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RESUMEN

Las combinacicones antibioti o iaci ibioti [: d las
posibilidades torapetticas 1 el pl i Ita de Oti Todas ellas buscan
encontrar una formula capaz de soluci las infecci bactcrranls y disminuir el costo de
tos tratamicntos. Cuando se combi dos i se pucden obscvar tres

tipos de accion: Sinérgismo, antagénismo ¢ indiferencia.

En este trabajo se demostréo que cada serotipo de Actinobucill pleur c
presenta diferente  patron de suscept bllldnd alos ibioti yados, los ]
Acido  Oxolinico,  Floxacin, Enrc Ki ici Estrep
Fritromicing v Oxitetraciclina. Se realizarén todas las posibles combinaciones entre estos
amtibioticos  y se ensavaron mediante la prueba sinérgica conocida como el “tablero de
njedrez”. Sc evalud cada serotipo para cada combinacion, encontrando que el cfecto de Ia
interaccion varia de scrotipo a scrotipo, tanto en las cepas de catilogo como en las de
campo. Las combinaciones que mv:eron un cfecto sinérgico fucron Kitasamicina-Acido
Oxolinico para el serotipo 7, Ki Fritromicina para el serotipo 5, Kitasamicina-
Oxitetraciclina para los serotipos 3, 5 y 7. Tiamulina-Floxacin para el scrotipo 7. Acido
Oxolinico-Flnxacin para el serotipo 3 y Acido Oxolinico-Oxitetraciclina para todos los
scrotipos eneavados.

Pentro de las combinaciones antibiGticas que presentaron cfcctn antagonico estuvicron
Kitasamicina-Acido Oxolinico para los serotipos 3 y 5, Kit ina-Eritromicina para el
serotipo?, Kitasamicina-Tiamulina para los serotipos 1, 3 y 7, Tiamulina-Floxacin para los
serotipos 1. 3 ¥ 5, Tiamulina-Oxitetraciclina para Jos serotipos 5 y 7, Acido Oxolinico-
Floxacin para ol serotipo § y Floxacin-Oxitetraciclina para los serotipos 3, S y 7. Mientras
que para las combinaciones Kitasamicina-Enrofloxacina, Eritromicina- /\cudo Oxolimco.
tiritromicina-Floxacin, Eritromicina-Tiamuli Eritromicina-Oxitctracicli y

Acido Qxalinico cf resultado fue antagénico para todos los serotipos ensayados.

Por otro lado, se scleccionaron cuatro combinaciones para ser ensayadas con las cepas de
campo, por haber presentado un cfecto sinérgico marcado con las cepas de catialogo, cstas
fucron, Kitasamicina-Okxitetraciclina, Eritromicina-Oxitetr Ti lina-Oxiteteaciclina
¥ Acido Oxolinico-Floxacin. I.os resultados fueron muy vannbles dcbldo probablemente a

que estas cepas han sido expuestas a  diversos ag: desarrollando  asi
multiresistencia amibiotiea

fucron:
I

aisAL




ROD*ICCION.

1.1, Actinobaciflus plesnropneumoniae, sus caracteristicas.

B Actinohacidlus pleurapn iae cs ¢l ag: 1 mias comun de la Pleuroneumonia
Contagiosa Porcina (°CP), una enfermedad severa y frecuentemente mortal que afecta al
cerdo de cuvalguier edad.  La enferimedad fue reportada por primera vez por Pattison en
1987, del fque <iguicron reportes de Estados Unidos, Gran Bretaiia y Argentina, A partir de
esta fecha, tario el microorganismo como la enfermedad se han idemtificado en  todo el
mundo

El Actinobaciling pleuropneumoniae €s un microorganismo  anaerobio facultativo, no
esporulado, encapsidado, no movil, cocobacilo pleomorfico gram negativo. Pentro de sus
caractetisticas binquimicas destacan que es urea positivo y fermenta e manitol, ta xylosa y
1a ribosa, con fermentacion variable de Ia lactosa (Fedorka-Cray y col, 1993). Después de
realizar un pase en medio antificial, el microorganismo  puede perder su capsula, con el
cnnsecucnte cambio en su morfologia colonial, de fisa a rugosa. Las colonias presentan beta-
hemalisis cn anar sangre, aunque existen aislamicntos que no  son hemoliticos. Se han
identificado fitmbrias en algunos aislamientos e identificados por tincion negativa (Hirsh y
col, 1982)

Por el  requerimiento para crecer con Nicotinamida Adenina Dinucleotido (NAD), el
terincahaciltus plewropneumoniae  fue idemtificado  originalmente  como  Haemaophilus
parahacmolviicns. En 1978, después de su identificacion bioquimica y caracteristicas de
crecintiento entte cepas  de otigen porcino y humano, Kilian y colaboradores propusicron
una cepa neaotipo, Shope 4074, lamada Hacmophilus pleuropnenmoniae. En 1983 Pohl y
colaborndores  realizaron  experimentos  de hibridizacion de DNA con Hacrophilus
plevropmenmeniae  y  Hacmophilus  influenzae  encontrando  que el porcentaje  de
hibridizacion e DNA entic los genomas  no mantenia ninguna relacion.  Sin embargo,
Basadn  en  c<tos  evperimentos vy sus  caracteristicas  fenotipicas, o Haemopltilus
7 enropneumoniae sc mantave relacionado con Actinobacillus lignicresii. Mas tarde, Poht
v colaboradares propusicron colocar al Ilacmnpluluv plcurnpncummuae dentro del género

Actinobacilius cspecie pleuroy ire con 2 biovar 4] Una bijovariedad 1 factor
V ANAD)-deopendients v una biavariedad 2 factor V-independiente (Fenwick y lenry,
1934)

Py otte Iade,  existen  pocas  descripciones  de  plasmidos  en  Actinobacillus
plenropnenrmeoniae. Hitsh on 1982 describe dos aistamientos, SD-1 y SD-2 dc pulmones
procerdentes de Dakota del Sur en Estados Unidos. L.a cepa SD-1 contenia dos plasmidos, el
PYVAIIOS v o PVATI0S El plismido pVMI04 tenia un peso molecular de 2 3 megadaltones
v confetin 1y resistencia a Sulfonamiida y Fstreptomicina. El plasmido pVNMI05  tenia un
pesa mol~colar de 3 S megadaltones y  conferin la resistencin a Sulfonamida y Ampiciline E!
<esunide tr:nientn £1).2 contenia GOnicamente un  plismida, el pVNIOA o] cual
aparentemente fite idéatico al pA'R1104. Mas tarde en T9R9, Willson reports Ia precencia de
an plasmirt, de ®.1 Kb, rezistente a Estreptomicina v Sullfonamida.

f o fhctnr e responsalles paa la especificidad del serotipo son Ios compenentes earsulares,
1o ¢! lipepebkcarmido o ambos  Se han identificado 12 serotipos diterantes det
s presentan difcrentes distribticion googesdfica. Fos serotipos 1, S

<t polisacn
TICrOOre:

i, feve ¢




¥ 7 son los mas frecuentes en el Medio Qeste de los Estados Unidos. Los serotipos |1, 2, 3,
5 y 7 son comunes en Canadd y los serotipos 1, 2, S, 7 y 9 son comunes en Europa. En
México los ipos mAs fr son | y 3, segun reporte de Cipriin y col en 1994.

En un brole llpnco de Plcuroncumomn Contagiosa Porcina causado por una ccpl virulenta
de A /e la morbilidad puede exceder el 502 con una
mortalidad variable desde ‘el 1 al 10%. Los cerdos en crecimiento son los mis sevenmenle
afectados, asi como los inmunodeprimidos (Fenwick y Henry. 1994).

Los primeros signos clinicos asociados con la enfermedad frecuentemente son anorexia,
dificultad respiratoria caracterizada por rapida respiracion diafragmatica, posiciéon de “perro
sentado™ con boca abierta, cianosis en orejas y extremidades, inmovilidad, tos breve, vomito
ocacional y muerte con hemorragia nasal en uno o cuatro dias o bien recuperacion
espontanca (Pijoan, 1982).

Pocas enfermedades progresan tan rapidamente como la PCP, Is muerte puede presentarse
dentro de las 4 pnmerns horas desde que aparecen los signos cllmcos El rdpido curso de Ia
enfermedad requiere, por tanto, de un dignéstico preciso y la ini ion de un

antibidtico inmediato (Fedorka-Cray y col, 1994).

Py b i

1.2, Control y tr [ con ag

Para el control de la PCP se han utilizado una variedad de antibidticos, entre los cuales estin
id. y antibidticos

las Penicilinas, Tetracicli Sulfc Eritromici Estr
nuevos como la Ti 11 Spectomicina (Vaill: t y col, I982) Cefliofur (Evans y col,
aiti fect li desarrollado por laboratorios japoneses, la
Lab, 1994), asi como Quinolonas de

1994) v a y
Kitasamicina, con muy bucnos resuhudos (Asahi.
Acido Nalidixico y Acido Oxolinico; Fluoroquinolonas como Ila

primcra generacion;
Ciprofl ina, Enrc ina y muchos més.

La adicion de los antibidticos al alimento es de poco valor en un brote de plecuroneuntonia,
ya que los animales estan anoréxicos, ademas de que cs dificil dar una dosis terapeiitica que
contenga la MIC que el microorganismo requiere para ser eliminado, por lo que un
tratamiento por csta via no previcne la infeccion, solo se puede reducir Ia severidad de la

enfermcdad clinica & el ni 0 de microorg »s por cerdo infectado.
S ibidticus parenterales han demostrado scr los mas efectivos en  estos

Los tr
brotes de la enfermedad, sin embargo, el costo de los mlsmos es alto. Cuando se presenta un
dos 1) vivir con Ia enfermedad,

brolc de PCP, el productor ticne sol.
ico en ¢! desarrolio del hato 6 2) Tener un hato libre de

i do el imp
jae (Fenwick y Henry, 1994).
se requieren desarrollar

Actinobacillus plenropne
Cualesquicra que sea la decision tomada, es evidente que

mecamsmos de conlrol efectivos de la PCP, lo cual pucde lograrse med-ante {a construccién

das en el pl c< del micro el cerdo, el medio

> de la enfcrmedad y el estado inmunolégico del

de estrateg
i las i tones, el cc imi

hato (Fenwick y Henry, 1994).
A pesar de todo lo que hasta ahora sc conoce de la enfermedad. se siguen presentando

cuantiosas pérdidas econdmicas por su presencia. Por tanto debe seguir trabajando en el
desarrollo de métodos de inmunizacion mas cfectivos o de mejores tratamicntos
quimioterapetiticos para ¢l control del Actinobacillus pleuropire




acrdlidos.

L os antibioticos del tipo Maci6lido estructuralmente poseen un anillo lactdnico macrociclico

a cadena Iateral se agregan azocares variados y complejos, uno de los cuales contienc

un grupo dimetilamino. Dentro de este grupo estan Ia Eritromicina, Tilosina, Tiamulina
lindamicina, | incomicina, Josamicina y otros més.

os son particularmente tiles contra Afycoplasmas y bacterias gram-

cott y Yiclding, 1990). Son anllbléllcos con bucna actividad contra bacterias
1a Tilosina y

rositivas (Pre
gram-negntivas como ¢l e
Spiramicina que tichen una baja actividad (Gullerrcz ¥y col, 1993)

2 s

Fritron

the ¢s un antibiotico poco soluble en agua e inestable en jugo gastrico, su pKa

1.a Eritran
cs e 8 B (Preseoit v Yielding, 1990).

Se fijn a 1a subunidad 50S del ribosoma bacteriano e inhibe la sintesis de proteinas
dependiente del IZNA al bloquear Ia transpeptidacion. transfocaciéon o ambas. 1.a accion de la
Fritromicina puede ser bacteriostitica o bactericida, segitn la especie bacteriana, fase de
crecimiento, densidad del indculo y concentracion del farmaco. Gencralinente es
bacteriostitico, aunque a elevadas concentraciones es bactericida.

Fxisten preparaciones de Eritromicina para su administracion oral y parenteral. Para esta
iltima sc cuenta con sales de gluceptato y lactobionato para inyeccion intravenosa, y sal de
ctilsuccinats» pata  inveccion intramuscular. Para  administracion oral se coenta con
Eritromicina hase. estearato, estolato y ctilsuccinato. L.a base y Ia sal de estcarato  son
Fibiles a los dos pAstricos y su absorcion disminuve en pr ia de alimento en cf
cctdmagoe Tsto no suceds con la sal de estolato. la cual alcanza las concentraciones séricas

mas elevadays de todos los productos orales.

.2 Fritromicina  se  distribuye  ampliamente en  todos los tojidos  organicos Las
nes miis elevadas se encuentran en higadn, barao, bilis y secreciones bronquiales.
en liewr-de plearal, ascitico, oido medio, nmigdalas, humer acao<o v prostata
esa la barrera placentaria ¥ se concentra en Ia
al 3 biliar. Solamente

CTONCeNree

ceony suficiernes
v pobres on Hgride cefiloreaquideo . Atras
sangre o w99 Se climina por metaholismo hepatico v excrecion r
del 2 nt Sode by dosis oral v del 12 al 1575 de {7 dosic intravenosn se excretan sin cambios

pos Lenin s
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Hay pocos c:(uxlms de las interacciones de los Macrélndos con o!ros antibioticos. l.as
1 P

cormbinaciones m vitro™ de Macrdlidos con Li ! son antag
“in vitro” con Penicilina o G ici tiene efe onico sobre

acion
Listeria. La Eritromicina combinada con Penicilina G tienc efecto sinérgico contra §. aureus:
i ia

con Ampicilina muestra sinérgismo contra Nocardia asteroides. En un estudio
combinacion de Eritromicina con Gi icina tuvo efi sinérgico contra Fscherichia coli,
ion con Penicilina G o Rifampicina tuvo

I'rotens, Klebsiclla 'y Ps ¥ La bi
cfecto sinérgico en Rlukl(m)ccuc cq"i (Prescott y Yielding, 1990).

. Kitasamicina.

1.2

CHr MU

La Kitasamicinn es un antibidtico que en la actualidad tiene gran interes en me
veterinaria Posre una fuerte ac ad antimicrobiana cnmra bacterias gram- po:
Nivcoplasmas v Spiroquetas. Ha sido objeto de estudios “in vitro™ e “in vivo'
Iaboratorios como Asahi f.ab y Toyo Jozo Co. LTD, en Jjapén. Se ha dcsarrolludo

encantrandose en diferentes presentaciones, polvo

comercialmente  por estos Oltimns,
invectahble. polvo soluble para disolverse en el agua de bebida y como aditivo en el alimento.

Su utilizacion sc ha extendido en casi todo ¢l mundo, como paises de Europa, Centro y Sur
Americn, ¢l .giano Oriente, Asia, Australia, Nueva Zclanda, ademas de Japon l.as
presentaciones  en el alimento ban demostrado ser efizaces para combatir mycoplasmosis
respiratof en aves, ncumonia enzootica en cerdos, infecciones por Actinobacillus 'y
problemas diareicos también en cerdos. Estas preparaciones son utilizadas también  con el
objeto de promover el crechimiento y aumentar la eficiencia del alimento en pollos y cerdos.

L.a Kitasamicine es un antibictico de baja toxicidad y amplio margen de seguridad y vida
media [ifectives niveles en sangre se obticnen en periddos cortos después de Ia dosis,
producicndn alias concentraciones en ¢f pulmén y otros organos. No se han encontrado
residuos el antibiotico en tejido en pollos o cerdos después de 1a terapia antibidtica (Asahi,

1 ab, J00<)




1.2.2. Ditlerpenos,

" 1

L.os antibidticos del tipo diterpeno son T i que conti un
cathonado constniido  con unidades de isopreno unidas entre si de un modo regulnr de

“cabeza con col.

9.2.2.1.

La Tiamwlina es un derivado ico del ibidtico Pleuromutilin, ¢! primer
compnesta semejante a los Dllcrpcnns (D crpeno-hke) producido por un Basidiomiceto.

Quimicamente es 14-deoxy-14(di 1) mer y mutilin. La Tiamulina es
una base orpanica dchll con un |1Ka de 7.6. Comerciall se pr como una sal de

fumarato Fis un an > utilizado en medicina veterinaria. En Ios cerdns sc
utiliza  parn combnti infecci por Mycopl I
plevropnenmoniae, di rin y | spirosis (Prescoll y Yleldmg. l990) Tiene su mejor
actividad contra  bacterias  gram- negauvas como ¢l He pleuropne

(Schultz y col, 1990), ademis dc que es comu lLey pira, 1re;

Invodvsenteriae v bacterias anacrobicas.
Pucde scr administrado via oral en el agua de hclndn. ohtcnicndose muy buenos resultados

(Backbo, 198R8) Su de es ilar a! resto de los antil
NMacrolido. Fxi i

ste poca informacion acerca de sus caracteri far; éti sin
embargo s similar al resto de los Macrolidos, Penetra bien a las celulas, se concentra y

elimina en Ia teche.
El antibidtico sc fija a [a subunidad S0S del nbosoma baclen.\no e mhlbe ta sintesis de

prnchmN dependiente del RNA al bloquear la transy tr. o t La
accion de la Tinmulina pucde ser bacteriostitica o bac!cncida, scgun la especie bacteriana,

fase de crecimiento. densidad del indculo y concentracion del mismo.

1.2.3, Quinolonns,

E.as Quinolonas zon un ;:mpo dc ng.cnlcs nnmmcrnbnnoq sintéticos, que han sido utilizados
prodominantiemenie en n dose cada dia mis en medicina
veterinaria La primera Quinolona introducida en 1a clinica fué el Acido Nalidixico en 1963,
parn combatir infecciones de las vias urinarias (Hannan y col, 1989). Con el tiempo se
encontro que peacraba rapidamente resistencia bacteriana, lo que limito su uso.

El Acido Naludiico ha contribuido con el nitcico basico para el desarrollo de compucstos,
que han sido de aran impacto en los tltimos afios, las Fluoroquinolonas. La sustitucion que
se realicen en ol miclee bisico conducen a Quinolonas de segunda y tercera generacion




La actividad antimicrobi de las quinol de primera generacion es muy limitada y
sn:len ser activos contra af t ias gram ivas.

Su mecanismo se basa en la accién que tienen sobre la DNA girasa bacter

bactericidas.

na, siendo asi

Niicleo bisico de las Quinol _

-]
$ ’
. k]
: I
. g
“
1.2.3.1. Acifto Oxolinico. -
czns
o
o cooM

K1l Acido Oxolinico es una Quinolona de sepunda generaciéon, con sustituciones en las
posicionnes 6 v 7 del micleo hisico de las Quinolonas. Otros cjemplos de Quinolonas de
" N

ce " .

nda peneracion son |, Cino F 1 Acido Pip H con cs
indicaciones v ninouna ventaia terapedatica, )

Actua snbre In DNA girasa (o topoisomerasa), 1a cual esta involucrada en la replicacion del
IDNA bacteriano, siendo asi bactericidas a bajas concentraciones (Hannan v col, 1989),
Recientemente han sido  introducidas las  Fluorequinolonas en medicina veterinaria, con la
caracteristica rle tener una remarcadn potencia vy amplio espectro de actividad en contra
nas actobios v anacrobios facultativos, como  los  Afycoplasmas v las
wan v oell 1989) buena penstracion en teiide y relativamente b inciden
e reacciones o doersas ndemas de que pueden ser administradas via oral. Se¢ ha demostrado
qu s son altan-ae eficientes  (especialmente Ciprofloxacina v rofloxacina) contra
b rerins pram nepativas como el Adctinohacilins pleuropneumeoniae (Prescott v Yielding,
run0)

microoroeani
Frckereara il




1.2.3.2. Flueroquinolonas.

Nabidixi ShiaLE :

Las Flueroquinofonas, son anilogos sintéticos del Acido T el
de las Quinolonas. Las modificaciones estructusales del  Acido Nalidixico i
para una mcjorar <u resistencia e mcrcmemar al maximo su actividad antimicrobiana. El
atomo de fluor en lel carbono 6 dcl ct r 6 el mas importante de
este prupo de Ouninolonas, cc o a la de una nueva fam; de antibioticos,
1as Fluoroquinolonns. atomo de fluoruro en ta posicion 6 aumenta la actividad contra
gram positivos y el anillo de piperacina en posicion 7 le confiere actividad contra
I'seudomonas. t as caracteristicas propias de cada Fluoroquinolona se dcben a su
sustitucion en In posicion 1.

1 ns Quinolonas de tercera gieneracion incluyen  Ciprofloxacina, Enoxacina, Norfloxacian,
Ofloxacina v Pelloxacinag, entre otras

Las Quinolonss actuan sobre la PNA girasa bacteriana, esta produce un giro negativo en ¢l
DNA ¢ induce mptaras del mismo. Al unirse a 1a subunidad A y B de 1a DNA girasa,
bloquean esta n-tividad.

1.2.3.3. Floaacin.,

Fl Floxacin oz una Fluoroquinolona  de bastante uso en afios reci en la dici
veterinaria, e tiene elevada potencia antimicrobiana .

f.as sustituciones en las posiciones 6 y 7 aumentan la actividad del nnllbléllco. ¥a& que se
cleva la afinidad  por la DNA pirasa. E! vol de los radical cs direc
proporcional a la afinidad por la DNA girasa, y en este caso. el Floxncm tiene un radical
ciclico en la posicion 7 del nicteo basico. Hay Fluor de los r fes son
lincales, como I Enrofloxacina v Ia Nanofloxacina.

Bl antibintice puacede ser ndmmn'mdo por via oral, alcanzandose niveles séricos miximos
una a dos horas después de su admi acion oral, ] esto varia dependiendo de la
Fluarnquinelonn en cuestion. El Floxacin y on general todas  las Fluoroquinolonas se
abcorben sin dittrultas v tos antiacidos. al igual que los alimentos, dnrcullnn su nh:orcmn Sc
metabolizan en higado y se everctan por filtracion en tubos 1 \]

por orina (D1 lapoledn Gonzalez Saldaita, 1988).

Por otro lado =~ sabe poco acerca de In toxicidad potencial  de estos compuestos  en
animnles domesiicos conn e cerdos y bovinos,

Vs aalores e NIC pata patopenos del tiacto respirpterio de cerdo estan altededor de
11 06 ngen ep prrdenos det tracto respiratorio del cerdo




El mecanismo de accién, como ya se menciond es similar al resto de las fluoroquinolonas,
siendo altamente bactericida.

1.2.4. Tetraciclinas.

Las Tetraciclinas son un grupo de i bi con i6n bacteriostética. La primera
Tetraciclina producudn fue Clonelrlctclmu en I948 dos afios mas tarde fue producida ia
Oxitetraciclina a partir de microor

Las Tetracicli son bioti de i © con un plio rango de actividad
Ati contra microor i gnm posmvos y gram negnnvos Son capaces de
iones ali jue esto no es resp de su ians.
propledldes quelantes son importantes en relacion a su ab i6n & nivel de tracto
gastr l. Son insolut en agua y pueden formar complejos metélicos a nivel del
intestino.
Las T e - propicdad PP virtual P y dan resi
crizada complela
El mecanismo de accién mas |mpornme de las T icli depende de su capacidad para
bloquear I. unién del plej acido-RNA de fe ia con el rib Como
, no_se disp de inoAcidos para ¢/ RNA mensajero y no se producen
idiendo Ia is de pi i a este nivel.
acion mas fr es Ia oral, bié den ser administradas
o intrawv: Se absorben -decuadlmeme a lr.vél del tubo dugesuvo.
el animal esta en ay , con e Mi
que se absorben muy bien, aun en presencia de atimento. El pico méximo de lbsorclén se
obtiene después de dos o tres horas de ser administradas.

1.24.1. Oxitetraciclina.

La Gm-:u icli es un ibidtico de plio uso en dicina veterinaria con buecnos
en infe por patd del tracto resplralono de Ios cerdou
AI igual que ¢l resto de las "Tetracicli tiene propied, virtual
i y da resi cnizada entre si.

OH gn acH3l

q

Penetra en forma adecuada a diversos comparti org niveles
i casi iguales a las séricas

adccuados en liquido pleural, sinovial y itico, y c¢




en las secreciones dentro de los senos il En el liquid: fat quideo se

IO~20'/- de los nlveles séricos. Como las demis ti ad itarse en hueso y puede
10 a 100 veces mayores que en s-ngre

Todas las Tetraciclinas se excretan por via renal esto incipal por filtracio

glcmerullr y en menor proporcion, en bilis y heces. Apnean altas concentraciones en la
orina durante las pnmms do! hons después de una dosis oral y pemslen 6 a 12 horas. La

excrecion de D y M lina es mis lenta. LI O i i se en
presencia de falla renal. A pesar de se de li p , las
indicaciones para su uso son preci Teniendo en sus efe éni sobre

tos tejidos calcificados, debe evitarse, por tanto, su empleo en embarazadas y mnon menores
de nueve afios.

Se utiliza en i
general por patégenos del trlcto respiratorio del cerdo.

Fecci 4 por M, 1. He hil 4 bacillus, y en

e P

1.2.8. Aminoglucésidos.

l.on Ammoglucostdos constituyen un importante grupo de antibiGlicos que por su espectro
de

iano y su i baclencldl tlenen gran uuhdud en el

das por org gativos. Qui i en un un anillo
nmmoclclllol al cual se unen duveuos lmmolzuc-res estos ultimos son los responsables de
sus diferentes caracteristicas far i ianas.
De los Ammoglucésldos mas unluudos en medncm. vclenmri. estan ia Estreptomicina,
N K G y Tob tividad irregular contra
bacterias g ivas. En un i izado en 1993 por Guuenez y col. en Espafia
repornté que Ios Aminoglucéd mas i conlr. 4 llus pleuroy
fueron K G ici mientras que N vy E icina tuvieron una

actividad baja. La Tobramicina fue activa contra el 100% de Ils cepns ensayadas y con una
MIC de 2.0 ug/ml.



1.2.5.1. Estreptomicina.

N
NHCNIHZ 7|”
NHUNHZ
1]
{Steepidine)
AFvIrS)
ANTLS)
"
(Streptosa)
€03 CHO
"

treptomicing es un antibiotico Aminoghicosido que ha sido utilizado en medicina
n cs dec inhibir Ia sintesis de proteinas bacterianas al
ificas de In subunidad 30S del rib bacteriano por

veterinaria  Su mecanismo de ac
fijarse a proteinas ribosémicas esy

rredio de tres mecanismo diferentes:
L. Inhibiendo 12 iniciacidn de fa sintesis de proteinas.

12 [mpidiendo el alargamicento de Ia cadena polipeptidica.
Aumentando fa frecuencia de lecturas crroncas del codigo genédtico, lo que da por

o
resultado proteinas estructuralmente anormales.
I'stos cambins incapacitan a Ia bacterin para producir las proteinas necesarias para sus
procesos vitates (Davis & Dulbecco, 1978).
via de administracion idonea os la parenteral (INM 6 V), ya que cuando se administra por
iz oral, ne <e nhsothe debido a que es un cation may polares, por lo que se¢ inactiva con plt
Joo Cuand se administra por via IN, s absorcion es completa y rapida. alcanzandose las
concentraciones plasmiticas maxima en 30 a 90 minutos, aunque este va a depender del
vstado de la Cirenlician v de I masa muscular, por lo que esta contraindicada cn pacientes

can problem:= sculares fchonques, edemas, etc).
ucasidos por via IV, su absorcion es completa, fa

¢« uamdo se administran los Ar
s ancentencicon cdrica mavima v cl tiempo que tarda en alcanzarse depende de la dosis y
“elocidad con e se adiministra (no debe ser menor de 20 minutos). Una vez en la sangre,
se fijan poce a proteinas, difunden por ol espacio extracelular y alcanzan concentraciones
adecuadas e~ los liprides intersticial, sinovial, peritoneal, pericirdico y ascitico. Su
penetracion a liguide cefaulorraquideo es pnhre, aun en presencia de inflamacion.

En secreciones respiratorias, las aciones al

. excepto

diante el prrindo neconatal.



n

son bajss, pero con ia ion repetids det di Se por
via renal (Gonzalez Saldafia, 1988).
1.2.6. Cefalosporinas.
Las Cefalosporinas pertenecen af grupo de ibiti betal i El micleo activo de
ias Cefalosporinas es el ic-do 7-aminocefalosporénico, a pmn- dcl cual, afiadiendo cadenas
laterales, se logra la p ion de p con 1 actividad
antimicrobiana que el original
Existen Cefalosparinas de primers, tcrcerl e inclusive cuasta g ion. Dentro de
este grupo se 1a Cephak Cy y Cefach (de primesa generacion),
Cefi i Cefti ime y Ceftri (de tercera geneuclén)
Estos ibioti son all i contra microorganismos tienen buena actividad
contra cocos y bacilos gram-positivos. T‘enen baja actividad contra bactesias gram-
negativas, sin emb-rgo en un dio r por Gutierrez y col en 1993 en Espafia
repono que et Cefi Ceni. i y Cefiri tienen una elevada actividad contra
4 bacillus ,..‘.. opne El Ceftriaxone tuvo una MIC de
1.0 ug/ml en h mnyorln de las cepas ensayadas (Gutiestez y col, 1993).
Su es Su sitio de accién princips! es la porcion externa de la
t itopl Ati b-clenm. donde se une con las proteinas receptoras.
Pr do inhibicion de la fase de la sintesis de {a pared bacterizna (formacion del
idogli ). el cual d P un papel fund fenia de In bacteria.
Unn vez quc se plerde ia pued el agua del fular p al espaci
intr i por dife ¥, por | lu unto. hay salida de e} i ful,
Ademds, estan Ias fiti H ), Ias les en forma nonn-l
mterv-enen en [a d-vmén y crecimiento “bacteriano, en estas circunstancias actian como
Sald: 1988).
Las Cefalospori de d senencnén tienen un i de i6n similar a las de
primera g ion. Su esp €3 un poco mis amplio que ¢f de las primera
generacion, siendo activos contra He Estos antibi6ticos pueden
ldﬂ“ﬂlslrll‘.!e por via oral y puren(eﬂl Tn.-nen buena distribucién en todos los tejidos,
pto el nemoso La umu Cefnlosponim de este grupo gue afcanza
o d en liquid feo es ef Cefuroxi utili; d en
neuroinfecci con b ftad: Se efimi por via renal. (Gonzalez Saldafis,
1988).
El Ceftiofur, una Cefalosporm- de tercera g 6n, es un bi6tico que a ulti fech
esta siendo utilizado p en E d Umdos con muy buenos temludo: para
combatir Ia PCP en cerdos. Es un ibid a ia beta-1
por ser de pli P o, do activo 4 bacilius spp, Parlenlla 2P, ¥
hos otros mi gani: gram positivos y gr At (Hsu y col, 1988).




01.3. Combinaciones antibidticas.

Fl uso de las cmnhnmc-ones nnnbuéucas ha sido una practica in en la dici 1]

partlculnmwme encltr de p 8r enfermos (Ellopoulos 198R). La
mayorin de  estas combinaciones han sido empiricas, b " en el
conacimiento bhicn definido de los pnlogcnos mvolucrndos Las binaci ibioticas

s¢ usan para ¢ der of ©
patagenas  desconocidos, mmque también son dtiles en el tr
producidas por patogenos  conocidos, ya quc se incrementa Ia actividad bactericida o reduce
el ricsgo de la aparicion de rosistencia.

Cuando se combinan dos agentes antimicrobianos podemos observar tres tipos de efectos:
sinérgismo, antanonismo e indiferencia.

Una combinacion es sinérgica cnando el efecto general obtenido es significati
snperior a los efectos de cada antibidtico y hay destruccion de la bacteria, el cjcmpln clinico
mas sohicsaliente y de conocimiento mas antiguo ¢s la combinacion de Penicilina y
istreptomicing frente a Jorterococcus (ant conacido como Streptococcus foecalis) en la
endocarditis infecciosa causada por <! coorgani . El pl individual dec estos

antibiGticos es ineficrz, pero fo se T4 se obti 1a curacion det
prev eso, La Peni

iano en la terdpia de las infecciones con
de infecci

na actua sobre la pared celular bacteriana, permmcndo ¢l ingreso de la
cina al interior det ribosoma del microorganismo provocando asi su destruccion.

- combinacion es antagdnica cuando el efecto obtenido es significativamente inferior a los
efectos individuales de cada antibictico por separado, por tanto se d |

aunr
nepnativo Fl resuliado clinico se expresa como una falla curativa o en un retraso dec la
cion del proceso.

Un:  combinacian es indiferente cunndo cl cfecto obtenido es  similar a los efectos
individuales de cada antibidtico por separado.

Sin embarge, sinérgismo y amaganismo son interacciones dificiles de predecir, ya que el
resultado varin on funcion al microorganismo y puede ocurrir unicamente en un rango
estrecho de concentraciones de 1a droga.  El conocimiento de fos diferentes mecanismos de
Accinn de cadn agente antimicrobiano permite predecir el efecto de las combinaciones
antihinticas a realizar.

1.3.0. Siuncerpismo,

1 as combinaciones antibiGticas podran ser sinérgicas  si ellas involucran los siguientes
mecanismos de accion:

I Inhibicicn secucnciat de pasos sucesivos en el metabolismo  (cjemplo: Trimetoprim-
Sulfanctoxazol)

2 Inhibicion sccauncial de Ia sintesis de la pared celutar (cjemplo: Mecillin- Ampiciling).

3 Facilitacien de 1 entrada de la droga de un antibiotico por e otro (cjemplo: Beta

1 nctamicos- Ao,
Hhicion de o
Idinge, 108Ky

lina-Acido Clavulinicn) (Prescott y

Ampici




1.3.2. Aniaponismo.

L.as combinacinnes podran scr antagonicas si se involucran los siguientes mecamsmos

1. tnhibicion e Ia actividad bactericida de 1a droga, por cjemplo la i de un
agente bactetiostitico con un bactericida.
2. Competencia por los sitios de union de la droga. por ¢j Ll binaci de

Macrolidos con Cloranfenicol.

3. Inhibicion de los mecanismos de permeat lular, por ejempl binaci de
Cloranfenicol con Ammoglucocldos

4. Depresion de la re imati por ejempl binaci de
Cefalosporinas de 3a  generacidon con vicjas drogas I} i (Pr y Yielding,
108R).

n el desarrolls de las pruebas sinérgicas de ibioti los microbiol

usan “tableros de ajedrez” en dos d-menuones para dos agentes. en donde ¢l método a

utilizarse es c!l de dilucién y mas cc ol de mi Jllumén (Lorian, I‘JB!) El
método determina la  actividad inhibitoria o bactericida de P
combinacion a un tiempo fijado. Las mlemccmnes |n vitro” se calcul. igebrai y
so interpretan como sinérgia, indiferente o dey dfiendo de que Ia actividad
antihacteriana dc la combinacion de los agentes individuales, sca mas grande que,
cquivalente a, 0o menor que. l.as interacciones “in vitro” bi se repr

geométricamente como isobologramas (Berenbaum, 1978).

Ademas de que no son de uso rutinario, se ultilizan en situaciones en las que se desconoce si
existe sinérpismo, por cjemplo un nuevo ag antimicrobi o o la predictibilidad
no se puede realizar por ¢l desarrollo de factores de resistencia bacteriana o tratamientos
fallidos.

l.os métndns para decterminar actividad sinérgica no han sido estandarizados y existe una
controversia acerca del valor de estas prucbas para los tratamientos clinicos.

1.4. Métodos para determinar In actividad antimicrobiana.

Existen dos m#todos generales para determinar la actividad antimicrobiana:
1 AMétodo de Difusion.

2 Nétodo de Ditucion

DMétados de Difusion .

Ditikion en I sco

FFt método de difusion en disco se basa en colocar un indoculo estandwizado  del
miviooreanisme con un hisopo  estéri! sobre una placa de agar Mucllor-finton, vy
posterioninente coloecar discos de papel filtro impregnados con el agente antitnicrobiano,
después de incubar las placas de agar a 35-37° ¢ durante 18 a 24 horas sc nriden el
dizmetres de ' zona de inhibicion atirededor del disco.

1 eamaitn de fa ona de inhibicion cos inversamente proporcional a la Minima Concentracian
Tutubitosia (40 del micioorganismo (Batows y col, 1991).




e

1.4.2. Difusién en agar Scilindro-placa.
mform-clén cualitativa (o umu:uumuuv-) sobre ia
del

El método de difusién proporci
PR M El métod: en col un i
i i 1 sobre pl iendo 21 ml de dio para ibiGti
ponenormeme § siy i seis cilindros ealénles de acero inoxidable sobre l.
supell' cie, llennrlo; en fo A .ltemad. con un. i dar del ibioti y una
prot del antibié yar. Las p se incub a 35-37° C durante I8 a
24 horas y se miden los d'imctros de las zonas de inhibici idas (Bal y col,
1991).

1.4.3. Métodos de dilucién.

1. Minima Concentracién Bactericida (MBC).
2. Minima Concentracién Inhibitoria (MIC).

Los métodos de dilucion en caldo ti Ia ija de proporci infor
de Ia actividad antimicrobiana de una droga.

1.4.4. Método de Ia Minima Concentracién Bactericida (MBC).

Este métod bi es ido como curvas de mortalidad y permite determinas la
h-bnhdad de un agente lnumlcrobnuno para matar a una blclenn de!ermmnda Es un
p o p en ll de y se usa
f como her dei igacio

Ya sea que se desasrolle el mélodo de macrodilucion o m:crod:lucnén en caldo, los tubos o
pozos Ins del guales o mayores & Ia
MlC son subcullwldos para determinar en dond inhibié el cr del
micr (accién bacteriostética) o fue mludo (-ccuén bactericids). El punto final de
la prueba (MBC) se define como Ia acion més baja del agente antimicrobiano que
mata a casi el 99.9% del i 8 yado (Bal y col, 1991).

Método de la Minima Concentracién inhibitoria (MIC).

1.4.5,

El método MIC se define como la dilucién mas alta del ag
crecimiento bacteriano. Este método determina el nivel de resistencia de una poblacién

. i, ue inhibe el

bacteriana.
1.4.8.1. Método de Microdilucién en Caldo.

El método de microdilucion en caldo (MIC) se usa para medir
“in vitro™ de un agente nmlmlcrobmno conlrl una b.ctenn aislada. Una pl-cl de pli:nco de
del

- PRSP

microdiluciéon estéril se
antimicrobiano con una suspension estandarizada de {a bacteria a ensayar, dupués de
incubar a 35-37°C durante 18-24 horas, se delerlmm Ia MIC observando Ia concentracion

mas baja del agente inhibio e! i delab




Pruebas MIC “punto de quiebre” repr una dificacion de pruebas MIC de

microdllucnén en las cu.les gencralmente una de tres de cada son
y los resul son reportados cuantitativamente. Esto permite ensayar mas

nnlnbxéucol por placa.

La placa basica de MIC microdilucion en caldo utiliza caldo Mueller-Hinton pH aji 4

Este medio soporta el crecimiento riépido de ia mayoria de los
Existen técnicas en donde se usan medios diferentes al caldo Muecller-Hinton, estas son
alternativas utilizadas algunas veces para ensayar bacterias fastidiosas o de dificil
crecimiento (Balows y col, 1991).

1.5. Métodos para realizar pruebas sinérgicas (Lorian, 1988).

E!l método mas utitizado .mplnnmeme utilizado para rea.llw pruebn smérglm es el “tablero
de ajedrez”. Por dio de esta té se de “‘in vitro".
Dentro de las ventajas mas importantes del procedimiento estan la de ser de facil
entendimiento para el anélista, desarrollarse rapidamente, ademis de que su interpretacion
matemidtica es también sencilla.

El termino “tablero de uedrez se reﬂere -l patrén formado  al realizar las diluciones
miltiples de los dos En esta técnica el antibidtico A se

diluye sobre el eje de las .bctsas yel nnuhuéuw B se d;luye sobre ¢l eje de las ordenadas.

El ublero r I 96 p en el que Cldl uno de ellos contiene una
i6n de i dife de cada antibié y
El método puede desarrollarse en dio liquido, utili d i de dilucién

(microdilucion ) o con tubos (macrodilucién); o en medio semisélido (lgu), este método es
menos utilizado ya que el realizar diluciones seriadas en agar son més tediosas y dificiles de

desarrollar con exactitud (Balows y col, 1991).

El resultado del tablero de ajedrez puede ser lizad, i para ob fos
valores de MIC y FIC de cada uno de los ibioti i || dos en la binacién. Con
estos datos se pueden obtener las graficas idas como Isobol Para ello se
grafica cobre el cje de las abcisas los vnlores de FIC del nnnblénco “A” y sobre el eje de las
ordenadas los valores de FIC para el Stico “B™. El o a tres tipos de

graficas, las cuales se interpretan como mdll’erencu. antagonismo o sinergismo, (Berembaun,

1978), a conti ion se an ej >s de estas curvas.




Representacion de los Tableros de Ajedrez como Isobologramas (Berembaun, 1978).
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1.5 JUSTIFICACION.

t.a proliferacion de las enfermedades respiratorias del cerdo, sobre todo |la
Pleuroncumonia Contagiosa Porcina (PCP). se ha incrementado en nuestro pais y en

cl mundo entero, la resi ia del Actinobacillus pleuroy iae a los antibincticos
comunmente u-mdos va también en aumenlo por lo que se justifica la necesidad de:

)] ntar comb que gan efecto sinérgico cn ta accidn
'mmnu.rnhmnn

2. OBIETIVO GENERAL.

Encontrar combinaciones de ag imicrobianos con un efecto sinérgico para
bacterias que afectan ! aparato respiratorio del cerdo, en especial para Actinohacillus
pleuropnenmoniae, serotipos 1, 3,5y 7,

2.1. OBJETIVOS FSPECIFICOS.

Dentro de Ias combinaciones quie se ensayaran con cada uno de los cuatro serotipos
cstan:

Kitasamicina-Acido Oxolinico
Kitacamicina-Floxacin
Kitasamicina-Enrofloxacina

frritvomicina- Acido Oxolinico
Eritromicina-Floxacin
. Eritromicina-Tiamulina
Fritromicina-Oxitetraciclina
.12, Tiamnlina-Acido Oxolini
Tinmulina-Floxacin

14, Timmlina-Oxitetraciclina
.18, Azide Oxolinico-Floxacin
.16, Acido Oxolinico-Oxitetraciclina
.17. Floxacin-Oxitetraciclina

HENHNNNRNNNDURNNN

1.
1.
1
na
1
1

!

1



3. MATERIALES Y METODOS.

a.n. EDIOS DE CULTIVO,
t.0s medios de citltive utilizados fucron pl de agar Infusién Cercbro Corazon (BHI),
Caldo BHE, placas de agar Sangre y un concentrado fiesco de levadura.

3.1.1. Catdo lafusién Cerebro Corazén (BHE).

Pesar la cantidad indicada por el proveedor, colocar el polvo en un martas erlenmeyer de
capacidad adecuada. agitar hasta completa disolucion, repartir el medio en botellas de vidrio
con tapdn de rosca v esterilizar por calor humedo 15 tlibras, 15 minutos, 121°C. Meter el
medio a prieba de esterilidad a 37°C durante 18 horas. Elimi las botellas contaminadas y
conservar Ias demas a temperatura ambiente.

3.1.2. Agnr Infucion Cerebro Cornzén (BHI).

Pmnr Ia cantidad de polvo indicada por el provcedor, colocar el polvo en un martas
ctlenmever de capacidad ! dio hasta temperatura de ebullicion para
clarificar ! micdio, esterilizar por calor himedo, 15 libras, 1S minutos, 121°C. Dejar que In
termmperatina del medio baje hasta aproximadamente 40°C, para ello colocar el matraz en un
baio a la temperatura indicada. Agitar por rotacién suave, sin permitir que se formen
hurhujas y servir en cajas de petri estériles (aproximadamente 20 ml por caja). Dejar
sofidificar a temperatura amhiente.  Meter las placas a prueba de esterilidad a 37°C durante

iento bacteriano y guardar las

1R horas Descchar aquellas pl que pr cr
demids a 4°C

3.1.3. ARav Sangre,

Pesar ol polve deshidiatado de base para agar zre, forme indiq el proveedor,
colocar el polve en una matraz erlenmeyer de idad ad d hasta
temperatura de ehullicion para clarificar el medio. rs!cnllw por calor himedo a 15 libras,

1S minutos, 1217°C. Dejar que la temperatura del medio bnje husﬂ lproxlmldnmenle 40°C,
Adi un (0% de

rara cllo colocar el matraz en un bailo a la peratura
samue completa desfibrinada de camero. agitar por rotacion suave, sin permitir que se
formen burbnjas v servir en cajas de petri estériles (aproximadamente 20 ml por caja). Dcjar
solidificar a temperatura ambiente. Meter las placas a pmeba de esterilidad a 37°C durante

o bacteriano y guardar las

1R horas De=cchar aquellas pl que pr cr
demas a I1°C,
M 1.5 Futractn fresco de levadura,

alver St de levadura fresca de panaderia en 100 ml de KiLPO, 02 M Calentar a 80~
RS°C. Clarit:ear por filtracion utilizando cartuchos Millipore *‘Lifegard™ CP-1S  Ajustar el
I a 76 con Na®OWl | 0N Esterilizar por filtracion utilizando menbranas Millipare de 0.22
11 de didmetro Almacenar a -20°C hasta su utilizacion.




3.2. ANTIRIOTICOS (donados por Laboratorios Trianén S.A. de C.V.).

3.2.1. Kitasamicina..

Kitasamicina basc. Lote I195-9404109. Potencia 950.0 ug/mg.

3.2.2. Acido Ootinico

Audo Oxolinico. sal sédica. Lote 9200923, Potencia 998.0 ug/mg. Ferro Im.

3.2.3. Enrafloxacina.

Enrofloxacina base. [.ote EFB-0170394. Potencia 998.0 ug/mg. Sica, S.A. de C.V,

3.2.4. Oxitetraciclina.

Onitetraciclina HCI BP 88. Lote 503. Potencia 870.0 ug/mg Benichem, S. A. de C.V,

3.2.5. Floxacin.

Floxacin base. Potencia 983.6 ug/mg,.

3.3 6.Fritromicina.

Guilimicine polvo soluble. Tioci de Erity ici Lote 8903. Potencia 508.0 ug/mg.
Cedva Mexicana Grupo Sanofi.

3.2.7. Tiamwulinn,

Tizmutin polvo soluble. Tiamulina Fumarato. Lote 906. Potencia 450.0 ug/mg. Roussel,
S A deC V.

A28 Estreptomicinn.

Estrepto-monaxin, Solucion inyectable. Sulfato de Estreptomicina. Lote CEMO017. Potencia
1000 ugfmyp. Farmacenticos Lakeside S.A. de C. V.

3.3. CF.PAS.

1. Cepns de cattlogo.

Aetinohacitins pleuropneumeoniae ATCC 27088 serotipo |
Actinabacillus plenropneumoniae ATCC 27009 serotipo 3
Actinobacillus plewropmeumoniae ATCC 33377 scrotipo §
Acrinohacillus pleuropnenmoniae ATCC 33590 serotipo 7
Steaphyiococenus aureus.

3.2.2. Cepas de campo de Actinobacillus pleuropnesmoniae:

N1l (copa aiclada de un pulmdn de cerdo de un caso procedente de Monterrey, Nuevo
1 eron ANléxicnd

A (cepa aitlada de pulindn de cerdo, procedente del Estado de México)

101 192 £.P 1 P31 (cepas nisladas de diferentes pulmones de cerdo procedentes de

t » Picdad, NMichoacan. NMéxico)

I, CORMBINACIONES DE ANTIBIOTI(COS.

1 méiodo del Taklero de Ajedrez (“checkboard assay™), es una de Ias téc
frecuentemente utilizndas  para probar binaciones de o
vitrn™. Se dice que Ia técnica  es un procedimicnto wncullo. que puedc desarrolinrse

rclrtivamente on un perindo corto  de po, q Py p criticos, como se
discutira mas adclante (Lorian, 1980)
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no lo pedia, cada combinacion se repitié

Es importante ionar, que (| 1a
seis veces, comn minimo, antes de poder pasar a la siguicnte.

3.41. Kitnsamicina-Acido Oxolinico.
3.4.2. Kitasamicina-Flowacin

3.4.3. Kitasamicina-Enrofloxacina
3. L4, Kitasamicina-Eritromicina.
345 Kitasanticion-Tiamulina.
3.4.6. Kitasamicina-Estreptomicina.
3.0.7. Kitasamicina-Qritetraciclina.
3.4.8. Eritromicina-Acido Osolinico.

itromicina-Floxacin.

M40 F
amicing-Tiamulina.

3.4.00, F

3.4.11. Fritromicina-Ovxitetraciclina.
3.4.12. Tiamulina-Acido Ozolinico.

ntina- Floxacin,

3.4.13.7
3.4.14. Tinmulina-Oxiretraciclinn.

3.4.15. Aciddo Qaolinico-Floxacin.
3.4.16, Acido Ovolinico-Oxitetraciclina.

3. 1.0 7. Flovacen-Tditctracictinag.

A b et
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BIOTICOS
Co Antibidtico “B"
] asamicina Acido Oxolinico
2 Kitasamicina Floxacin
3 Kitasamicina Znrotloxacina
Rl Kitasamicina
3 Kitasamicina
3 asamicina | Estreptomicina |
7 tromicina Oxitetraci a
8 tromicina Acido Oxolinico
9 tromicina Floxacin
10 tromicina Tiamulina
11 tromicina Oxitetraciclina
12 amulina Acido Oxolinico
13 Tiamulina Floxacin
14 ‘Tiamulina Oxitetraciclina
15 Acido Oxalinico Floxacin
16 Acido Oxolinico Oxitetraciclina
17 Floxacin Oxitetraciclina

2.8 METODOLOGIHA.
3.5.1. Curva de Crecimicnto,

1. Sciubrar por esteia cruzada el microorganismo en cajas con agar Bl mas 10% de

fesaduen,

2 Incubar a 37°C durante 18 horas.

3 Verificar 1a pureza del microorganismo, asi como la morfologia colonial y microscépica

del mismao.

4 A partit de este cultivo, sembrar 10 ml de Caldo BHI con 1026 de levadura con una

asada ligera -iel microorganismo.

S Incubar 1 37°C durante IR horas

o tnocelar un matraz erlenmeyer de 125 mil conteniendo 25 ml de Caldo B mas 10% de

tevadura ean O 2 mil det cultive de toda ta noche prepatado

7 Iacubar 7 277 (de prefecencia con agitacion suave).

B tomar uren pnmestra del coltivo anterior a las O, 1, 2, 3. 4, §, 6, 7. 8 y 2 horas dc
uburcion para determisin Abzothancia y Unidades Formadoras de Colonias (110U /n!)

Y beer da Naeehan A 530 om v frente a un blanco de caldo BT con levadura estéril.

10, Graticar Abeorbancia vy UIPC/ml contra ticempo

1 Determiczy oof ticmpo de gencracion y velocidad especifica de crecimiento, a partir de fa

grafica ren

1
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Con datos de creciniento a los diferentes tiempos, tanto de Absorbancia como de Unidades
Formadomas de Colonias/ml (UFC/ml). construir las curvas de crecimiento para cada
serotipo

El calculo de la velocidad especifica de creci asi como el tiempo de generacion, se
calcostan utilizando la siguiente formula:

En dondc:
u == Velocid: ifica de cr

X = Numero dc célutas/mi
t = Tiempo en horas
tg = Tiempo de generacion

.£.2. Preparacion de Ins soluciones de antibiaticos.

Pec v la cantidad adecuada de polvo (en bhalanza analitica), necesaria para  preparar una
sol:ion del antibiotico  con concentracion de 512 ug/ml. Para cllo tomar en cucnta la
potoacia del polvo

«‘olocar ¢! poivo pesado en un matraz voluméirico de 100 ml, perfectamente limpio y

2
seen
3 tiisolver ef polvo, bajo fas condiciones que sc indica cn la tabla y agitar durante 15

minatos, hasta compleia

solucion.

CONDICIONES DE SI1SOLUCION

J\ir:!-;;wl. 10 ml y aforar con agua destilada estéril

Tl

Agn'l festi estéril
] Acndn Acético 0.1 M, 2 mi_y aforar con agua destilada estéril }
e 005 N 10 ml y aforar con agua destilada cstérit

a [Agﬁ_dcslihda estéri

Colacar Ta solocion en un frasco con tapa de rosca v conservar a 4°C por ne mias de 7

eins

S A esta solecian se otigquetari comn “solucion stock™ de S12 ug/nl.
6 Fnoeaseo (- que se reguicran hacer series de difuciones, tomar 25 md de esta solecion 3
aforyr i SO end cnoan mavtar volmdétrico de 50 ml.




3.5.3. Preparaciaon de In suspension de Actinobacillus plessrog
1. Sembrar por estria cruzada el microorganismo, sobre una caja de Agar BHI adicionado
con 102, de levadura.

2 Incubar a Y7 € durante IR horas.
3. Verificar by inorfolosia colonial y microscopica del microorganismo.
o 10%% de

4 Si el microors s se encuentra puro, scmbrar 10 ml de caldo Bifl con
levadura con ven asada ligera de Ia bacteria

S Incubar a 377C durante IR horas.

¢ Ajustar Ia cnoncentracion del microorganismo
utitizando para ello utilizar caldo B con 10 % de levadura fresco

7 Ultilizar esta <uspension bacteriana inmediatamente, ya que el titulo se altera con ¢! paso

izar para cllo

Sx10° UFC/ml,

a aproximadamente

del tiempo
R Una vez utilizada la suspension, realizar una cucnta colonial de Ia misma, t
cajas con acar BRHI adicionado con 10245 de levadura y scmbrar por duplicado las diluciones

adccuadns.

9 Incubar las ¢ajs sembradas a 37°C durante 18 boras

10, Contar Ias colonias crecidas en cada una de fas cajas y calcular las Unidades Formadoras
1o debera, por 1anto, acerearse a aproximadamente Sx 107

na requerida  para realizar las prucbas sinérgicas (Nétodo

de Colonins/m! (VIEC/mh FI
VIFC/ml Concenteacion bactel

efel Tablero de Ajedrez)
11. Peatizar 1a cuenta colonial eada vez que se preparce Ia misma.

J.5.5, D¢ » el ‘Tablero de Ajedvez.

1 Parn realizar las pruchas sinérgicas. se requiere de que todo el material se encuentre
petficctamente e<téril’ Placas de poliestirenn de fondo plano y 96 pozos, tips de pliastico.
2 Coloacar 100 1l a todos fos pozos de Calda BIH con levadura fresco estéril.

3. Diluir of Antibiatico A de izquicrda a derecha, para ello utilizar 100 ul en la coliumna 12
de I placa v hacer dileciones dobles  hacia la izquierda hasta Ia columna 2. La columna I,
psi coma ¢! poze T 12 (control de Medio de Ciltivo), no deberdn contener Antibicitico A

4. Colocar 100 ul de s dituciones seriadas (1as cuales se deberan preparar previamente al
cxperimento) del Antibictico 13 de  arriba hacia abajo. comenzando por fa hilera B, y
terminando con Ia hilera $1 La hilera A no debera contener Antibidtico A, asi como ¢l pozo

i

5 ¥l poze HIY es un control de NMedio de Cultive y el Al es un control de Suspension
hacteriann

6 ¢ olocar SO nl e a suspension bacteriana fiesca a todos los pozos de la placa, excepto al

pesoll 12

7 Aunitar Ia placa cnn suavidad, sin permitir que se derrame el liquido.
R ¢ tiquctas.

o -

apar perfectamente [a placa
100 Incubar a Y77°C durante 20 horas aproximadamente.

1! Reatizar W Iectura de cada placa




3.2.4.1. Lectura de In prueba.

Colocar la placa sobre una fuente de luz.

aminar cada uno de los pozos de la piaca.
I pozo Al cs un control de turbidez abundante (crecimicnto bacteriano), mientras que cf

lll"’ cs un control de medio de cultivo estéril, por tanto deberi observarse completamente
claro (sin crecimicnto bacteriano). En caso de que los controles no se observen como se

1,
2

-

indica, desechar la placa.
4. Registrar los  porzos que presenten turbidez y los que estén claros, para cllo es

conveniente enntar con una curadricula limpia que simule el tablero de 96 pozos.

f.cer la Minima Concentracion Inhibitoria (MIC) del AntibiStico A (hilera A), esto es, ¢l

<
ia inhibicion

ro7o que presente la concentracion mas baja del Antibidtico y que cause

complceta del crecimiento bacteriano.
0. Leer Ia MIC del Antibiatico B (fila 1), de igual mancra que el inciso anterior,

7. Examinar perfectamente todo el tablero y registrar turbidez o pozos claros
& Calcular 12 Fraccion de la Minima Concentracién Inhibitoria  (FIC) de cada uno de los
antibiGticos ensavados,

5.4.2. Calenlo de In FIC,

alcular la V'1C para cada antibidtico uilizando 1a siguiente formula:

MIC dcl Antibidtico A en combinacion

FIC del Antibioticn A =
MIC del Antibictico A solo

MIC dcel Antibiotico B en combinacién

FIC del Antihiotico B —
MIC dcl Antibiotico B solo

3.5.4.3. luterpretacion.

Sumar las doe fiacciones calculadas, y obtener el FIC index

FiICindex - FICde A + FIC de B

SIMF RIS X es menor dignal a0 S donde x = FIC index
INDIFERENTIE oix estaentre 0.Sy 40
ANTACGOINISMO), & x esmayor a 4 0

f




2s

4. RESULTADOS.

4.1. Caracterizaciéon de Actinobacillus ple ¥ ine (Ap) serotipos 1,3 .Sy 7.

Los scrotipos 1, 3, S y 7 de Ap fueron seleccionados pasa este ln.ba_.o por ser los mas
frecuentes en México y America Latina, ad de su

Con el fin de conocer las cepas, se realizaron una serie de pruct que a i ion se
describen.

4.1.1. Morfologia colonial y micr

Para determinar la morfologia colonial se sembraron los cuatro serotipos por aislamiento en
agar BHI + 10 % de Ievldura como meme de NAD. Se incubo a J7°C duun(e 24 horu

obser id. de color crema, suave .
con superficie lisa y brillante, del tipo “waxy™.
Se realiz6 tincion de gram para observar la morfologia mi 6pi d coco-

bacilos 6 bacilos muy cortos gram ncgativos pleomorficos.

4.2. Curva de crecimiento.

Las cuatro serotipos dc Ap requicren de medio suplementado con NAD para crecer, cuando
se le proporciona, las cepas crecen rapidamente a 37°C, sin embargo, cada una de ecllas
presenta curvas de crecimiento diferentes, asi como tiempos de generaciéon completamente
diferentes.

Cada uno de los cuatro serotipos de Ap fue i d di ia prueba de
“satelitismo™, para cllo se scmbro en Agar Bl por estria nmple. colocando al final una
estria abund, de Sraph aureus, cepa nodriza. Las cajas se incubaron a 37°C

durante 18 horas. El microorganismo crecié a lo largo de Ia cepa nodriza, Ia cual le
proparcions el factor de crecimiento 6 NAD .

Se renlluron curvas de crecimiento de cada uno de lol i Las dici de

cr fucron 1 bacion a 37°C, culti io, di BH.I + 10 % de levadura;
1t 8 horas.

Los dnlos de crecimi > A los dife iemp tanto de at t ia como de Unidades

Fi de Coloni ml (UFC/ml). mostrados en la Tabla 1, se construyeron las curvas

de crecimicnto para cadn serotipo, las cuales se muestran en la Grifica 1.



TABLA | R
CURVAS DE CRECIMIENTO DE .Actinobacillus plesurop i
ser1,3,8y 7.

P Turcme T2 Turcins 15 Jopcms 2" ]
T JA UFC/mi A UFC/mi A UFC/m) A UFEC/mi

o }0.02 1.74 x 10° {0.001 [1.08x10° [0.0i |8.54x 10° |0 1.10x 10

1 [0.04 {2.11x10° {0.002 |1.60x10° [0.36 {1.10x 10° }0.07 }1.78 x 10°

2 [0.053 [5.90x10° j0.037 [1.86x 107 [0.52 {2.10x 10° }0.28 {2.20x 10°

3 {0.128 {1.37x 10’ [0.182 |1.00x 10* [0.59 [9.30x 10° }0.40 [8.40x 10°

4 {0283 [2.90x10° [0.526 [5.35x 10" {0.63 }1.00x 107 [0.68 [2.00x 107

5 }10.44 (1.10x10° [0.632 |6.60x 10" 10.75 [1.40x 10" [0.74 {5.20 x 107

6 10.49 1.60 x 10° [0.699 {8.70 x 10° |0.82 [2.70x 107 [0.77 {5.80 x 10’

7 |0.491 |1.80x10* {0.746 [1.10x 10° [0.85 [3.00x 107 [0.76 }5.10x 107

8 [0.519 |2.00x10® {0.795 }1.10x 10° [0.87 {3.20x 107 ]0.50 |8.00 x 10°

9 {0.493 {2.80x 10" [0.839 [1.14x10° [0.98 {3.30x10" | - -

T = Tiempo en horns. A= Absorbnncm' UFC/mi = Unidades Fonmadoras de Colonias/ ml;

Ap = dctinob pleurop

(cn ncgritas) de cada scroupo de  Actinobacillus
ifica de cr H > (u) y el tiempo de

Con los valores de UFC/ml
plcuropneumoniue se calcularon, la velocidad
6n (tg). Los Itados fueron los sigui
El scrotipo 1 de Ap inicia la fase lobu.mmxcn después de una hora de incubacién, la cual se
exticnde por cinco horas mas. Esta fasc inicia con una pobilacién de 2.11 x 10° y termina
con 1.10 x 10", La velocidad ca de crecimiento calculada fué de 0.98, y el tiempo
de generacién de 0.70 hr ™!
El scrotipo 3 de Ap presenté una curva de crecimiento donde la fase logaritmica inicia
después de una hora de incubacién, y se extiende durante las siguientes seis horas. esta fasc
inicia con una poblacién de 1.06 x 10° y termina con 1.10 x 10°. La velocidad especifica

de crecimiento de 1.08 y el tiempo de generacién de 0.63 hr *' .
El scrotipo 5 de Ap presentd una curva de crecimiento en donde la fase logaritmica inicia

inmediatamente despudés de comenzar la incubacioén, y se exticnde por seis horas mas.
Esta fase inicia con una poblacién de 8.54 x 10° y termina con 2.70 x lO’ La velocidad
1 de cr i fué dc 0.57, y cl ucmpo de generacion de 1.20 hr
Fi mnlmcnle el serotipo 7, el microorganismo inicia Ia fase logaritmica hacia la primera hora
de incubacién, la cual se extiende durante las sngulcnlcs cuatro horas de crecimiento. La fase
Gn, »s¢ por cuatro horas mas.
y termina en 5.20 x 107, La

estacionaria se inicia a las cinco horas de i

La fase logaritmica inicia con una poblacion dc 1. 75 x 10°
velocidad especifica de crecimicnto fué de 0.84, y el tiempo de generacién de 0.81 hr ™!
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4.3. PRUEDBAS SINERGICAS.
,3.1. Combinaciones antibiéticas con cepas de catdlogo.

ATCC 27088 serotipo |
serotipo 3
serotipo 5
serotipo 7

Actinohacillns pleuroy
Actinobacillus plenropneumoniae ATCC 27009
Actinobacillus plewroprieumoniae ATCC 33377
Actinobacilins plenropnenmoniae ATCC 33590

4.3.2. Kitasamicina-Acido Oxolinico.

El valor dc lTa AMinima Concentracion Inhibitoria (MIC) para Kitasamicina para los serotipos
1,3 y 7 de Actinob lus pleuropr / (Ap) fué de 16.0 ug/ml, a difercncia del
serotipo S, cf cual tuvo una MIC de 32.0 ug/ml. En el caso del Acido Oxolinico, el valor de
MIC pora los serotipos 3. § y 7 fue de 2.0 ug/ml, mientras que para ¢l serotipo 1 fue de

1.28 ug/ml
El resultaddio de fa combinacion para el serotipn | mostrd ser del tipo indiferente, donde los
C i

valores de FIC (Fraccion de la Mini racion Inhibitoria) luctuaron entre 0.75 y

1.25.
£l cfecto obtenido para los serotipos 3 y 5 fué de tipo antagénico, 'os valores de FIC se

elevaron hasta IR O y 6.0 respectivamente.
Para el seratipo 7, ¢l efecto fué de tipo lint‘rglrn—lmhferenle con un punto sinérgico.

Asi. las concentraciones sinérgicas entre Ki y Acido Oxolinico fueron: 2.0 ug/mi
con 0.5 ur/m! ! valor de FIC fué 0.37S; cstos datos se concemrmon en una Tabla de

andlisis matemsitico, Tablas 2-5. Los Isobologramas corresy sc an en la
Grifica 2.

4.3.3. Kitasamicina-Floxacin.

Los valores de AIC para Floxacin  fueron de 0.64 ug/ml para el serotipo 1, 3 y 5. y de
0.32 ug/mi para el scrotipo 7.

La MIC dc la Kitasamicina fié de 16.0 ug/ml para los serotipos 1, 3 y 7, mientras quc para
cf serotipo S fué dc 32.0 ug/ml.

El resultade de esta combinacion para los cuatro serotipos fué de tipo indiferente.

J.os valores de FIC para el scrotipo | fluctuaron entre 0.625 y 1.2S, para cl serotipo 3 entre
0 G258 y 1 N6 para ol serotipo S entre 0.562 v 1.0 y finalmente para el serotipo 7 catre
1 25 y 8, nunque es importante mencionar que se presentd un punto dc antagonismo en of

serotipo § con nn valor de FIC de S y cnnccnlraclnncs de Kitasamicina y Floxacin de
64.0 ug/ml v 0 32 up/ml respecti F! o e los datos se muestran en
fas Tablas -9 3 los Isobologramas correspoundientes en la Grafica 3.




TADBLA 2
KITASAMICINA-ACIDO OXOLINICO .
oor.

KITASAMICINA
. d to a0 t2
3.S .0 o o 160 _B2o .0 lizeo Rsso Bizo
ACIDO OXOLINICO FIC INTERPRETA
FIC 8 dnvchen CION
MICde A JRICde A TMICAe A
X} 063 1.063 INDIFERENTE
16 123 123 INDIFERENTE i
.32 .23 123 INDIFERENTE :
{064 E) 0.73 INDIFERENTE
.28 MICde B NC e B MICde 8
B8
y A=~ KITASAMICINA, 13- ACIDO OXOLINICO

TABLA 3
KITASAMICINA-ACIDO OXOLINICO
sor.

KITASAMICINA
o 1y iz
>3 Lo o ] o 160 K20 0 li280 BSE.0 5120

“lo

beo |

3
160 I8

[
12 0
ACIDO OXOLINICO
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CLAROC | ugmt FiC A FiIC B indeu

AT TX TICde A WMIiCde A | MIC do A -

0 2464 .. 23 16.23

C 23 16

3 FIX ; V7 AGONICY

FL X X AGONICO :

3 I 4031 AGONICO .

) v AT o 1) | 3¢ MG de RATC de 11 [ MIC dc i) 1
A= KITASAMICINA, B= ACIDO OXOLINICO i




TABLA ¢
KITASAMICINA-ACIDO OXOLINICO
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I3 12
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TABLA S
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TASLA @
SOTASAMICINA-FLOXACIN
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13 12
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TABLA 7
KITASAMICINA-FLOXACIN
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4.3.4. Kitasamicina-Enroftozacina.

3l valor de In MIC para la Enrofloxacina fué de 0.156 ug/mi para el serotipo 1, 0.625 ug/ml
para el serotipn 3, 0.313 ug/ml para los serotipos 5 y 7. Esto demucstrl Ia potente accion
amtimicrobianns r'e esta Flucroquinolona. La MIC de Ia Ki fué i a los
feado de la bil ion de estos dos ag imicrobi mostrd ser

ameriores. Fl ¢
de tipo antaganico FEl valor de FIC para cl scrotipo 1 fluctué entre 2.0 y 96.0, para el
72.0, para el serotipo S entre 1.5 y 48.0 y para el serotipo 7 entre

serotipo 3 enuic 31225 v
is nmtcmﬁnco de los datos se muestran en ins Tablas 10-13 y los

1.5 y 800 anali
Isobologramas corresp en Ia Grifica 4.
4.3.5. Ki a-Eritromici

ip 1y 7; mi as que

21 valor de MIC para Ia Fritromicina fué de 2.0 ug/ml para los ser
para los serotipos 3y 5 de 4.0 ug/mi.

I.a MIC para Ia Kitasamicina fue de 16.0 up/mi para los scrotipos l 3 y 7. mientras que
para cf scrotipo § fue de 32.0 ug/ml. El Itado de la fuc variable,
registrandose para los cuatro serotipos ensayados resultados de indiferencia, sinérgia vy
Aantagdinismo

Asi, para cl seintipo | el 1esultado fud de tipo indiferente, los valores de FIC fluctuaron
entre 0,75 y 1 125,

Para cl seratipo 3, ¢l resultado fué de tipo indiferente, los valores de FIC fluctuaron entre

1 v125.
En ¢l caso de serotipn S, of resultado fué de tipo sinérgico-indiferente. Se presentaron dos
puntos de sinérgia con valores de FIC de 0.375 y 0.515, en donde la%: concentraciones de
v Kitasamicina y Eritromicina fircron 8.0 ug/ml y 0.5 ug/ml; y de 8.0 ug/ml y 1.0 ug/ml
respectivamente.

Para el serotipo 7 ef resultado fué de tipo antagénice, los valores de FIC fluctuaron entre
£l analisis matemiticos de los datos se muestran en las Tablas 14-17 y los

425y S0
Isobologramas respectivos en la Grafica S.

4.3.6. Kitasamivina-Tinmulina.
1os vialores de NIC para Ia Tiamualina fireron de 8.0 ug/ml para cl serotipo, 4 0 ug/ml para
los serotipos Ty S v de 2.0 ug/ml para el serotipa?.

L.a NIC de In Kitasamicina firé de 16.0 ug/ml para los serotipos 1, 3 ¥ 7, mientras que para
el serotipe S fue de 32.0 ug/m! Fi resuitado de la combinacion entie cstos dos agentes

antimicrobianos mostro ser del tipo indifevente para los cuatro serotipas
1.os valores de FIC para el serotipo 1 fluctuuron entre 2.063 y 2.5, para cf serotipo 3, entre

; para ¢l scrotipo 5, entre 1.0 v 1.25 v para of serotipo 7, entre 125y 1 5 B}
i< matemiticos de los datns se muestran en las Tablas 18-21, v los l<nhnlngrnmns

correspomdientes en la Grafica 6.

el 2o s+
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4.3.7. Ki icina-E: P .

La MIC de Ia Fstreptomicina fué de 40.0 ug/mi para los cuatro serotipos probados.

f.a MIC dc 1a Kitasamicina fué de 16.0 ug/ml para los serotipos 1, 3 y 7, mientras que para
el scrotipo S fue de 32.0 ug/m!l. El resultado de la combinacion de los dos agentes
antimicrobianos firé de tipo antagénico para todos los scrotipos ensayados, los valores de
FIC fluctuarcon entre 8.5 v 32.613. F! analisis matemiticos de los datos se mucstran en la
“Tablas 22-25 v los Isobologramas correspondientes en la Grifica 7.

4.3.8. Kitasnmicina-Osxitetraciclina.

1.0s valores de 1a MIC para la Oxitetraciclina fueron de 2.0 ug/ml para todos los serotipos
ensavados.

I.a MIC de In Kirasamnicina fué de 16.0 ug/ml para los serotipos 1, 3 y 7, mientras que para

< de 32 0 up/ml. El resultado de Ia comt ion entre Ki y la

¢l scrotipo & f-4
Oxitetracicliny {é  en gencral de tipo sinérgico-indiferente  para los cuatro serotipos

prohados
f*ara el serotipo 1, los valores de FIC fluctuaron entre 0.75 y 1.063, con interpretacion

rdiferente
Para ¢l serotipo 3, el resultado fué de tipo nérgico-indiferente, la MIC para Ia

Kitasamicina fité de 16 0 ug/ml, pero al combinarse con la Oxitetraciclina bajo a 2.0 ug/ml,
o sea /R de NMIC T.os  valores de FIC Muctuaron entre 0. 375 y 1.063. Sc presento un
punto sc frpin con un valor de FIC de 0 375. Las concentraciones de Kitasamicina y
Oxitetracicling fueron de 2.0 ug/m! y 0.5 ug/ml respectivamente.

1 <erotipn 5 mostrd una combinacion también sinérgica-indiferente. Los valores de FIC
fluctitaron cotre A 3R 3 1 063, Se obtuvd un punto de sinérgia con FIC dc 0.318 y con
concentraciones de Kitasamicina y Oxitetraciclina fueron de 2.0 ug/mt con 0.5 ug/ml

respectivanisnte
1 scrotipo 7 presento también un resultado sinérgico, Jos valores de FIC fluctuaron entre

0375 y 1062 Sc¢ observéd un punto de sinérgin con FIC de 0375 a
concentracion de tos antimicrobianos de 4.0 ug/ml con 0.5 ug/ml resr ivamente. E!
matematices de fos datos se muestran en las Tablas 26-29 y los Isobologramas

correspondicntes se muestran en la Grafica 8.
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cinn-Acido Oxolinico.

4.3.9. Eritro
La MIC prea Eritromicina fué de 2.0 ug/ml para los serotipo 1 y 7 y de 4.0 ug/inl para los

serotipos 3 v S.

L.a AIC para Acido Oxolvmcn fué de 1.28 ug/ml para los serotipos 3, Sy 7, y de 2.56 ug/mi
para cl serotipo 1. Elr 1 » de esta comb on fue de tipo antagénico para los cuatro
serntipos ensavados

*ara tos serotipos | v 7, el valor de MIC de la Eritromicina  fué de 2.0 up/ml, pero at
combinarse cor ol Acido Oxolinico éste se eleva a 512 ug/ml, o sca 512 veces.

Parn los serotipos 3 v 5, ¢l valor de MIC para la Eritromicina de 4.0 ug/ml, al combinarse
con ol Acido Ovolinico se eleva a $12 ug/ml, también 512 veces mayor. l.os vi:iores de FIC
130 en los serotipos 3 y S y hasta 257, 258 en los serotipos 1 y 7

stihieron hasta

respectivaments
1 anflisis matematicos de los datos s¢ muestran en las Tablas 30-33 y los Isobologranas

cornrespondicntes se muestran en Ia Grafica 9.

£ 310 Fricvomicina-Floxncin,

a MIC para Fritromicing fué de 2.0 ug/ml para los scrotipos 1 y 7 y de 4.0 ug/ml para los
serotipos X S
I a AMIC para Blexacin fisé de O.R ug/ml para todos los scrotipos ensayados,
1.y combirmacinon de estne dos agentes antimicrobianos resultd ser tamb’én de tipo
ataghnico para todos las cerotipos ensayados. La MIC de Eritromicina se elevé de 2.0
wi/mt hasra S 0 u!:/ulL o sea 128 veces en todos los serotipos.

Para los sctotipne 1y 7, (08 valores de FIC fluctuaron cntre 256.125 y 258.0,

Parg tos seredtipos 3 v S s valores de FIC fluctuaron entre 128125y 1370, y de la
micma mancrs 1 andlisis matematicos de los datos se muestran en fas Tablas 34-37 y los
Isobologramas correspondiontes se muestran en la Grifica 10,

nmicina-Tinmuolina.

4.3.11. Er

Los valores Jde AIC para la Tiamulina firé de 8.0 ug/ml para los seraotipos 1 y 3, de

4 0 ge/ml para el serotipo S v de 2 0 ug/ml para el serotipo 7

1 a AIC prara Eritromicing fué de 2.0 ug/ml para los serotipo |y 7 y de 4.0 ug/m! pua los

rotipos 3+ S El resnltado de 1a combinacion fué variable para los serotipos ensayadeos
serofipee 1 mostro an comportamiento antaganico, donde Ios valares de FIC fluctuaron

v 4t S La Prittomicina con un valor de MIC de 2.0 ug/ml, al combinmse con

Fa Linmulina elova su MIC hasta G4 ug/ml, o sca 12 veces mayor. Valores por tanto

claramente antagonicons,

t os sertinos T ¢ S mostraron un compotamicnio de indiferencia, para o seratipo 3 los

tes e 3107 Huctuaron entre 1.062 y 1.5,y para cl serotipo S entre | 125 - 3.0

e

entre 3 o

v
tospectivan

Peost el con el sorotipo 7 mostra un comportamicento antagonicn, los vaiores de FIC
ton entre 228 ¢ 8 € 'l andlisis matemiticos de los datos se mnestran on ks Tabias

Teohaolopramas correspondientes en la Grafica 11,

tov e
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TADLA 34 .
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4.3.12. Fritr O icli . .

L.a MIC para Ia Eritromicina fué de 2.0 ug/ml para todos los serotipos ensayados.

La AMIC para 1a Oxitetraciclina fué de 1.28 ug/ml para los serotipos 3 y de 2.56 ug/ml para
fos serotipos 1, Sy 7,

£l resultado de 13 combinacion de estos dos antibidticos fué de tipo antagénico, los valores
de FIC para el serotipo 1 fluctuaron entre 16.5 y 128.062, entre 6.0 y 64.125 para cl
serotipo 3, entre 16.5 y 64 N3 1 para cl serotipo 5 y entre 16.5 y 64.125 para el serotipo 7

1 analisis matemitico de los datos se mucstran en las Tablas 42-45 y los Isobologramas
correspondicntes en la Grafica 12,

4.3.13.°T§ 11 Acido Osolini

1.2 AMIC del ta Tiamulina fué de 12.8 ug/mi para ¢l serotipo 1, 6.4 ug/mt para cl scrotipo 3 y
de 3.2 ug/mt para los serotipo Sy 7.

L.a MIC del Acido ﬂvmhmco fué de 0.64 ug/ml para los scrotipos 3, 5y 7, y dc I 2R ug/mi
para ¢ seratipe 1. Bl e itado de 1a combi ion de estos dos
de tipo indiferente, aungue se presentaron de 6ni
7.

s fue
en los serotipos 3, S y

*ara cf serotipo 1, o) resultado fué inidiferente con valores de FIC entre 0.75 y 2.125.

Para el serotipo 3, ¢l resultado fué antagdnico-indiferente, tos valores de FIC fluctuaron
entre 10 y 16 125, Se presentd un punto de antagénisme con una FIC de 8125 y
concemtraciones de Tiamulina ¥y Acido Oxolinico de 1024 ug/ml y 0.08 ug/ml]

respectivamente.

Para el serotipo 5, of resultado fué antagénico-indiferente. Los valores de FIC fluctuaron
entre 1.0 y 16 125 Se presentd un punto de  antagdonismo con una FIC de 32.125 y con
comncentraciones  de  Tiamulina y  Acido Oxolinico de 1024 ug/ml y 008 ug/mil

respectivamente
11 serotipo?, al igual que los serotipos 3 y 5, tuvo un resultad 6

ico-indiferente con
un pumn de antaganismo. Los valores de FIC fluctuaron entre 2.25 y 16.125. El punto de

Mo <¢ presemte a las concentraciones de Tiamulina y Acido Oxolinico de
ol v O OR yp/inl respectivamente.

sie mtentitico de los datos se muestran en las Tablas 46-49 y los Isobologramas
rotrespondiontes en In Girafica 13,

!
1
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H
3



TABLA 42
ERITROMICINA- OXITETRACICLINA
’

ERMITROMICINA
d 10 i e 12
. 0 .0 .0 1] 16.0 2.0 .0 128.0 3€60 120
2
1]
o8
.16
>
.32
.64
2 |
OXITETRACICLINA
POZO ERITROAMICINA OXITETRACICLINA FiC INTERPRETA
CLARO vl FiC A ug/mi Fic 8 index _CIoN
Al 3. MICde A MIC da A MIC de A
0y 236. 12 031 ANTAGONND
e 238 1 .063 ANTADONNOO
RO Do 128 . 123 ANTADONIKOO
ER 32 .33 ANTADONIOO
N - F8 32 X X] ANTAGONICO
W [2 MIC ds .. MICde B3 MiCdo B3
A= ERITROMICINA, B= OXITE TRACIGLINA

TABLA 43
ERITROMICINA- OXITETRACICLINA
[
ERITROMICINA
is.0_ pa.o 0

i 1o T 12
X X .0 .0 [.] 1280 p3s.o s12.0

P16

OXITE TRACICLINA
ERITROMICINA OXITETRACICLINA
4o FiC A gl Fic 8
AfiC de A

3 [ FT} 70
L 4 S& (] ANTAGONICO
[0 ANIC de. FL) AT de (8 AIIC de 1) ] MIC de 11
ACICLINA

A~ ERITROMICINA. B= OXITETR



TABLA 44
ERITROMICINA- OXITETRACICULINA
oer. 8

ERITROMICINA

i q (]
X3 0 .0 .0 .0, 160 D20 .0_ [t180 Dss0 [12.0
A
)
v
).08
.16
>
.32
.64
2 | I N A N N |
OXITETRACICLINA
ERITROMICINA OXITETRACICLINA FIC INTERPRETA
as_§ Fic A gt Fic B Lo} CION
A AUCde A MICde A | MICA A
.08 031 €4.031 ANTAGONICO
13 062 AR067 ANTAGORICO
.32 133 [XNFL) ANTADONICO
.69 23 32.23 ANTAGONICO
28 3 3] ANTAGONICO .
2.56 MiCde B MIC de B MiCde )
TETRACICLINA

TABLA 45
ERITROMICINA- OXITETRACICLINA
a7

ERITROMICIN

0y

16
>
Az
iﬁ‘
(il
1

io
.0 .0 0 160 hro 0 Ji1280 R3s0 18120

1 12

212
OXITETRACICULINA

[

| I

rozo ERITTROMICINA OXITETRACICLINA FIC
CLARO ™ FiIC_A Fic @ nclonr CioN
'AS 2 AMiCde A MICde A MICde A
KLz &4 X on 031 32031
| C16 2 54 16 .06 64062
1710 [F13 4 32 123 64133
(3 64 64 .35 3235
" EFR ¥} X} 76.3
31 [N AIC de 36 AIC de 8 ATIC de 13
A= ERITROMICINA, B« OXITETRACTICLINA




GRAFICA 12
ISOBOLOGRAMAS DE LA COMBINACION BRITROMICINA-OXITETRACICLINA
Actinobecius plewr oo

e

10 senowo ) e REROTROS
129 12
1% 1
» [ ] ) :
® [ ]
8 ® 8 L]
g g |
[ ()
0 010203040506070809 1 0 010203040506470809 1
FIC de Oritetraciciina FC de Oriveraciciina
» SEROTIPO 3 ) SBROTWO 7
® ®
% !Q
% »
8 2 a’
810 810
] ] <
0 0060250507 1 12515178 2 0 010203040506070009 ¢ a

FIC do Oetracicina FIC de Ovitetraciciine



TABLA 45
TIAMULINA-ACIDO OXOLINICO
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4.3.14. Tiamulina-Floxacin.
A MIC para Fiamulina fué de 12.8 ug/mi para ¢l serotipo 1, 6.4 ug/mi para e} serotipo 3 y

de 3.2 ug/mi para los serotipos 5y 7.
f.n MIC para Floxacin fué de 1.28 ug/ml para cf serotipo 1, y de 0.64 ug/ml para los

serotipos 3, Sy 7.

10 resultado de csta combinacion fué  de tipo variable, presentandose diferentes resuftados

para los cuatro serotipos probados.

f.0s serotipos § v 3 presentaron un resuftado de tipo indiferente, los valores de FIC para el

sctotipo 1 Nuctuaron entre 0.625 y 2.25, mientras que para el serotipo 3 fucron entre 1.5y

25

13} serotipo S presente un resultado antagénico, los valores de FIC fluctuaron entre 16,125

y 20.0, claramonte antagénico.

¥} scrotipo 7 presentd un resnitado sinérgico, los valores de TIC fluctuaron entre 0 1S6 y

0 SIS Sc presentaron dos puntos de sinérgia con cc de 'T' linay ¥ ln‘ncm
£t

de Q.1 ug/mi con 008 ug/mt y de 0.05 ug/mi con 0 16 ug/ml r
tos datos se smucstran en las Tablas SO- 53 y los Isahologramas

matemiticn e
corresporndicntes en la Grafica 14,

a-Oxitetraciclina.

1.3.18, Tiam
f.n NIC para Fiamulina fué de 12.8 ug/m! para el scrotipo 1
serotipns 3 v Sy de 3.2 ug/mi para el serotipo 7.

La NMIC para Oxiterraciclina fué de 1.28 ug/ml para los cuatro
esuttado de esta combinacion fud de tipo antagdnico para fos scrotipos ensayados.

tuva un resubtado de tipo indiferente. Los valores de FIC fluctuaron entre

1.5y

. de 6.4 ug/mi para los

serotipos ensayndos. £

£l seratipo 1|
NS6e2 vy 10

I serotipo 3. tuvo un resultado antagénico, los valores de FIC fluctuaron entre
20062, v de igual forma el serotipo § y 7 tuvicron un resultado de tipo antagénico, con
valores de FIC entre 16.015 y 16.5 y de 32.015 v 325 respectivamente. Fl anilisis
matematico de los datos se muestran en fas ‘FTablas 54-57 y los Isobologramas en {a Grafica

15

RS v s e«
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4.3.16. Acido Osvlinico-Flozacin.

1.0 MIC de Acido Oxolinico fué de 2.0 ug/m! para los scrotipos 1, 5y 7 y de 1.6 ug/ml para
el serotipo 3.

1.a MIC de Floxacin fué de 064 ug/mt para los serotipos 3. Sy 7 y de 1.28 ug/ml para el
serotipo 1 ¥l iesultado de In combinacion de estas dos Quinolonas fué variable.

Para el serotipo 1 ol resultado fué de tipo indiferente, donde Jos valores de FIC fluctuaron
entre 0 562 v 1 N

Para el scrotipo 3 el resultado fué de tipo sinérgico. Los valores de FIC fluctuaron entre
0 25 y 0.562. Sc presentaron dos puntos de sinérgia con valores de FIC de 0.25 y 0.175,
las concentraciones de los dos antibidticos ensayados fueron de 0.2 ug/m! con 0.08 ug/ml y
0.1 ugy/ml con O 16 ug/ml respectivamente. Un punto de indiferencia se obtuvo con valor de

FIC de 0.562

Para el scrotipo 5 cl resultado fué 6nico. L.os valores de FIC fluctuaron entre 50y
Q0.

Para ¢l serotipo 7 cl resultado fué de tipo indiferente. Los valores de FIC fluctuaron entre
1.0y 1 25, valores claramicnte indiferentes.

El anilisis matemitico de los datos se muestran en las Tablas 58-61 y los Isobologramas

correspondientes en la Grafica 16.
4.3.17. Acido Oxolinico-Oxitetraciclina.

L.a AMIC de Acido Oxolinico fué de 0.64 ug/ml para todos los serotipos ensayados

Ia MIC de O«xitetraciclina fué de 2.56 ug/ml! para el serotipo 1 y de 1.28 ug/ml para los
serotipos 3. S v 7.

El resultado de la combinacion de estos dos ag imicrobi fue tipo sinérgico-

indiferente
Para ¢l seiotipe 1 ¢l resultado fué  sinérgico-indiferente. Los valores de FIC fluctuaron

entre .28y | 031 Se presentaron cuatro puntos de sinérgia con valores de FIC de 0.281,
0312, 0375 y 0375 |.as concentraciones de los antibidticos fueron de 0.16 ug/mi con
0.08 ug/ml, 0 32 uwnd con 0.16 ug/ml, 0.16 ug/ml con 0.32 ug/ml y 0.08 ug/ml! con

0.694 ug/ml respectivamente.
Para cl serotipn 3 cl resultado fué de tipo indiferente. Los valores de FIC fluctuaron entre

0562y 1.5,

Para cf serotipo S ol resultado fué también de tipo sinérgico-indiferente. Los valores de
FIC fluctuaron entre 0.312 y 0.507. Se presentaron tres puntos sinérgicos con vajores de
FIC de 0.312, 0.375 y 0 S. L.as concentraciones de los antil icos en estos puntos fueron
de O.16 ug/ml eon 0.0R ug/ml, 0.16 ug/ml con 0.16 ug/ml y 0.16 ug/ml con 032 ug/m!
respectivamente.

Para ¢l servtipo 7 o resultade fué de tipo sinérpico-indiferente. Los valores de FIC
fluctuaran entre 2 312 v | NG2. Se presentaron tres puntos de sinérgin con valores de FIC
de O3I2, 037S v OS5 1 as concentraciones de los antibioticos involucrados fucron de
016 up/ml con GUR upml, 016 ug/ml con 0.16 ug/ml ¥ 016 ug/ml con 0.32 ug/mnl
respectivamente Il anatisie matemitico de los datos se muestran en las Tablas 62-65 v fos

Isobolowrame- 01 spondicntes se muestran on fa Grafica 17,
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4.3.18. Flosacir-Ouitetraciclina,

L.a MIC para I xacin fuc de 0.2 ug/ml para los serotipos 1, 5y 7 y de 0.4 uw/ml para et
scrotipo 3,

La MIC paia O tetraciclinag fué de 1.28 ug/mi para los cuatro serohpos enuyldns

£l resultade d: 1a combinacion entre estos dos fué de tipo
antagénico-indiferente.

Para ¢} serotipo 1 el resultado fué indiferente. Los val de FIC f1 entre 0.562 y
1o

Para los scrotip- s 3 y 5 el resultado fué de tipo antagénico-indiferente. Los valores de FIC
fluctuaron entre 1.031 y 129.0 para el serotipo 3, mlenlru que para el serotipo § fucron de
2.031 v 2570,

Para cl serotipe 7 ol resultado fué de tipo moéni Los val de FIC fi on entre
165y 32 28

1 andlicis mate.natico de los datos se mucstran en las Tablas 66-69 y los Isobologramas
correspondicntrs on la Grifica 18,

Finalmente, todns los datos obtenidos de Ias combinaciones con las cepas de catalogo se
concentraron en Ia Tabia 70, para su megjor entendimicnto.

TABLA 70
RESULTADOS DE LAS COMBINACIONES DE Actinobacillus pl / i
serotipos 1, 3. Sy 7.
Ap3 Ap S Ap7
i oni sindrgico-
indiferente

indifcrente indifcrente indifcremte
antagénico antagonico _ |
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- Oitetrac

indiferente

antagonico |} antagonico | antagonico | antagénico
sinérgico- i i sindrgica-

o Oxolinico amntagonico

Tramuling - Acids Oxalinico
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inliferenic

“Acidd Oxehméd -Oxitetracicling

indiferente | i

Floxacm - Ownctiacicling
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AP At
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i H antibiéei con cepas de campo.

4.3.19. Comt

Como ya se mcnciond anteriormente, se ensayaron seis diferentes cepas de campo, las
cuales fucron NI, A3, LPI, LP2, LP3 y LP4, todas procedentes de diferentes lugares de ia

Republica AMexicana,
Las combinaciones de antibidticos ensayadns frente a estas cepas l’ueron
4 1 Ti Ous . v

Kitasamicina-Oxitetraciclina;  Eritrc Oxitetr

Acido Oxolinico-Floxacin
EI criterio sepunido para Ia scleccién de estas combinaciones fueron los resultados obtenidos
ltados de

con cstas mismas combinacionces frente a las cepas de al en alosty
sinergismo, indiferencin y antagonismo.

4.3.20. Cepn M.

4.3.20.1. Kitn-amicina-Oxitetraciclins.

La MIC pmia Kitasamicina fué de 16.0 ug/ml y para Okxitetraciclina fué de 1.28 ug/ml. El
resultado de esta combinacion fué de tipo antagénico, los valores de FIC fluctuaron entre

S0y 645,
4.3.20.2. Fritramicina-Oxitetraciclina.

La MIC para Fritromicina fué de 32.0 ug/ml y para Okxitetraciclina fué de 2.56 ug/ml. El
resultado de la combinacion fué de tipo antagénico-indiferente, los valores de FIC

fluctuaron cntre 2.0 y 4.125.

4.3.20.3, Acido Oxolinico-Floxacin.

L.a MIC para Acido Oxolinico fué de 0.8 ug/ml y para Floxacin fué de 0.64 ug/ml. El
resultado de estn combinacion fué de tipo antagénico, los valores de FIC fluctuaron entre
4.5y 16 125 Fl andlisis matemiatico de estas tres t se en las Tablas
71-74 v los Isobologramas correspondientes en la Grafica 19

4.3.20.3. Tinmulina-Oxitetraciclina.

La NMIC para Tiamulina fué de 32.0 ug/ml y para Oxitetraciclina fue de 1.6 ug/ml. El
sesultade de esta combinacion fué de tipo antagénico, los valores de FIC fluctuaron entre

4.0y33 0

N b e iy s
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FIC de Kitasamicina

FIC de Tiamulina
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4.3.21. Cepa AI.
4.3.21.1. Kitasamicina-Oxitetraciclina.

L.a AIC de Kitasamicina fué de 2.0 ug/m! y para Oxitetraciclina fué de 2.56 ug/ml. El
resultado de esta combinacion fué de tipo antagénico, los valores de FIC fluctuaron entre
170y 512125,

-Oxitetraciclina.

4.3.21.2. Eritromic
1 a MIC de Eritromicina fi¢ de 32.0 ug/ml y para Oxitetraciclina fué de 2.56 ug/ml.

K} resuftado de esta combinacidon fué de tipo antagénico-indiferente. Los valores de FIC
fluctuaron entre 2.062 y 4 128§,

9.3.21.3. Acido Oxolinico-Floxacin.

La AMIC de Acido Osolinico fué de 0.2 ug/ml y para Floxacin fué de 0.16 ugp/ml. E!

rv.-gunadn de osta combinacién fué de tipo anl-gﬁnico 1.0s valores de FIC fluctuaron entre
i an en las Tablas 75-

2 0y 17.0. Bl analisis matemdtico dc estas tres © nes se
77 y los Isobelogramas correspondientes en ta Gréfica 20.

4.3.22. Cepa LPI.

4.3.22. 1. Kitasamicina-Oxitetraciclina.

La MIC de Kitnsamicina fué superior a 512 ug/ml y para Oxitetraciclina fué de 25.6 ug/ml
Il sesulindo de csta combinacion fué de tipo sinérgico-indiferente, los valores de FIC

tluctitaron entre 0.253 v 1125,
1 punto de sinérgia obscrvado tuvo un valor de FIC de 0.253 y las concentraciones de
Kitasamicina v Oxitetraciclina fueron de 4.0 ug/ml y 6.4 ug/ml respectivamente.

Porey

icina-Oxi

4.3.22.2. Lritro,
Fa AIC de Frittomicina fué de 128 ug/ml y la de Oxitetracicling fué de 25.6 ug/ml
Bl resultado de estn combinncion fué de tipo indiferente. Los valores de FIC fluctuaron

entre 0.S62 v 1031,

22.3. Acitto Oxalinico-Flaxacin.
\rido Oxolinico fird superior a 51.2 vg/ml y Ia de Floxacin firé saperior a
: 5 de FIC

t.a AIIC de Ak xolil i
12 o/t L resultado de esta combinacion fué de tipo indiferente. Los valore
10 v 1 I25 FI analisis matentitico de estas cuatro combinaciones se

Ilctuaren entre
mutestean en las Iablas 7%-81 3 los sobologramas corvespondicntes en la Grifica 21,

s S—
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TABLA 77
ACIDO OXOLINICO-FLOXACIN
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TABLA 80O
ACIDO OXOLINICO-FLOXACIN
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FIC de Kitasamicina

FIC de Tiamulina

GRAFICA 21
{SOBOLOGRAMAS
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4.3.22.4. Tiamulina-Ositetraciclina.

La MIC de Fiamulina fué superior a 512 ug/ml y la de Oxitetraciclina fué de 51.2 ug/ml.
1 resultado de esta combinacion fué de tipo sinérgico-indiferente. Los valores de FIC
fluctuaron entre 0.258 v 1,128,

Ke presentd un punto de sinérgia, ¢ valor de FIC fué de 0.258, las concemrac:oncs de los

antibioticos involucrados fiucron de 4.0 ug/ml con 6.4 ug/ml r E! analisi
nmiem'llltr\ dc estas cuatro combinaciones se muestran en Ins lelas 77-80 y los
1sobol AMAS COrresy di en Ia Grafica 21.

4.3.23. Cepa LP2.

4.3.23.1. Kitasamicina-Oxitetraciclina.

Lo AMIC de Kitasamicina fué de 8.0 ug/ml v ta de Oxitetraciclina fué saoperior a 51.2 ug/mt.
11 resultado de esta combinacion fué de tipo antagénico, los valores de FIC fluctuaron
entre 4.5 v 5127 0S8

4.3.23.2. Evityomicina-Oxitetraciclina.

» NMIC de Fritromicina fué de 128 ug/ml y 1a de Oxitetraciclina fué de 12.8 ug/ml.
12l resultado de esta combinacion fué de tipo  indiferente, los valores de FIC fluctuaron
entre 0.562 v 1.5,

4.3.23.3. Acida Oxolinico-Floxacin.

1.2 MIC de Acido Oxolinico fué de 25.6 ug/m! y para Floxacin fué de 2.56 ug/mi.

Fl resultadn de esta combinacion fué de tipo  indiferente. Los valores de FIC fluctuaron
entre 1.031 y 1.5,

4.3.23.4. Tiamvlina-Oxitetraciclina.
La MIC de Tiamudina fué de 512 ug/ml y para Oxitetraciclina fué superior a 51.2 ug/ml

171 resuttado 1~ esta combinacion fué de tipo sinérgico-indiferente. Los valores de FIC
flisciuaron entre 0 140 y 2 03 1. Los dos puntos de sinérgia obscrvados tuvicton una FIC de

0 110 ¥ .265 Jas concentraciones de Ti \i ¥ Oxitetracicli fueron de B 0 up/mt con
G-t ug/m! ¥ Jde RO ug/mi con 12 R ug/ml ¥ El mat i de cstas

cutro combinaciones se muestran en las Tabla< R2-BS y los lsohulngramas correspondientes
en Ia Grafica 22
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TABLA 84
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FIC de Kitasainicina
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GRAFICA 22
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4.3.24. Cepa 1.P3,
4.7.24.8. Kitasamicina-Ozitetraciclina.

La AMIC de Kitasamicina fué de 16.0 ug/ml y para Oxitetraciclina fué superior a 5.12 ug/ml
F! resuttaddo e esta combinacion fué de tipo antagénico-indiferente, los valores de FIC

flrr-tuaron entre 0 G285 y 64.061.

a-Oxitetraciclina.

4.5.24.2. FEritromici

La MIC de Pritromicina fué de 256 ug/ml y para Oxitetraciclina fué de 25.6 ug/ml.

1 resultados de esta combinaciéon fué de tipo sinérgico-indiferente, los valores de FIC
M tuaron entre 0. 1R7 v O 625

Se presentaron cuatre puntos de sinérgia con valores de FIC de 0.187, 025, 0.282 ¢
0.7 75, Ias concentraciones de Eritromicina y Oxitetraciclina fueron de 32.0 ug/mi con
1 ¢ ug/mi. 32 0 up/ml con 3.2 up/ml, 64.0 ug/mi con 0.8 ug/ml y 32.0 ug/ml con 6.4 ug/ml

re nectivamente.,

4.5.24.3. Tinmulina-Oxitetraciclina.

1.4 MIC de Tiamalina fird de S12 ug/inl, y la de Oxitetraciclina fué superior a 5.12 ug/mt

Bl resultadde de esta combinacion fué de tipo  sinérgico-indiferente. Los valureﬁ de FIC
flustuaron entre 0.133 y 2 062, Se prescntaron dos puntos de sinérgin con valores de FIC
de 0133 v 0 254, Las concentraci de Ti lina y Oxitetracicli l'ucron de 4.0 ug/ml
coa 063 upml v 2 0 ug/ml con 1.28 ug/ml respecti E! anili Atico de cstas
co nhinaciones se nmuestran en las Tablas 86-88 y |os Isobologramas correspondientes cn la

G :ifica 23
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TABLA B7
TIAMULINA-OX1TE TRACICLINA
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FIC da Kitusasnicina

[}
0 6.1250.250.375 0.5 0,625 0.750.678 1

GRAFICA 23

ISO8OLOGRAMAS
Actinobacillus pleurop ise LP23
VITASAMICINA-OXUTETRACICLINA 12 ERITROMICINA-OXITETRACICLINA
§ q 1
B
€ 08
£ o8
w
3 04
Q
\ Lo

0
0 04250250373 0.5 0.6250.750.875 ¢
FiC ce Curetraciclina FIC de Onctetraciclina

28 —TIAMULINA-OXITETBACICLINA

FIC de Tiamutina

0
0 0.1250.250.375 0.5 06250750475 1
FIC de Oxdtetraciciina

S04



4.3.25, Cepn LS
4.3.25.1. Kitasnmicina-Ozitetraciclina.

L.a MIC dc Kitasamicina fué de 8.0 ug/ml y la de Oxitetraciclina fué de 5.12 ug/ml
El resultado de estn combinacion fue de tipo antagénico-indiferente. Los valores de FIC
fluctuaron entre 1.0y 128015,

4.3.25.2, Eritromicina-Oxisctraciclina.,

.0 NMIC de Fritntomicing fué de 256.0 ug/mi y la de Oxitctraciclina fué de 25.6 ug/ml.

El resultado de esta combinacion fué de tipo sinérgico-indiferente. Se presentaron cuatro
r:untos de sinérrin con vatores de FIC de 0 187, 0.25, 0282 y 0.375 y las concentraciones
de Eritromicina v Oxitetracictina fueron de 32.0 ug/ml con 1.6 ug/ml, 32.0 ug/ml con
3.2 ug/ml. 6.4 ug/ml con O.R ug/m! y de 32.0 ug/ml con 6.4 ug/ml respectivamente.

J2E.3. Tin

1m-Oxitetraciclina,

L.a NMIC de Timualina fué de 8.0 ug/ml y la de O“Iclrnmclma I‘ue de 25.6 ug/ml.
El resultndo de esta combinncion fué de tipo iferente. Los valores de FIC
fluctuaron entre 0 625 v 128 062,

2 28,4, Acido Ovolinico-Floxacis

La NMIC de Acido Oxolinico fué de 12.8 ug/int y para Floxacin fué de 2.56 ug/ml.

Fl resultndo de esta combinacion fué de tipo sinérgico-indiferente. Los valores de FIC
flit tuaron entre 0 282 v 1 562, Se presentd un punto de sinérgin en donde 1a concentracion
de Acide Oxolivico y Floxacin fueron de 0.4 ug/ml con 0.64 up/nd respectivamente.

1 wnilisis matemitico de estas cuatro combinaciones se muestras en las Tablas 89-92 y los
Tse Hntopramas eotrespondicntes en la Grafica 24,

“iv dmente, 1os fiIntos de todas fas combinaciones con las cepas de campo se concentraron en
“abla 93 para su mcejor entendimiento.

TABLA 93
"ADOIS PE LAS COMBINACIONES CON 1LAS CEPAS DE CAMPO DE
Actinobacillus pleuropnieumaoniae

nbiwncion Cepas de campo
hil) A3 1.0
aaponica | antagonico | sindrimco-
fesente_

indifereme

[indiferentc_

reTe
nuhfucmc inditercimie indif cote
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$. DISCUSION.

1.2 Pleuroncin:onia Contagiosa Porcina (PCP) fue reportada por primcra vez por Pattison
on 1957 A partir de esta ﬁ:ch- ha sido bl.nco de d:vcrsos estudios, sin embargo fue a
i0 como una enfermedad de

tinales de fos aitos 70°s > en el &Ambi
importancin  econdomica en cerdos de engordl (renwnck y Henry, 1994), B agenle
ctivltgico es ol ferinobacillus pleuroy lae y su distribucién cs dial. Act

microorganismo, que varian en sy virulencia y

<c reconocen 12 scrotipos de este
distribucion, como lo Fenwick en 1988 y recientemente Cipridn y colaboradores, asi como

Piaz v col.
La enfermedad es altamente contagiosa y fatal, si no se inicia con un tratamiento antibidtico
después de « ha presentado el primer caso en el hato, por tanto, su control requiere de
terapia ant? n parenteral mmcdmta (Wnllmn y col. 1989). Dcn!ro de esta !erupia se
han utitizado Penicilinas, Tetraci Eritr icil Ki

Sticos nnevos como of Cefiofur (Cefalosporina de 3a. generacion). Adcmu también

comin se han utilizado las Tetraciclinas 6 Penicilinas y cstreptomicina

combinadas I 1 mayoria de Ins cepas de Ac dacillus ple de Norteamérica
son susceptildi~s a los antibidticos mencionados, sin emblrgo, cada vez y con mayor
fiecuencia se identifican cepas resistentes, en otras partes del mundo, sobre todo a la
Penicilina v a 1os Tetraciclinas (Willson y col. 1989; Fenwick y Henry, 1994). La resistencia
n los antibiok sos esta gencnc-meme codifi adn en un plasmido (llirsch y cnl l982) lns
cepas  pucden adogquirir o ia antibio medi cl
bacteriana. por lo que algunos investigadores se han dado a la tarea de delcrmmar
priicdicament of patrén de susceptibilidad de las cepas (Nadeau y col, 1988; Gutiérrez y
enl, 1991) y otrox mas a la identificacion de Jos plasmidos presentes cn ins cepas de
Actinobe s plenrope /i Decbido a lo anterior es dificil seleccionar una terapia
iad, el cual gener es mortal. La fase

cficaz en ¢l cuadro agudo de esta enfer
cronica do 1a TCP es Ia resy ble de Ia di i ion y de gran pérdida econdmica, debido
a que ocasionit imna pobre conversion alimenticia y ganancia diaria de peso pobres (Gutiérrez

vy anati
de manecra

ycol, 1993)

{.2s combinaciones de antibioticos se han u udo para el i en

serinmente or! »rmos de manera rutinaria en Ia clini y la dicina veterinaria no
bi iones icadas han sido de tipo empirico,

ha sido la ex.cpeitn. ‘Fodas las
basado ocasinntmente en principios generales dcnvados de la practica diaria, ya sca por el
hich
icos a

mancjo bien definido de bacterias o Ia prediccidon de las actividades de los

utitizar (Blaser. 199]),
En abos pasidos, raras veces se requeria de la plrllc:plcnén del laboratorio de
nicrobiotogia clinica para confirmar el posible cfecto de una bi ion de antibiGticos.
i duccion de di os, de
“in

¥
Fn ta actualidad esto ha cambiado, los laboratorios de pr
demarndan la asistencia de los microbidlogos para realizar estudios
Pl "

interés veterinariog
vitro™ e Yin viva™ y asi poder predecir el efecto benéfico o no de una combinacion de acentes
antimicrobiancs, lo cual se traduce en la optimirzacion de las concentraciones de los
antibidticos cn ol tratamiento de infecciones bacterianas, como cn casos de newumonia en

cerdos o algunn otra especie animal.



Et objetivo principal de Ia lizacion de binaci de ibidticos es la de clasifi ala

coennbinacion  como sincrgia, indi o éni Sin cmbnrgo esta clasnﬁcncnén no

sirmpre es cormpleta, ya q i bi i las son e

indiferente ¢ indiferente  y sinérgica, dependiendo de las i de los ibioti

o _noculo bacte: inno considerado (Blaser, 199

Srbhemos que I5s antibioticos ) fos en el tr i de la PCP cada vez
fcbid bl a dia van

ticnen mennr ~fecto antib. irno,
adquiriendo muvor resistencia a los antub:éhcos esto ha conducido al uso rutinario de
En base a

combinaciones antibioticas, la mayoria de ellas elaboradas de manera emplnca.
csto el disefio experimental se basé en la realizacion de bi de antibioti
utilizando un naente antimicrobiano de cada grupo con la finalidad de clasificarlas dentro de
Ia cateporia sindreica, antagénica ¢ indiferente. Berembaum (1978) dice que sinérgismo y
antagonismo son interacciones dificiles de predecir, ya que el resultado varia en funcion al
microorganismoe v especie bacteriana, ademas de que pucdcen ocurrir anicamente on un rango
estrecho de concentraciones del amubnénco Sin embargo, cl conocimiento de los diferentes
mecanismos de accion de los icrobianos permite predecir el efecto resultante
(Prescott v Yielding, 1990).
In cste trabajo de investigacion se probaron dtferenles combinaciones de ibioticos, de
id por el Actinobacillus

uso comin en of tratmmicento de la PCP, prod
plerwropneumonias, serotipos 1, 3 , Sy 7. Esto se logré por la existencia de técnicas de

ensayo de antibinticos como fucron las prucbas sinérgicas mediante el tablero de ajedrez en
microdilncin, asi como ocho diferentes antibioticos de
filcron Kitasa ira, Floxacin, Enrofloxacina, Acido O
Oxitetracicling v Estreptomicing,  antibidticos utilizados en los altimos afios en el

tratamicnto de Ias neumonias en cerdos.
1.4 Kitasamicina <e combino con ocho diferentes antibicticos; los del grupo de las
Quinolonas  fueron ol Acido Oxolinico y dos Fluoroquinolonas, el Floxacin y la
Karofloxacina  Con el Acide Oxolinico se presentd un efecto que depende del serotipo de
Actinobhacilius pleuropnenmaoniae involucrado.  Asi para ¢l scrotipo 1 fue indiferente;
antapénico para los serotipos 3 y S y en cl caso del serotipo 7 el comportamiento fue de tipo
sinérgico-indifrrente. FEsto quiza se deba a que cada serotipo tiene un patrén de resistencia
antibioticn diferente como lo reporté  Ciprian y colaboradores en 1994, En el caso de la
c"mhmm-mn Kitaspmicina  con Floxacin, el efecto para todos los serotipns fue de tipo
fiferente, o serotipo 7 presentd un claro efecto sindrgico, lo contrario a la combinacion
1ealizada con Lvofloxacioa la cual fue antagonica. Fste comportamicnto fue reportado por
l .ewin y Smith en 1989, Por lo anterior, no cs sorprendente que Jos inhibidores de la sintesis
Ao preteinss como la Kitasamicina o la Eritromicina ¢ inhibidores de la sintesis de RNA
an efecto antagonista a la actividad bactericida de Ias Quoinolonas,

lad antimicrobiana a que actaan sobic la DNA girasa.
reportaronr MICs

cada brupo selecc:onndo que
Ti

o ln Rifrmicina ten
L cuates delsen oo acti
I os japoneses al realizar estudins sobre las ncumonias de cerdos

tinitmas Cancentraciones Inhibitorias) para la Kitasamicina en un rango entre 1 O ug/m! ¥
O3S a'mt Lo organismos patdgenos  como cl Aoerincbacitlus plewropnenumeonine. Fstos
dntes concuerdie con los resuitados obtenidos en este trabajo. ya que las MICs encontiadas
fireron de 16 O uc/mil parn los serotipos 1, 3 v 7 y de 32.0 ug/mnl para el serotipo 5, valores

mny cercanos il rango reportado.
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En el caso de Ias Quinol los datos pueden ser comparados con los valores de MlC
repontados por Prescott y Yielding en 1990 para Ciprofl i Enrofl y
Norfloxacina, de 0.03 ug/mi, 006 uglml v 0.125 ug/ml respectivamente en cepas de
Acrinohacillus  pleuroy pr de Norteamérica. Nuestros resultados

mostraron vilotes de !\IIC superiores, comparandolos con ¢l dato reportado para
Ciprofloxacina 1.os serotipos | y 3 fueron 21.3 veces mayor, el serotipo $ fué 42.6 veces
mayor y ef serotipo 7 fué 10.6 veces mayor.

Fn el caso de Ia Harofloxacina las MICs para el serotipo | fué 2.6 veces mayor. el serotipo 3
fir? 10.4 veces mayor y los serotipos 5 y 7 fueron 5.2 veces mayores en comparacion con los
datos reportades  anteriormente. Estos valores, a pesar de ser comparativamente altos,
representan concentraciones de antibiotico relativamente bajls y por lo tanto cstan de
acuerdo a o mencionado para las Fluoroquinolonas (Prescott, 1990), antibioticos de gran
pntencia y amplio espectra de actividad antibacteriana y de ampllo usoenla clmlcn

Vi el caso de la Eritromicina, el r ttado de la ion con Ki tuvo una
tendencia a la indiferencia, aunque para el serotipo § se presentd un efecto nnérgicn can un
valor de FIC de 037S y el serotipo 7 presenlo un efecto génico, nuev
observamos quo el r i J di

do varia dep do del serotipo.

En un estudio reatizado en Espaita en 1993 por Gutiérrez y col. el rango de MIC para
Eritromicina  fluctud entre 0.06 ug/ml y 8.0 ug/mi en diferentes cepas de Actinobacillus
cnzavadas, lo rmie representa diluir 1a solucion antibidtica concentrada 1:128. En nuestros
tesultados los valores de MIC representan diluciones 1:4 para los serollpos 1y ?y (:2 para
tos serotipos T v 5. Estas diluciones repre: concentraci de i bajas, por lo
que puecde decirse gue Actinobacillus pleu i 1 a
Fritromicina  Sit: embargo cs importante mencionar que la suscepllbllldad del Ap a la
Fritramicing ha variado mucho (Vaillancourt y col, 198R). Podria pensarse quec existiera
competencin pot los sitios de union al ribosoma en algunos serotipos, sin embargo, el
resultado de la combinacion tuvo una tendencia a la indiferencia para unos serotipos y a la
sinergia parn otros, sugiriendo que los antibioticos ticnen mas de un sitio de union at
riltosoma, vy no hay cnmpclcnc-a entre ellos. En el caso dcl serotipo 7, podria pensarse que
los sitios sean los mismos y que de esta manera ant las i de los
antibiGticos

L: Oxitctincic’ nn tuvo un efecto sinérgico al combinarse con la Kitasamicina para los cuatro
serotipns en<a adas, los valores de FIC estuvieron abajo del limite superior de 0.5, Este
reasliado conccerda con ef obtenido  por los Iaboratorios japoneses Asahi Lab. y podria
esplicarse vu e Ie s antibioticos actian sobre la sintesis de proteinas en hiteremes
§ wes tibscsomales Sabemos  que 1a Oxitetraciclina actiia a nivel de la fiaccion 30 S
1insomal o Ia union en el punto A de la fase de reconucimienio
travis & s 1097R)  Asit las acciones a difvientes niveles potencializan la accion
tre terde fodo, oo nde it un efecto sinereico.

svalores e ©parra EOxatetracicling fucton de 2 0 ug/imd para 1os cuatto serotipos de
- prrermoniae. Fistos valures pueden compararse con los encontrados cn
1988 por Nadeau y col. donde tas MICs fuerfon mayorces o iguales a
® O up/ml, micattas que on v reporte mAas reciente (Gutiérrez v col, 1993), los valures de
NHC estinvizren v e rangsy de 1.0 ot hasta mas de 128 O ug/mtb.

opne
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s evidente que esta combinacion podria ser utilizada para optimizar alguna fOormula
comercinl. 'or cjemplo podrian bajarse la dosls de Oxuetrlcu:lml (10-50 mp/Kg)
ndlmnm!mdm via intravenosa a cerdos il con A Of

crs v col, 1990). Por otro Iado, es muy importante que todo tratlmlemo lmubnouco se
tidad de no estimular el desasrrollo de cepas resi: Por 1o en un
tratamiento reatrzado con cerdos infectados en Canadéd en I985 fa proporcton de cepns
resistentes  a 't (Oxitetraciclina fue alta. El 43%% de los ais! de
plearapneumei e ficron susceptibles al antibiotico. En 1989 Willson y col recomendaron
que cuando se presente un brote de PCP agudo en un hato, el tratamiento debe iniciarse de
immediato; aungue esto también impida que el microbidlogo pueda determinar Ia
susreptibilidad -t patéreno involucrado en el tiempo adecuado.

I & combinacion realizada entre Ki a y Ti fina tuvo un efe indi . Los
valores de NMIC para Tiamulina fueron 8.0 ug/ml para los serotipos 1 y 3, y 2.0 ug/mt para
lovs serotipos S & 7 11 patrén de susceptibilidad a 1a Tiamulina segun Gutiérrez y col es muy
amplio, ya que reporta un rango de valores de MIC entre 0.06 ug/ml y 128.0 ug/ml, o seca el
rango obtenido a partir de la solucién cnncemrada y su dilucién 1:1024, de 57 cepas
estadiadas v do las cunles el 68.4 %6 fueron r al ibioti Los resultados
cn este trabajo mucstran que las cepas de catdlogo utili una

idad pobre a la Ti. .y se bi con Ki idad
no se potencinth a. IaTi tina es un ibidtico de lio uso en México y otros pai!es.
su cficacia csth comprobada en hatos infe dos croni por cjemplo en un

realizado en donde se trataron cerdos infectados con 180 ppm de Tiamulina en ¢l agua de
beler hubo una vanancia de peso positiva (Backbo y Szancer, 1988), o al ser administrada
intramuscutarm nte (Schultz y col, 1990).
Al combinns Kii<amicina con Estreptomicina el efecto fue antagonico. Este efecto podiia
cxplicarse en la competencia por las mismas protecinas de union al ribosoma. Aunque,
sabemos que 1a 1ccion antibacteriana de los antibioticos por separado es bastante buena; en
1 icina s un antibidtico altamente bactericida y que en los ultimos afios se ha
arroflado comercialmente de manera muy amplia  por los jap la Estrep
tiene fuerte accion bactericida, sin embargo, la mayoria de las cepas de Aa.lmabac:llut
prleuropmenmoniae han desarrollado resistencia al antibittico. l.os valores de MIC para
Estreptomicing encontrados en este estudio fueron de 40.0 ug/ml para los cuatro scrotipos
ensayados, cstos datos indican que el ani i al que olros Aminoglucasidos, ticnen
baja cfectividad individual a la infe i en los
serotipos 1. 3, Sy 7.
Otro grpo de combinaciones fueron las 1ealizadas entre Eritromicina y ¢l resto de los
antibioticos  Asi Ia Fritcomicina se combiné con las Quinolonas, el Acido Oxolinico y una
Fuoroquinolona, el Floxacin, presentandose un efecto antagonico en  todos los serotipos
enwavados on i dos casos. 1.as acciones de los antibioticos no conttibuyen entre si a su
ncinlizacion, por of contrario se antagoenizan. iste sesultado concuerda con Lewin y
. quienes on 1929 indicaron  que los inhibidores de la simtesis de proteinas como la
dad bacteticida de las Quinolonas.

na. antagonizan la
aite 1a coanhinacion  anterior, la Eritromicing antagonizd ta ascion de 1a
tios de union en el

on has cunmtro serotipos ensayados, compiticndo po

pleuropy .

Oxitersaeciching,
sit.asoma
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fe variable. Los ipos 1 y

La Eri ici binad con Ia Ti \ P 6 un
7 fueron de tipo 6 i que los serotip 3y 5 fl mdnfereme! La
Tllmulmn nl lguul que . los ibioti antes i d inhibe is de

de esta manera que el resultado hay sido de tipo antagénico, sin
emblrgo. los serollpo 3 ¥ 5 tuvieron efectos indiferentes, este tipo de comportamiento no .

sec ha reporudo -nlenormeme y en este trabajo se comprobé.
! el Acido Oxolinico y el Floxlcm Los

La Ti se biné con las Qui
resullldos fueron variables. La combinacién con el Ac:do Oxolini fue prni
. Asi los serotipos 3, S y 7 fueron di y el ipo 1 fue

sinérgico-indiferente. Hannan en 1989 reponé un. evaluacién  “in vitro” de varias
das en este dic y otros agentes

Qumolonns entre ellas las Fluor
bi por sep do contra patég que afe el tracto respirnotio det cerdo,
enconlr-ndo que las Fluor guinol son marcad mas activas “in vitro™ contra
como el AMycoy H. pleur y H. parasuis, a diferencia de las

Qumolonns de primera genencuén como eI Acido N-lixlco El autor reportd valores de
MIC p fios para Ciprofl de 0.01 ug/ml Tumulmn de 6.22 ug/ml y Tilosina
de IS 02 ug/ml, en nueve cepas de F y dos cepas de H.
parasuis, mostraron cl cfecto bactericida “de las Fluoroqumolonu Sin embargo, es
importante mencionar que no existen reportes del efecto de la combinacion entre
Quinolonas y Tiamulina.
Nuestros resultados entre Tiamuling y Acudo Oxolimco mollr-ron que es mucho més
conveniente el uso  por sep-rldo de los asu ion, en tanto se llega a
tener efecto antagbdnico. Hay sin embargo una excepcion, el serotipo 1 tuvo un punto
sinérgico donde la MIC para Tiamulina baja de | a Y% de MIC, al combinarse con

0.32 ug/ml de Acido Oxolimco
En el caso de Ia ion con FI in, hubo bi fe variables, fl do desde
Ia indiferencia para los serotip 1y3, 6énico para el serotipo S y smérglco para el
serotipo 7. Esta variacion de de po a po pasa la t ion podria
expllcnrse en bascala .dqmslclon de factores de resistencia lnublénu Sm embargo esta
is es pur iva, en tanto no se ha P p ' que la
presencln de pltsmldos R sean los cuuumes de estos efe il de A
pleuroy . En un di do en Canada por Nuduu en 1988 observd
ccpas luulul i de Actinob, !Ius,,.-... P lugmendo fuertemente que la
r esta diada por plésmid sin embargo el autor insiste también en que
T i de mas dios para poderlo confirmar. Del mismo modo Hnrsh y col en 1982
sugmeron que el microorganismo obtiene sus genes de i ioti de R
externas, posiblemente de Ia familia Ernterob ., di ia ferencia de
plasmidos a cepas ibl. de Actinobacillus pleurop /] iand a un
plasmido pequeflo cryptico ya presente en la cepa recepton Se han identificado varios
plasmidos cn cepas de Actinobacillus ple el pVMI104, el pVMIOS y el
pVMI106. Los plasmidos pVMI04 y pVM 106 son ndému:o- nenen un peso molecular de
23 daltones y difi para la i y Estrep i yvel
plasmido pVMIOS tiene un peso molecular de 3.5 megadaltones y codifica para la
resistencia a Sulfonamida y Ampicilina. Sin embargo ninguno de estos plasmidos posce la
capacidad de promover su transformacion (Hirsh y col, 1982).
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1.2 combinacion Ti ti con Oxi icli resultd tener una tendencia antagénica,
aunque para cl serotipo 1 se prelemé un resulludo sinérgico-indiferente. e hecho Ia
€ i<itetraciclina sc ha usado eneltr de la PCP con buenos resultados.
v un estudio realizado por Hi en 1989 con cepas de Actinobacillus
B dio para Oxi ilina de 2.5 vwml y

uropnenmentiae repond valores  MIC pro
ares parn las Fluoroquinclonas, sin embargo la Ciprofloxacina fue de 3 a 4 veces mas

3 a que la Oxitetracichina. R
1 us Quinolonas tamhién sc combinaron entre si. La combinacion entre el Acido Oxolinico
con ol Floxacin mostrd efectos variables. Los serotipos 1 y 7 fueron indiferentes, el serotipo
3 fue sinérgico-indiferente y final el serotipo 5 fue antagdnico. Es importante
encionar que Ia clasifi ion conv i | de las interacciones entre antibi os no cubre
teerfos Jos  posibles resultados entre ellos, asi las interacciones sinérgico-indiferente y
antagonico-indiferente quedan fuera, resuitados que en la pricti son comi

cacontrados.
. 1a MIC del Acido Oxolinico bajo de 1.6 ug/ml hasta 0.09 ug/ml al

tn el caso del serotipo 3
combinarse con 0.09 ug/ml de Floxacin, o sca bajo a 1 MIC a 1/16 de MIC al combinarse

can 0,00 ug/m! de Floxacin.
1 Acido Oxolinico se combind con la Okxitetraciclina, ¢l resultado fue sinérgico para los

serotipos 1, 5y 7 y de tipo indifcrente parn ¢l serotipo 3 {.a MIC de Acido Oxolinico para
ol serotipo 1 de 1 a Y4 de MIC al combinarse con 0.08 ug/ml! de Oxitetracilina. De igual

torma par Ins scrotipos S y 7 ia MIC del Acido Oxolinico también bajo de 0.64 ug/mt a Va
de MIC  al combinarse con la misma concentracion de Oxitetraciclil Estos resuitados
U acion de los i de accion entre los

podrian cxplicarse cn funcion a una cc
antibiaticos, mientras la Quinolona acmn sobre DNA, Ia Oxitetraciclina actiaa sobre sintesis

de proteinas v provocar sinergin.
Ora Quinolona, el Floxacin, se combiné con la Oxitetraciclina. El resultado fue antagénico
1ara los serotipos 3, 5 y 7 e indifeiente para el serotipo 1. Esta combinacion, al contrario de
Iz realizada con la Quinolona de primera generacion, fue antagénica, en tanto las
tuoroquinolenas se ha probado  altamente bactericidas cuando se utilizan en forma
i lividual.
Antes de probar diferentes combinaciones de antibioticos en las diferentes cepas de campo
se renlizd prneeba de aglutinacion en placa  con antisueros conocidos para serotipificar las
ismas Asi las cepas A1) y 1L.P) fueron serotipo serotipo 1, las cepas A3 y 1.P2 fueron
. ipo 3 v las cepas 1.P3 v [.P4 dicron prucha cruzada para los serotipos 1 y 3.
combiraciones scleccionadas para ensayar las dlfefenles cepas de campo de
icli Eisitro

7oas

SAevinobacitius - pleurepnenmoniae  fueron  Ki -Oxitetr

ieitetraciclhini, Adido Oxolinico-Floxacin y Tiamulina- Ovuclmmclma. porque mos!rmon
t i6n al ser y s con

s ssultadns moy representativos en cuanto al efecto de i
tus cepas de ecatialopo.

{.a combinacion Kitasamicina-Oxitetraciclina most1d un resultado  antaganico para la
1ipyoria de las cepas de campo ensayadas, cxcepto ia cepa LP1, la cual tuvo un resultado de

iipo indiferente.

1.0s valores de MIC para Kitasamicina estuvieron en rango bastante amplio, la copa A3 fuc 8
reces menor ¢ la cepa de catilogo. Las cepas M1 y LIP3, tuvieron un valor de MIC de
16 ue/mi, equivalente a Ins de catalogo; las cepas 1.P2 y 1.P4, tuvieron un valot de AMIC de
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v

8.0 up/inl, o sea 2 veces menor y la cepa LP1 fue supenor a 512 ug/ml Como se pucde

ohscrvar, In susceptibilidad de estas cepas a ta Ki fue en g
Es notorio et rcmllado obtenido para ia  cepa procedente de un brote de PCP en Monterrey,
en donde el tr y con fué i La cepa LP1 mostré una MIC

superior a S12.0 up/ml, lo cual hnce pensar que esta cepa ha sido expuesta al antibidtico con
nw.cha frecucncia desarrollandose resistencia al mismo.

La snscepribilidad a 1a Oxitetraciclina fue baja, en tanto los valores de MIC para las cepas
pincedentes de Ia Piedad Michoacan cstuvieron en un rango de 12.8 ug/ml, e inclusive
superior a 51 2 up/ml. La cepa M1 tuvo un rango de MIC entre 1.28 ug/ml y 2.56 ug/ml. de
2 56 ug/ml, valores que concuerdan con los datos obtenidos con las cepas de catilogo. De ta
misma manern la cepa A3 tuvo una MIC de 2.56 ug/ml, valor acorde a lo esperado.

Por otre lado, 1a susceptibilidad a 1a Eritromicina mostrada por las cepas de campo fue cn
neneral baja Las epa A3 y N1 tuvieron valores de MIC 16 veces mayores, mientras que el
resto de Ias cepas ensayadas fueron 64 y 128 veces mayores t Es evid

que Actinobacillus pleurupncumnnmc ticne una pobre sn%cepnbdldnd a la Eritromicina,
mobhablemente como consecucencia al uso frecuente del antibidtico en la clinica.

Fucron cuatro  las combinaciones ensayadas con cepas de campo. La combinacion
Kitasamicina-Oxitetraciclina tuvo cfecto antagénico en la mayoria de Ins cepns cn:ayadns
cveepto In copa LY, en la cual el cfecto fite sinérgico. Para la Eritr
Oxitetraciclina, el v ltado vario pli de cepa a cepa. Asi las cepas procedentes de
la Viedad NMichoacan, LP3 y LLP4 mostraron efecto smcrglco-mdlfelenle, Ias cepas hll [ PLod ]
y 172 fucron indiferentes, micntras que la cepa A3 fué La i
Fiamulina-Oxitetraciclina tuvo efecto sinérgico-indiferente en las cepls LP1, LP2 y LP3,
micntras que para la cepa LP4 fué antagonico-indiferente. La cepa M1 fué mdll‘eremc La
combinaciion  Acido Oxolinico-Floxacin tuvo un efecto variable en las cepas ensayadas. Con
tr cepa 1.P4 Jué sinérgica, mientras que con las cepas M1, A3 y LP3 fué antagonica.
Finalmente, mucho se tendra que seguir investigando acerca de las combinaciones de
antimicrobianns y sus probables efectos sobre croor 6 de interés
veterinario. Sin ecmbargo, en funcion a los resultados obtenidos en esle Irabnjo. es evidente
que el uvso nrtinario de los antibidticos en la cllmca velcnnarm Im provocado el desarrollo de
multiresistencin antibidtica y por lo tanto ha limi Y los tr para las enfermedades
1c 'piratorias, como la Pleuroneumonia Contagiosa Porcina. Este estudio abre un nuevo -
penorama  de  combinaciones antibidticas conocidas y  estudindas para dnr un mejor
ttatamiento v obtener un mejor camino hacia ¢l mejor tratamiento de esias infi
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6. CONCILUSIONES,

1. Se realizaron combinaciones ibioti dentro de las cuales, algunas tuvieron
resultado sinérs bacillus plens serotipos 1,3, 5y 7.

2. Se comprobd que Ia técnica del lnblerc de ljcdrcz para pruebls smérglcxn ﬁmcmna
pcvtulnmemc para identifi mler ] entre en

X. L.a combinacion Ki i -Eritromicina fue sinérgica para el serotipo S.

a-Acido Oxolinico fire sinérgica para el serotipo 7.
serotipos 3, 5

4 1t a combinacicon Ki
5 Ia combinaciton Kitasamicina-Oxitetraciclina fue sinérgica para los
v 7.
6. 1.4 combinacicn Tiamulina-Floxacin fue sindrgica para el serotipo 7,
an Acido Oxolinico-Floxacin fue sindrgica para ¢l serotipo 3.

.2 combinacion Acido Oxolinico-Oxitetraciclina fue sinérgica para los serotipo 1, S y 7.
o, K¢ demostrd gue cf patrén de susceptibilidad antimicrobi de cada uno de los serotipos
cnsavados fué diferente. va que los resultados obtenidos variaron de serotipo a serotipo, aun
al enfrentarse n un mi<ino antibiotico.
1t Bl compartamiento de las cepas de catalogo de Acrinobacillus pleur iae en
comparacion con las cepas de campo procedentes de diferentes partes de In Republica
Nfe sicana, varin ampliamente. En tanto las cepas de campo han sido expuestas a
tratamientos antibicticos diversos.
1. Se comprobd que la Kit ici es un ibiati frente a las cepas de
Aconrobacillius pleuropneumorniae, con valores de MIC pam cada serolipo relativamente

7. 1 a comhinac
|

hajog
12 Se comprobd que las Fluoroquinolonas, como la Enroflc y ¢l Fl in son
antimicrohinnos muy potentes, en tanto los valores de MIC fueron muy bajos de nlrcdcdnr
e N OR nefil para los cuatro serotipos ensayndos.

1. AntibiGlicos como Ia Estreptomicina y  Eritromicina, que han sido utilizados afios atras
en r~l tratamicnto de la PCP en México, tienen un pobre efecto en contra de los scrotipos 1,

2. Sy 7 de Acrinobacillus pleuropneumoniae, aseveracion que se basa en los valores de

)\H' ° ulm'm(ln%
11 Fl ecomportamiento de las cepas de campo a las diferentes combinaciones antibiGticas

ensavadas fire primordinlmente de tipo indiferente 6 antagénico, lo cual esta indicando que
cstas cepas presentan altos niveles de resistencia antibiética.

A B b e e



7. BIBLIOGCRAFIA,

1 Asnhi Vet, S A and Asahi Chemical Industry Co.
Antibiotic. Anima! Health Use.

Kruse and M. T. Collms (|99ﬂ) The l'rew.-nnve of 1. nng-/\clmg

plenroy

LTD. (1995) Kitasamycin, Macrolide

2. Backstrom, K 1 G.

On stetracycline on Induced Infection of Ac
Procceding of the Fth. 1.P.V.S. Congress, pag 96.

/i (. F

Swine.

3. Ilackbo. P and J. Szancer. (1988) Strategic antibiotics (tiamulin) medication of weaners for
. Pro ding of the 11th 1.P.V.S. Congress, pag 14,

-1, Balows, A I G.Truper.; M. Dworkin;, W. Harder and K. Heinzschleifer. (1987) The
Prokarvotes. 2a Fdition. A Handbook on the Biology of Bacteria: Ecophysiology, Isolation,
tduentification, Applications. Springer-Verlag. Volume IV, Chapter 182, pag 3342-3351.

S. fatlews, A Nanunl of Clinical Microbiology. Fifth Edition. A.S.M. (1991). Chapter 110 and
115 Washington, D C. pag 1105-1116 y 1156-1165.

lerenbaum, AT C (1978) A Mcthod for Testing for Synergy with Any Number of Agents
137, No. 2, pag 122-130.

Acsinekencillus pleuropne

[ ST
The Journal of Infectivus Diseases. Vol

7 flaser. S 1 1921). Interactions of antimicrobial combinations in vitro: The relativity

of synerpism  Scan. 1 Infect. Dis. Suppl. Vol 74 pag 71-79.

an, A. C . S Mendoza Flvira y C. Garcia Mcneses. (1994). Primer Ciclo Nacional de
ncs Respiratorias del Cerdo. Memorias. U.N.AM.

iy
Al
0. Davis and Dalbecca (107R). Tratado de Microbiologia 2a Edidion. Salvat Editores
S A Mallorca. Barcelony Espaia.

10 opoulas, ¢ M and C.T. Eliopoulos. (1988). Antibiotic Combinations:
T sted 70 Chinical Microhiolgy Revicws. April 1988, Vol. 1, No. 2. pag 139-156.

Should they be

Vi bvana, R A CF K Uhleohopp, LI Floffman, R.J Yancey and J.B. Paulissen
£7000)  Ceflintin Hhidrechlotide | a New Broad-Spectrum  Cephalosporin:  Effectivencss
t Indvced Havrmephilus plewropnenmoniae of Growing Swine. Proceeding of the 11 th,

PE NS pap 0

w.C. Cray and GA Andersnn (17°03)
Part 1. Flistory, Epidemiology, Serotyping
10 pag 1447-1454.

e Fedorke $tay P L HloMan,
Lo inohaesthee i faemopinlus) plew opncumaoniae.
At Freatmoent Fnod Animal. The Compendium Vol 15, No.

G A. Andcisen. (19%4)
. Virulence Factors.Inmunity and
pag 117-124,

11 Fodorl 1oy, P W Cray and
A nobacitls sItaeropinlus)  plevropneunioniae, Part
Vi ocines Vood umm.xl The Compendivm. Vol 16, No. 1



119

14, Fenwick, B and S, Henry. (1994). Porcine Plewropneumoniae. JA.V.M.A. Vol 204,

No. 9 pag 1334-1340.

IS, Flaus, I. and A. Tan. (1994) Synergy Study Between Lincomycin and Chlortetracycline
Against Aerinobacillus pleuropneumoniae and Pasteurella multocida.

Proceeding of the 13th. LP.V.S. Cong . B kok, Thailand. pag 186,

16 Flaus, L. and W. Kaewjinda (1994) Synergy Study Between Lincomycin and Spectomycin
Against Acrinohacillus plu-urnpncummnae and Pasteurella multocidea.
Proceeding of the 13th 1 P.V. S Congress, Bangkok, Thailand. pag 184.

17 Gilbride, K A S. Rosendal
Recistance in Onnnu Isolates of Actinobacillus (He ! pleurey iae. Can. J.

Vet Res. Vol 53 pag 38-42,

and E.F. Rodriguez Ferri. (1993). In Vitro

1R Gutierrez, CB. . S§. Piriz, S. Vallido
Am.

Sursceptibility of Actinobacillus plenropencumaoniae Strains to 42 Antimicrobial Agents.
1. Vet. Res Vol 54, No. 4 pag 546-550.

10, Hagimori, M Kubo, K. Y >to, K. I T. b hi, N. Ando and S. Jiarakhul.
(17°94), ‘The Efficacy of a Spectomycin Feed Additive ln l'xpenmemnl Infections with
Actinobacilius pleuropneumoniae In Swine. Proceeding of the 13th. 1LP.V.S. Congress,

Rangkok. Thailand. pag 185,

20 Hallander, HO.;, K. l)nrnbmch L. Gezelius, K. Jacobson and Y. Karlsson. (1982).
Svnergism ncl\\cccu Aminogly and Cephal orins with Antipseudomonal Activity:
Interaction Index and Killing (‘urve Method. Antimicrobial Agents and Chemotherapy. Vol. 22,

No. § pag 743-752.

21. Hapnan, P.C.T.; PJ. O'Hanlon and N.H. Rogers. (1989). In Vitro Evaluation of Varios
Quinolone Antihacterinl Agents Against Veterinary Mycoplasmas and Porcine Respiratory
Bacterial Pathogens. Research in Veterinary Science, Vol. 46, pag 202-211.

Hernander Morales O E. (1994). Detenminacion de la Concentracion Minima Inhibitoria
de tres OQuinnlonas para Actinobacillus pleuropnecumoniae (serotipos 1, 3, 5, y 7). Tessis
I"ofesional Facrhtad de Estudios Superiores Cuautitian. UN.A M,

D, P Martin and MC. Libal (1994). Masmid-Nediated Antimicrobial

2% Jlrsh,
Am. J. Vet Res Vol 43, No. 2. p1p 269-272,

Reocisttance in HHee mopshiitus pleuropne nmonioe

1 tlorton Robert M, Lanrence A NMoran, Ravmoend S, Ochs, . David Rawn, K. Gray

Scrimaeon 17775 Bioguimica. Prentice-Hal! Hispanoateericrma, S. A AT

and J.L Brunton. (1989) l‘lnnmld Mediated Antimicrobial ’

1



120

25, Hsu, F. S, S. M. Chou. FW. S. Fang and S. B. S. Lin. (1988) Eﬂ'ecls of Ceﬂmﬁlr a
Picuromutilin - Derivative in lhe Tr of E---—- ly bacillus
(Haemaophifus} plenroy P onia en S . Pr fing of the 10 th. J.P. V.S,

Congress Mg ia,

Hhwan Kim, B. and B, Yeal Jung. (1994) Serotypes and Antimicrobial Susceptibility of
P ic Lungs of Korean Swine.

-Illll)bnl‘lllllv pletropre from F
I'soceeding of the 13th. I.P. V.S, Congress, Bangkok, Thailand. pag 126.

-

27, Isenberg, HH D (1992). Clinical Microbiology Procedures Handbook. American Society for

Aticrobiology Washington, D.C. Vol. 1, Section §.

2 Lewin, €, S and JT. Smith. (1989). iInteractions of the 4-Quinolones with other

Antibactesials 1. Med, Microbiol. Vol 29, pag 221-227.

2 Lorian, V. (1989) Antibiotics in Laboratory Medicine. 2a. Edition. Williams & Wilkins .

oy S40-597, R813.83S.

20, Mengelers, MJ B.: B Van Klingeren and A. Van Miert. (1990). In vitro Susceptibility of
Trimethoprim, Sulfadimethosine,

: \;IIE p«;rcinc- Respiratory Tract Pathogens to Aditoprim,
S-lfamethoxazole and Combinations of these Agents. Am. J. Vet. Res. Vol S1, No. 11, pag

1360- 1RGY,

Higgint and G.P.Martineau. (1988). Minima! (nhibitory

Lativiere, R.
Can. J.

21 Nadean, N.; S

Concentrations of Antimicrobial Agents Against Actinobacillus pleuropneumorriac.
Vet Res. Vol 52, pagg 315-318.

22 Pattison, Y M. IHowell, D. G. and ElliotJ (19587). IHaemophilus-like organism isolated from
32 lung aned the associated pneumonia lesions. J. Comp. Pathol. 67. pag 320-329.

31 Pijoan, €. (1985) Neumonia del cerdo. Encucntro sobre enfermedades infecciosas del
cordo. Editndo por Correa, G.P. y Morilla, G. A. Asociacién Mexicana de Veterinarios
F-specialistas on Cerdos (AMVEC) pag 85-99, -
31 Pijpers. AL B J Schoevers, Il VanGogh, [LAMG. Vanleengoed, 1 J R Visser,
R I TR anhficrt and T H A Verheijden (1990), The Pharmacokinetics of (Xxytetracycline
I Trtrvenous Administration in Healthy and Discased Pigs. J. Vet Pharmacol.
el 13, pag 320.326,

HANYE

crap

Prescotts TF. and K M Yielding, (1929) In Vito Susceptibility of Sclected Veterinary
Canadian fournal

sterind Eerhie s to Ciprofloxacin, Enrofloxacin and Norfloxacin.

eteritneey crch Vol £4, pag (95-1972.




FRSU—

121

16. Sanders, C.C.; W.E. Sanders und E.S. Mol (1993) Decumnl Assay for Aditivity of
Diigs  Permits L i of gy and A !

obial Agents and
Chemothesapy. Vol. 37, No. 2, pag 260-264.

37. Sakano, 1T ; Y. Shibata, Y. Samegai, A. Tnnedn. M. Okada, T. frisawa and S. Sato.
(1993). tixperimental Pncumonia of Pigs Tnfe with Aujeszky’s Di Virus and
Actinobacillus pleuropnenmoniae. J. Vet. Med. Sci. Vol. 55, No. 4, pag 575-579

38 Schultz. Gl., R.A. Schultz. MD. Anderson and T L. Cue. (1990). An [‘v-|unllon of
Tiamulin Rase Admmmcrcd Intramusculatly to Pigs for the of 1

T philus
pleuropneumonia. Proceeding of the 11th. LP.V.S. Coungress, pag 92

10, Shanholizer, CJ.; LL.R. Pcterson, MI.. MohnJ A Moody and D.N. Gerding.
{1984). MBCs for Staphviococcus aurens as Determined by Macrodilution and Microdilution
Techniques  Antimicrobial Agents and Chemotherapy. Vol.26, No. 2. pag 214-219.

40. Stepharo, AL C. Diaz, F. Vazquez-Rojas and Navarro-Fierro. (1990) Efficacy of a New
Antimicrobial  (Enrofloxacine)  Against Experimental  Infection with  Haemophilus
rHeuroppeumoniae in Pigs. Proceeding of the 11th. LP. V.S, Congress. pag 95

A1, Straw, B F L V K. Touvinen and M. Bigras-Poulin. (1989). Estimation of the Cost of
Pacumonia in Swine Herds J.A V.M. A. Vol. 195 No. 1., pag 1702-1706.

A7 Suruki,

Q.. K Ohmae, K.QOhishi, M. Muramnuu nud T. Taknhasm (l989) Antimicrobial
Susceptibility nl' Actinobacillus (Tlace d from Pigs with
Tleuropneumonia. IJpn. J. Vet. Sci. Vol Sl No. 2, png 490 452,

11 Tarazivk. K, 7. Pejsak, A. Hopg and M.P. Carlson. (1994). Efficacy of an Actinobacillus
plenropnetmoniae Bacterin Against Serotypes 1, 3, Sy 9. Can. Vet. J. Vol. 3 pag 233-238

A4, Trottier, V. L.; P F. Wright and S. Larivicre. (1992). Optimizati and S Jardization of
an Fozyme-linked inmunosorbent Assay Protocol for Serodiagnosis of Actinobacillus
plevwropncumonioe Scrotype S, Journal of Clinical Microbiology. Vol. 30, No. 1. pag 46-53.
45 Waillancanzt, VP R FhHupine, G P Manineau, KR, Miual and S. Lariviere.
198 Clhianges in the 5§

Tusceptibility of Actinabacilius pleuropneumoniae to Amtimicrobial
ntsin et Lo (PER110RG) JA NV M AL Vol 193, No. 4. pag 470-473.

T Voet !

tensidd b and Jdith G Voeet Biechemistry, (1990). John Wilcy & Sons Inc. USA

A7 Wittaon, 1M1 11 Denner, A Pottes and W, Albritton. (1989), Charaztaization of a
Hiteprtomvem-Salfonamide . Resistance  Plasinid  fiom  JAcrinobacilius  plenropneunioniae.
Ltimieraet inl Avcas and Chiemothetapy Vol 33, No. 2. pag 235-238,



122

48 Willson, P.J. and D. Osbore. (198S5). C ion of Antibiotic Therapies for
He whilus pleurop in Pigs. Can. Vet. J. Vol. 26. pag 312-316.

49. Windholz Martha. et. al. (1983). The Index Merck. An Encyclopedia of Chemicals, drugs
and Biologicals. 10. Edition. Merck & CO, Inc. Rahway, N.J. USA.

s it



	Portada
	Índice
	Resumen
	1. Introducción
	2. Objetivo General
	3. Materiales y Métodos
	4. Resultados
	5. Discusión
	6. Conclusiones
	7. Bibliografía



