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RESUMEN

Alfonseca Silva, Edgar. Aplicacién de la Técnica Estandari-
zada de Kirby-Bauer para determinacidn de susceptibilidad
a Quimioterapéuticos con S. qureus aislados de Mastitis
Bovina. (Bajo la asesoria de: Garcfa-Delgado G.A., Tdpia
Pérez G., Avila Tellez S.).

Con el fin de evaluar la accién de 8 quimioterapéuticos sobre 30 cepas
de §. aureus aislados de mastitis bovina, se aplic6 el Método
Estandarizado de Kirby-Bauer de susceptibilidad a quimioterapéuticos
por difusién en agar con la modificaci6n de D'Amato para la
preparacién répida del inmb6culo. Los quimioterapéuticos se
seleccionaron con base en eficacia y frecuencia de uso en mastitis
bovina segin la literatura y son: Espiramicina, Lincomicina,
Cloranfenicol, Neomicina, Gentamicina, Estreptomicina, Cloxacilinay
Penicilina. El procedimiento consiste en igualar el inéculo de la
bacteria con el estandar de turbidez 0.5 de Mac Farland y sembrarlo
sobre placas de agar Mueller-Hilton, se colocan los sensidiscos con
concentraciones comerciales de quimioterapéuticos, se incuba 24 hr a
37°C y se hace la lectura de los halos de inhibicién. Se hicieron 3
réplicas de cada prueba. En los niveles de muy susceptible y susceptible
espiramicina mostr6 eficacia contra el 86.6% de las cepas, seguido por
cloranfenicol con 73.3%, lincomicina 70%, neomicina 46%, penicilina
26.6%, gentamicina 23%, estreptomicina 20% y por tltimo cloxacilina
con 13.3%. No se encontraron cepas resistentes para espiramicina,
lincomicina, cloranfenicol, neomicina y gentamicina. Las principales
resistencias son observadas en las penicilinas y estreptomicina.



INTRODUCCION

El hombre ha creado la tecnologfa para hacer el uso de 1a leche lo més
naturalmente posible y preservando sus cualidades nutricionales. La
importancia de laleche como alimento para el humanoy especialmente
para los infantes se debe a su gran riqueza nutritiva asf como a su alta
digestibilidad. EI consumo de este alimento en la Repiiblica Mexicana
se estima que es menor de 250 ml diarios per capita, sin embargo, la
FAO recomienda un consumo diario de 250 a 500 ml para adultos y 500
a 1000 ml para nifios y jévenes. De las protefnas de origen animal el
huevoylaleche tradicionalmente son las de menor precio (15, 31,46).

Uno de los problemas més importantes que disminuyen la produc-
cién de leche es Ia mastitis, aunque ésta ocurre esporddicamente en
todas las especies, adquiere mayor importancia econémica en el ga-
nado bovino lechero en el cual las infecciones bacterianas, el trauma y
las préacticas inadecuadas de manejo desempefian papeles importan-
tes. La mastitis es una enfermedad comiin y compleja en etiologfa,
patogénesis y secuelas (2, 8, 15).

En el problema econémico de la mastitis muchos de los costos estdn
escondidos y por lo general no son reconocidos, sin embargo, estos
costos son reales y afectan las ganancias netas del productor; siendo
1a mastitis el principal factor por el cual los estableros quiebran (10).

En orden de importancia las pérdidas por mastitis se podrfan agru-
par de la siguiente manera (10,15, 31, 44);

1.1- Pérdidas en produccion lictea.
1.2- Incremento de los gastos por reemplazos.
1.3- Leche anormal eliminada.



1.4- Costos de los antibiéticos utilizados en el tratamiento.
1.5- Pago por servicios veterinarios.

1.6- Trabajo y mano de obra extra.

1.7- Animales desechados prematuramente.

Por lo general 1a mayoria de los estableros no estén conscientes de
la frecuencia de la mastitis en su hato, por lo tanto, e! problema mayor
estd en convencer al productor que la mastitis clfnica es s6lo una par-
te, que hay mastitis subclfnicas y que probablemente tengan de 40 a
50 veces mas mastitis de lo que piensan. En la mayorfa de los casos el
70% de los casos de mastitis estdn causados por la persona que orde-
fia, 25% por problemas de la miquina de ordefio y 5% por factores
predisponentes de la vaca. Unicamente en el 2% de los animales se
observan manifestaciones clinicas o cambios ffsicos en la leche (15),
sin embargo, son las manifestaciones subclfnicas las que ocasionan las
mayores pérdidas econémicas ya que en cada cuarto infectado se re-
duce 1a produccion lictea (2,10,15,19,33, 44).

El acto de las vacas de estar echadas largas horas, expone a la glin-
dula mamaria a un permanente contacto con el suelo, siendo éste un
gran contaminante potencial por la proliferacién bacteriana que pue-
de llegar a invadir la ubre y causar diversas infecciones (15,16,17).

Un diagnéstico oportuno de la mastitis no sélo es fundamental, en
la exigencia de la calidad de la leche, sino decisivo para un tratamien-
to eficaz, El problema del diagnéstico de la mastitis se complica toda-
via méds por el hecho de que las reacciones inflamatorias del tejido
mamario, no sélo se desencadenan por el efecto de agentes infeccio-
sos, sino también y con mucha frecuencia por procesos trauméticos;
teniendo esto en cuenta, un buen método de exploracion es aquel que
pone de manifiesto el proceso inflamatorio y la existencia de una in-
feccién (1,15).

La exploracién de 1a gldndula mamaria incluye diferentes métodos
que se basan en inspecci6n, palpaci6n, percusion, insuflacién y exa-



men de la secrecién lictea tanto fisicos y qumicos, como estudios ci-
tolGgicos y bacteriol6gicos) (1,15,33,39).

Se han desarrollado pruebas sencillas para identificar 1a leche anor-
mal, para darnos cuenta de la frecuencia de la mastitis subclinica en
un hato, ésta puede diagnosticarse detectando en la leche productos
derivados de la inflamaci6n o lesi6n tisular. Estas incluyen la prueba
de California (CMT), que detecta la presencia de leucocitos polimor-
fonucleares y cambios de pH en la leche; 1a prueba de Wisconsin
(WMT), que calcula el niimero de células somdticas por ml; y 1a prue-
ba de Taz6n de fondo oscuro, que identifica alteraciones en la leche.
También existen otros métodos de laboratorio con los que se puede
hacer el diagnostico de las mastitis subclfnicas (39).

Los estudios que se han realizado en México, coinciden con los
otros pafses en que S. qureus es la causa més frecuente de mastitis in-
fecciosa bovina (5, 15,16, 25, 32, 44). Este microorganismo, coco gram
positivo y coagulasa positivo, forma parte de la microflora de la piel
de los bovinos y se distribuye ampliamente en el medio ambiente, su
capacidad metabélica le permite utilizar metabolitos esenciales en va-
rios medios. Ha creado gran resistencia a los antimicrobianos, es alta-
mente invasivo y tiene la capacidad de produccién de enzimas y
toxinas (16) lo que hace de 5. aureus una bacteria de diffcil control y
erradicacion en los hatos lecheros.

Aunque un alto porcentaje de las mastitis son causadas por mi-
croorganismos patégenos comines, existe una larga lista de agentes
bacterianos y micoticos que han sido implicados como causantes de
mastitis (5, 8, 9,15, 16, 19, 25, 32). Entre los m4s importantes microor-
ganismos tenemos: frecuentemente contagiosos y transmitidos prinei-
palmente por contacto directo entre animales y ocasionalmente por el
hombre: S. aureus, Staphylococcus spp., Actinomyces (Corynebacte-
rium) pyogenes, S. agalactiae, S. ubenis, S, dysgalactiae, Mycoplasma
spp. Bacterias usualmente contaminantes del medio ambiente y pue-
den ocasionar brotes de mastitis: enterobacterias, E.coli, Enterobacter,
Klebsiella, Enterococcus. Microorganismos que en ocaciones son intro-



ducidos por el hombre durante tratamientos: Nocardia, Pseudomonas,
levaduras y algas.

Es importante que tanto el bacteri6logo como el veterinario clinico
estén familiarizados con las potencialidades patogénicas de los orga-
nismos reportados, asf como aquellos considerados de flora normal y
del medio ambiente, tales conocimientos son necesarios para inter-
pretar los hallazgos del anlisis bacteriolégico (2,16). La ayuda del la-
boratorio bacteriol6gico nos sugiere la ténica a seguir, es usual que los
patrones de susceptibilidad a los antibi6ticos se expresen con los si-
guientes términos: sensible, intermedio, resistentes (7,9,15,22). Cuan-
do el clinico recibe los resultados selecciona el antibi6tico mas
adecuado, para esto es de gran importancia tener las bases suficientes
en farmacologfa para hacer un buen uso de los antimicrobianos
(15,42), y asf orientar la terapéutica de una manera més racional (15).

Para que las pruebas de susceptibilidad a quimioterapéuticos sean
confiables, es importante llevar a cabo los procedimientos adecuados
y estandarizados, tales como los recomendados por el National Com-
mittee for Clinical Laboratory Standars (NCCLS) de los E.U. (29).

Los antibi6ticos han sido usados intensivamente en ¢l manejo del
ganado lechero, especialmente en el tratamiento y prevencion de la
mastitis. La presencia de antibi6ticos en la leche es motivo de especial
preocupacién porque constituye ya un problema serio de salud piibli-
ca, si se compara con los lfmites méximos de antibi6ticos en leche
aceptados por la FDA (Food and Drug Administration) de los E.U. se
verd que en México los niveles de antibidticos est4n alcanzando nive-
les alarmantes (15,31).

Medir la susceptibilidad de los microorganismos a los antibi6ticos y
quimioterapéuticos es de gran importancia en el uso racional de la
quimioterapia, en la evaluacién de nuevos agentes y en estudios epi-
demiolégicos (13).

Anteriormente los resultados de las pruebas de susceptibilidad a
antimicrobianos se vefan influenciados por diferentes variables y mé-



todos, generalmente no estandarizados y los resultados que informaba
un laboratorio diferfan de otro, en consecuencia el mismo microorga-
nismo aparecfa en diferentes categorfas en diferentes laboratorios. La
implicacién de esta situacién para la préctica y la investigacién hace
recomendable la estandarizacién de métodos (13).

METODO KIRBY-BAUER DE SUSCEPTIBILIDAD A
QUIMIOTERAPEUTICOS

El método de Kirby-Bauer de susceptibilidad a antimicrobianos por
difusién en agar con disco (7) es un método estandarizado y aprobado
por la NCCLS (29) y su importancia se debe a su reproducibilidad y
comparatividad epidemiolégica. El método de Kirby-Bauer consiste en
colocar un disco de papel impregnado con antibiéticos en una caja de
agar Mueller-Hinton previamente inoculada con el microorganismo
problema, la droga presenta un gradiente de difusion circular en el agar
alrededor del disco, las zonas de inhibicién de crecimiento bacteriano
se aprecian alrededor del disco después de una noche de incubacién. El
tamafio de las zonas de inhibicién depende de la difusibilidad del
antimicrobiano en el agar y de la susceptibilidad de la bacteria al
antimicrobiano (7,9,20,22,26), estos didmetros de inhibicién pueden ser
medidos con regla por la parte de abajo de la caja o por sistemas de
iluminaci6n como menciona Barry (6).

En medicina humana el método de Kirby-Bauer es ampliamente
utilizado desde hace m4s de 20 afios pero para que esto fuera posible
se necesitaron 15 afios de investigacién para obtener los estdndares de
los halos de inhibicién de un grupo de bacterias a determinados anti-
bidticos. En medicina veterinaria, y especificamente en ¢l caso de la
mastitis infecciosa, no existe un método estandarizado para la inter-
pretacién de pruebas de susceptibilidad a quimioterapéuticos. Serfa
deseable que en un futuro se contara con un método similar a Kirby-
Bauer para ser usado en medicina veterinaria, claro que esto implica



altos costos y tiempo para realizar gran nimero de pruebas con dife-
rentes microorganismos expuestos a diferentes quimioterapéuticos.

Es de suma importancia llevar a cabo el método de Kirby-Bauer tal
como lo exige la NCCLS (29), ya que al realizar éste método se llegan a
cometer algunos errores que generalmente son técnicos o por mal se-
guimiento del mismo como son (20, 22):

a)- Mala preparacién del agar Mueller-Hinton (cambio de pH).

b)- Uso de medios viejos y cajas inadecuadamente guardadas.

c)- Variabilidad en agares Mueller-Hinton,

d)- Inadecuada estandarizaci6n del inéculo.

¢)- Inadecuado almacenamiento de sensidiscos.

f)- Mala preparacién del estandar de turbidez.

8)- Excesivo retraso entre la estandarizacién y la inoculacién en la
caja.

h)- Excesivo retraso en la aplicacién del disco después de la  ino-
culaci6én.

i)- Excesivo retraso en la incubacién de la caja.

j)- Incubacién a temperaturas menores de 35°C incremento en la
atmésfera de CO2.

k)- Lectura prematura de los resultados antes de 16-18 horas.

1)- Falla en la cantidad de flufdo en hisopo.

m)- Falla en la medicién de los didmetros de inhibici6n.

n)- Falla en el control de calidad (cepas no probadas).

0)- Intentos por mezclar cultivos,

p)- Usar bacterias de lento crecimiento o anaerobias.

q)- Errores en la transcripcion de resultados.

Existen otros métodos para la realizacién de pruebas de susceptibi-
lidad por difusién en agar como el descrito por Thonsberry (43) y el
agar Overlay Method que est4 estandarizado y aprobado por la NCCLs
(4,29). D’Amato (12) ha propuesto una modificacién orientada a la
preparaci6n rédpida del in6culo bacteriano para ser utilizado en prue-
bas de susceptibilidad en agar.



Los antibi6ticos que fueron probados en el presente trabajo se se-
leccionaron con base a la literatura, que los menciona como los de
mayor eficacia (21), y a su disponibilidad en e] mercado (35).

AGRUPACION POR MECANISMOS DE ACCION DE LOS QUI-
MIOTERAPEUTICOS UTILIZADOS

PENICILINAS

1.PENICILINA

Su mecanismo de acci6én consiste en inhibir la reaccién de transpepti-
daci6n y asf impedir la formacién de peptidoglicano, adem4s provoca
la liberacién de 4cido lipoteicoico y al liberarse queda activada la en-
zima hidrolasa murefnica y se degrada sin medida la pared bacteriana
(38,42).

2CLOXACILINA
Penicilina semisintética resistente a la betalactamasa con igual
mecanismo de accién que la penicilina (42)

AMINOGLICOSIDOS

3.ESTREPTOMICINA

Su mecanismo de accién se puede explicar indicando que hay una
inserci6n del aminoglic6sido a un receptor especifico sobre la unidad
ribosomal 30S en donde se inhibe 1a sfntesis de protefnas y disminuye la
fidelidad de 1a traducci6n del c6digo genético (42).

4.NEOMICINA

Penetra en el microorganismo bacterianoy acttia en forma especifica en
la unidad subribosomica 30S para producir protefnas deficientes o
alteradas, lo que causa una alteracién en la lectura del c6digo genético
42).



S.GENTAMICINA

Inhibe la sintesis protefnica, se une a la porcién 30S ribosomal,
alterando la funcién del ARNm, de esta manera impide la sintesis
normal de protefnas (42).

CLORANFENICOL

6.CLORANFENICOL

Es un antibi6tico que inhibe la sintesis de protefnas a nivel ribosomal,
acttia principalmente ligindose reversiblemente a la unidad ribosomal
508 (42).

MACROLIDOS

7.LINCOMICINA

'Se une a la unidad ribosomal 50S, la unién causa bloqueo de los
procesos de translocacién y alargamiento de la cadena peptidica (42).

8 ESFIRAMICINA

El espectro de accién de este macr6lido es contra bacterias
gram( + ) principalmente y algunos gram(-). Antibi6tico bacteriostd
tico que en dosis bajas actia como preventivo y en dosis altas como
bactericida, se fija fuerte y progresivamente a nivel del ribosoma bac-
teriano en la subunidad 50S. Esta uni6n es mds estable en compara-
ci6n con los otros macrblidos. Tiene efecto moderado sobre el
metabolismo de los carbohidratos en la sfntesis bacteriana, es el ma-
crélido de mayor permanencia en los tejidos y con las mayores con-
centraciones, ademds posee el efecto de 1a bacteriopausa que consiste
en una fijacién més persistente en los puntos de accién donde acttia la
molécula afin por bastante tiempo después de que las bacterias hubie-
ran sido lavadas y replicadas en un medio nuevo, se puede observar
este mecanismo al emplear la técnica de traspaso de las bacterias para
¢l aislamiento de las bacterias mutantes propuesta por Lederberg (47,
48). Estas caracterfsticas permiten una biodisponibilidad elevada y



duradera. No hay informes sobre resistencia al quimioterapeitico (3,
35, 38).

De acuerdo a la literatura consultada en medicina veterinariay en
el caso de 1a mastitis bovina no se han aplicado técnicas estandariza-
das de pruebas de susceptibilidad a quimioterapéuticos como la del
método de Kirby-Bauer.

Este trabajo se hizo con la idea de aplicar el método estandarizado
de susceptibilidad a quimioterapéuticos de Kirby- Bauer en medicina
veterinaria, especificamente en el caso de bacterias asociadas a masti-
tis infecciosa bovina como §. aureus.

El objetivo de éste trabajo fue aplicar la técnica de Kirby-Bauer
modificacion de D’Amato utilizando S. aureus aislados de procesos de
mastitis infecciosa bovina y quimioterapéuticos seleccionados con ba-
se en la literatura. Para demostrar que la técnica es util y confiable y
comparar resulitados con los reportados en la literatura.
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MATERIAL Y METODO

1.-Se obtuvieron 30 cepas liofilizadas de S.aureus asociados mastitis
infecciosa bovina, aislados de casos que llegaron a la seccién de
diagnéstico del departamento de bacteriologfa de la FMVZ-UNAM
de 1982 a 1990.

2.-Se determinaron los rangos de susceptibilidad de S.aureus aso-
ciado a mastitis infecciosa por el método de Kirby-Bauer utilizando
sensidiscos con concentraciones comerciales a los siguientes qui-
mioterapéuticos: penicilina (10 ui), cloxacilina (10 ug), estreptomi-
cina (10 ug), neomicina (30 ug), gentamicina (10 ug), cloranfenicol
(30ug), lincomicina (2 ug) y espiramicina (100 ug)

Se trabajé en la secci6n de diagnéstico del Departamento de Bacte-
riologfa y Micologfa de la FMVZ-UNAM, contando con el apoyo de su
infraestructura para la realizacién de esta investigacion.

El método de Kirby-Bauer (7) es usado para bacterias acrobias o
facultativas de répido crecimiento como S.aureus. Las bacterias liofili-
zadas de S.aureus se fueron reconstituyendo de acuerdo a su uso, una
vez reconstituida Ia ampolleta la cepa fue sembrada sobre placas de
agar tripticasa soya., con la técnica de aislamiento en cultivo puro.
Después de la incubacién, se seleccionaron unas pocas colonias (3 a
10), en el método original éstas colonias se introducen en un tubo con
4 ml de triptofosfato o de tripticasa soya agar. Se incuban de 2a 5 ho-
ras hasta que se produzca una suspensi6n bacteriana moderada, una
vez obtenido el inéculo la suspensién se estandariza a una densidad
igual al 0.5 de McFarland (est4ndar de turbidez) (22, 29). En este pro-
yecto se utilizé el método descrito por D’Amato (12) para la prepara-
cién répida del in6culo, que consiste en suspender un nimero

11



suficiente de colonias en 4 ml de agua destilada estéril e igualar la
densidad del 0.5 de McFarland.

Se utilizaron cajas de petri de 90 mm con placas de agar Mueller-
Hinton (5-6 mm) con menos de 4 dfas de preparacién, las que se deja-
ron secar antes de la inoculacién. La suspensién bacteriana fue sem-
brada con un hisopo en tres planos en el agar Mueller- Hinton, se dejé
secar 3 a 5 minutos, los sensidiscos se colocaron en el agar con pinzas
flameadas asegurando el contacto con el medio. Las cajas se incuba-
ron de inmediato, después de una noche de incubacién se midié el
didmetro de la zona de inhibicién (incluyendo los 6 mm del disco) con
regla, por la parte de abajo de la caja. Se hicieron tres repeticiones
con cada una de las 30 cepas y los 8 antibi6ticos.

ANALISIS ESTADISTICO
Para evaluar los resultados del experimento se utiliz6 un anilisis de
varianza con el Modelo de Efectos fijos siguiente (27):

Yik =u + Ci + Aj + 3ijk

Yijk es la k-ésima respuesta medida en milimetros del halo de inhi-
bicién del j-ésimo antibi6tico para la i-€sima cepa.

# es la media poblacional.

Ci es el efecto de 1 i-ésima cepa. i = 1,2,3...30.

Aj es el efecto del j-ésimo antibiético.j =12.8.

Sijk es el error aleatorio . ENID (0, v~ “ 3)

El modelo se analizé por ¢l método de cuadrados mfnimos. Para
comparar la eficacia de los antibi6ticos se realiz6 una Prucba de Tu-
key (41).

Para el andlisis de susceptibilidad de las cepas se realiz6 un ANO-
VA para cada antibi6tico por separado y después la Prueba de Com-
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paraciones Miltiples de Duncan (P < 0.05) (41), con el Paquete SAS
(Statistical Analysis System) para microcomputadoras.

El criterio utilizado para clasificar las cepas con base a su suscepti-
bilidad, fue determinado por el nivel de significancia de los grupos
formados con la Prueba de Comparaciones Miiltiples de Duncan, con
ayuda de la computadora.

+ + + + MuySusceptible

+ + + Susceptible

+ 4 Medianamente Susceptible
+ Baja Susceptibilidad

- Resistente



RESULTADOS

Los rangos de halos de inhibicién (mm) para S.aureus aislados de
mastitis bovina contra los ocho quimioterapéuticos probados nos
muestran la variabilidad enla susceptibilidad de las cepas para cada uno
de los quimioterapéuticos (cuadro 1).

Para espiramicina y cloranfenicol los rangos son menores encon-
trdndose mayor uniformidad de resultados (cuadro 2).

El anilisis de varianza efectuado mostré6 que tanto el efecto de anti-
bibtico como de cepas mostraron ser altamente significativos dentro
del experimento realizado (cuadro 3).

Al determinar la eficacia de los quimioterapéuticos con la prueba
de Tukey (41) se obtuvieron las medias de los halos de inhibicién
(mm) por quimioterapéutico, form4ndose grupos con diferencia signi-
ficativa entre ellos (cuadro 4), en los cuales lincomicina y espiramicina
son los de mayor eficacia, seguidos de gentamicina, cloranfenicol,
neomicina y cloxacilina; penicilina y estreptomicina mostraron ser los
de mis bajos valores.

En todos los casos, la clasificacién de las cepas por su susceptibili-
dad, fue determinado por el nivel de significancia de los grupos for-
mados con la prueba de comparaciones miiltiples de Duncan (41).

Frente a lincomicina, el 16.6% de las cepas se mostro muy suscepti-
ble, 53.3% susceptible, 23.3% medianamente susceptible y 6.6% con
baja susceptibilidad, no encontréndose cepas resistentes (cuadro 5).
Frente a espiramicina, el 6.6% de las cepas fue muy susceptible, el
80% fueron susceptibles, el 13.3% medianamente susceptibles, no en-
contréndose cepas de baja susceptibilidad ni resistentes (cuadro 6).

Frente a gentamicina, el 3.3% fue muy susceptible, el 209 suscepti-
bles, 60% medianamente susceptibles y el 16.6% de las cepas con baja
susceptibilidad, no hubo resistencia (cuadro 7).
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Frente a cloranfenicol, el 10% de las cepas fueron muy susceptibles,
63.3% susceptibles, 16.6% medianamente susceptibles y 10% con baja
susceptibilidad, no encontréndose cepas resistentes (cuadro 8).

Frente a neomicina, 3.3% de las cepas fueron muy susceptibles,
43.3% susceptibles, 50% medianamente susceptibles y 3.3% con baja
susceptibilidad, no hubo cepas resistentes (cuadro 9).

Frente a cloxacilina el 3.3% fueron muy susceptibles, 10% suscepti-
bles, el 60% de las cepas mostro ser medianamente susceptible, 16.6%
con baja susceptibilidad y 10% de las cepas mostraron ser resistentes
(cuadro 10).

Frente a penicilina el 13.3% de las cepas fueron muy susceptibles,
13.3% susceptibles, 20% medianamente susceptibles y con 26.6% de
las cepas para cada una de baja susceptibilidad y resistentes (cuadro
11).

Frente a estreptomicina, el 3.3% fue muy susceptible, 16.6% fueron
susceptibles, 43.3% medianamente susceptibles, 109 con baja suscep-
tibilidad y €1 26.6% de las cepas mostré resistencia (cuadro 12).
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DISCUSION

El fécil acceso a los quimioterapéuticos en Medicina Veterinaria ha
provocado un uso indiscriminado para muchas enfermedades animales,
en especial la mastitis bovina. La resistencia a quimioterapéuticos es un
fenémeno comiin y esta asociado a la continua exposicion de estos,
ademds de factores quimicos del medio ambiente, mutaciones o
seleccién de plasmidos de resistencia (11,14,18,34,37). Una de las bases
paraun uso racional de la quimioterapia es la aplicacién de pruebas de
susceptibilidad a quimioterapéuticos.

La técnica de Kirby-Bauer de susceptibilidad a quimioterapéuticos
por difusi6n en agar con la modificacién de D’Amato para la
preparaci6n rdpida del in6culo, mostré tener un ahorro de tiempo
hasta de 8 hr y demostré ser de ficil aplicacién en el laboratorio de
diagnoéstico bacteriolégico en Medicina Veterinaria. Este método es
répido y préctico, por estas razones es recomendable su aplicacién de
manera rutinaria para pruebas de susceptibilidad a
quimioterapéuticos en Medicina Veterinaria y para investigaciones
sobre el tema. La utilidad de una técnica estandarizada para pruebas
de susceptibilidad a quimioterapéuticos como la de Kirby-Bauer se
debe a su reproducibilidad en cualquier laboratorio; para que su
aplicacién y resultados sean confiables es recomendable seguir los
pasos establecidos por el método, sin embargo, pueden cometerse al-
gunos errores técnicos y humanos como los observados durante ésta
investigaci6n y que alteran los resultados; por ejemplo, el tiempo de
incubacién (fase de crecimiento bacteriano), preparacién de inéculo
al comparar con el estandar de turbidez y la lectura de los halos de
inhibici6n.

Utilizando el Método de Kirby-Bauer con la modificacién de D'A-
mato se obtuvieron los rangos de los halos de inhibicién en mm para
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S. aureus aislados de mastitis bovina para los 8 quimioterapéuticos
probados.

Los datos se trabajaron en la computadora. En un principio de utili-
z6 la prueba de Tukey (41) con gran cantidad de datos dificultando la
interpretacién de resultados por lo que se decidié utilizar la prueba de
Comparaciones Miiltiples de Duncan (41) en que se formaron grupos
estadisticamente significativos.

Los rangos de los halos de inhibicién presentados por espiramicina
y cloranfenicol son menores en comparacién a los otros quimiotera-
péuticos, lo que nos indica que no hay tanta variabilidad bacteriana en
la respuesta a estos dos quimioterapéuticos. Puede pensarse que no
existen aiin cepas resistentes, lo que haria un punto favorable para su
uso en el campo.

Los quimioterapéuticos que mostraron mayor efectividad al hacer
una comparacién entre todos fueron lincomicina y espiramicina con-
medias (mm) de halos de inhibici6én de 29.23 y 27.20 respectivamente.

El antibi6tico que obtuvo mayor porcentaje de cepas muy suscepti-
bles fué con 16.6% lincomicina, seguido con 13.3% penicilina,10%
cloranfenicol, 6.6% espiramicina y 3.3% para cloxacilina, neomicina,
gentamicina y estreptomicina.

Para la clasificaci6n de cepas susceptibles el 80% correspondi6 a es-
piramicina, 63.3% cloranfenicol, 53.3% lincomicina, 43%neomicina,
20% gentamicina, 16.6% estreptomicina, 13.3% penicilinay 10% para
cloxacilina.

Sumando los datos de cepas muy susceptibles y susceptibles encon-
tramos que los mejores resultados se lograron con 86.6% espiramici-
na, 73.3% cloranfenicol, 70% lincomicina, 46% neomicina, 26.6%
penicilina, 23% gentamicina, 20% estreptomicina y por Gltimo 13.3%
cloxacilina.
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El porcentaje de cepas resistentes fué de 26.6% para penicilina y es-
treptomicina, 10% para cloxacilina. No encontrdndose cepas resisten-
tes para lincomicina, espiramicina, cloranfenicol, gentamicina y
neomicina.

Las principales resistencias descritas en la literatura son observadas
en las penicilinas y estreptomicinas (11,14,18,23,28,34,36,37,40) que
coinciden con lo encontrado en este trabajo. A continuacién se discu-
tiran los quimioterapéuticos por grupos en orden de mayor a menor
eficacia en este trabajo.

MACROLIDOS

ESPIRAMICINA. Mostr6 ser el quimioterapéutico con mayor por-
centaje de cepas con buen nivel de susceptibilidad con el 86.6%, de las
cuales 80.0% fueron susceptibles y 6.6% muy susceptibles.

No encontrdndose cepas con baja susceptibilidad ni cepas resistetes,
lo informado concuerda con lo reportado por Perrin (34) que mencio-
na un alto porcentaje de susceptibilidad y solo 5% de cepas resisten-
tes.

Como nota importante se menciona que espiramicina presenta el
fen6meno llamado: bacteriopausa, el cual se puede demostrar in vitro
mediante la Técnica de Calcado de Lederberg (47,48) que nos pone
en evidencia un segundo halo de inhibicién de mayor tamafio que el
del antibiograma original, con fines de trabajar todos los
quimioterapéuticos de igual modo se tomo en cuenta el primer halo
de inhibici6n presentado por espiramicina.

LINCOMICINA. Resultados reportados indican que el 3% de las cepas
son resistentes y otro 3% con susceptibilidad intermedia, por lo tanto, la
mayorfa de las cepas son susceptibles y hay muy baja resistencia al
quimioterapéutico (34). Los datos de esta investigacién apoyan lo
anterior, no se encontraron cepas resistentes, el 6.6% de las cepas con
baja susceptibilidad, 23.3% de las cepas sop moderadamente
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susceptibles, el 53.3% y 16.6% fueron cepas susceptibles y muy
susceptibles respectivamente que sumandolos da 70% de cepas con un
buennivel de susceptibilidad.

CLORANFENICOL

CLORANFENICOL. Presenta buenos niveles de susceptibilidad
con 73.3% de las cepas de muy susceptibles (10%) y susceptibles
(63.3%), tienen un 10% de cepas con baja susceptibilidad. Estos datos
coiciden con lo reportado por Horovitz (18) de 56 a 75% de cepas sus-
ceptibles. Otros autores mencionan una resistencia del 9% al 43%
(34).

AMINOGLICOSIDOS

NEOMICINA. La literatura indica que existe una alta resistencia al
quimioterapéutico. Horovitz (18) reporta un 74% de cepas resistentes
y 2% de susceptibles, pero también hay reportes que indican un 72% a
98% de cepas susceptibles (24) y otros con 0% de resistencia (34). en
esta investigacién tenemos un 3.3% de cepas muy susceptibles, 43.3%
de cepas susceptibles que sumadas nos da 46.6% de cepas con unbuen
nivel de susceptibilidad. Se encontraron 3.3% con baja susceptibilidad
y ninguna cepa resistente.

GENTAMICINA. Se encontré un 3.3% de cepas muy susceptibles y
20% de cepas susceptibles que sumado da 23.3% de cepas con buen
nivel de susceptibilidad. E! 60% de las cepas mostraron ser
moderadamente susceptibles y el 16.6% con baja susceptibilidad. Estos
datos se asemejan a lo reportado por Horovitz (18) del 31% de cepas
susceptiblers, 44% de cepas con susceptibilidad intermediay 25% cepas
resistentes,
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ESTREPTOMICINA. S. aureus bovino muestra una alta resistencia a
este antibi6tico convalores de 26.6% de cepas resistentes, 10% con baja
susceptibilidad y 43% de cepas moderadamente susceptibles. La
mayorfa de los autores coinciden con 1a alta resistencia con valores de
42% de cepas resistentes, 31% de intermedias (18), 73% de resistencia
(37). Trinidad (45) menciona hasta un 85.5% de susceptibilidad en
comparacién con el 3.3% de cepas muy susceptibles reportadas aquf.

PENICILINAS

CLOXACILINAS. En este trabajo se encontré un 10% de cepasresis-
tentes que coinciden con el 8% reportado por Perri (34). Se encontr6
un 3.3% de cepas muy susceptibles a comparacién de 100% de suscep-
tibilidad reportado de 1984 a 1987 por Mackie (24). El 60% de las ce-
pas son moderadamente susceptibles y el 16.6% tienen baja
susceptibilidad. La bibliograffa menciona una resistencia hasta del
54% (34).

PENICILINA. Si tomamos en cuenta las cepas con baja susceptibilidad
y las resistentes tenemos un 53.2% de cepas que muestran resistencia a
penicilina y comparando con lo reportado por otros autores tenemos
que de las cepas de S. aureus aislados de mastitis bovina en Francia el
60% son resistentes a penicilina, 75% Bélgica, 69.8% Gran Bretafia,
62% Australia (34). Algunos han encontrado resistencias del 80% (18),
74.9% (37), 56% (40), en ¢l periodo de 1971 a 198S 38%-92% (28) y de
1981-1987 61%-75% (23).

El 13.3% de las cepas fueron muy susceptibles, Estos resultados coin-
ciden con la baja susceptibilidad que se reporta (11,14,18,23,28,37,40).
Aunque Trinidad (45) menciona una susceptibilidad del 100% y Mac-
kie (24) hasta del 58%.

La mayorfa de los resultados aquf expuestos coinciden con lo reporta-
do en la literatura sobre S. aureus de mastitis bovina
(11,18,23,28,30,34,36,37,40). Pero también se encontraron dos reportes
(24,45) que son totalmente opuestos tanto a este trabajo como alos con-



sultados. Esto hace pensar que se aplican diferentes métodos para prue-
bas de susceptibilidad a quimioterapéuticos creando dificultad para la
clasificacién de la bacteria con base a susceptibilidad ya que los resulta-
dos reportados por un investigador pueden diferir de otros.

Los resultados obtenidos se compararon con los didmetros de los
halos de inhibicién de la tabla para la interpretacién de la Prueba de-
Kirby-Bauer originada en trabajos con S. aurews humanos de diferen-
tes cepas y fuentes (7,9,22,26,29), teniendo dificultad para elegir en
cudél categoria colocar nuestras cepas ya que si seguiamos el criterio de
esta tabla casi el 1009 de las cepas se clasificarian susceptibles, te-
niendo en cuenta que en humanos se maneja la mfnima concentracién
inhibitoria (MIC) de quimioterapéuticos en sangre y en bovinos las
concentraciones de quimioterapéuticos en glandula mamaria son dife-
rentes al MIC sérico, ademas, la exposicion a quimioterapéuticos de §.
aureus humano y . gureus bovino no es igual. No se utilizé6 como ref-
erencia la tabla de interpretacién de Kirby-Bauer y se decidi6 formar
grupos de cepas de acuerdo a su susceptibilidad con base a los grupos
formados con la prueba de Duncan (41).

Hasta donde sabemos no existe una cepa de referencia de S. aureus
bovino para ser utilizado con el Método de Kirby-Bauer. Se propone
utilizar como cepa de referencia de S. aureus bovino para el método
de Kirby-Bauer la cepa niimero 667 del Cepario del Departamento
de Bacteriologfa de la FMVZ-UNAM por mostrar un comportamien-
to constante en las pruebas realizadas.

Por lo anterior expuesto surge la necesidad de aplicar un método
estandarizado para pruebas de susceptibilidad a quimioterapéuticos
como Kirby-Bauer aplicado en Medicina Veterinaria y especificmente
en mastitis bovina, aquf se trabajo s6lo con §. aureus aislados de mas-
titis bovina con 8 quimioterapéuticos, serfa deseable que se realizaran
pruebas con diferentes bacterias expuestas a diferentes
quimioterapéuticos y poder contar con una tabla de interpretacién de
resultados para bacterias productoras de mastitis.
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CUADRD 1. RANGO DE INHIBICION DE 8. aureus CON OCHO
GUINIOTERAPEUTICOS,

QUINIOTERAPEUT ICOS

(an) LINCOD ESPIRA QENTA CLORAN NEOM] CLOXA PENI ESTREP

MAXIMD 39,66 33,66 3%.66 20.00 36.00 30.00 37.00 24,66

MEDI1A 29.23 27.20 28,43 24,24 23.98 22.21 22.06 14.64

nINIMD  21.66 23.33 22.33 20.66 20.66 0.00 13,33 0,00
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Cuadee 2. Histograma de rangos de inhibicion de S. aurexs con ocho quirnioterapéuticos.



CUADRD 3. ANALISIS DE VARIANZA.
VARIABLE DEPENDIENTEs INHIBICION.

FUENTE @RADOS DE SUMA DE CUADRADOE VALOR F PrOF
LIDERTAD CUADRADOS  MEDIOS

ANTIEIOTICO ? 11590. 62 1655.00 .70 0.0001®

CEFA 29 6073.78 209.44 11.60 0,000 1@

ERROR []:}) 12267.03 18.05

TOTAL

CORREGIDOD 717 29961.44

® ALTAMENTE SIGNIFICATIVO (P<0.01).
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CUADRD ¢ COMPARACION DE LA EFICACIA DE LOS QUIMIOTERAPEUTICOS.

QUINIOTERAPEUTICO INHIBICION (am)
MEDIAS
LINCOMICINA 29.23 a
ESPIKAMICINA 27.20 ©
GENTAMICINA 25.45 ¢
CLORANFENICOL 20.24 ¢
NEOMICINA 23.97 ¢
CLOXACILINA 22.21 ¢
PENICILINA ¢ 22.00 d
ESTREFTOMICINA 14.80 ¢

a,b,c,0,@, LITERALES DIFERENTES DENOTAN DIFERENCIA SIGNIFICATIVA
(F<0.05) .
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CUADRO 35 RANGOS PROMEDIO DE HALOS DE INHIDICION (ee) PARA
LINCONICINA,

SUSCEPTIBILIDAD ninIno wAxim0 No. CEPAS %

* e e 35.08 3%9.66 S 16.6
* e 28.33 31.66 16 3.3
* e 22.66 27.66 ? 23.3

- 21.66 22.00 2 b b

ESTOS VALOKES SE OBTUVIERON CON LOS GRUFOS QUE SE FOKMARON CON L&
FRUERA DE AMFLITUD MOLTIFLE DE DUNCAN (F<0.0%).

¢ @ o e MUY SUSCEFTIELE ¢ ¢ « SUSCEPTIELE
LIRS MEDIANAMENTE SUSCEFTISLE - BAJA SUSCEFTIBILIDAD
- RKESISTENTE
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CUADRO 6 - RANGOS PROMEDIO DE NALDS DE

INHIDICION (mm) PARA

ESPIRAMICINA.

SUSCEPTIBILIDAD niNImD WAXIND No. CEPAB %
s 32.66 33.66 2 ..o
* > 25.00 29.06 24 80,0
. - 23.33 24.66 4 13.3
- - - - -

EETOE VALORES SE OETUVIERON CON LOS GRUFOS QUE SE FORMAKON CON LA
FRUEEA DE AMFLITUD MULTIFLE DE DUNCAN (F<0.0%).

+ ¢ ¢ SUSCEFTIBLE

* e e e MUY BUSCEFTINLE
.. MEDIANAMENTE SUSCEFTIELE
- RESISTENTE
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CUADRO 7. RANGOS PROMEDIO DE HALDS DE INNIDICION (ma) PARA
SENTAMICINA.

SUSCEPTIDILIDAD niNIMO MAXING No. CEPAS x

s e 3S. 66 - 1 3.3
o . 27.66 31,33 & 20.0
. 23.00 26.33 1 0.0

“ 22,33 22. 06 S 16. 6

EETOS VALORES SE OBFTUVIERON CON LOS GRUFOS QUE SE FORMAKON CON LA
FRUEFA DE AMFLITUD MULTIFLE DE DUNCAN (F<0.03),

4 <+ ¢+ MUY BUSCEFTIBLE . e SUSCEFTINLE
L MEDIANAMENTE SUSCEFTIELE < FAJA SUSCEFTIBILIDAD
- RESISTENTE
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CUADRD & RANGOS PROMEDIO DE MALOS DE INHIDICION (am) PARA
CLORANFENICOL .

SUSCEPTIBILIDAD niNimo WAXINO No. CEPAS z

LR 2R 2K 4 26.66 20,00 3 10. 0
. e 23.33 26.33 19 63.3
. 21.33 23.00 s 16.6
- 20.06 21.00 3 10.0

ESTOS VALORES S8E OBTUVIERON CON LOB GRUFOS QUE BE FORMARON CON LA
PRUEKA DE AMFLITUD MOLTIFLE DE DUNCAN (F<0.08).

* ¢+ e MUY SUSCEFTISLE
- MEDIANAMENTE SUBCEFTISLE
- RESISTENTE

+ * @
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CUADRD 9 RANBOS PROMEDIO DE HALOS DE INHIDICION (ma) PARA
NEOMICINA.

SUSCEPTIDILIDAD niNImo MAXIND No. CEPAS x
¢+ 36,00 - 1 3.3

* e e 23.00 29.33 13 43.3

* e 21.33 22.66 13 30.0
- 20,66 21.00 1 3.3
ESTOS VALORES SE OBTUVIERON CON LOS GRUFOS QUE SE FORMARON CON

LA PRUEWA DE AMFLITUD MULTIFLE DE DUNCAN (F<0,0%).
* o e+ My SUSCEFTINLE
. e MEDIANAMENTE SUSCEFTIEFLE <

- RESISTENTE

* o
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CUADRD 10. RANDOS PROMEDID DE HALOS DE INMIBICIUN (as) PARA
CLOXACILINA,

SUSCEPTIBILIDAD ninmmo nixino No. CEPAS X
te e 30.00 - 1 3.3
‘e 27.00 28.00 3 10.0
. 21.33 26.33 1" €0.0
- 19,33 20,66 s 16.6
- 0.00 16,06 3 10.0

ESTOS VALOKES SE OBTUVIERON CON LOB GRUFOS QUE SE FORMARKON CON LA
FRUEBA DE AMFLITUD MULTIFLE DE DUNCAN (F<0,0%),

* e e ¢ MUY SUSCEPTIME e e SUBCEPTIBLE
L HEDIANAMENTE SUSCEFTIBLE < BAJA SUSCEFTIBILIDAD
- RESISTENTE
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CUADRD 11  RANSOS PROMEDIC DE HALDS DE INHIBICION (ma) PARA
PENICILINA.

SUSCEPTIBILIDAD niNino nixino No. CEPAS X

te s e 36.00 37.00 4 13.3
* oo 30.00 34,66 4 13.3
. 20,00 22,33 6 20.0
- 16.00 19,00 [ 26,6
- 13,00 15,06 ] 26.6

ESTOS VALORES SE OBTUVIERON CON LOS GRUFOS QUE SE FORMARON CON LA
FRUERA DE AMFLITUD MOLTIFLE DE DUNCAN (F<0,0%),

¢ ¢ ¢+ MUY SUSCEFTIELE *+ + ¢+ SUBCEFTISLE
-+ MEDIANAMENTE SUSCEFTIBLE < BAJA SUSCEPTIHILIDAD
- RESISTENTE
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CUADRO 12 QANSOS PROMEDID DE MALOS DE lml'll:l(.N <an) PARA
ESTREPTOMICINA.

SUSCEPTIBILIDAD ninino nixImo No. CEPAS x
* e e 24,66 - 1 3.3
oo 21.00 22.606 S 16.6
.o 17.00 19.33 13 433
- 185.33 16. 66 3 10.0
- 0. 00 10.00 e 26.6

ESTOS VALOKRES SE OBTUVIEKON CON LOB GRUFDE QUE SE FORMARON CON LA
PRUEBA DE AMFLITUD MULTIFLE DE DUNCAN (F<0.05).

¢ ¢ 4+ MUY SUSCEFTIELE + ¢ + BUSCEPTIBELE
+ o MEDIANAMENTE SUSCEFTIDLE < BAJA BUSCEFTIBILIDAD
- KESISTENTE
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