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RESUMEN

En este traba]o se! determiné la actividad microbiolégica de tres
antimicrobianos : ,{s‘o‘b_i"_e ,krel ‘microorganismo de prueba A.

Qleuropneumogige :
(A} FLOXACIN**' (quinolona de tercera generacidn); (B) FX-PLUS** y

Se- utilizaron tres quimloterapeﬁtlcos~

segunda generacmn), (M.R. AVIMEX,

de levadﬁfa_ se prepararén las

concentracione cuenta la

concentracién del
valoraeién microb
determinar el’MIC

la prueba '

[ semejante actlvidad, para los

Vserotipos vlvbs 'ani’:ibiéticos Ay B,__miem:ras ‘que para el

. serotlpo 7 el antibiético ‘A; El serotipo que asi presentd

,mayor sensibllidad a estos antimicrobianos fue el 5. Los
compuest:os de tercera generacidn representan una esperanza para
solucj.onar_los problemas respiratorics bacterianos, como la

' Plle_u:r:oprnétlmdﬁia Contagiosa Porcina, dado el desarrollo mostrado a
la fechai, pronto aparecerin nuevas quinolonas.
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I. INTRODUCCION
1. PLEURONEUMONIA CONTAGIOSA PORCINA

1.1 Definicidn

La Pleuroneumonia Qontagiosa Porcina (PCP) es una- enfermedad' )

devastadora, produce en los cerdos susceptibles una alta mortalidadz"

y pérdidas econémicas, debido a una pobre conversién alimenticia en ’

los animales infectados crénicamente. La enfermedad: pu e‘ vat ar
desde un curso hiperagudo hasta el c¢rénico,. en dende, la lesién., ’
aguda caracteristica es una neumonia hemorragica necrosante,

asociada a una pleuritis fibrinosa, mientras que ].a 1es:l.6n crénica

se distingue por un tejido pulmonar consolidado,, infa t:ado y‘

encapsulado.

1.2 DISTRIBUCUION e IHMPORTANCIA

La (PCP), esta ampliamente distribuida en muchos paises, en

los cuadros 1 y 2 se muestra los 1ug;arés,tquet':‘hAa‘n:aéislado,’
identificade y tipificado 1los diferentes s';arbﬁipos de
Actinobacillus pleuropneumoniae. En algunos paises como Dinamarca
se han encontrado casi todos los serotipos (1,2, 3, 4, 6, 8, 5 10,
11 y 12}, prevaleciendo el serotipo 2; en algunos c.>f:ros paises
como: Argentina, Irlanda , Rumania, 'Taiwan y' Venezuela ;lyaan‘
identificado solo un serotipo (1, 8, 5, 5 y .7 respectivamentg);

mientras que en muchos paises no se han identificado.



3 ‘la:mortlal‘idad,‘ se
el efecto en el
- ‘él‘vd‘ecor‘vniso de la

yi;'iilencia de las

ce{)gs .. involucrada los antinicrobianos

disponibles’ hdieiones ambientales
! ,;i.ﬁmunulégico de los

animales expuestos.i . - ..
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Cuadro 1. Distrublcién en Norte América de los serotipos de

ctinobac us oneumoniae

‘PAIS SEROTIPO

CANADA la 2 3 4 5a 6 7

E.U.A. | 1a 3 4 sa 7

MEXICO | 1a 2 3b e 5a b 7e 8

Cuadro 2. Distyubicién en Sudamérica de los serotipos de

bac 8 euroneumoniae
PAIS SEROTIPO
ARGENTINA la
VENEZUELA 7
BRASTL 1 3 4 Sa

1.3 PATOGENIA

La entidad patolégica de la pleuroneumonia del cerdo esta
claramente definida. Las primeras observaciones de esta T
enfermedad fuerén realizadas por Pattison et, al. (1957);
Matthews y Pattison (1961), Olander (1963) y por ﬁltiﬁo shopé

(1964) .
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‘ Desde 1963, & gleuropueumoniae ha(sido aislado con

frecuencia como el agente de la Pleuropneumonia

'considera a la PCP como ‘1a ‘causa sanitaria,de mayorfimportancia

en la baja de productividad de 1cs cerdos‘ﬁen;la_etapa de

finalizacién ‘de la engorda. Su epidemio 3 Ia eéta muy relacionada
»con 1a industrializacién de la produccién porcina. Los cinco
.‘continentes se encuentran afectados por esta enfermedad,
especialmente en las dltimas decadas. La enfermedad es fdcilmente
difusible por el aire, se transmite principalmente por contacto
directo de cerdo a cerdo, siendo susceptibles a la misma
enfermedad los cerdos de todas las edades. Dependiendo de cada
situacisén la mortalidad puede variar de 0.4 a. 100% (Leman et al
1981). '
1.4 ETIOLOGIA.

En Abril de 1961, un brote de una enfermedad respiratoria
savera frecuentemente fatal, fué observado en la Plata,
Argentina, donde 4000‘cerdoé gué se encontraban distribuidos en
tres granjas sepatadas;.fallecieren aproximadamente 260 animales
en un perfodo de'S semanas (Shope, 1964). Algunos murierdn sin

" haber mostrado signos de enfermedad. La terapia a base de

Terramicina fué efectiv s anlmales enfermos gue se

recuperarsn fuerén aquellos en que los signos no se mostraban
particularmente‘mapcados ‘an general los animales que
sobrevivierén duf;ﬁt’ lé,;eyéntualmente se recuperarén.

En Argentina, el Dt.‘OScar Hassini realizé las necropsias de los

_ cerdos y el analisis de las‘lesiones macroscdpicas mostré que




todes losipﬁlmones tenfan® neumbr{f.‘a ‘lobular extensa acompafiada de

pleuritis- fibrinosa.-La consistencia de la lesién del pulmén al

anguinolenta y en el primer estadio

enfa~<gran cantidad_de fluido

tefiido de sangre.sin ;ﬂbri a‘aparente. El"otx,;b pulmén estaba
relativamente" normalv : ] ' .
Shope, con e1 propésito de completar los 4 postulados de

Koch para’ incriminar al: organismo pleomérfico .como’.el agente
etiolégico deﬂla Pleuroneumonia de Argeqtina, transfirié tres
veces-en medio de cultivo el aislamiento de este Gltimo pulmén y
'después lo inoculs. a otro cerdo, Este cerdo también se enferms,
~murid y desarrollo la misma neumonia lateral del cerdo anterior.
Con estos experimentos entre otros, Shope demostrd que el agente
causante de la enfermedad respiratoria fatal ocurrida en los
cerdos de Argentina fué una bacteria del género Haemophilus,
llamada Haemophilus pleuropneumoniae Gltimamente clasificada
cémo Actipnobacillus_pleuropneumoniae y que ningtn virus esta

asociado con esta enfermedad.

Dadas las caracteristicas de la manifestacién patolégica de
la enfermedad, gue es evidentemente contagiosa y porgque tiene una
entidad etiolégica definida Shope la llamo: Pleuroneumonia

Contagiosa Porcina (PCP).
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1.5 PROPIEDADES MORFOLOGICAS Y BIOQUIMICAS

El agente causal fué designado inicialmente come Haemophilus
parahemolyticus por sus caracteristicas similares al H.
parahaemolitucus del humano (Greenway, 1981).

Antes de 1978, no se diferenciaba A. pleuropneumoniae del
comensal humano, H. parahaemolitycus. Una reaccién CAMP positiva
y la fermentacién de xilosa, ribosa, manosa, galactosa y manitol
por A. pleuropneumonjae lo diferencia de H. parahaemolyticus.
Ademds, A.pleuropneumoni-: es Indol negativo, ureasa y nitrato
positivo; la oxidasa es -arjable (Kilian, 1984). Debido a los
estudios realizados sobre las bases fenotipicas y sobre el &cido
desoxirribonucleico (ADN) de estas bacterias, hiclerén que se
transfiriera de la especie Heamophjlus pleuropneumoniae a la
especie Actinobacillus pleuropneumonjae biovariedad 1 si es
dependiente de nicotinamida adenin dinucleotido (NAD) y la
especie Pasteurella haemolytica like a la especie Actinobacillus
pleuropneumoniae biovariedad 2 si no es dependiente de NAD (Pohl
et al, 1983).

El A. pleuropneumoniae es un cocobacilo fermentative, gran
negativo y pleomorfico, con formas filamentosas ocasicnales.
Generalmente se observa como un bacilo corto y encapsulade que .-
mide de 0.5 a 1.5 um de largo por 0.3 um de ancho. Es una ER
bacteria que carece de flagelos no produce esporas, posee
fimbrias citoadherentes. .

Actipobaci)lus pleuropneumniae es una bacteria aerobia o

anaerobia, una caracteristica fundamental de este microorganismo



es la de depender de NAD, £ tor de crecimiento conocido como v,

Paufa los éiéléﬁiéntos primarios es importante que el NAD se
lo propdrcione "in situ" oﬁro microorganismo, mediante una
estria sobre el cultivo sospechoso de Actinobacillus
pleuropneumoniae, dicho fendmeno se conoce como satelitismo.
Entre los microorganismos que sirven como cepas nodrizas se
encuentran: Staphylococcus auresus; Staphylecoccus albus;
Streptococcus faecalis; especies del génerco Bacillus y especies
del género Pseudomona. El empleo de §t_am2me_o‘ccu_s_amr_tis_ nos
permite observar ademds de la dependencia, el fenéSmeno de
Christie, Atkins y Munch Petersen (CAMP), en donde la beta
hemolisis de la t6xina de la téxina B del Staphylococcus actua en
forma sinergica con la cohemolisina de Actinobacillus
pleuropneumoniae sobre placas de agar sangr'E { Frey J gt al,
1989). '

Las colonias en ag 1nfusion cerebro corazén (BHI) con la

cepa nodriza, suelen ser muy pequeﬂas (menores a.un milimetro) ,‘, :

blanquecinas, brillant s y mucoides, las colonias en agar BHI

suplementado con extracto fresco de levadura o NAD se observan de

mayor tamaﬁo, se reconocen dos wvariantes coloniales, una 1isa u
otra rugo.=a y ‘a'veces adherentes al medio sélide. (V!Sibersrte.m, i

1977)



Cuadre 3. Caracteristicas Biogquimicas de

ctinobacillus pl oppeumoniae

Factor Vv +
Factor X -
Catalasa d
Nitratos +
oxidasa - d
Urea . +
Indol -
citra£os -
Hemolisis B +
Xilosa +
Daxtrosa +
Fructuosa +
Inositol -

Fosfatasa alcalina +
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1.6 COMPOSICION Y FACTORES DE VIRULENCIA
2.6.1  CAPBULA

La cipsula de A. pleuropneumonjae serotipos 1 a 7-ha sido

purificada por precipitacién del sobrenadante del cultivo, con

N-acetilglucosamina y" acetilqalactosamina.

Los'grhpos;foéfatps”soh‘responsables de la carga negativa en

la mayoria de las cébsdlas, excepto en el caso del serotipo 5,
que tiene una carga.négatiya debido al gupo de &cido. carboxilico
-de DMO (Altman y Brisson, 1987).

La capsulé es la responsable de la especificidad del
serotipo, en la actualidad se rcconocen diez serotipos designados
con nimeros arabigos del 1 al 10, se hanh designado otros dos
serotipos 11 y 12, pero afin el estatus del serotipo 11 no esta
claro.

La cédpsula de A. pleuropneumoniae, al igual que las de otras
bacterias son inertes biolSgicamente, nec activan la cascada ‘de
complemento y no demuestran actividad téxica por medio de una
reaccién dérmica de Schwatzman, actividad pirégena, mortalidad de
embri6n de pollo, o blastogénesis de los linfocitos de la sangre

periférica de cerdos no inmunes ( Fenwich y Cullor, 198%).
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La céPSula es el componente principal que protege a la
célula de la defensa del huésped.‘ A pleurogneumoniae
encapsulado es res;stente a 1a muerta ba¢teric1da por parte del

anticuerpo y del complemento, aﬁn con al antisue:o hiperinmune.

En el suero hormonal (que,' ntiene complemento activo),’

A.pleuropneumoniae  es resistentextambién a la fagocitosis por

leucocitos polimorfonucleare ;
4dpsula es responsable de la
~PEasd de A. pleuropneumoniae.

la:proporcionan proteccién contra la

como se menciond:

especificidad del serotipo;¥eniel

Los anticuerpos:a_ la.cé
muerte, pero.la a'ééuada'contra la infeccién y la
enfermedad cféﬁ;ca;

La protecci6n~prpporcibnada or»1aé vacunas muertas es también- .

.seroespecificamy le tr buye a’'los anticuerpos de la cdpsula (

Nielsen,v1984 )' ciertos serotipos ‘aparentemente son mas

virulentos que otros ariaciones en la virulencia puede

mpo iéién:y estructura de la capsula o la

relacionarse—a la

cantidad:de capsula‘adherente a la célula { Jacques et al, 1988),

mostrarén gue los,serotipos mis virulentos tienen céipsulas

. adherentes méslgrandes,:lo que puede detectarse por microscopia

electrénica.

Mientras que es claro que se reguiere la cipsula para que
‘haya’ virulencia en A pleuropneumoniae, todavia no se conoce
completamente‘el mecanismo por el cual la cdpsula contribuye a la

virulencia.
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1.6.,2 FIMBRIAS CITOADHERENTESB S T

En México se han realizado una serie de trébéjosséde

mostraron que al ser inoculados por nebulizac;énréon'ﬁ;‘

pleuropneumoniae (en una cdmara de aerosoles) a‘cerﬁos}zcohejds)
ratones y cuyes, solo los cerdos se infectaron y murierén con’
incculos gue variarén de 2 % 10 hasta 2 x 10 unidades formadoras
de colonias/ml (UFC/ml). Estas evidencias muestran la alta
especificidad de especie de A, pleuroppeumoniae hacia el cerdo,
sugiriendo probablemente, gue el cerdo posee receptores
especificos hacia el factor de adherencia de esta bacteria.

En otros estudios se han identificado A._pleurppneumoniae
estructuras semejantes a fimbrias o pilis citoadherentes,
denominadas también adhesinas. Sin embargo, no se han encontrado
estos apéndices extracelulares en A, pleuropneumoniae cultivados
in vitro, vy al parecer solo lag bacteria expresa estos antigenos
en el cerdo. Recientemente se han identificado estas estructuras
mediante microscopia electrénica y estudios de patogenicidad en
cerdo SPF, en donde se demuestra que europneumoniae tiene y
presenta factores de adherencia o pilis citoadherentes en el
cerdo, mientras que solo se mantienen estos pilis en los primeros

pases de la bacteria en medios de cultive in_vitro.
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1.6.3 LIPOPOLISACARIDO o

Las bacterias Gram negativas se caracterizan por presentar

una membrana externa, que estrucédralméhte3esVidéntica a.la

membrana celular o interna, solo que en la membrana externa o

envoltura celular se encuentra'enc avad, el lipcpolisacérido

(LPS) .

Se concce. gue; ia mitéd; bobﬁdrato se extiende dentro

del ambiente del. organi‘mo, mientras que el componente de lipido

‘A es el‘lipigo;ﬁrimv rioien:l hojuela externa de la membrana

externa. La camposicién de la m ad de carbohidratos de los
patégenocs respiratorics gram neqativos (- v.g. Haemophilus sp)
es diferente de la de las,bacterias gram negativas entéricas; una
diferencia principal es la falta de cadenas laterales O en las .
primeras.

Altman et al (1987) sin eﬁbargo han reportado la estructura
de las cadenas laterales O de A. pleuroppneumonjae serctipes 1, 2,
3 y 6. Para cada serptipo se aislarén cadenas laterales O
separadas,oligosacidridos del niicleo y DMO (4cido 3-deoxidimanno-
2-octulosénico ) libre, después de una hidrélisis 4cida leve.

La composicién y la estructura de las cadenas laterales " ov
del LPS varfia entre los serotipos, pero estd compuesta de
aztdcares comiines, galactosa, ramnosa, N-acetilglucosamina y N-
acetilgalactosamina. Se ha reportado que existe glucosa y DMQ.en
los oligosaciridos del nécleo de los serotipos 1 y 7. El gt
componente lipido A consiste predominantemente de 4cidos grasos,

formando aproximadamente el 9.2% del LPS total. B
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‘Las prapiedades biolégicas del LPS ?

e resumen.en las siguientes

actividades ‘tisne 1aﬂactividad b;olégica clésica de una

purificadoﬂde los diferentes serocipos de A. pleuropneumoniae,

induce’ una infiltracién de élula sinflamatorias cuando se

inécula a ratones Yy cerdos por ‘via respitatoria, observandose una
neumonia intersticial multifocal y o la neumonia
fibrinohemorrdgica necrética clasica de la PCP. ES probable que
el LPS actie sinérgicamente para intensificar las lesiones

causadas por otras téxinas.

+1.6.4 PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA.

El pérfil de las proteinas localizadas en la membrana
externa, se ha estudiado en todos los serotipos de A,
pleuropneumoniae. Basandose en la movilidad de estas protelnas,

“la migracién ccurrié de la siguiente manera: en las regiones de
39 a 44 Kd (kilodaltons); de 16 a 16.5 Kd y en la regién de 29 Kd
correspondiente a una proteina modificable por el calor, por lo
que 'se han identificado 7 patrones de nueve serotipos probados.
Las proteinas de la membrana externa se los setotipbs 1y9
fuersn identicas (estés serotipos presentan reaccién cruzada por

sus antigenos capsulares), asi como los serotipos 2 y 6 ( estos



. T T
serotipos’ no'cruzan por sus- antlgénbs' ca‘p's‘ular.e‘s)',’ "yloé" éerotipos
3, 4, 5, 7 y 8 presentaron: pérfiles proteinicos diferentea, estos
serotipos solo cruzan por- antiqenas capsulates de la siguienta

manera: el 3 con el 8, el 4 con el 7 b4 el 5 que no,cruza con los

demés.

1.6.5 EXOTOXINAS
En los sobrenadantes de los cultivos de’p. pleuropneumaniase

diterente células, tales

se ha encontrado actividad"té'ﬂica

como llnfocitos y macréfaqo 1veolares -pero principalmente

contra globulos rojcs ctividad:funcional ha determinade

la déhb’mihen "hemolisinas” o

que a esos ;fa_c‘ reastoxi
» s tipos distintos de

&_.p.l.egm.p.n.ms_u.ia_ Citolicina I
cltolicina IIT ( Cly IIT ).

itotoxicas pero ne’ ‘hemoliticas.

rodu 2n 'practicamente .

F1lly 12),,

mientraé“'&ug la‘eitolicina IXI71a prbduce'n'l'é_:é setotipos‘ (273,

E.'stas hemol s‘inas no muestran diferencias antigénicas entre

serotipo_‘, aunque son antigénicamente diferem:es entre ellas. La
actividad hemolitj.ica de esta proteina es probablemente la
“responsable de las lesiones iniciales de la PCP, caracterizadas

por ser hemorrﬁgi.ca.s'y necréticas.

ducan los Berotipus- 1,
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5. -
se ha descrito- una pruaba de:neutralizacﬁn de la hemolisina,

usando sobrenadante de A. euro umo iae como - fuente de

hemolisina. Esta: prueba h" mostradc varias ventajas sobre las

pruebas convencionalas-como'serian' no son.serotipo-especificas;

permiten diferenciar entra animales vacunados Y no vacunados Yy
tienen buena sen51bilidad sin embargo, tiene problemas de
especificidad porque. la HL1 muestran reacciones cruzadas con una
variedad de bacterias en las. que se incluyen Escherichia coli,
Pasteurella haemolvtica y A¢tipobacillus suis.

El grupo de la Universidad de Minnesota ha modificado esta
prueba y la hicieron mas simble y especifica, la prueba determina
anticuerpos neutralizantes de la hemolisina, la presencia de
dichos anticuerpos se interpreta como una infeccion por cepas de
campo, diferenciandolos .de ﬁéﬁellos anticuerpos producidos por
una vacunacién. i » ‘

Aunque. no se sabe 1§ imp9rtancia‘préctiga, esta prueba se puede
realizar facilmente en iabﬁratofidérﬁon pocos recursos técnicos.

(Pijoan, 1985).

2.6.7 HEMOLISINAS

Varios investigadores han mostrado que las células de A.
pleuropneumoniae y los sobrenadantes en los cultivos son téxicos
para los eritrocitos, macréfagos pulmonares, linfocitos y varias
otras células ( Bendixen et al, 1981). AlGn cuando el
sobrenadante de los cultivos es tanto citotéxico como hemolitice,

alin no ha quedado claro cuéntas toxinas estdn involucradas en la
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toxicidad.. Se han ‘identificado cepas‘que\sbnit;totégié a,Apéro

no hemcliticas (Rycrott,. 1991)

SErolégicamente, .se. ha repcrtado que’la atividad hemolltica ‘ag’
homogénea, mientras gue-se han identifi ‘d

de actividad citotéxica, . -

dlstintivos S

La actividad hemolitica en al sabtenadante da‘los cultivos de A
pleurobneumoniae es altamente.inestable, es inactivada por calor,
formalina y enzimas prutealiticas'y”es producida
predominantemente en la fase logaritwmica media ( Maudsley et al,
1986}, Se piensa que la actividad hemolitica extracelular es
responsable de las lesiones hemorrdgicas y necréticas
caracteristicas de la pleurcpneumcnia ( Udeze, 1987).

Una cohemolisina que produce un efecto semejante a CAMP en
'presencia de B téxina de Staphylococcus ha sido identificada como
una proteina de 27 Xd y su gene fue clonado en E. coli.
clonaron también esta proteina de un peso molecular semejante
(29.5K) y podria ser la misma proteina. La relacién de esta
hemolisina semejante a CAMP y la actividad hemolitica atin no es

conocida.

1.6.8 PLEUROTOXINA

También se ha encontrado durante la fase de crecimiento, en
los sobrenadantes de cultive de 3. pleuropneumoniae, efecto
téxico en células adherentes de lavados pulmonares (macréfagos),
agi como en monhocitoe circulatorios, pero su efecto es menor

sobre células testiculares. Su produccién se inhibe por el
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oxigeno y el colesterol, es termoldbil, es hemolitica’y téxica
para’los- neutréfilos (PMN),” es sensible a las proteasas, es una
proteina inmunogénica gque es neutralizada por los sueros de

cerdos convalescientes a PCP.
1.6.9 OTRO8 FACTORES

Actinobacillus pleuropneumoniae, asi como otras:

el género Haemophilus, es extremadamente especifico’en ciiante al

species en

huésped y no se sabe gue cause infecciones“en"otros dtganisﬁoé»‘

que no sean los de los cerdos. AGn cuando se han -usado ratcnes

come modelos para la forma aguda de la enfermedad,
cestablecido una verdadera enfermedad y es prcbable que los
ratones mueren dgbido a los efectos de varias téxinas (Inzana
et al -1988). ' ‘

La especxficzdad de A. pleuropneuponiae en cerdos sugeriria

qua las bacterlas tienen factores altamente especificos de

adherencia;:sin embargo, todavia no se han identificado tales

ASe han Ldentlficado estructuras semejantes a pili en las

células)de A. pleuroppeumoniae gque han sido fagocitadas por

1eucoc1tos polimorfonucleares (Inzana, WOrkman, 1988), pero tales

.géffﬂcturas no han sido identificadas en las bacterias cultivadas

in vitro.
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La hemaqlutlnaclén es una. propiedad de algunos aislados de

A. Qleuroggeumonlae vaﬁn cuando no da?todos.,La hemaglutinacién

no es esécifica de lasj é

ﬁas -de una: especie animal

dada; de hecho,; s:“' reportado siete d1 erentes patrones de

hemaglutinaciﬁn, basado en 1as‘especie5 animales de las c&lulas

‘sanguineas aglutlna as. La hemaglutinacién no parece ser mediada

por los piwlsAl una superfxcie hidrofébica.

Hasta ahora muchos esfuerzos han sido realizados para
gcqntrolqr‘esta;enfermedad, una de ellas es la vacunacién, algunas
dehésiaé Véeuﬁés han sido probadas experimentalmente para
ﬁrotégér,aé-ia:enfermedad, sin embargo la efectividad de estas
vacunas coﬁérdiales no han dado buenos resultados en la
producéién porcicola. La vacunaclién con células completas,
bactefinas, extracto»capsuiar, LPS y proteinas de membrana
externa, pueden reducir la mortalidad y morbilidad, pero no
previenen la infeccién ] el desarrollo de la enfermedad crénica y
ne -protege contra todos los serot1pos.

No se sabe

si, la.; falla deuestas vacunas para proveer una
protéé;ién :
'sufiCiente
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1.7 QUIMIOTERAPIA PARA LA PCP

La Quimioterapia para la PCP ha sido reportada por varios

La susceptibillidad a: antibiéticos ivi
demostrade gue cepas de’ A, gl ; gneumonigg'generan

rapidamente. Diversos estudios sugieren que algunas de las cepas

sistencia

resistentes a algunos de los antibiéticos 11evan un- plasmido de
resistencia (Watanabe y Fukasawa, 1961). La multiresistencia
bacteriana de la quimioterapia de drogas por el descubrimiento
del plasmido "R" es un factor extracromosomal, el cual es
genéticamente responsable de este fenémeno, dando las primeras
observaciones de la transferencia del plasmido R entre bacterias
Gram (-). (Mitsuhashi, 1977).

Se han reportado diversos estudios de la susceptibilidad de
A. pleuropneumoniae a un gran nimero de antibiéticos como son:
penicilina, ampicilina, cefaloxina, estreptomicina, kanamicina,
furadomicina, gentamicina, cloramfenicol, tiamulina, tilosina
etc.

Estudios realizados en Japén sobre la susceptibilidad de A.
pleuropneumoniae demostraron que la mayoria de las cepas fuerén
altamente sensibles a penicilina, ampicilina, cloramfenicol,
oxitetraciclina, rifampicina y trimetroprim; Por otra parte estas
cepas fuerén resistentes a aminoglucésides, macrélidos, tiamulina

y sulfamonometoxina.
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Asi la sensibilidad de A. g;eurogﬁeumcnigeifue'-'driferente-a lav . f

observada - por’ enterobacterias 'y Vsimilar“pai:a,ot‘raS»'especies de':

Haemophilug (Inoue .y Yamamoto,- 1984)%

Por-otra parte se reporta E;u_e 'cé’pasfaf adas ‘eqép

1986) mostrardn resistencia-a alg_uﬁos‘de»,_ln ntibidticos ta']:gs .

que algunas de las cepas lle

(Misuhashi, 1977).

otro- estudio 11evado

revela la sensibi id e vari.os antimicrobianos 'y se

analizé la :presem::. e plasmidcs en‘ 20 aislamientos de

- Actinobaéiilus leuro, neumoniaerserotipo 1,- obtenidos de cerdos

de’ abasto ‘con ple ro u nia contagiosa porcina crénica. Todas
las cepas’ fuero _100%/resistentes a: 4cido oxolinico, ampicilina,

clindramicirrla‘,;fqloxﬁ;cﬁiina,,colistina, exitromicina, gentamicina,

llncomiciha, neom cir}é, ‘éélimixina B y sulfametoxazol-
trimetoprim.:Las cépéé fueron:sensibles a 4cido nalidixico

(100%) .

La resistencia a los antimicrobianos mostrada en estas cepas no
estuvo relacionada con pldsmidos. Lé\:“ resistencia de A.
pleuropneumoniae se debe en algi.mos casos al uso comercial de’:
antibidticos en la alimentacioén ‘de 1cs animales para aumentar la

ganancia de peso y la eficiencia: alimenticia. Esta presién
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intensa Selectlva por 1os antibxéticos en:las granjas han

conducido ‘a un aumento para: queila bacterla contenga el plasmido

que’se cuente con‘una nueva molécula

'origiﬁél' “_actividad Varmacolégica superior se regquiere haber

estudiado~por lo menos ‘unas: 3 000 moleculas por afio en
laboratorlo de desarrollo, con sistemas de disefio por computadora
y retroalimentacidn de este paso:con los bioensayos in vitro e jin
vivo. Con un equipo especializado se requiere un promedio de S
afios para liberar un medicamento al mercado veterinario. En este
momento se conecen los detalles relevantes de la farmacocinética
del nuevo fdrmaco en la especie particular en la que seré
aplicado, incluyendo también detalles de toxicidad,
biodisponibilidad, velocidad de depuracién, sinergias y
antagonismos, estabilidad, irritacién a tejidos, espectro
antibacteriano, y muchos otros detalles que permiten liberar una

indicacién especifica.

1.7.1 QUINCLONAS

Estas consideraciones son relevantes a las Quinolonas y

fluoroquineclonas en funcién de gue en este momento, este grupo

.representa el rubro comercialmente mis productivo de la industria

farmacéutica veterinaria.
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Leshner cztado por (. Albrech g 1977f; puso a la disposicién

' 1a primera Quinolona

de 1a comunidad médica e

antlhacteriana,‘e' dcido nalldixico que actuaba en las

déaada;nlas fluorogquinolonas.

qui iéh;s, las sustituciones a este nivel

divisién en las quinolonas tal sustitucién es una verdadera

. marca, ya que con ella se mejora la unidén a la ADN girasa en 2 a
17 veces Yy la penetracién celular en 1 a 70 veces con respecto a
las quinolonas que no tienen F en la posicién 6 (Domagala, J.M

'1986) .
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S CH3 e

En 1a ﬁqéiéiénr7“se'han:intentédo-nuﬁefosas:manipulaciones
con'mayor'o<ﬁén6r éiito‘ Asi como el F en posicién & distingue a
laszdinoionas‘de sequnda generacidn, en esta posicién se
’distinguen'las quinolonas de tercera generacién.

Se ha visto gue la afinidad por la ADN girasa aumenta de manera
‘directamente proporcional con lo voluminoso del sustituyente.
Egto es, moléculas lineales en este radical muestran menos
potencia que radicales ciclicos como el de la enrofloxacina y la
danofloxacina; esta Gltima es muy voluminosa y liposoluble en
funcién de su grupo diazabicicloalguilo en esta posicién (Chu,
198€). Las guinolonas de segunda generacién como la norflexacina,
enoxacina y ciprofloxacina tinen un radical piperazin~1-il,
mientras que quinolonas de tercera generacién, como la
ofloxacina, amifloxacina y fleroxacina tienen un anillo 4«metilo-
piperazin-1-il.

Hoy dfa las Quinolonas como antibacterianos son un grupo

farmacologico muy importante.
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Estos farmacos tienen una potencia promlnentemente

generac16n, q'

antihacterlano

danofloxacina. P051blemente ingresen en.un futuro no lejano otras
quinolonas de tarcera-generacién‘como;la sarafloxacina, la
lomefloxacina, la fleroxacina, ete,

La farmacocinética de las gquinolonas sigue un desarrollo
crondlegico bien definido; de agul que, en comparacién con la
primera y segunda generacién de quinolonas, los farmacos de la
tercera geheracidn tienen una mejor distribucién en tejidos y una
vida media més prolongada, lo cuidl hace que sean dtiles en muchas
enfermedades bacterianas. Presentando ademés pocos efectoes
adversos, a excepcién de dafio en cartilago juvenil en perreos y

caballos particularmente,

1+7.1.1. EBPECTRO DE ACTIVIDAD

En general las quinolonas de primera generacién tienen una
actividad limitada y suelen ser activas Gnicamente contra algunas
bacterias Gram negativas. El espectro se aumenta en las de
segunda generacidén, siende la flumequina la mas débil in vitro y
sin efecto sobre micoplamas y quizd la ciprofloxacina la mas

potente con importante efecto antimicoplasmico in vitro.
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En el caso de las Quinolonas de segunda generacién hay

actividad importan:e contra Pseudomonas , Haemophilus s
mgxlobgctgr spp, Mycobacterium spp y Staphylococcus spp.

Indudablemente, en medicina veterinaria las mas potentes son la
fluorogquinolonas de tercera generacién. Estas son activas contra
todas ‘las bacterias mencionadas y contra Brucella spp,
Rickettsias y Plasmodium falciparum. Nuevamente su actividad es
menor contra Streptogcoccus spp y Nocardia spp y casi nula para
anaerobios.
Algunas evidencias indican que las fluoroquinclonas pueden tener
efectos importantes contra Nocardia asteroides; la ciprofloxacina
fue activa contra 50% de las cepas probadas en un estudio y la

.- tosufloxacina (3a generacién) fue 100% eficaz contra Nocardia

1. gpp. (Hooper, 1985).

1.7.1.2. MECANXSMO DE ACCION Y RESISTENCIA BACTERIANA
El sitio de accién de todas las guinolonas y

fluoroquinolonas es la ADN girasa o topoisomerasa II, una enzima

esencial para la replicacién del material genético bacteriano.
»-Contiene dos subunidades A y dos B. La funcidén de la ADN-girasa
w&es vital para la replicacién de los &cides nuclé&icos bacterianos.

De manera muy simplificada, se puede decir que dicho material se
v epcuentra apelotonado y qhe<;a funcién de la ADN-girasa consiste

en convertir en line§r dich6fﬁateria1 y girarlo en sentido
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eontrario a la torsién ‘normal de la doble hence para permit:l.r

que el material genetlco‘s 'repllque, transcriba, .repare y

las Quinolonas (Georgopapadaku, 1987).

suert;a que 1a enzima ‘que :se genera no puede ser inhibida por el
‘acido na;_idixlco, con resistencia cruzada a otras guinolonas de
‘primera generacién y algunas de segunda. No obstante, la accién
de agentes 4-quinolinicos con un anillo é-fluoro-7-piperazinico
(esto es, algunas fluorcquinclonas de segunda generacién y casi
todas las de tercera generacién), también inc¢luye la subunidad B,

haciendo hipersensible a la ADN-girasa (Cornett y Wagner, 1985).
1.7.1.3. TOXICIDAD

En la actualidad se sabe poco de la toxicidad potencial de
las fluoroquinolonas de segunda y tercera generacién en animales
domesticos productivos como aves, cerdos y hovinos (adultos o
. becerros)..Como dato se comenta gque se necesitan mas de 5 frascos
de :I,OD,:mi; de - las: presentaciones comerciales de enrofloxacina o

“donofloxacina- para inducir efectos t6xicos en un cerdo de 10 Xg.
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Tampoco se ha detectado que alguna asociacién aumente'la
toxicidad de estos medxcamentos en cond1c1ones practxcas en

veterinaria. En ‘todo- caso, los antlacidos dismxnuyen la absorcién

de estos compuestos por quelaciénvlimitand' su:eficacia (Christ,,-

aungue el inicio de la

dosis (Burkhandt, 1990) En“la‘informacién técnica relacionada

con la danofloxacina ylla enrofloxacina se. especifica que se han
hecho pruebas de teratogenicidad, embriotoxicidad y mutagenicidad
con resultados de completa inocuidad. En conclusién, las
: gquinolonas son muy poco tbxicas para_los animales, en particular

bajo lasVcondiciqngs:habitua;es de su use.
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II COBJETIVOS

OBJRTIVO GENERAL:

Determinar 1la actividad microbiolsgica de 3~ qunolonas para

Actinobacillus pleuropneumoniae serotipos 1, 5, 5 y 7.
OBJETIVOS PARTICULARES:

2.1 - Efectuar el método cilindro plaéa y el método tufﬁidiméiiieo
para determinar la actividad microblolégica'de estos antibiséticos

sobre los serotipos 1, 3, 5y 7 de A.'Qleu;ggneumoniae.

2.2 - Hediante un andlisis estadistico ANOVA, se determinara el
rango de sens;bllidad estos antibidticos contra los dlferentes

,serotipos de A. gleugogﬂeumon; e.
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III. MATERIALES Y METODOS

3.0 MATERIAL BIOLOGICO.

Los serotipos utilizados fuerén donados por " College of Veterinary
Medicine", Iowa State Unive;-:sity. ATCC 1 p 10, 8‘-11-88; ATCC 3
p9, 5-8-91; ATCC 5 SCI p7, 1-25-88; Ser 7,~,7-'7;-ss',' WF 83, scI AP
6. Se trabajdé con 4 serotipos de Actin'ggggnlus pleuropneumoniae,
1,.3, 5y 7. Las cepas se conservarén a’ =70, c Y- una ‘cepa neodriza

-de  staphylococcus aureus.
3.1 MEDIOS DE CULTIVO.

a)  Los medios de cultive utilizados. fueron placas de Agar sangre,

Agar de infusién cerebro corazén y’_'_AgaQ: pé‘rab ar_atibibticos No 11,

caldo soya tripticasa (CST)iy: xt:'énctb det;_leﬁravdura.

M (Se;éalenté_a
.. 80-85.'C, seclarifics mediante -la;filtracisn

" con cartuchos
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3.2 PREPARACION DEL ANTIBIOTICO

ANTIBIOTICO
A Floxacin
B FX=-Plus
c Croni-Mex.

De 1los tres antibioticos se prepararon 1las concentraciones
correspondientes de 10 a 100 ug/ml, usando como medio diluyente
agua destilada, tomando en cuenta la concentracién del principie

activo indicado en el marbete.

3.3 PREPARACION DEL MICROORGANISMO DE PRUEBA.

a) Cepas: de A. pleuropneumonjae (serotipo 1, 3, 5 y 7) se

sembrarén en Agar de infusitn cerebro corazén (BHI), posteriormente

se cclocd una estria de Staphylococcus aureus, con el objeto: de

observar la prueba de satelitismo. Después del periodo de
incubacién, de estas cajas se tomé una asada y se sembro en cajas

de BHI con extracto de levadura.

b) Estandarizacién de la suspensidn.

Después del crecimiento del microorganismo se determiné el factor
de dilueién con el gque se obtenga el 25 % de transmitancia a 530
nm, y se determino la cantidad de (UFC/mL) regquerida gque debe

afiadirse a cada 100 ml del medio y mantenido de 45 C a 50 C. El
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inociilo 'se : preparo - en tubos" de ‘caldo- soya’: t_rii::téibésa (csm),

tomando 1 ml de aqul y colocarlo en una celda‘ sel,‘fué,‘ajuvst;ando

hasta obtener una D.C de 1.5 a 530 nm, diché%_yder.:s‘ida;dv-rfépyiresjvk‘enté3‘10 :

cfu/ml.

3.4 DESARROLLO EXPERIMENTAL

Se emplearon 2 métodos generales de: valoracién microbiologica- .

el cilindro placa o de "placa" y el turbidi étrico. de’ "tuho“ -El

primero se basa’ en la 'di usién’ de antibiético contenido en un

‘eilindro’ vertical o: disco d papel iltro aw través de una capa de

o placa, en una extencién

zidesarrolle rapido en ausencia él'a:ntibiéﬁico. La cinética de la

accién bactericida pude re lizarse monitoreando el crecimiento de

la bacteria con la lectura de densidad 6ptica o nefelomstria. Tales
métodos utilizan 1la: habilidad de la disparsién de la luz a través
de la turbidez del caldo y puede detectar pequefios cambios en el
s'eracimiento de la- bacteria:i:
. e e

S
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3.5 VALORACION MICROBIOLOGICA POR EL METODO CILINDRO PLACA

Las placas se prepararén en dos etapas. 1.- La capa base consta de
21 ml de ( medio para antibidtices No 11 ), cada ecaja dejar
solidificar sobre una superficie lisa y nivelada, se adicionan 4
ml de medio BHI con levadura el cual es jnoculado previamente con
i ml de la cepa de A. pleuropneumoniae la cual ha sido ajustada a

una D. o-de— 1.5.:-La segunda capa es distribuida uniformemente en la

‘;superficie de- la primera capa base una vez solidificado, se

'tcolocarén en cada caja 6 penicilindros (USP) a intervalos de 60 en

Sun: radio; den 2.8 cm, llenando cada cilindro-con las diluciones del

S anﬁibiético correspondiente y previamente filtrado, se taparén las

~cajas’ con tapas adecuadas que absorban la humedad; se incubarén a

»37.C. por 18 a 24 hrs, se midierén los halos de inhibicién con un

bernier de aproximacién 0.1 mm.

3.6 VALORACION MICROBIOLOGICA POR EL METODO TURBIDIMETRICO

Se preparé un stock de 100 ml para cada uno de los antibiéticos con
una concentracién de 100 ug/ml. La preparacién del microorganismo
prueba es igual como en el paso 3.4. En el dia de prueba, se
prepararén las concentraciones necesarias por dilucién de 1la
solucién stock. Se trabajé en serie de tres de diez tubos cada una,
las diluciones correspondientes de 10 a 100 ug/ml se realizarén con
el medio de cultivo (CST~Levadura), a continuacién se agrega el
antibiético y el inoculo de la bacteria. Se incluyoc un tubo control

a cada gradilla, conteniendo 0.5 ml de bacteria sin antibiético y
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un tubo blanco con caldo no* inoculado.
Despues de 18 6 24 hcras de incubaclén, se 1ey6 la absorbancia
de los tubos de cada gradilla a 530 nm, ajﬁstando previamente el

espectrofotémetro en absorbancia cers con-un- blanco, “hasta que se

‘alcanzé estabilidad en-la lectura (30 segundos).

3.7. ESTUDIO ES8TADISTICO

Para interpretar el tamafio de la zona de inhibicibn, este debe
primero estar relacionado con un M.I.C. Los datos obtenidos de las
zonas de inhibicién fuerén graficados contra las concentraciones
usadas del antibiético, realizandose después un estudios

estadigtico, regresién lineal y anallsis de varianza.
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RESULTADOS

cilindro-Placa.

En relacién 'a los resultados obtenidos medianﬁe ééte'méﬁodo
para A. pleuropneumoniae serotipo 1 (Cuadro 1A y Gr&fica 1, 2 y 3),
se muestra el analisis de varianza (ANOVA) ‘para‘ determinar el grado
de actividad bldlogica de los 3 antlmicrobianos probados. Para. la
. prueba de Tukey, se utilizaron los resultados obtenidos mediante el
. ANOVA, - los promedios del halo de inhibicién, A ) muestran en el
cuadro 1B, que sirvieron para determinar las diferencias entre. el
grupo de antimicrobianos A, B y C; el orden de magnitud del halo de
inhibicién fue el siguiente: A (2.67 cm) > B (2.13 cm) >-C (1.24
cm), existiendo diferencia significativa. Para determinar el
compertamiento de las concentracicnes de los tres antimicrobianos,
también se realizé la prueba de Tukey con los datos obtenidos de la
prueba de ANOVA, que se muestran en el Cuadro 1C y en las Graficas
1, 2 y 3, en donde se obtuvieron 3 grupos predominantes, el
primero fue de 10 a 20 ug/ml; el segundo de 30-40 hasta 70-80 ug/ml

y el tercero de 90 a 100 ug/ml.
En relacién al A. pleuropneumoniae sercotipo 3 (ver Cuadro 2A
Y qrafica 4, 5 y 6), se muestra el andlisis de varianza (ANOVA}
paia déterﬁinéz ‘el grado de actividad bidlogica de . 3
antimiercbianos, Para la prueba de Tukey, se utilizarén les
iesultados del ANOVA y los promedies del hale de inhibiecién, se
muestran en el Cuadro 2B, que sirvierén para determinar si hubo

diferencia significativa entre el grupo de antimicrobianos A, By
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C; el orden de magnitud que exlstla Eue el siguiente. A (2.81 cm)

. prueba de ANOVA,  se.] 1;1as graficas 4,

5y 6, en doin‘deﬁé obtuviers estos fueron.
uno de 10 ug/ml,

ug/ml.

dnteminar el: grado de activ:.dad biOIOgic
contra A. pleuropneumo oniae serotipo 5 (ve Cuad

8 y '9).. Al realizarse 1la prueba : de Tukey

e 3 ‘_quﬂni,éterapéﬁt.icos

Ay graficas. 7,

>e’ dtiiiiarén los
resultados obtenidos del ANOVA cuadru 3A ,y‘los promedios del
z:dismetro de inhibicién, se muestran en el,curadro »3B, que,sirvieron
. para determinar las diferencias eptre elwarntirrpigz;obriana A, By C;
el orden de magnitud gue se dio fue: A (3.46 cm) > B (2.82 cm) > C
{1.61 om), encontrandose diferencias significativas. Para
determinar el comportamiento de las concentracicnes de los tres
s antimicrobianos, también se realizé la prueba de Tukey con los
‘~datos de la prueba de ANOVA, gue se muestran en el Cuadrxo 3C y en
£ las Grédficas 7, 8 y 9; originando '3 grupos predominantes, el
;% primero comprendié de 10-20 ug/ml, el segundo de 30-80 ug/ml Yy el

;: tercero de 50~100 ug/ml. .
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Para' A. pleuropneumcnise serotipe

11 'y '12), se muestraii

,(ver cuadro AATY Gréficas 10,

para

ignificativa entre los

en-el que hubo diferencias

frealizé 1a‘prueba de Tukey con los datos de la prueba de ANOVA, que
fse muestran en el cuadro 4C y en las GrAficas 10, 11 y 12; en donde
'se obtuvieron 2 grupos predominantes estos fueron: de 10-20 ug/ml

©y de 30-100 ug/ml.

Turbidimetria.

" En relacién a 1los resultados obtenidos mediante el método
turbidimétrico para A. pleuropneumoniae serotipc 1 (ver Cuadro 5A
y Grafica 1, 2 y 3), se muestra el andlisis de varlanza {(ANOVA)
para determinar el grado de actividad bactericida de los 3
antimicrobianos probados. Para la prueba de Tukey, se utilizaron
los resultados obtenidos mediante el ANOVA y los promedios de las
unidades de absorbancia (densidad &ptica: DO}, se muestran en el

Cuadre 5B, que sirvieron para determinar las diferencias entre el



237

grupo de antimicrbbianos Ay B'y C"el orden de magnitud de 1la

inhibiclon de crec1m1ento fue el sigulente A (D 16 ‘DOY =" B (0 16

’Qndyﬁ),bara
sral 4y 5 yG)l
para  determinar élvvyﬁr actériéida"'de 3
quimioterapeﬁticosl??af se’ utilizarﬁn los

resultados obtenidos‘

éévsigﬁificativas entre estos
el orden'de magnitud de la inhibicién

- 'de crecimiento fus‘el siguientE"B (0.16 po) = A (0.14 DO) y B

0':(0,16;30) =3 ,(q.19 DQ),,en donde,no hay diferencias signifactivos

4+ de "B con fﬁ"ybfp.x‘éafa determinar el comportamiento de las
(;\concentraciones‘deyloS—trés quimioterapetticos, también se realizé
o ila prueba'de'Tukey con los datos obtenidosfde la prueba de ANOVA,

RS y se muestran en el Cuadro 6C-y en las: Graticas 4, 5Y6, en donde

‘sa-obtuvieron 3 grupos importantes,.-el-’ primero fue ‘de 10-20 ug/ml,

Lr el segundo de 20 =50 ug/ml y- el tercero de‘50 -100 ug/ml.

(=%
()
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A continuac:.én se. muestran el anélisls de varianza (ANOVA),
(ver Cuadro 73, Grafica Ty 3

actividad bacterlc:.d ;

rueba_de Tukey, se utilizarén

el ANOVA mostrandese los

en'el ‘Cuadro 6B, con el objeto

de ' determinar significativas. entre estos
antinicrobianos r'niag“xj-u.ithdfde la inhibicién de
crecimiento‘fu 14°D0) = B (0.19 DO) y < € (0.31

DO) .'.Resh]‘.ta:ndc; que entrezA B no b-rexi'stié diferencia estadistica

signifiéétiva. Sé"',réaﬂl'izvé ‘‘también .la prueba de Tukey para
detgrmihaf;‘élEompértamiénto de"las’ concentraciones de los tres
antimicrobianos ut:';lizando los datos de la prueba de ANOVA, ¥y se
muestran en el Cuadro 7C y en las gré&ficas 7, 8 y 9, en el gque se
obtuvieron tres grupos predominantes, el primero fue de 10-40
ug/ml, el segundo de 40-80 ug/ml y el tercero de 60~100 ug/ml.
Finalmente se realizé el andlisis de variaza ANOVA para A.
pleurcpnheumonje serotipo 7 (ver cCuadro 8A, Grafica 10, 11 y 12),
para determinar el grado de actividad bactericida gque ofrecen
estos antimicrobianos., Para la prueba de Tukey, se utilizarén los
resultados obtenidos mediante el ANOVA, mostrandose los promedios
de las densidades 6pticas en el Cuadro 6B, que sirvierédn para
determinar diferencias significativas entre estos antimicrobianos;
el orden de magnitud: de  la inhibicién de crecimiento fue el
siguiente: A (0.095 DO) =-B-{0.13.D0) y < € (0.18 DO). Resultando

que A y B fueron estadisticamente diferentes con respecto al
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antlmicrob;ano C. De igual forma se realizé la prueba de Tukey para

Lones de estos tres

determinar el comp rtamien ode’ 1as concentr

tu b'i’dimétrié:b,‘ éé. graficarén,

_per

\ g/fnl Zdisminuye

T Las densidades

paulatinamenfe' a

iametro’de:la zona de inhibicién

an:de;2.25 a.3.023 cm.

el’ des'c'enso de la absorbancia de

0.a 10 ug/ml disminuye aPida 'hp;é ‘y”a‘fpartir de esta concentracién
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permanecen casi constante

'densidades 6pt1cas son de

“lag™ unxdades d.e absorbancia que

.Blt'a‘ 0.011 “respectivamente. Y los halos’ de

comprenden de P
'~inhibic16n de 2 12cm a 3.0lem., En la Grafica 6 para el
‘iantimicrobiano :C'de igual forma desciende rapidamente en 10 ug/ml
vy a‘paftir de este punto desciende un poco mds hasta 20 ug/ml

permaneciendo casi iguales 1las absorbancias apartir de esta
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concentf_ai:if;n.Lés | 1670.85:a, 0,05

respectivamente. En cilindro-placa ‘a diferencias' de’ las otras

qréflcas, aqufparte de cero la gréfic omportamiento

lineal: hast:a aproxnnadamence 25 ug/m formandose ‘a; continuacxén

una meseta donde los diametros se 1ncrementan-paulat amente. .Estos

ccmprenden de 0,00 cm-a+l. 95cm

; cOntinuando con - 2 zenzlaiGraficar’, ei ide’cremento""de “la

absorbancia del punto maximo de crecmiento 1 pum:o de 10.ug/ml es

En cillndro-placa, ‘ ocurre }
otras qréficas, siendo que aqui, flos diametros de»-‘ 1as ;-zonas sde-

inh:.bicién estén por arriba d 3

Para el antlblotxco B, Griflc

£ observa.un cruce de -ambas graficas en aproximadamente 30 uq/ml 'que

;;'corresponden a cada uno de los métodos cilindro-placa iy
turbidimétrico. En donde para el primero a diferencia de las otfas ;
;:grdficas, la absorbancia no desciende rapido sino paulatinament‘e;'

[y en 90 ug/ml alcanza una absorbancia que en graficas anteriores la .

s:alcanza en 10 ug/ml. Las absorbancias comprenden de 0,590 a 0,044,
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Los halos de. :l.nhibicién aurnantan paulatinamente conforme a: la

concentraclén o del antlmicrobiano que comprenden de 1 125cm a

2.0968m, 5 -

comportamiento que' sigue el

a 'asi completa

Gréfica 11, la absorbancia

éehcarse ‘10 uq/ml, ‘en 80 ug/ml las
.respedtivémént para las zonas . de inhibicién comprenden de
1.383cmia '2.143cn.  Finalmete la Grafica 12, en Turbidimetria,
ocurre un descenso rapido de la absorbancia en 10 ug/ml y continua
descendiendo hasta 50 ug/ml, que apartir de este punto no hay mucha
variacién sino hasta 90 ug/ml en donde toca el cero, las
absorbancias van de 0.759 a 0.000. Por dltimo las zonas de
inhibicién que comprenden de 0.000cm a 1l.246cm, por segunda vez
esta grafica parte de cero, es de tipo sigmoidea que apartir de: 40

ug/ml se forma una meseta.
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Los valores del MIC 90 que se dan en la tabla 1, fuerén obtenidos

mediante el uso de la regresién lineal.

cilindro-Placa A(Floxacin) B(Fx-plus) c(Cronimex)
Serotipo
1 61,47 58.2i 88.96
3 57.48 ) 59.44 112.82
5 29094 se.03 | 81.27
7 35,42 7. 63,09 158.38
Turbidimetria B
Serotipo
1 71.85 64.37 75.69
3 66.33 57.76 71.16
: 5 70.77 83.79 lﬂl-é
‘ 7 10.81 49.22 69.19

£

Tabla 1. Distribucién de los valores del MIC 90 (ug/ml), para

RE

Floxacin, Fx-plus y Cronimex, obtenidos de diferentes cepas de

A. pleuropneumoniae,

(A) FLOXACIN** (quinolona de tercera generacién); (B) FX—~PLUS** y

{C) CRONI-MEX** (quinclona de segunda generacién); MR por Avimex, S.A. DE C.V.
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CUADRO Ko 1A AHALISIS DE WARIRAZA (ANOVA) RéRA EL GRADO DE
ACTIVIDAD BACTERICIDA DE 3 DIFERENTES AHTINICROBIANOS
(QUINOLONASY SOBRE 4. pleuropneunaniae SEROIIE 1
HET0DO CELINDRO PLaCA

n

4 (11
B (TR

£ oo

18.465
9 1.
B .18
9 1241

Fe

5.2321 55429
82 %812
181

gl
]

10T

CUADRO Mo 1B PRUEBA DE MUKFY (,=8.86) PARA DETERNIMAR
DIFERENCIAS ENTRE EL GRUPO L% -HTINICROBIAMIS REALIZADA OON
10S RESULTADOS DEL ANOUA DEL CUADRY 18,

MTIBIOTICO Mo, MRAT  PRONEDIO  GRUFOS WONOGDIDOS
¢ 1 1.2 "
3 1 213 v
3 18 2679 *]

PROGRANA ESTADISTICO: STATGRAPHICS ¥ 2.6

CURDRO Ko IC FRUEBA DE TUKEY (,=B.BS) PARA DETERNINAR

DIFERENCIAS ENTRE GRUPO DE CONCINTRACIONES,
COMC.  Mo.TRAT  PROMEDIC  GRUPOS HOMOGENECS
18 3 1.552008 *
23 3 1,727008 "
3 3 1.673000 ]
31 1 ...|
] 3 2.837666 -
] 3 2.04%67 "
] 3 2.88131 L
-] 3 2.147666 L
% 3 2.331666 "
190 3 2428666 *
KT P
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CUADRO No 24 ANALISIS DE WARIAIA (AHOUA) PARA DETERMINAR EL GRADO
ACTIVIBAD BACTERICIDA DE 3 DIFERENTES AHTINICROBIANOS
(QUINOLOAS) SGHRE A.plenrapneuncniae SEROTIF 3.
NET020 CILINDRO PLACA

M g X & T

AR 2 11625 58127 143.%!
BRD 9 387 M5 8458
ERROR LT 77

0L 9 15.4%

CUADRO No 24 PRUEBA DE TUKEY (,=8.85) PARA DETERAINAR
DIFERENCIAS ENTRE EL GRUPO DE ANTINICROBIANOS REALIZADA OO LOS

RESULIADOS DEL #HOVM DEL CLRDRO 28,
GHTIBIONICO No.IRAD  BRONEDIO  GRUPOS HOMOGENECS
¢ 18 1.4248 x|
8 1 2,668 *
A 18 25118 .

PROGRANA ESTADISTICOSTATCRARAICE ¥ 2.8

CUADRO No 2C PRUEBA DE TKEY (-8.85) PARA DETERNINAR
DIFERENCIAS ENTRE GRUPOS DE CONCENTRACIONES.

(M. Mo.fRaT  PRONMEDIG  GRUPOS HOMOGENEOS

i Y B

i 3 2.876666 *

R k| 226780 "

4@ 3 2.286868 er

58 3 2.332666 L

4] 3 130188 Lid

n 3 2.450988 L]

] 3 2.522666 L]

% 3 1.565668 "

108 3 2, 781666 ]
TR PO B e o s o0
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CUADRO No 34 ARALISTS DE UARIANZA (ANOVAD PARA EL GRADO DE
ACTIVIDAD BACTERICIDA OF 3 DIFERENTES ANTINICROBIAKOS
(QUINOLOWAS) SOBRE A.pleurapneunoniae SEROTIPO 5.

KEN000 CILINDRO PLACA

N gl X O I

A ORAD 2 17,663 8.8314 522,985
B(mAl) 9 2427 .33 13.9%
ERROR 1 .3 .8l

0L 2 B.8H

CLADRO No 38 PRUEBA OE TUKEY (,=8.85) PARN DETERMINAR
DIFERENCIAS ENTRE EL GRUPO DE ANTINICROBIANGS REALIZADA CON LOS

RESULTADOS DEL ANOW DEL CLADR) 30,
WTIBIOTICO Mo.TRAT  FROKEDIO  GRUPOS HOMOGENES
¢ 19 1.6161 *|
B 18 2.8 «|
A 19 3.4685 v

EROGRANA ESTADISTICO: STATGRAPHILS V 2.8

(UADRO Ho 3 FRUEBA DE TNEY (,8.85) PARA DETERHINAR
DIFERENCIAS ENTRE GRUPOS DE CONCENTRACIONES.

Ko.TRAT  PROMEDIO  GRUPOS HOMOGENEOS

o

b} 3 2.56831 *

a8

k']

. i '

2.24598 ]
;'%é ToEPTatee S48 que wo st om0

3

3 258308 -
3 2.58633
3 2.7128%8
3 2.76433
3 2.781648
3 2.812008
3 2.871666
3 2. 948666

SEEEEE
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CUADRO Ko 48 ANALISIS DE WARIANZA (ANOWA) PARA EL GRADO DE
ACTIVIDAD BACTERICIDA DE 3 DIFERENIES ANTINICROBIANS
(QUINGLOAS) SOBRE A.pleuropneunoniae SEROTIR 7
MET0D0 CILINDRO PLACA

N g X o

AT 2 10.549 5.247 182,144
B(RAI) 9 2,743 492 8.688
ERROR B 521 .

wML B 1334

CUADRO No 48 FRUEBA 2E TUKEY (,-9.85) PARA DETERMINAR
DIFERENCIAS ENTRE EL GRUPO DE ANTINICROBIANS REALIZAA OON LOS
RESULIADOS OE EL ANOWA DEL CUADRD 45,

WKTIEIOTICO Ko TRAT  PROMEDIO  GRUPGS HOMOGEXEOS

¢ 1 8.8554 ]
B 1 1.057 "
" 18 2,167 "

PROGRAMA ESTADISTICOSSIATGRAPHICS U 2,4

CUADRO No 4C PRUEBA DE TUKEY (,=8.85) PARA DETERMINAR DIFERENCIAS
INTRE GRUPCS DE CONCENTRACIONES,

CONC.  Mo.IRAD  PROKEDIO  GRUPOS HOMOGENESS
J 1186333 *

1.131888 L
1.5%33
1.689667

L L) L L D L L s
—

ot
L]
*
%
3
*
*
*

105 STATGRAPHICS U
DTS RRE LRE S qut wo se oo
IFICATIUA.
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CUBRO Mo 54 MHALISIS DE WRIANZA (ANOVR) PeRA IL GRADO DE
ACTIVIDAD BACTERICIM DE 3 DIFERENTES ANTIKICROBIANOS
(QUINOLOAS)  SOBRE A.plecrapneunaniae SEROTIPO
NET020 TURBIDIMETRICO

M og X a k&

AT} 2 8.B83 88014 4793
B (Rl 18 1.28¢ 1284 65.18
ERRR 28 B39 .BA19

o X L%

(ADRO No SB FRUERA IE TIEY (,=0.BS) BARA DETERKINR
DIFERENCIAS ENTRE IL GRUPO DE ATIMOCROBIANGS REALIZADA OON LOS

RESULYADGS DF EL A0 DEL CURDRO 54,
ANTIBIOTICO No.TRAT  PRONIDIO  GRUPOS HOMOGENECS
B i B.1644 .
] i 9.1688 *
¢ i 8.18%9 .

PROGRANA £STADISTICO:SIATGRAPHICS ¥ 2.4

CUADRO Ko SC PRUEBA DE TUKEY ((=0.05) PARA DETERMINAR
DIFERENCIAS ENTRE GRUPOS DE CONCENTRACIONES,

O,  No.TRAI  FRNEDIO  GRUPOS HOSOGENDNS
W3 BEmME
%9 k| B.854666 »
& 3 bEnEs w
L ERNE 1
6 3 gEe
5 3 RiSHEE W
1 3 pmm -
k] 3 euER m
i 1 M "
1 ER ¥4 .
8 3 BT .
USRI B B8 o s
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(UADRO Mo 6A AHALISIS OE WIRIAKZA (FNONA) PARA EL GRAM) DE
ACTIVIDAD BACTERICIDA DE 3 DIFERENIES ANTIMICROBIANS
(QUINOLOKAS) SOBRE A.pleuropneunoniae SEROTIR 3
NETOD) PURBIDINEFRICO

Mogl X o K

A(TRAN 2 B.BI7 B.8884 S.BES
BURD 18 135 .35 %.643
ERROR 28 628 .68l
W 2 144

(UADRG Mo 6B PRUEBA DE MVKEY ((-8.85) PARA DETERAINAR
DIFERENCIAS ENTRE EL GRUPO DE ANTIMICROBIANOS REALIZADA OON LOS
RESULTADOS DEL AK(KA DEL CUADRO 64.

[WIBIOTICO No.IRAT  ERGAEDIO  GRUPOS HOWOGENEOS

A i1 6.1397 *
B i1 8.1852 "
¢ 11 8.19% *

PROGRANA ESTADISTICOISTATGRABRICS U 2.6

CUADRO No 6C BRUEBA DE TUKEY (,=8.85) PAR DETERNINGR

DIFERENCIAS ENTRE GRIPOS DE COMCENTRACIONSS.

. No.TAT  FRUGDID  GRUFGS HONOGENROS
w3 e

i 1 mn m

: N . cc R

] I 7

® 1 aMEE e

% KR X (T

@ 3 adsm o

3 I L "

a I BTG u

1 R ;7 . '
8 1 Bwem » |

i TUE o SE DI0
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CUARO No 70 ANALISIS DE UARTANZA (AHOUA) PARA EL GRADO
DE ACTIVIDAD BACTERICIDA DE 3 DIFERENTES AMTINICROBIANCS

(QUINOLOKAS) SOBRE 4.pleuropreunoniaze SEROTITG S
KETOD TURBIDINETRICO

N g X & F

A (181 B.161 0.89% 24.215
B (IRAD) 8.709 9.678 234N
ERROR b6 68833

TotaL 1.688

BEs

CLADRO No 7B FRUEBA DE TUKEY ((=0.05) PARA DETERMINR
DIFERENCIAS ENTRE EL GRUPO DE ANTINICROBIANOS REALIZADA COM 10S

RESULTADDS EL A004 DEL CAERO 74,
MIIBIOTICO KoIPAD  FROMEDID  CRIPOG HONOGENRSS
A ooaug '
3 e .
¢ o . ]

ZROGRARA ESTADISTICOISTRICGRAPHICS v 2.6

(UADRY Mo 7C PRUEBA DE TUKEY (,=9.85) PARA DETERMINAR
DIFERENCTA ENTRE GRUPO DE COMCENTRACIONES.

NG, NoJRAL  PAGADIO  GRUPOS HOWXENEDS
W1 bEM%  x
% 1 A w
oy L I
7 I RMEE e
1 1 L e
] 3 9.168080 L]
1 1 e -
e 1 B2 o
P SRR Y << "
18 3 B .
9 3 8.4 ' [

LA Y B e v 5610
1 1A STGHIFICAT
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CUADRD No B4 1ABLA DE ANALISIS DE VARIANZA ( ANOVA) PARA EL GRADO
ACTIVIDAD BACTERICIDA BE 3 DIFERENTES ANTIHICROBIANOS
(QUINOLONAS) SOBRE A.pleurapneunaniae SERGTIPO 7.
HETODO TURBIDIMETRICO

N og X o

A (1RAD) 8.8 081 13,37
B (TRAD) 1426 81426 188,439
ERROR B2 8.8813

T 1.488

B

CUADRO No 8B PRUEBA DE TUKEY ((<8.85) PARA DETERMINAR
DIFERENCIAS ENTRE EL GRUPO DE ANTINICROBIANOS REALIZADA CON LOS

RESULTADOS DEL AHOWA CUADRO 8.
ANTIBIOTICO Ho,TRAT  PRONEDI0  GRUPOS HOMOGENEOS
A 1 B.8%4 L]
B i1 B.1281 »
c il B.1751 ]

PROGRANA ESTADISTICOISTATGRAPHICS U 2.6

CUADRO Mo BC PRUEBA DE TUKEY (,=0.65) PARA DETERAINAR

DIFERENCIAS ENTRE GRUPO DE CONCENTRACIOHES.
OO, Ko TRAT  FRONEDIO GRS HOMOGENEOS
w3 L I
%® 3 6.5l *
] 3 8.82566 "
i LI 1. A
] I BB "
| I B
) 1 eEmEE e
] 3 8.111e0 -
a KR K U2 "
1 1 e .
8 3 8767688 v
PROGRANA ESTADISTICOr STSTGRAPHICS ¥ 2,
-%ﬁ”ﬂisﬁé%a g?g#lgzég%%u?os !mz Wg QUE KO $E D10
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GRAFICA 1. VALORAGION MICROBIOLOGICA
" CON EL ANTIBIOTICO "A" PARA A.
pleuropneumoniae Ser. 1

D.0 (530nm} cM
07 3,6
08 3
0,5

.04

0,2
AR

% 10 20 30 40 50 60 70 60 80 100
- CONCENTRACION (ug/mi)

—_

—— TURBIDIMETRIA =+ CILINDRO PLACA

GRAFICA 2.VALORACION MICROBIOLOGICA
CON EL ANTIBIOTICO "B" PARA A.
pleuropneumoniae Ser 1.

4 D.0 (530nm} CM

%0 10 20 30 40 60 &0 70 80 90 100
; CQNCENTHAClON (ug/ml)

1 1 0

—— TURBIDIMETRIA  —— CILINDRO PLACA
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GRAFICA 3. VALORACION MICROBIOLOGICA
: CON EL ANTIBIOTICO "C"PARA A.
pleuropneumoniae Ser 1.

D.O (5§30 nim) CM
08

'oo.“ 10 20 80 40 650 60 70 80 90 10:5J
CONCENTRACION (ug/mi)

—— TURBIDIMETRIA  — CILINDRO PLACA

GRAFICA 4. VALORACION MICROBIOLOGICA
CON EL ANTIBIOTICO "A” PARA A.
pleuropneumoniae Ser 3.

D.0 (630nm) oM
0,8

o 10 20 a0 40 0 60 70 30 0 100
GCONCENTRACION (ug/ml)

A

0 Y L

—— TURBIDIMETRIA —— CILINDRO PLACA
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GRAFICA 5 VALORACION MICROBIOLOGICA
CON EL ANTIBIOTICO "B" PARA A.
pleuropneumoniae Ser 3.

|00 (530nm) Mo
v : 3
» S e
Lo s
Sde
o Jos

ot—— L . ; : ) o
.0 10 20 30 40 50 60 70 80 80 100

CONCENTRACION {ug/ml)

— TURBIDIMETRIA —— CILINDRO PLACA

GRAFICA 6. VALORACION MICROBIOLOGICA
CON EL ANTIBIOTICO "C” PARA A.
pleuropneumoniae Ser 3.

1D.O (530nm) CM

; 0
0. 10 20 80 40 60 60 70 80 90 100
CONCENTRACION (ug/mi}

-—— TURBIDIMETRIA  —+— CILINDRO PLACA
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- GRAFICA 7. VALORACION MICROBIOLOGICA

- +~CON EL ANTIBIOTICO "A" PARA A.
pleuropneumoniae Ser 5,

©. D.O (530 nm) cM
0.7 4
N 0.6 k- ,’/ i-
0.5f 1R
04 - Sy
2,
‘oaf §
oz 14
To1F
o L ] i 1 - 1 I —_ A e o
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."GRAFICA 8.VALORACION MICROBIOLOGICA

D.O (530 nm)
0.7

CON EL ANTIBIOTICO "B” PARA A.
pleuropneumoniae Ser 5.

3,6
0,6 K 13
0,5k {25
N,
04F N\ 12
03 41,6
0,2t 11
or 40,5
o P . . PR A : : 0
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CONGENTRACION (ug/ml)

—— TURBIDIMETRIA  —— CILINDRO PLACA



56

~ GRAFICA 9. VALORACION MICROBIOLOGICA
~+ZCON EL ANTIBIOTICO "C" PARA A,
-7 pleuropneumoniae Ser 5.

D.0 {630 nm) CM
0.7 -

0.6
0.51

04 - T
0.3 :
Y| M
R
‘°o.'“?o 20 -’;a.o 20 50 80 70 80 80 w0
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=~ TURBIDIMETRIA — CILINDRO PLACA

"GRAFICA 10. VALORACION MICROBIOLOGICA
CON EL ANTIBIOTICO "A® PARA A,
pleuropneumoniae Ser 7.

0.0 (5300m) oM
o8 ‘//“—_'——'__—-_—_'-_—-_—__‘2’5
osf kL

41,5
04}
1y
0.2f dos
- o | : J. Il . I, y o

o 1 20 30 40 &0 60 70 80 0 100
CONCENTRACION {(ug/ml)

—— TURBIDIMETRIA  —+ CILINDRO PLACA



57

GRAFICA 11. VALORACION MICROBIOLOQGICA
"CON EL ANTIBIOTICO "B” PARA A.
pleuropneumoniae Ser 7.
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GRAFICA 12. VALORACION MICROBIOLOGICA
CON EL ANTIBIOTICO "C" PARA A.
pleuropneumoniae Ser 7.
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DISCUSION

La Pleuropneumonia Contagiosa Porecina (PCP)' es‘una enfermedad
desvastadora,  produce - “en ~rlos cerdos susceptibles”"'l.in‘a‘ alta

mortalidad vy en. los: animales crénicos perdidas econémicas. La

antibioterapia contra la PC )¢ en brote, se ha reportado por muchos

autores y ‘han’ encont ad res 11 ; xables (Libal,1982), también

el uso de- antibioticos en‘el alimento se’'na considerado como uno de
los métodos Cxtiles para controla 12 enfermedad. Los estudios sobre
de 1la susceptihilidad de 'A, —EL : gn umoniae han mostrado un gran

" nimeroc de antibiéticos

os “cuales son resistentes como:

-penicilina, ‘amp'i‘ciyli‘ria cefaloxlna, estreptomicina, kanamicina,

furadomicina, gentamicina, tilosina, tiamulina, entre otros. En la
actualldad la mayoria de ]_os medicamentos que ingresan al mercado

vetermario tienen'un'origén sintético o por lo menos biosintético;

- estas conéideracibnes» on’: relevantes en las gquinolonas y

fluoroquinolonas, wen func:l.én "de neste momento, este grupo

:representa - el rubro comercialmente mas productivo de la Industria

o Para un’ nueveo antimicrobiano, se evalua pr:.mern la susceptibilidad

“'sobre'algin ‘patdgeno en cuestib_n, posteriormente, sl los resultados

““son favorables "in vitro", se proéede a llevar a cabo pruebas "in
vivo", -La antibiosis fué observada po'r. vez primera por Leeuwenhoek
‘en 1676, Asi ?leming en 1924 fué el primero en marcar una prueba
de"_suscept'ibilidad antimicrobiana para Staphylococcus aureus con
penicilina (Balows,1974).
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Estas %v:écnic:aé' fueron’; ey lﬁéioha'ndo por la necesidad ‘de

estandariiaciéi’\,, las pruebas para evaluar la suscept:.b:.li.dad

dp _}_‘1a, zona . de.. thibicién con' la

hibitoi:ia (HIC) La continua nece51dad de

k Wateryorth _,(1512):;;., sﬁgdish

¢ ier{m ,:Vdar.;r»falsars_,,

. espectativas. ix k L

L o
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Lamentablemente el usg . de pfuebas‘ ide - sensibilidad a los
antlblcticos, esta .basado . en la utllizac16n de sensidiscos para

agentes bacterianos de tlpo humano, por ello ‘es necesario llamar la

atencién a1 so de ellos con bacterias de origen animal, dado que
su compartamiento puede ser dlferente. seria recomendable que los
1aboratorios de d;agnéstico veterinar;o tuvieran sensidiscos con
las con;ept;qcipnes,;ecomendadas,para evitar fracasos en Campo.
. Solo se hé'réportado la prcdﬁ;ciéh»dé‘sensidiscos por una compafia
(Pfiié;)t, por. lo que .. estos LSensidiséos, podrian. servir para

'imﬁlémentar ahtibiogramas veterinafios

- Las Quinolonas de 3a generacién como lo es: el antlmicrobiano "

A (Floxacin) empleado en. este trabajo, t;enen afinldad por a:ADN-

d agar mostraron diferencia ,1§
susceptibilidad de A, pleuropneumonjae a las tres quinolonas:fué  -.°

.de inter.s, para el serotipo 1, el antimicrobiano A (Floxa;in),”

‘ofrecis mejor actividad bactericida, siguiendole en  orden .de

magnitud el antimicrobiano B y C.
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Se menciona que en Medicina Veterinaria las mas potentes son las
Fluoroguinoloenas de.tercera :generacién, estas son activas contra
una-gran gama de bacterias cémo: Hﬁmggbll_uaggg, Pasteurella spp,

Staphylococcus_ spp; g;ucelja spp, entre otras. (Pérez-Martinez,

1992). Los resultados indivi.duales obtenidos para esta cepa, se
promediardn, éosteriormehte se les realizé un estudio estadistico
de andlisis de  varianza ‘' (ANOVA) y por Gltime la prueba para
detectar grupes homoéeneos" (prueba de fTukey), con esta Gltima
prueba se obtuvo diferencia entre grupos de concentraciones a si
para estas ti‘;gs‘Quinc‘;ignas en forma general presentaron semejantes
rangos. de :'vconi;ieingz:aéibnes, se hizo con el promedio’de los tres

Parai-el serotipo 1 se “tuvo ‘una ‘misma accién

antimic’rqbi‘aré‘ ¢
bactegiciéa:,a u£i‘11=a;' el rango de io-zo ug/ml y otra entre 10-
Boug/mli P

c°n réspiiaéto‘.a_ A.pleuropneunchiae serotipo 3, se encontrd gue

el santimicrobiano” A 'y B (Quinolonas de 3a y 2a generacisn,

:'fespecﬁivamente) ofiecierén una misma accién bactericida, que el
antirmic;'obiano C. Se sabe que en el caso de las quinolonas de 2a
~genve’rac.116n la actividad "in vitro" es muy buena, como la
Cciprofloxacina, se ha visto que es excelente con notable accifn
contral los Micoplasmas mds comunes en Veterinaria (Prescott, J.F,
1950) . Para este serotipo la concentracién de 10 ug/ml mestrs una
actividad bactericida diferente, ya gque concentraciones de 20-80
ug/ml o de 40-100 ug/ml tuvierén un mismo efecto antimicrobiano. Lo
que .resulta dtil para poder elegir una concentracién minima' y

adecuada.
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Sin ‘embargo-algunos ‘reportes mencionan que el tratamiento con
Norfloxacma para combatir “la-neumonia inducida por ‘Mycoplasma

hve: g_neumogjg ha resultadc costoso.
Continu ndo con’ A. Eleurogn ymoniae serotipo 5: con estas tres

quinolonas presentaron', el “mismo comportamiento con respecto al

ste serotipo 1os diametros ‘de’ inhibicién fueron

y q_\ie‘4'a“lgh'i‘l:6's mic?oorgja"nisrmos sean erroneamente designados sensible,
: eyg. ‘Ampicilina’vs Haemophilus inlfuepzae.
" Con lo que respecta al rango de concentraciocnes para este
serotipo 5, fue de 10-20 ug/ml,que mostro una actividad bactericida
.'semejante a la que darfia una concentracitén entre 30-80 ug/ml.
.*Finalmente por este método de difusién en agar, el A.
pluropneumoniae serotipo 7, con los tres antinicrobianos ofrecieron
actividad bactericida dif;e’rente,éﬁl ‘c_omorc‘:currié con el serotipo 1
y 5, en el que el ahtimicrdbiaho’hT(Fioxacin) fue la que presento,
nmejor actividad bacteric’idﬁ;i-'en donde a una concentracién de 10
. ug/ml se tuvo un efecto m_uy’sérﬁejante al gue se obtendria a mayores
sreoncentracicnes.,
Je Para interpretar el tamafio  del diametro de inhibicién, debe
‘.. estar primero ;‘elacionado con el MIC. Cepas individuales de 1la
--misma especie pueden tener variacién en el diametroc de la zona y

un rangoe amplio de MIC’s.
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Por . otro ‘J.ado" 1a construccién de la regresién lineal para

interpolar los datos puede enmascarar la Variacién Y no indicar 1la

. probabilidad de falsos positivos y falsos neqativos Asi un. autor

~con51dera : que el analisis de.regresion lineal es un hecho que es

un-. dogma matematico., (Krasemann,lsao) Frecuentemente los datos

para microorganismos ser ibles y resistentes de diferentes espec:.es

son, esquematizados en una mlsma gréfica de- dispersién. -En suma _ la

regresién lineal construida a artir’.del. promedio de ].os datos

SAC 'A;(Philips,‘ 1988) ) llegaron a: una L una

'formula que permite obtener el promedio de la variabilldad

-farmaco‘cx.‘nética Y : m:.crobiolégica,-i con .un 1ist:ado amplic de

recomendaciones para calcular el punto de intercepto de dos grupos
de microorganismos para dosis estandar de agentes antimicrobianos
comunmente usados. Los dos grupos de microorganismos gque se
estudiaron en el trabajo anterior fuerén. Grupo 1: Streptococcus
spp, Staphylococcus spp, Branhamella catarrhalis y Haemophilus
influenzae y Grupo 2: Ps.aeruqinosa y Enterobacterias. Por lo tanto
calcular este tipo de diagrama seria dificil, se trabajo con un
solo microorganismo aungue diferentes serotipos. Por otro lade como

una limitante es que las compafilas guardan celosamente los
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estandares, pm: lo ‘tanto:es; un; erz-or considerable no . comparar

contra - ellos,, .se. presentan tambien dif‘ ent diqi».ovne_s.para

antibactericidas y ant;bacteriostatico demas;de;considerar que

entre 15-25mm.medianamente sensibles.

resistentes..

L muy sens_i-ﬂe ‘al 'q\uimiute‘r._-avp,é@‘!::if:'

+ . el mayor diametrd .dev-inhirbiycfén :

también es.sensible al antimicrobiano B.y: medianamente sensible al

.2C. En cuanto al me serotipo 7, se. obtuvo mediana

g sensibilidad al antimicrobiano A y - P y“_rersistente al ¢,

+3Resultando que los serotipos 1, 3y 7_frueron r_esistentes ﬁﬁicamente
o+ al-antimicrobiano C. - '4

Lo
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La reslstencia a las Quinclonas, se menciona) que es muy répida

a :las: de- 2a generacion que “las _“ generaczén (las

sus’ ‘véntajas Y

el medio de

o El inoculo usual es de 10’ ufc/ml, 1 "iﬁocuio usado es mayor,

durante el crecimiento de estas células,se empxezan a multiplicar,

‘por 1o consiguiente aumenta el valor ‘del MIC. ‘(Barrand y Fay 1973).

"Las pruebas son’ afectadas por "otras condiciones come son: la

composicién del medio, 7pH, temperatura y tiempo de incubacién; un

. factor : critico en todas 1as pruebas es la densidad del inoculo.

'Factores que pudleron resultar importantes al comparar estos tres

antimicrobianos’ mediante estos dos métodos.
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- ‘A diferencia -del: método‘antériof“de“&ifﬁéiéﬁ‘enﬂaqér}'enrel

que los tres  antimicrobianos ofrecieronfactividad microbiélogica

dlferente, “En’‘turbidimetria’ los tras: presentaro g' 1 actividad

bacte:i’cida sobre A.pleu;ogneumoni a

erotipo ~de,igual:mang;a

Finalmente para los serotipos 5 y 7 de A_gl_g;ggnggmgnlgg. los

antimicrobianos A y B ofrecieron la misma“accién bactericida,a

i’antibiﬁtico, -la;a>
1:6ptica ‘la eje??é}’

“erecimiento - rya'.’

v !’ ‘bacteriostaticoy _ ¢
. medicién de 1la densidad éptica ©- nefelometrla para detectar
.wractividad antibacteriana pueden dar .resultados falsos resistentes
+% - para algunos antibisticos. Ya que las Beta~lactamasas y Quinolonas
causan filamentacién de las bacterias (asf como también otros

cambios morfolégicos), por lo que la filamentacién puede aumentar
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la turbidez del medio, cuando de hecho,' al nﬁmero de células

vlables esta dlsmlnuyendo"' por lo tant 'Tla 'urbidez también.,,._

ue“una concentracxén de 10 ug/ml no

fecto,

solo a. mayores concentraciones. ‘Por .otro

es indicativ

e este pum:o, :

fuerén

Los valores del MIC 90‘qua‘ ai:tabla -1,

,obtenidos mediante el uso. de la. reg esié : _‘1‘ As:. mismo, -este
,,anﬁlisis de la regresién lineal ha sido criticado por Krasseman y

Hildenbran (1980) . Primero cepas individuales de la misma especie
- pueden tener una amplia variedad de zonas de inhibicién y un amplio
rango de MICs. El uso de la regresisn lineal puede enmascarar
variaciones y que probablemente no nos dira datos de falsos~
resistentes o falsos sensibles. A menudo datos de microorganismos
resistentes o sensibles de diferentes especies son extrapolados en
la misma grdfica. La linearidad de los datos puede no ocurrir y por

lo tanto el error matématico estard introducido al construir la
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regresidn uneal .

. De- los t:res antibiéticos probados las concentraciones alas

cuales empezo .a- inhlbir el crec:nniento bacteriano se- encuentro

ﬂ gl g[] ngn;ae
616" al- MIC. 20,

debido a: esto no - se: pudo

Y. s0lo. e puds”

ntr clén correspondlé al MIC, Yy para el

i ahtibi&tico
de actividad

"nuestro - presente : estudio, Da\)is

(Vancutsem,lSSG); Jhan demostrada MIC’'s - 90 de Enreofloxacin entre
=10, 032 ng/ml para Bct;nobag;;lgs suis. y (Betq, 1988) , ha reportado
S5 MIC’S para- Enrofloxacin eptre ‘0. 016, y 8 ug/ml En el presante una
"'-‘“explicacién ‘entre los .resultados_ repor_tados y los nuestros son
TEC especu‘lativos. Una explicacién bosible posible es la especie, ellos
arrgrabajaron con A.suls y nosotros con A.pleuropneumoniae ademés el
i grigen diferente de las cepas, ellos utilizarén patfgenos aislados
?: ' de casos clinicos y en este estudio se utilizardn cepas donadas por

$: el National Veterinary de Iowa.

, TESS W3 BeRE:
SA&?&P 12 3Li\ BisulTECA



70

considerando ademds: el medio utilizado, capa base, la medicién, y
aunque se siguen métodos estandares mencionados oficialmente, cada
guien valida sus datos con repeticiones y su estudio estadistico.
Entre los diversos estudios que se han realizado con otras
Quinolonas sobre A.pleuropneumoniae, son muy pocos los estudios
reportados "in vitro" a nivel nacional, existiendo algunos reportes
llevados  "in vivo", como es el caso de la Ciprofloxacina para A.
pleuropneumoniae y Mycoplasma hyopneumeniae, (Rineén, 1993).
xEnjotro estudio reportan el uso "in vivo" de Norfloxacin y
Enroflogacin, comentan gque el uso de enrofloxacin usado a altas
'dosis“ayudé' al control de la enfermedad, pero no evita la
'reih:eqciéhi;'»en"egtos animales, por lo que sugieren que es
‘heéésatfbiaésarrollar otros métodos para controlar la enfermedad.
(Doporte, "1982)7
Tomando eﬁ cuenta qgue los resultades obtenidos mediante este
estudio "in vitro" resultarén ser favoralbes, se recomiendan en
‘fpbétériores estudics trabajar con concentraciones menores, para la
elaboracién de sensidiscos para uso comercial, evaluados en cepas
aisladas de problemas respiratorios causados por la PCP, ademds de
estudios "in vivo", utilizande estas 3 Quinolonas (Floxacin, Fx-

‘Plus'y Cronimex).
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CONCLUSIONES

1.- El antimlcrobiano A (Floxacin) es el que mostré me;or» actividad

las ~cuatro cepas “de’” a,pleuro] o e,

rden de act:.vidad a1 B (F -;Pi}ls:)l y ¢’ (eronimex) .
'— El método cilindro placa fué el mas r&pido y facil de llevar a

cabo y por las ventajas que este ofrece.

3.- No se ha reportado el uso de estas fluoroguinolonas sobre
ctinobacillus pleurs oniae, "in vitro", solo en otras especies
- de Haemophilus y en otros géneros bacterianos. Por lo gue con este
-astudio se demuestra gque la Quinolonas ofrecen una buena opcidn
para el tratamiento de la PCP.

ne 4.~ Con los resultados obtenidos, se obtiene que los valores del

s. MIC 50 estdn por abajo de 10 ug/inl, dé las concentraciones

‘zpcempleadas.
cir %t

Tend
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