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RESUMEN

E! presente estudio, es llevadn a caho con a1 abjeta de determinar la sensibilidad
in vitro de 35 cepas de Corpnebacterium pseudotuberculosis, a 12 agentes
antimicrobianos. Las cepas se aislaron e identificaron a partir de muestras de nodos

linfaticos abscedados, de cabras para sacrificio que llegaron al rastro de Tlalnepantla,
Estado de México.

El aislamiento e identificacidn, asi como la prueba de sensibilidad se realizaron
en el laboratorio L-514 de Microbiologia Veterinaria, de la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitian, UNAM, C-4.

La técnica que se utilizé para  determinar la sensibilidad fué la  del
Antibiograma, y los antimicrobianos que se evaluaron, estaban contenidos en
multidiscos combinados de uso comercial elaborados por Laboratorios SANOFL,

Los resultados obtenidos, nos muestran que el miximo porcentaje de sensibilidad
fué para €l Trimetoprim-sulfametoxasol con 97.1 %, la Pefloxacina con 91.4 %, la
Tetraciclina con 91.4 % y la Eritromicina con 82,5 %, A estos le siguieron la
Gentamicina con 68.5 %, la Cefuroxima con 62.8 %, 1a Cefalotina con 62.8 %, y la
Cefotaxima con 57.1 %.

Para la sensibilidad intermedia, el porcentaje mas alto fué para la Ampicilina con
el 20 % de las cepas, le siguieron la Penicilina con 14.2 % y la Cefalotina con el 11.4%.

Por el contrario el 100 % de las cepas fueron resistentes a la Dicloxacilina,
siguiendole la Ceftazidima con el 914 % de cepas resistentes, la Penicilina con
85.5 % vy la Ampicilina con el 80 %; vesultados semejantes nos muestran la
Cefotaxima con 34.2 %, la Cefuroxima con 28.5 %, la Gentamicina con 28.5 % yla
Cefalotina con  25.7 %.

De acuerdo a los resultados se concluyd que en porcentaje de sensibilidad,
las cepas aisladas en este estudio muestran gran similitud con los resultados
obtenidos en un estudic previo realizado en Estades LUnidos con cepas de
Corynebacterium psendotuberculosis aisladas también a partir de cabras, esto
probablemente se debio a que las cepas utilizadas en este trabajo fueron aisladas de
cabras provenientes del extranjero, las cuales de acuerdo a informes de los
inspectores del rastro provenian del Estado de Texas.



INTRODUCCION

La linfadenitis caseosa es una enfermedad contagiosa crénica de caracter  enzodtico,
que afecta principalmente a ovejas y cabras adultas, caracterizada per agrandamiento
unilateral y supuracion de nodos linfaticos afectando ocasionalmente pulmones y bazo.
Tiene incidencia en muchas regiones de Norte y Sur América , Australia, Nueva Zelanda,
Sudéfrica, Europa, Estados Unidos, Argentina, Peri, México, Sudan, Egipto, Noruega,
Espafia, Halia, ban y fas Filipinas. Es una enfermedad que ocasiona grandes pérdidas en la
industria ovina y caprina. Las pérdidas econdmicas resultan de la muerte en algunos
ammales y otras por el decomiso de las canales infectadas. La enfermedad puede ocurrir
también en ciervos, bovinos y de manera rara en humanos, llega afectar a roedores
especialmente cuyos, también se sabe que ocurre en conejos domésticos y silvestres de
Europa (Brogden ,1990; Jensen and Swifts , 1988, Jones ,1997; Ned , 1989; Smith, 1994;
Sharma , 1997).

El agente causal de esta enfermedad es Corynebacterium psendotuberculosis | baston
corto pleomérfico Gram ( + ), inmévil sin capsula, el cual no forma esporas, mide de 0.5 a
0.6 por 1.0 23.0 p m, vive de manera natural en el suelo e intestinos, sobre la pie! y en los
drganos infectados especialmente nodos linfaticos. Puede sobrevivir por arriba de 20
semanas en las descargas de material purulento, en areas de sombra 6 cobertizos de
trasquila. Las pruebas bioquimicas manifiestan produccion de catalasa, ureasa, formacion
de 4cido a partir de glucosa, maltosa, manosa y produce hidrdlisis del almidén. En agar
sangre produce beta-hemolisis, crece abundantemente en agar suero, donde produce
colonias blanco amarillentas, opacas, secas, fragmentacdas, arenosas o concéntricas
(Cameron , 1970; Mc-Fadin , 1990 ; Smith , 1994}

De acuerdo at contenide lipidico de su pared celular al género Corynebacterium se
le agrupa con los géneros Mycobacterium , Nocardia 'y Rhodococcus, formando el grupo
CMNR, debido a que los cuatro géneros tienen paredes celulares ricas en complejos
lipidicos similares. La virulencia de las cepas de Corynebacterium, se relaciona con la
cantidad de lipidos de su pared celular ademés de proporcionarte la  habilidad de
crecimiento intracelular. La remocidn del lipido por extraccién sucesiva con acetona, €ter y
alcohol no reduce la actividad del microorganismo al igual que no afecta su viabilidad.
Los lipidos removidos con formalina, retienen su capacidad, para producir abscesos
estériles en el cuye. El protoplasma derivado de dichas células no es téxico, inversamente
las células que son inactivadas con formol pierden su habilidad para causar abscesos
subcutineos, en tanto que su protoplasma permanece tdxico, entonces se deduce (ue
aparte del lipido téxico el C. pseudomberculosis, contiene una toxina protoplasmatica
{Cameron, 1970; Morales, 1992).

La exotoxina es una fosfatdil colina-fosfato-hidrolasa, mejor conocida como
fosfolipasa D Esta exotoxina es una esfingomielinasa que cataliza la esfingomielina  de
los eritrocitos en ceramida y colina. Por otro lade también actia sobre las células
endoteliales aumentando la permeabilidad capilar, estructuralmente la exotoxina es una
glicoproteina con una composicion de amino4cidos; estimando su peso molecular entre
los 14500 y 31000 Daltons, se localiza principalmente en el citoplasma de la célula
bacteriana y en menor cantidad en la pared celular se obtiene de manera muy fécil del
sobrenadante, cuando se cultiva en calde nutritive. Es estable en liquido inactivandose
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en presencia de calor, almacenaje prelongade o con formalina. La fosfolipasa D de
C. pseudotuberculosis, es similar a la toxina producida por la Loxesceles reclusa ( arafia
reclusa) ambas son proteinas basicas con valor isoeléctrico similar, estimandose el peso
molecular de la fosfolipasa D de la arafia en 32000 y 34000 Daltons mientras que el de la
enzima corinebacterial es cercano a los 31000. Tienen semejanza en la carga especifica del
substrato y la actividad biologica letal (Berheimer, 1985; Ned, 1989; Pirah, 1990;
Morales, 1997; Rerheimer, 1908}

De manera experimental, cuando es inoculada intravenosamente la fosfolipasa D es
letal tanto para animales de laboratorio como para ovinos y caprinos en dosis altas y en
dosis pequefias cuando es inoculada intradérmicamente ocasiona eritema, edema y necrosis
en cuyes y conejos. En los conejos existe una reaccidn mas severa que en los ratones y las
ratas. Las ovejas también sucumben a la inyeccion subcutinea de la toxina, pero se
requieren altas dosis para producir lesiones similares a las de los cuyes. La toxina al ser
inoculada subcutaneamente ocasiona la produccidon de antitoxina en los animales de
laboratorio y ovines (Doty, 1964, Jolly,1965; Cameron, 1970; Morales,1992).

En la Facultad de Medicina Veterinaria del Instituto Superior de Ciencias
Agropecuarias, de Bayamo, La Habana, se realizd la obtencion de la exotoxina de
Corynebacterium pseudotuberculosis basada en la centrifugacidén, concentracién y
ultrafiltracién , ademas de evaluaciones de la exotoxina y determinacion de la actividad,
concentracion, pureza y la presencia de polipéptidos inmuncespecificos. El ensayo de
hemolisis sinérgica reveld que hubo actividad hasta en dilucion de 1:128. Se utilizd una
prueba de ELISA indirecta para realizar la curva de dosis respuesta, 1:500 fue la dilucion
optima. La electroforesis en gel de poliacrilamida y la inmunotransferencia revelaron la
presencia de las bandas inmunodominantes en la preparacion (Ruiz, 1996).

1.a linfadeninis caseosa tiene dos formas de presentacién, una superficial y una
visceral, en la forma superficial los abscesos son comunes en la zona de entrada y
posteriormente se establecen en los nodos linfaticos regionales, preferentemente
preescapulares y prefemorales. La forma visceral se da de manera generalizada,
preferencialmente en nodos linfaticos. ocurriendo la formacién de abscesos en pulmones,
higado, rifidn, cerebro y médula espinal. La secuencia de eventos, se inicia por la
penetracion de la bacteria, Corynebacterium pseudotuberculosis, a través de una herida,
este microorganismo alcanza los vasos linfaticos aferentes y gradualmente llega a los nodos
linfaticos regionales donde continia su crecimiento y multiplicacion. En el tejido linfoide
los leucocitos se aglomeran alrededor de la bacteria, especialmente los neutréfilos, mientras
que los fibrocitos y los capilares forman la periferia de la infeccién. La produccion de
exotoxina del microorganismo, asi como el factor piogénico termoestable leucotoxico y el
lipido de superficie que lo cubre, lisan lenta pero continuamente a los leucocitos y al tejido
al mismo tiempo que evitan la destruccion del mismo, antes y después de ser fagocitado. La
leston formada, consistird en una masa central de tejido necrdtico limitado por una gruesa
pared de tejido conectivo y capilares. La bacteria sin control de ta pared de tejido conectivo
puede entrar a los capilares, donde forma colonias que ocluyen y trombosan los vasos, la
isquemia resultante y la toxina destruyen kas células de la parte interna de la pared de tejido
conjuntivo, agregandose una nueva capa a la masa necrética. Protifera tejido conjuntivo
nuevo reforzando la pared. Este proceso es repetitive por lo que sucesivas capas se
adicionan a la masa necrética. El factor piogénico bacteriane contribuye a la formacién



de lesiones locales, mientras que la barrera celular lipidica y ta produccion de la
toxina se asocian con el mantenimiento del curso crénico de ta enfermedad. La bacteria
infectante puede escapar de las lesiones y extenderse via linfatica a lo largo de la cadena, a
otros nddulos. Ocasionalmente entran a la sangre venosa dirigiendose hacia los pulmones,
donde pueden causar lestones, al igual que en cualquier otro érgano invadido. En las
lesiones de los nodos linfaticos periféricos, infectados, la pared del tejido conectivo puede
romperse y descargar pus y bacterias al medio ambiente. La infeceidn visceral extensa da
lugar a la enfermedad crénica, quc causa cf sindrome de la uveja faca y su asociado fracaso
reproductive  (Harland, 1979, Jubb, 1982;Cottral, 1986, Mora, 1990; Bueno, 1993,
Berheimer, 1996 ).

A la necropsia se comprueba la presencia de abscesos caseosos, repletos de pus
amarillo verdoso, sobre todo en nodos linfaticos y en menor grado en érganos internos. En
estados tempranos la pus es pastosa de consistencia semiliquida, mas tarde se endurece y
seca adoptando un aspecto laminado caracteristico. El diagnostico de esta enfermedad se
hace en base a las lesiones y al aislamiento de la bacteria. Se han llevado a cabo diversas
pruebas serologicas para detectar la enfermedad pero ninguna ha sido ampliamente utilizada
(Pijoan, 1986; Blood,1992)

Los intentos para producir una vacuna contra la linfadenitis caseosa a dado pocos
resultados. Por medio de la vacunacidén ha side posible proteger a los antmales contra fos
efectos de la toxina, sin que se limite mucho la propagacion sistémica o la formacion de
abscesos. El control depende de eliminar la infeccion, seleccionando y descartando las
ovejas que tienen linfadenopatia, preferentemente durante la esquila. También debe
sumergirse en soluciones desinfectantes, antés de utilizarse, todo aquel instrumental usado
para castraciones, corte de cola, esquila, etc. Y cuando se drenen abscesos de animales
enfermos debe limpiarse y desinfectar el suelo en caso de contaminacion (Pyoan, 1986,
Blood, 1992)

La bacteria causal de la linfadenitis caseosa es sensible a un gran niimero de
antimicrobianos, tales como cefalotina, dicloxacilina, ampicilina, sulfametoxasol-
trimetoprim, cloranfenicol, amikacina, penicilina, eritromicina, gentamicina, todos ellos
in vitro. Ttene sensibilidad intermedia a eritromicina, enroxacina, penicilina y desarrolla
resistencia a enoxacina, metilmicina; pero como las lesiones en el animal son encapsuladas
se dificulta |a entrada por estas barreras por lo que se recomienda el tratamiento quirirgico.
En el tramiento quirdrgico, se inciden los focos caseosos, a fin de eliminar el contenido
¢l cual puede fluidificar con soluciones clorinadas o lugol. Ayuda al control  del
problema la eliminacion 6 aislamiento de los animales infectados (Burrel,1981; Pijoan,
1986: Blood, 1992; Diaz, 1994 ).

El efecto de los antimicrobianes sobre cepas de Corynebacterium psendotuberculosis
de aislamientos humanos a logrado probar la sensibilidad a eritromicina y penicilina
{Judson, 1991).

En Israel se realizd un estudio clinico, epidemiolégico en hatos bovinos infectados
experimentalmente con . pseudotuberculosis; los cuales se dividieron en dos grupos
clasificados como A y B. El grupo A constd de 178 animales, los cuales se les tratd con
20,000 UL/ Kg. de penicilina G y el grupo B fué de 168 animales a los cuales se les
dio un tratamiento con 10 mg/Kg  De amoxicilina administrandolo intramuscularmente,
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ambos tratamientos se siguieron por 5 dias consecutivos. Otro grupo de 199
animales, fueron tratados localmente, los abscesos se drenaron, se lavaron con isodine
povidona y se rociaron con un repelente de moscas. Los resultados obtenidos fueron
insatisfactorios, tanto para el tratamiento sistémico como para el tratamiento local. El
aislamiento de los animales infectados y el control de las moscas previne la enfermedad
evitando que se diseminara a otros hatos (Yeruham , 1997 )

En un rabajo reatizado en Estados Umidos sobre pruebas de sensibilidad a antibiéticos
in vitro, se obtuvieron 71 aislamientos de Corynebacterium pseadotuberculosis de cabras
con signos de linfadenitis caseosa los cuales mostraron sensibilidad a ampicilina,
cloranfenicol, eritromicina,gentamicina, penicilina y tetraciclina; siendo resistentes a
estreptomicina nitrofuranos y colistina. Tabla 1.

TABLA 1

RESULTADOS DE PRUEBAS DE SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS EN 71
AISLAMIENTOS DE Corynebacterium pseudotuberculosis

Cepas de Corynebacterium pseudotuberculosis

ANTIBIOTICO SENSIBLE INTERMEDIO RESISTENTE
Ampicilina 71 —— ——
Cloranfentcol 71 — —-
Colistina — 5 66
Eritomicina 71 — ——-
Gentamicina 71 — —_—
Neomicina 6l 5 5
Nitrofuranos e 71
Penicilina 71 _— ——
Estreptomicina o o 71
Tetraciclina e S —

Asfag, {1979)



En un estudio realizado en Egipto, con 60 cepas de C. psendotuberculosis, aisladas de
ovejas, se concluyd que la mayoria de estas fueron sensibles in vitro a
clortetraciclina, seguida por oxitetraciclina y penicilina lo mismo ocurrié con la
oleandomicina plus y tetraciclina, pero no con la estreptomicina & &l cloranfenicol. Cuando
el tratamiento se llevd a cabo im vive, con animales infectados la clortetraciclina,
oxitetraciclina y penicilina dieron resultados similares (Nadim , 1973).

En México, se realizd un twabajo con 50 cepas de Corynebacterium
pseudotiberenlosiy aisladas de ovejas clinicamente enfermas para evaluar la sensibilidad
de antibidticos in vitro a través de la prueba de difusion  Kirby-Bauer obteniendo lo
siguiente; el 100 % de las cepas mostraron sensibilidad a cefalotina, 98 % a dicloxacilina y
ceftriaxona , 94 % a ampicilina , 88 % a la combnacién sulfametoxasol-trimetoprim,
82 % acloramfenicol, 80 % a amikacina, 66 % a penicilina, 38 % anetilmicina, 14 %a
eritromicina , 6 % enoxacina y 4 % a gentamicina. La sensibilidad intermedia se
manifestd como un 60 % a efitromicina, 42 % a enoxacina, 28 % a penicilina , 22 % a
netilmicina , 18 % a cloranfenicol , 14 % a gentamicina , 12 % a amikacina y la
combinacion sulfametoxasol - trimetoprim, 6 % a ampicilina y 2 % ceftriaxona y
dicloxacilina . El 82 % fueron resistentes a gentamicina , 52 % a enoxacina , 40 % a
netilmicina , 26 % a eritromicina, 8 % a amikacina y 6 % apenicilina Diaz, 1993 ).

Recientes resultados en el tratamiento de neumonias causadas por Ritedococcuys equ,
con una combinacion de eritromicina y rifampicina incrementa el interés en el tratamiento
médico de valor para cabras y ovejas. Los datos de la farmacocinética derivan de otras
especies sugiriendo que una dosis de rifampicina dos veces at dia, puede ser apropiada.
Una posible dosis de eritromicina es 4 mg/Kg. administrado intramuscularmente o
subcutdneamente, como la eritromicina es altamente irritante, una combinacion
nfampicina-penicilina puede ser preferible. El tratamiento se continua por 4-6 semanas.
Los reportes de la eficacia de la rifampicina en cabras con linfadenitis caseosa todavia no
estan disponibles {Smith, 1994).

Se han utilizado tratamientos empiricos basados en el agente etiologico, que son
utilizados como parametros de tratamiento en forma general pero requieren de una
investigacién mas profunda. Tabla 2



TABLA 2

DROGAS ANTIMICROBIANAS UTILIZADAS COMUNMENTE CONTRA
Corynebacterivm pseudotuberculosiy

ANTIMICROBIANO EFECTO MODO DE ACCION

Sulfonamidas Bacteriostatico  Inhibicién competitiva

Penicilina natural Bactericida Inhibicién de la pared celular

Penicilina Gy V

Penicilinas semisintéticas ~ Bactericidas Inhibicién de la pared celular

Ampicilina

Meticilina

Oxacilina

Gentamicina Bactericida Inhibicién de la sintesis de proteinas 30 §
Cloramfenicol Bacteriostatico  Inhibicidn de [a sintesis de proteinas 50 §
Eritromicina Bacteriostitico  Inhibicidn de la sintesis de proteinas 50 §

{ Prescott, 1991}

MECANISMOS DE RESISTENCIA

Desde los inicios de la terapia antibiotica los cientificos se dieron cuenta, que las
especies bacterianas sensibles normalmente pueden llegar a ser resistentes a los
antibidticos. Para comprender lo que pasa se debe conocer la raturaleza de la resistencia.
Asi, podemos mencionar la existencia de una resistencia natural en la cual las bacterias
carecen de la estructura o mecanismo celular necesaric para que los agentes
antimicrobianos ejerzan su accidn. Otro tipo de resistencia es, la adquirida, de la cual
mencionamos como primer mecanismo, las  mutaciones que ocurren en el ribosoma
bacteriano, que se transfieren en sentido vertical, por seleccion a las células hijas, en las
cuales pueden alterarse la estructura del microorganismo no permitiendo que se una el
antibiotico. Como segundo ~ mecanismo , tenemos la adquisicion de un codigo genético,
a través de un intercambio en los cuales existe la formacion de enzimas inactivadoras de
antibigtico, tal como la penicilinasa, cloranfenicol acetilasa, estreptomicina
fosfotransferasaetc.. Dicho fenémeno se adquiere por una transferencia genética
(transferencia vertical) de los determinantes de resistencia de una célula donante a una
receptor. Estos genes son frecuentemente transportados sobre plasmidos y pueden ser
transferidos entre las cepas bacterianas y especies relacionadas. Los plasmidos causantes
estrechamente de la resistencia, son moléculas circulares extracromosémicas de DNA que
ttenen existencia auténoma en el citoplasma.  Asi, por ejemplo los plasmidos de
resistencia de Stapltylococens aureus se clasifican en nueve grupos. Seis de ellos son: el
pT181, plasmido de resistencia a tetraciclinas, el pS194 plismido de resistencia z la
estreptomicina y los plasmidos pC221, pC223, pCW7 de resistencia al cloranfenicol y el
plasmido pUB112 con sistemas de replicacién conocida  (Garcia, 1987, Ketchum, 1988;
Novick, 1990; Talaro, 1993; Godman, 1996; Garcia, 1998),
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Algunos antibiGticos interfieren con la sintesis del péptidoglican. Las penicilinas y las
cefalosporinas, antibiéticos Beta-lactamicos, inhiben la reaccidn de transpeptidacion, sin
embargo las bacterias gram positivas se ven mas afectadas por la penicilina que las
bacterias gram negativas, ya que para llegar a la capa del pétidoglican debe penetrar
primero la espesa capa de lipopolisaciridos y otros componentes de la membrana externa,
asi por ejemplo es lo que ocurre con Escherichia coli y la penicilina (Gottschalk, 1988;
Prasad, 1997).

El intercambio genético llevado a cabo en la resistencia adquirida
puede efectuarse a través de tres mecanismaos;

1) Conjugacién. Este mecanismo es predominantemente utilizado por bacterias gram
negativas, para la transferencia de plasmidos R. En el una célula bacteriana resistente,
actia como célula macho (F- ¢ R) y transmite la informacién genética  a otra célula
bacteriana que actiia como hembra (F+ o S). El contacto entre las dos células se lleva a
cabo mediante la estructura denominada pili & pelo sexual, que es un puente proteico,
filamentoso, hueco, de la célula macho. La sintesis del pelo sexual es codificada por genes
presentes en el plasmidoe, existiendo ademis en este Gltimo genes responsables de la
autoduplicacion asi como los genes responsables de la  resistencia, los cuales
generalmente forman parte de entidades

genéticas definidas, conocidas como transposones, los cuales cuentan con las llamadas
“secuencias de insercion” (SI), que les permiten insertarse en la secuencia de DNA por
recombinacion legitima, independientemente de la homologia en las secuencias nucléotidas
de ambos fragmentos recombinantes. Los genes de resistencia generalmente codifican para
enzimas inactivadoras de antibidticos, aunque algunas veces los mecanismos son diferentes
(Godman, 1996, Garcia, 1998).

2) Transduccién: En este mecanismo la transferencia de material genético se lleva a cabo
mediante fagos 6 bacteriofagos, que se produce como resultado de la infeccion de una
célula bacteriana con una particula viral que contiene DNA bacteriano. El DNA infeccieso
puede ser insertado al genoma bacteriano y enseguida se replica con el DNA bacteriano
huesped. Si el DNA codifica para proteinas puede conferir resistencia, a uno o mas
antibidticos a la célula bacteriana infectada (Braude, 1984; Godman, 1996).

3) Transformacién. En esta se lleva a cabo una exposicion bacteriana a un DNA aislado,
de diferente especie, lo que da la posibilidad de que algunos fragmentos de DNA, entren a
la célula viable y puedan ser incorporados al cromosoma. El proceso opera con una
eficiencia relativamente baja y muchos DNA’'s extrafios provienen de cepas con las cuales
tienen algo en comin (Braude, 1984; Godman, 1996; Garcia, 1998),

La Leptospira, por ejemplo  es nawralmente susceptible a la estreptomicina, en
concentraciones por arriba de 40 pg / ml, pero la resistencia puede ser inducida facilmente
en concentraciones mayores de 500 pg/ml en cultivos de crecimiento activamente densas
subcultivandolos, dentro de un medioc que contenga 50 pg/ml de estreptomicina,
ocurriende presumiblemente por procedimientos clisicos de un solo pase. Aunque la
genética no se ha estudiado (Faine, 1994 )



En estudios realizados con Actinomyces pyogenes (Corynebucterium pyogenes) se
demuestran que el género ha desarrollado resistencia en contra de los antibidticos mas
utitizados en medicina veterinaria como penicilina y tetraciclina, a pesar de que en
ocasiones el tratamiento no se pone en practica, propiciando un menor contacto entre el
medicamento y el microorganismo, reduciendo la probabilidad de desarroilar una
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Otros géneros estudiados, tales como el Mycoplusma y el Staphylococcus, nos
demuestran que los mismos han desarrollado alta resistencia, in vitre, a diferentes
antibioticos, tal es el caso por ejemplo de Mycoplasma hyopneumoniae, que presenta
resistencia alta a oxitetraciclina y tilosina, y de Mycoplasma bovipenitalinm que es
altamente resistente a la eritromicina. El Staphtylococcus  por su parte produce Beta-
lactamasas, que le hacen altamente resistente a las penicilinas pero ademas también ha
generado alta resistencia in vitro, a antibidticos tales como; la estreptomicina y el
cotrimoxazole (Madariaga, 1979; Hanann,1997; Sharma, 1997)

Existen varios métedos microbioldgicos que se utilizan en el laboratorio para estiniar
in vitro la susceptibilidad o la resistencia de una cepa bacteriana a los antimicrobianoes en
Su concentracion mis baja; estos consisten en la inoculacion del material sospechoso en
un medio de cultivo que contiene diversas diluciones de medicamentos antimicrobianos
en su concentracion mas baja, el crecimiento inhibido de una bacteria se expresa como
sensibilidad. (Stokes, 1975; Jarvis, 1976),

La sensibilidad bacteriana in vitro a diferentes antimicrobianos, se puede
determinar mediante diferentes técnicas de las cuales mencionaremos algunas.

Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana de difusién en agar para
bacterias aerobias.

1.- Método de Kirby-Bauer. También conocido como método de sensidisco 6 multidisco.
Este, utiliza multidiscos impregnados de diferentes antimicrobianos a una determinada
concentracién y correlaciona el tamafio de la zona de inhibicion con la susceptibilidad
clinica del microorganisme frente al antibidtico. Se trata de una prueba cuantitativa, ya que
su interpretacion se basa en los diametros de la zona de inhibicién y se relaciona de manera
directa con las concentraciones inhibidoras minimas. Este procedimiento, solo se efectia
con bacterias patdgenas de ripido desarrollo mas comunes como Staphylococcus aureus,
enterobacterias y Pseudomuonas aeruginose. No se utiliza en micreorganismos de
desarrollo lento y engorroso y tampoco para anaerobios. Por otro lado los resultados de esta
prueba no son validos si los cultives no son pures. Si dentro de la zona aparecieran
colonias debe verificarse la pureza del cultivo y repetir 1a prueba de susceptibilidad y si
apesar de eilo las colonias persisten, se considera que existe desarrollo y se interpretard
como tal (Balows, 1988; Talaro, 1993; Quin, 1996),



2.- Método de superposicion en agar. Es empleado para bacterias de crecimiento rapido y
no puede utilizarse en aquellos casos en los cuales se agregue sangre. A partir de cultivos
primarios se aislan en caldo BHI, de 4-5 colonias y se incuban 4-6 horas de 35-37° C
obteniendo una solucidn turbia. Posteriormente con una asa calibrada de 0.001 se toma una
muestra del cultivo en caldo y se disemina en una cubierta que contiene 9 m! de solucién
acuosa al 1.5 % de agar a 42 °C mezclando por inversion, luego se vierten sobre la
superficie entibiada de una placa de agar Mueller Hinton, se espera a que solidifique y se
colocan ios discos sobre ia superficie, incubando a 37 °C 16-18 horas. Después se miden
con Vernier las zonas de inhibicion (Balows, 1988; Garcia, 1998).

3.- Método de placa con Zanjas. Es un método satisfactorio cuando se desean probar
numerosos microorganismos. Se utilizan como control el Sthaphplococeus Oxford, para
compararlo en sensibilidad con todos los microorganismos gram positivos a probar y a la
Escherichia coli (N.C.T.C 10,418) para compararla con todos los gram negativos. Las
placas deben prepararse diariamente ademis de que algunos microorganismos pueden ser
resistentes a antibidticos cuando sus zonas son menores que las de los microerganismos
control y al contrario ningtin microorganismo se considera sensible cuando en realidad es
resistente, a lo que sucede con los métodos de disco cuando se usan incorrectamente. Este
método consiste en retirar una tira de agar sangre de la placa mediante un cortador estandar
esténil, reemplazando la hondonada resultante con agar sangre que contiene antibidtico. Se
deja solidificar y se siembra con estrias perpendiculares al surco con los microorganismos
de prueba previamente preparados. Se pueden hacer cinco pruebas en cada placa,
incluyendo el testigo. Las placas inoculadas se incuban a 37 © C durante 12 horas y se leen.
También se utilizan tiras de papel filtro impregnadas con antibiotico para substituir tas tiras
de agar sangre (Bryan, 1976; Garcia, 1998).

4.- Método de Difusion Stockes. En este se utilizan como microorganismos controles el
Staphylococeus aureus y E. celi, para compararlos con la cepa problema. En este método
debe agregarse sangre al medio y la base debe ser altamente nutritiva, ya que un medio
pobre en nutrientes puede aumentar artificialmente el tamafio de la zona de inhibicién por
razon inversa a la velocidad de desarrollo de las colonias. Los cultivos control pueden
prepararse tomando 3 gotas del cultivo de E. coli o de Staphylococens v se diluyen en 2 mi
de caldo. La placa se divide en 3 partes, quedando sembrado el microerganismo problema
(previamente identificado y aislado) en forma uniforme, en banda que atraviesa la mitad de
la placa de agar sangre. Y el control se siembra a ambos lados de la banda referida. Se
colocan 4 discos de manera que involucren ambas zonas del indculo la del microorgamsmo
control y la del microorganismo problema. La lectura de resultados varia en ocasiones hasta
de 2 mm el microorganismo control del problema, por lo tanto los resultados se registran de
la manera siguiente: el indculo es equivalente y sensible a controles con zonas de 10-15 mm
de radio. Seran sensibles, cuando €l radio de la zona es igual , mayor o menor de 2 mm que
el control. Moderadamente sensitivas, cuando el radio de la zona de inhibicién es mas
pequeiio por 2 mm 0 mas que la zona de control. Y resistente cuando no hay zona de
inhibicion (Bryan, 1976, Garcia, 1998)

5.- Método de turbidimetria en tubo. Este se basa en la inhibicion del crecimiento de un
cultivo microbiano en una solucion uniforme de antibiético, en un medio fluido que
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favorece su desarrollo rapido. Con la cinética de la accién bactericida y con la lectura
de densidad aptica ¢ nefelometria este método utiliza la habilidad de dispersién de laluz a
través de la turbidez del caldo y puede detectar pequefios cambios en el crecimienio
(Garcia, 1998).

6.- Método cilindro-placa 6 de placa. Este consiste en la difusién del antibidtico por un
cilindro vertical a una capa de agar solidificado en una caja de petri hasta una extension tal
que el crecimiento del microerpanisme adisionado s¢ impide coipleianenie en una area
circular o zona alrededor del cilindro que contiene una solucién de la sustancia
antimicrobiana, utilizande para esto el agar Muelier Hinton como medio de difusién
(Stryer, 1990).

7.- Método de dilucién en tubo. En este método se utiliza una serie de tubos que contienen
medio de cultivo, cultivados adecuadamente de acuerdo al Estandar Nefelémetro de
Mecfarland. A estos tubos se les pondran cantidades crecientes del antibidtico a probar, que
van de 0.0, 0.06, 0.125, 0.25, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 8.0, 16.0 microgramos y se incuban a 37 °C
por 48 horas, Observandose la concentracion minima inhibitoria que es la dilucién mas baja
capaz de inhibir el crecimiento de un determinado microorganisme y se expresa en
microgramos (Garcia, 1998).

Asi como es de importancia conocer la sensibilidad bacteriana  a ciertos
antimicrebianos , debe conocerse también la concentracion adecuada que produce el
efecto deseado, a lo que se conoce como concentracion minima inhibitoria { MIC ), lo que
ayuda ademas a determinar el incremento o el decremento en la  sensibilidad a
determinados antimicrobianos ( Biberstein, 1990 ).

Las dosis del antimicrobiano, su seleccidn, el tiempo de exposicion, los niveles séricos

yelp oder de penetracién son otros factores adicionales que deben considerarse también
al utilizar un antimicrobiano { Martin, 1983)
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OBJETIVOS

Objetivo general.

Evaluar la sensibilidad a diferentes antibidticos en cepas de Corynebacterium
preudotiberculosis aisladas a partir de nodos linfatices abscedados.

Objetivos particulares.

1. Aislamiento e identificacién bioquimica de c¢epas de Corynebacterium
pseudotuberculosis, a partir de muestras obtenidas de cabras con Linfadenitis caseosa que
llegaron para sacrificio al rastro de Tlalnepantla, Edo. de Méxica,

2. Realizacién de la prueba de sensibilidad a antimicrebianos por el método de
antibiograma.



MATERIAL
A) Técnica de Antibiograma.

Los antibiéticos que se usaron estan contenidos en multidiscos combinados de uso

comercial elaborados por los laboratorios SANOFI por lo que su eleccion y concentracion
estd bajo su control

TABLA 3

SITIO DE ACCION Y CONCENTRACION DE LOS ANTIBIOTICOS DE
ACUERDO A LABORATORIOS SANOF}

ANTIBIOTICO SITIO DE ACCION CONCENTRACION
Penicilina (PE) Pared celular 10 u
Cefalotina (CF) Pared celular 30 mcg
Eritromicina (E) 50 s ribosomal 15 meg
Ampicilinz (AM) Pared celular 10 mcg
Trimetoprima- Sulfametoxasol Bases puricas 25 mcg
SXT)

Cefotaxima (CTX) Pared celular 30 meg
Cefuroxima (CXM) Pared celular 30 mcg
Pefloxacina (PEF}) DNA girasa 5 meg
Gentamicina (GE) 30s ribosomal 10 meg
Tetracicliina (TE) 30s ribosomal 30 meg
Ceftazidima (CAZ) Pared celular 30 meg
Dicloxacilina {DC) Pared celular 1 mcg
B) Cristaleria.

o Tubos de ensaye estériles de 5 ml,
o Cajas de Petri de 15 cm. estériles.
» Matraz Erlenmeyer 500 ml.

¢ Probetas 500 ml.

e Vasos de precipitado.

s Pipetas graduadas.
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C) Biologico.

Cepas de Corynebacterium psendotuberculosis, aisladas e identificadas en el
taboratorio L-514 (anexo) de Microbiologia Veterinaria de Ia F.E.8.Cuautitlan, UNAM, a
partir de las muestras de cabras con linfadenitis caseosa.

D) Medios de cultivo

s Agar sangre.

s Caldo Infusion Cerebro Corazén (BHI).
e Mueller-Hinton.

o Caracterizacién bioquimica.

E) Otros.

s Suero equino al 5 %.

»  Agua destilada.

» Trenpara tincién de Gram.

e Reactivos para identificacion bacteriana,
+ Pinzas de diseccion estériles.
« Hisopos estériles

s  Estufa bacteriologica.

+ Autoclave.

s .Mecheros Bunsen.

»  Microscopio éptico.

» Calibrador Vernier.

s Nefelometro de Mc Farland.
e Asas de inoculacion.
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METODO

A) Identificacion.

La identificacion bacteriana se realizd a partir de las pruebas primarias y pruebas
secundarias de acuerdo a (areia, 1980

B) Preparacion del agar Mueller-Hinton

Se peso la cantidad necesana para el nimero de cajas a sembrar, hidratando el medio
y clarificandole sobre un mechero. Posteriormente se esterilizé 121° C 15 minutos 15 libras
de presion, se dejé enfriar (40 - 45 °C) vy se le adiciond 5 % de suero equino estéril,
virtiendose en las cajas de Petri (25 ml aproximadamente) dentro de una zona de esterilidad,
se dejd solidificar a temperatura ambiente, exponiéndolo por Gltimo a la prueba de
esterilidad (incubar 37° C / 24 hrs.).

C) Cultivo bacteriano

Se tomd con una asa, cultivo bacteriano puro y se inoculd en 2-3 m! de medio de caldo
infusién -cerebro - corazén (BHI). Se le adicioné 0.3 ml de suero de equino estéril y se
incubd a 37 ° C durante 48 horas. La turbidez se ajustd con caldo estéril hasta tener una
densidad comparable con un estindar de sulfato de baric. Este estindar se prepard
mezclando 0.5 ml de cloruro de bario con 99.5 ml de 4cido sulfarico al 1 % volumen /
volumen{ v/v), que es la mitad de la densidad del estindar No. | de MacFarland. La
turbidez ajustada presenté similitud con este estandar el cual corresponde aproximadamente
a 100,000,000 de microorganismos por ml. La suspensién ajustada del inoculo no debera
permanecer mas de 15 - 20 minutos antes de sembrarla en la caja.

D) Prueba de sensibihdad.

La sensibilidad  se evaliio, empleando el método de Antibiograma, en el cual se
utilizaron  multidiscos  comerciales impregnados con cantidades conocidas  de
antibidticos  ( laboratorios SANOF1), mismos que se colocan en las superficies de las cajas
de Petri inoculadas con los microorganismos a examinar. Los resultados se observan cuando
el antimicrobiano difunde formande un gradiente de concentracién inhibiendo el
crecimiento bacteriano.

E) Inoculacién del agar Mueller-Hinton.

El agar se inoculd utilizando un hisépe estéril {figura 1), el cual fue humedecido en el
cultive bacteriano, quitando el exceso de caldo presionando y girando el hisopo sobre la
pared interna del tubo, por arriba del nivel del caldo. Se estrio el medio en tres direcciones
saobre la totalidad de la superficie del agar (figura 2), para obtener un indculo uniforme.
Efectuando un ltimo barrido de | hisopo sobre el reborde de la caja de petri y el agar.



Una ves que el moculo se secd (3-5 minutos), se procedio a colocar los discos
impregnados con los antimicrobianos {figura 3), estos se toma con pinza de diseccion
estéril y se colocan en el medio antes de 15 minutos de haber inoculado la placa. Los discos
fueron presionados ligeramente para asegurar un contacto con la superficie. Para prevenir
una superposicion de las zonas de inhibicidn se distribuyeron adecuadamente los discos con
un limite no menor de 15 mm de los bordes de la placa. Quince minutos después de haber
colocado los discos se invirtieron las cajas de petri y se incubaron a 37 ® C durante 48 horas.
{ Banry, 15832},

F) [nterpretacion de resultados

Para medir lo halos de inhibicién se utilizo un calibrador Vernier por el fondo de la
caja (figura 4), la cual se ilumino con luz reflejada. El punto final del sistema de lectura es
una completa inhibicién del crecimiento determinandolo visualmente, ignorando colonias
tenues o muy pequefias que pudieran observarse (Stanley, 1983).

Las cepas se clasificaron como resistentes (R), intermedias {I), o susceptibles (S),
dependiendo del estandar de tablas conocidas, Los datos se analizaron y se establecié el
nimere y porcentaje de cepas resistente, intermedias y susceptibles a cada agente
antimicrobiano probado {Giono, 1983)



TECNICA DEL ANTIBIOGRAMA

Fig. 1. Humedecer el hisopo en el cultivo bacteriano

Fig. 2. Estriar el medio en tres direcciones

Fig. 3. Colocar el antibiograma con. pinzas estériles
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INTERPRETACION DEL ANTIBIOGRAMA
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Fig. 4. Método para determinar las zonas de inhibicién de crecimiento
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RESULTADOS

De acuerdo a los resultados obtenidos podemos observar que el porcentaje méiximo
de sensibilidad de las cepas de Corynebacterium pseudotubercutosis  a los antibidticos
empleados, fué para las sulfas-trimetoprin  seguida de la pefloxacina , tetraciclina y
eritromicing, con 97 %, 91.4 %, 91.4 % y 88.5 %, respectivamente, un efecto similar se
observé con la gentamicina, cefuroxima, cefalotina y cefotaxima, en las cuales resultaron un
68.5 %, 62.8 %, 62.8 %y 57.1 % de manera respectiva, Ver tabla4 y 35, grafical y 2.

El mayor porcentaje de sensibilidad intermedia fué para la ampicilina con el 20 % de

las cepas, le siguieron la penicilina con 142 % v la cefalotina con el 11.4 %, Ver tabla 5,
grafica 2,

Por el contrario las cepas se encontraron marcadamente resistentes a la dicloxacilina,
frente a la cual 0 % de las cepas fueron sensibles, 0 % intermedias y el 100 % fueron
resistentes, esta fué seguida por la ceftazidima en la cual hubo 5.7 % sensibles, 2.8 %
intermedias y 91.4 % resistentes, seguida por las penicilinas en las cuales se presentd un
85.7 % de cepas resistentes, 14.2 % mtermedias y 0 % sensibles. La cefotaxima presentd
34.2 % de cepas resistentes, la cefuroxima 28.5 %, la gentamicina 28.5 % y la cefalotina
25.7%. Vertablad y 3, grafica 1y 2.
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TABLA 4

NUMERO DE CEPAS SENSIBLES A LOS ANTIMICROBIANOS

ANTIBIOTICO SENSIBLE INTERMEDIO RESISTENTE
-+ Penicilina 0 5 30
Cefalotina 22 4 9
Eritromicina 31 2 2
Ampicilina 0 7 28
Trim-Sulf. 34 0 1
Cefotaxima - 20 3 12
Cefuroxima 22 3 10
Pefloxacina 32 3 0
Gentamicina 24 1 10
Tetraciclina 32 1 2
Ceftazidima 2 1 32
Dicloxacilina 0 0 35




TABLA S
PORCENTAJE DE SENSIBILIDAD DE LAS 35 CEPAS DE C. pseudotuberculosis

12

A LOS ANTIMICROBIANOS

ANTIBIOTICO I SENSIBLE ] INTERMEDIO 1 RESISTENTE ]
Penicilina 0 14.2 85.7
Cefalotina 62.8 114 25.7
Eritromicina 88.5 5.7 5.7
Ampicilina 0 20 ' .80
Trim-Suif, 97.1 0 28
Cefotaxima 57.1 8.5 M2
Cefuroxima 62.8 8.5 ' 28.5
Pefloxacina 914 85 0
Gentamicina 68.5 28 28.5
Tetraciclina 914 28 5.7
Ceftazidima 57 2.8 914

Dicloxaciling 0 0 100
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DISCUSION

Uno de los trabajos para determinar la sensibilidad del microorganismo a
diferentes antimicrobianos, se realizé agui en México con 50 cepas aisladas de ovinos
de diversas partes del Estado de México que presentaban signos clinicos de la
enfermedad, y se demostro que la bacteria fué sensible a antibidticos tales como la
cefalotina, dicloxacilina, ampicilina, trimetoprim-sulfametoxasol, cloranfentcol,
amikacina, penicilina, eritromicina vy gentamicina. Y resullaron resistentes a
gentamicina, enoxacina y metilmicina (Diaz, 1993).

De acuerdo con estudios realizados en Estados Unidos a partir de cepas
aisladas de cabras (Tabla 1), la senstbilidad de las cepas aisladas en ovinos agui en
México, varia mucho en cuanto a su respuesta a los antimicrobianos evaluados in vitro
(Judson, 1991; Diaz, 1993)

En otros trabajos, realizados en Israel en los cuales se han implementado,
tratamientos para animales infectados experimentalmente, los resultados han sido
insatisfactorios. Estos han utilizado antibidticos tales como ia penicilina G y la
amoxicilina para tratamiento local y sistémico sin grandes resultados (Smith, 1994,
Yeruham, 1997)

En este estudio, la sensibilidad que muestran las cepas aisladas a los antimicrobianos
utilizados, es muy distinta a la reportada de las cepas provenientes de ovinos en el Estado de
México. Los resultados concuerdan mas con los de las cepas aisladas de cabras en los
Estados Unidos, en lo rteferente al trimetoprim-sulfametoxasol, tetraciclina y ertromicina,
pero para la pefloxacina una quinolona con poco uso en medicina veterinaria no se
encontraron reportes, sin embargo los trabajos con el género Corynebacterium en medicina
humana realizados también en Estados Unidos, demuestran su sensibilidad a la misma
quinelona (Asfaq, 1979; Goodman, 1996).

En las cefalosporinas, nuestro resultados muestran que el porcentaje de sensiblidad
es mas bajo con respecto a las cepas aisladas en el Estado de México, tal es el caso de la
cefalotina, cefuroxima y cefotaxima, sin embargo continuan siendo sensibles, en cambio la
ceftazimida presentd un elevado grado de resistencia y su porcentaje de sensibilidad fué
muy bajo.

En el caso de las penicilinas, los resultados concuerdan con los estudios realizados en
Estados Unidos, se menciona come uno de los antibidticos mas utilizados en medicina
veterinaria, por 1o que es probable que el género haya desarrollade gran resistencia al
mismeo (Chirino, 1983; Hodges, 1984).
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En cuanie a la ampicilina y la dicloxacilina , los resultados no concuerdan con ninguna
de las cepas aisladas en México y en Estados Unidos, va que en los trabajos realizados en
estos pases la sensibilidad que demuestran las cepas para la ampicilina y la dicloxacilina es
muy alta y para las cepas aisladas en nuestro estudio, la sensibilidad a la ampicilina es baja,
mientras que todas las cepas son resistentes a la dicloxacilina.

Para la gentamicina, €l resultado estad mas de acuerdo con lo obtenido de las
cepas aisladas de cabras en Estados Unidos, aunque su porcentaje de sensibilidad es
mas bajo. El grado de resistencia que se muestra a este antimicrobiano es mas alio st se
compara con el de las cepas extranjeras, esto podria deberse a que en muchos de los
casos el uso indiscriminado de antimicrobianos en {a produccién animal propicia la
generacidn de resistencia bacteriana, por un lado de manera directa cuando se forman
cepas resistentes al mismo al tener contacto con el antibidtico y por otro lado a través
del intercambio genético, para el Corynebacterium pseudotuberculosis, se ha
demostrado la existencia de bacleriofagos que transmiten la resistencia contra
aminoglicdsidos.
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CONCLUSIONES

1. El porcentaje mas altc de sensibilidad que mostraron las cepas de
Corynebacteriuimn  pseudotuberculosis en este estudio, fué¢ para el
Trimetoprim - Sulfametoxasol, Tetraciclina, Eritromicina, y Pefloxacina, con 97.1 %,
Ol 4 %, 914 %y BB.S %, respectivamente.

2. Las cepas mostraron ser sensibles a la Gentamicina en un 685 %, a la
Cefalotina 62.8 %, Cefuroxima 62. 8 % y Cefotaxima 57.1 %.

3.- La sensibilidad intermedia mas alta fué para la Ampicilina con el 20 %, le siguio la
Penicilina con 14.2 % y la Cefalotina conel 11.4 %.

4- FE1100 % de las cepas fueron resistentes a la dicloxacilina, el 91.4 5 % resistieron
a la ceftazidima, el 85.5 % a la penicilina y el 80 % a la ampicilina.

5.-  Por lo obtenido nos damos cuenta que las cepas de C. pseudotuberculosi aisladas
y estudiadas en este trabajo, tuvieron resultados mas similares a las aisladas de cabras
en Estados Unidos que a las aisladas de ovinos aqui en el Estado de México. Esto podria
deberse a que las muestras trabajadas provenian de nodos linfaticos abscedados de
cabras sacrificadas en el rastro de Tlalnepantla Estado de México y cuyo origen de las
mismas, de acuerdo a informes de los inspectores de dicho rastro, fué el Estado de
Texas.

6.- Los resultados también nos permiten deducir que probablemente dependiendo de
la especie animal de la cual provengan las cepas de (. pseudatuberculosis, las
caracteristicas de sensibilidad a los antimicrobianos in vitro van a variar. Las cepas
aisladas de cabras seran sensibles a un determinado grupo de antimicrobianos mientras
que las de ovinos seran resistentes y viceversa algunas cepas caprinas seran resistentes a
uno o varios antimicrobianos, en tanto que las aisladas de ovinos seran sensibles.

Por otro lado aunque en la practica de campo se utilizan muy poco los
aislamientos bacterianos con antibiograma, seria recomendable llevarlos a cabo en los
hatos ovinos y/o caprinos si se detectan animales que presente abscesos con exudado
purulento en los nodos linfaticos palpables, ya que nos permitira determinar el tipo de
microorganismo que esta presente y los antibioticos de mayor eficacia contra el mismo.
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