacocinéticos de &stas drogas en la glindula mararia y

las observaciones después de la aplicacién préctica en casos especifime
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cos podx:ién finalmente hacer concluir que estas drogas son o no 1o su~

ficientemente eficaces para el tratamiento de mastitis por micoplasmae
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‘CUADRO 1. Densidad e Lndculo utilizado para la determinacién 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 '
117 . 1:102400 25500 4
135 1:6400 . 1200 !
201 1:512000 24000
242 . 1:152900000 9400000
318 ) 121024000 69829.1
333 1:19100000 959263
568 ) 1:9500 2201,.82

. 659 1:135000 . 103820.8
oS - - 1:170000 87158,211

* Ajustado.

El tftulo (1UCC) es la dilucidn mas alta en la cual el microorganismo
fué capaz de reducir el tetrazolio. :

Tanto el nimero de UFC, como el de UCC son el promedio de las repcticiones. .



' CUADRO: 2,  Concentracién minima inhibitoria, andlisis de varianzae

_ORIGEN DE LA VARIA= GRADOS DE LIBERTAD CUADROS MEDIOS SIGNIFI-

CION CANCIA
CEPA 11 219.27 hdd
ANTIBIOTICO 2 199,54 e

' CEPA X ANTIBIOTICO 22 26641 b
ERROR 72 0.978
TOTAL CORREGIDO 107

** Altamente significative (P < 0.01).




CUADRO 3., Conce Minima innhibitocia (CMI), medias minimo cuadratices —

de las cepase

CEPA MEDIAS MINIMO ERROR ESI;ANDAR SIGNIFICANCIA

CUADRATICAS
3 " 1.058 0.329 a
22 3.05 : 0.329 b
54 3.62 . 0.329 b .
117 15.64 0.329 < '
135 2045 04329 b 8
201 2.77 0.329 b !
242 14.86 04329 c o
318 2.48 04329 b
3a3 3,02 ; .04329 b .
568 2.24 © 7 0.320 b
605 3,05 - ’ . 0.329 b
659 3.08 0.329 " b

a, b, c, Ljterales diferentes denotan .diferencia significativa (P € 0.05), : -




. ;CUA‘DRO. 4. Efecto de cepa por antibidtico para Lincomicina (CMI)

ANTIBIOTICO CEPA MEDIA  SIGNIFICANCIA ~ SENSIBILIDAD ERROR ESTANDAR
Lincomicina - 568 0.32 a + + + + 0.57-
: 3 0.533 ab PR 0.57
135 0.533 ab PR 0,57
323 04533 ab P 0,57
22 0.64 ab + 4+ 4+ 0.57
54 0.64 ab 4 0,57
201 0e64 ab P 0.57 f
318 0.64 ab - 0457 : 8
605 0.64 ab PR 0.57 . '
659 0.64 ab - 0,57
117 40496 . £ - 0,57
242 40,96 £ - 0,57

“ . ap by £, Literales diferentes denotan diferencia significativa (P & 0.05).

+ + + + Muy sensible - . Muy resistente



CUADRO ' 5. Efecto de cepa por antibidtico para Tetraciclina (CMI)e

. _/A;K‘IBIOI‘ICO N CEPA MEDIA SIGNIFICANCIA SENSIBILIDAUL ERROR ESTANDAR
Tetraciclina 3 0485 ab TEE 0457
568 1.28 abc + +'+ 0457
242 1.49 abce o+ 0.57
135 1,70 abc o+ 0.57
318 1470 abe + + + 0457
201 2456 cd + o+ + 057
22 3.41 . d + 0s57
117 3.41 d + + 0,57 '
323 3641 d + + 0457 S
605 3.41 d + + 0.57 [
659 3441 d + + 0457 !
54 5412 e + 0.57

ay-by.cy-d, e, Literales diferentes denotan diferencia significativa (P <0.05)

+ b+ o+ Muy sensible - 4+ + + .Sensible

+ o+ Medianamente sensible + Baja sensibilidad



‘ CUADRO 6a Efecto de cepa por antibidtico para Espectinomicina (CMI)

" ANTIBIOTICO CEPA  MEDIA SIGNIFICANCIA SENSIBILIDAD  ERROR ESTANDAR

" Espectinomicina 3. 1.7 abc + 0.57
i 242 2413 bed + 0,57

117 2.56 cd + 0457

! 22 5412 e + 0457

. 54 . 5,12 e + 0457
' 135 5612 e + 0457
201 5.12 e = 0.57

318 5.12 e - 0.57

323 s.12 e + 0.57

568 5.12 e + ' 0457

605 5.12 e + 0.57

659 5412 e + 0.57

-2p -

) "va’,' b,c, d, e, Literales diferentes denotan diferencia significativa : (P < 0,05)s .

4+ +.+  sensible + - Baja sensibilidad.



CUADRO 7a Concentracién minima Bactericida, Anilisis de varianzae

ORIGEN DE LA VARIA * GRADOS DE LEBERTAD CUADROS MEDIOS S1GNIFICAN=

CIA
Cepa 11 247.71 L
Antibidtico 2 61.74 " X
Cepa por antibidtico 22 365.04 bl e
Exror 72 34,56 -t
Total corregido 107

*x Altamente significativo . (P. & 0.01)




CUADRO . 8, ' Conce Minima Bactericida medias minimo cuadréticas de cepase

CEPAS MEDIAS MINIMO CU& ERROR ' ESTANDAR ’ SIGNIFICANCI_A
DRATICAS
3 11.52 1495 b
" 22 11.44 1.95 b
54 3476 1.95 a
117 16.21 1,95 b
135 2.70 1495 a
201 3.27 1.95 a
242 14.86 1,95 b
318 2477 195 a
323 3e41 1,95 a -
568 2,70 1.95 Ca
605 3405 1,95 a
£ 1.95 a

659

‘A by

Liéerales diferentes denotan diferencia significativae

{6€0.05).




:CUADRO - 9, Efecto de cepa por antibidtico para Lincomicina (CMB)a

..~ ANTIBIOTICO CEPA MEDIA SIGNIFICANCIA SENSIBILIDAD ERROR ESTANDAR

Lincomicina 605 0.64 a + ++ o+ 3039
135 0485 a + o+ o+ 3.39

22 1.06 a + 4+ + 3.39

54 1.06 a + o+ o+ + 3,39

3 1.28 a FE 4+ 3.39

318 1.49 a +* + b+ 3439

323 1.70 a + oA 3.39

568 170 a + o+ + ok 3439

201 2413 a + 4+ - 3039

659 2,98 a o+ 3.39

242 40,96 d X - . 3439

117 40.96 a - 3439

-

- a, ‘dy. Literales diferentes denotan diferencia significativae. (P & 0.05).

+ + + + Muy sensible . * —~ Resistente



' CUADRO. ‘10. Efecto de cepa por antibidtico para Tetraciclina ' (CMB)e

CANTIBIOTICO . CEPA MEDIA 'SIGNIFICANCIA SENSIBILIDAD ERROR ESTANDAR = .

Tetraciclina ‘568 1.28 a - 3.39
242 1449 a + + 4+ 3439
318 1.70 a ++ + + 3639
135 2.13 a . PR 3.39 .
201 2.56 a P 3.39 E
323 3441 a PR 3439 P
605 3:41 a PR 3.39 '
659 3441 a PR 3439 :
117 4.20 a P 3439
54 5412 a PRGN 3439
22 16421 b + 3.39
3 30472 c - 3439

S

' ayby°c, Literales diferentes denotan diferencia significativas (P < 0.05)¢ -

>‘+_+ + 4 Muy sensible + ‘baja sensibilidad - .Resistehte



'CUADRQ 11, Efecto de cepa por antibidtico para espectinomicina (CMB).

ANTTBIOTICO CEPA MEDIA SIGNIFICANCIA SENSIBILIDAD
- Espectinomicina 242 2.13 a P
3 2456 ) a + + o+
117 3,41 a PRV
54 5412 a + B
135 5.12 a PN b
' 201 5.12 a PR B
318 . 5412 a PR
323 5012 a + + 4+ +
568 5.12 a P
605 5412 a 4
659 5.12 a PN
22 " 17.06 b +

ay b, Literales diferentes denotan diferencia significativas (P < 0.05)a

+ + + + Muy sensible +baja Sensibilidad =
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