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RESUMEN 

El presente trabajo fue diseñado con el objeto de determinar la 

sensibilidad "in vitro" a 12 antibióticos por parte de 50 cepas de 

Corynebacterium pseudotuhercnlosis obtenidos a partir de animales 

con manifestaciones clínicas en algunos municipios del Estado de 

México. 

El trabajo experimental se realizó en el Laboratorio de Microbiología 

Veterinaria, en el Campo 4 de la Facultad de Estudios Superiores 
Cuautitlán. 

La determinación de la sensibilidad a los antibióticos de 

Corynebaterium pseudotuberculosis se realizó a través de la prueba 
de difusión Kirby-Bauer y los resultados obtenidos fueron: 

El 100% de las cepas mostraron sensibilidad a ccfalotina, 98% a 

dicloxacilina y cefüiaxona, 94% a amplicilina, 88% a la combinación 

sulfametoxasol/trimetoprim, 82% a cloramfenicol, 80% a amikacina, 
66% a penilicina, 381\-'o a netilmicina, 14% a eritomicina, 6% enoxacina 

y 4% a gentamicirn1. 

La sensibilidad intermedia se manifestó como un 60% a eritromicina, 

42% a cnoxacina, 28% a penicilina, 22% a nctilmicina, J 8% a 

cloramfenicol, 14% a gentamicina, 12% a amikacina y la combinación 

sulfametoxasol/tfimetroprim, 6% a ampicilina y 2% r.eftriaxona y 
dicloxacílina. 



El 82% de las cepas fueron resistentes a gentamicina, 52% a enoxacina, 

40% a netilmicina, 26% a eritromicina, 8% a amikacina y 6% a 

penicilina. 

Se puede concluir que existen diferencias en cuanto a la sensibilidad en 

relación a las cepas extranjeras de Corynebacterium 

pseudotuberculosis, mostrándose una mayor resistencia para 
gentamicina y enoxacina. Es observable una disminución en la 
sensibilidad para penicilina y eritromicina en comparación con los 
reportes nacionales y extranjeros. Existe una sensibilidad intermedia 
mostrada para netilmicina, aunque no existen reportes previos con el uso 
de este antimicrobiano contra Corynebncterium pseudolubercul~ 
Para el caso amikacina, ampicilina, ceftriaxona, cefalotina, dicloxacilina 
y la combinación sulfametoxasol/trimetoprim se muestra una alta 
sensibilidad por parte de Coryneh11cteri11m ¡1seudotuberculosis, dato 
que concuerda con los reportes de los Estados Unidos y Canadá. 

Se considera la posibilidad de instaurar un tratamiento utilizando 
cefalosporinas, dicloxacilina, ampicilina o la combinación 

sulfametoxasolltrimetoprim después de la primera trasquila o en los 
estadios tempranos de la infección, aunado a las medidas de control 
como trasquila primero de animales jóvenes y posteriormente los de 
mayor edad, mantener en condiciones adecuadas las instalaciones, 

antisepsia durante el manejo médico y desinfecciones pcriodicas. 



INTRODUCCION 

En ovejas y cabras Corynehacterium pseudotuberculosis induce a 

una enfennedad crónica y contagiosa, de carácter enzoótico 

denominada Linfadcnitis caseosa (LC) (Brogdcn, 1980). 

La enfermedad está caracterizada en la maym ía de los casos por 

abscedación de ganglios linfáticos con contenido caseoso y pumlento e 
inflamación necrótica supurativa, involucrando uno o más ganglios 

linfáticos (Brown, 1987). 

La linfadenitis caseosa tiene dos formas de presentación, una superficial 
y una visceral. En la forma superficial la presencia de abscesos en la 

zona de entrada es común, estableciéndose posteriormente en los 
ganglios regionales, preferentemente los ganglios preescapulares y 

prefcmoralcs. En la fom1a visceral la enfermedad se da en forma 
generalizada y la fomación de abscesos ocurre en órganos, incluyendo 
pulmones, hígado, riñón, cerebro, médula espinal y en forma 

preferencial en nodos linfaticos. La forma visceral se ha sugerido como 
el factor causal del sindrome debilitante y de adelgazamiento de la 

oveja (Harland, 1979). 

La identificación bacteriológica del microorganismo está basada en la 

determinación de su morfología, características de cultivo y reacciones 

bioquímicas (Favier, 1990). 

La demostración de la bacteria por el método de Gram, muestra 



un bastón corto o pleomórfico Gram (+), inmóvil, sin cápsula y que 
produce beta-hemólisis en agar sangre. Las pruebas bioquímicas 

manifestan producción de catalasa, ureasa, formación de ácido a partir 
de glucosa, maltosa, manosa y causa hidrólisis del almidón (MacFadin, 
1990). 

La linfadenitis caseosa en los ovinos y caprinos presenta ciertas 
dificultades para ser tratada debido a que hay pocos antibióticos 
específicos contra este gérmcn y los que existen pueden lograr curar 
lesiones abiertas, pero una vez que el gérmen se halla encapsulado, tal 
como sucede en los ganglios linfr1ticos y abscesos debajo de la piel o en 
órganos internos, ya el medicamento no puede actuar, lo que permite al 
Corvnehacterinm pseudotnhercnlosis mantenerse encapsulado y 
volver a atacar cuando hay bajas de defensa en el animal o cuando estos 
abscesos se abren, llegando a producir finalmente la muerte (Holstad, 
1989, Gihnour. 1990). 

El tratamiento más eficaz contra los focos caseosos es la incisión 
quirúrgica a fin de eliminar el contenido. este puede 11uidificar con 
soluciones clorinadas o lugol. Ayuda al control del problema la 
eliminación o aislamiento de los animales infectados (Burrell, 1981 ). 

Los resultados de los tratamientos son muy irr<!gularcs. De acuerdo a 
los antibiogramas realizados de gérmenes obtenidos directamente de 
lesiones, de pases por animales de laboratorio y de hcmocultivos de 

animales enfermos se muesta que dentro de los antibióticos más eficaces 
están: eritromicina, penicilina, rifacina y dentro de las sulfonamidas está 
con cierta acción el sulfatiazol Otros antimicrobianos como los 



nitrofuranos, tetraciclinas, neomicina y cloramfenicol no parecen tener 

una buena acción, además de estos tratamientos específicos se 

recomiendan reconstituyentes en general (Márquez, 1970). 

El Corynebacterium pseudotuberculosis ha mostrado una gran 

sensibilidad "in vitro" a otros antibióticos como ampicilina, 
estreptomicina, bacitracina (Alwis, 1984), gentamicina, lincomicina y 

la combinación sulfametoxasol/trimetoprim, mientras que algunas cepas 
son sensibles a neomicina. Estos antimicrobianos han sido probados 

desafiando al microorganismo a través de la prueba de difusión en disco 
(Judson, 1991 ). 

El efecto de Jos antimicrobianos sobre cepas de Corynebactl'rium 
psendotuberculosis de aislamientos humanos ha logrado probar la 
sensibilidad a critromicina y penicilina (Judson, 1991). 

Se han utilizado tratamientos empíricos basados en el agente 
etiológico, que son utilizados como parámetros de tratamiento en 

forma gcn.:ral, pero r.:quieren de una invc;,tiga<.:ión más profunda. 

Estos tratamientos pueden ser observados y analizados en el cuadro 1. 



CUADRO 1 

TRATAMIENTOS EMl'IRICOS BASADOS EN LA CAUSA MICROBIOLOGICA 

PATOOENO DROGA DE PRNERA ELECCI0:-1 DROGA ALTERNATIVA 

Cocos. Gr:un ( _. ) 

ncróhicos 

~occus Eritromicina 
lkta·hcmollticos P\!tlicilina Cefüslosporina 

Alfa-hcmoliticos Penicilina Ccfolosporina . Aminogh1cúsid11<i 

tiljlcll)·l~!:!i:·~us 
~/penicilinas.a Penicilina Cefalosporina 

.;.'~nicilinasa J\.-nidlina r1.-si~h:ntc (.'cfalosporina 

Ilastones, Grnm ( +) 

acróhicoo 

lla<ilhtuJl. P1..-nicilina Eritromicina 

~"1UÍ!l!ll Pt.•nicilina Eritromicina 

~ 
rhusjopathía!: Penicilina Eritromicina 

LifilIÍll T ctra1.:idina 

UlQlli.~ Ampidlina Cloramf1.·niC"úl 

b'.om~iup_ SuUiuuunid.1s ~tinocklina 

mu~Qi;Q¡;¡,;y¡ li!Qlli Eritromi~·ina Penicilina O 
+ R1fit1llpicina Gentamki1la 

(lli~cin.1990) 



La utilidad de establecer el perfil de sensibilidad, es que este puede 

servir como indicador de patogenicidad. Cepas de C. 
pseudotuberculosis aisladas de casos crónicos o dificiles son 

resistentes a la familia de los aminoglucósidos. 

RESISTENCIA A LOS AGENTES ANTIJ\llCROBIANOS 

La resistencia a Ja drogas antimicrobianas ha sido el tópico de muchos 
reportes en época reciente. 

La resi~tencia a antibióticos como ampicilina, cloramfenicol, 
gentamicina y penicilina se observan cada vez con mayor frecuencia en 
aislamientos bacterianos. 

El incremento en la resistencia es causa de un serio problema para la 
salud animal. y no solo en ésta, sino también para el hombre, ya que 

existe un contacto continuo a través de vías como alimento, 

prescripción, automedicación y uso inadecuado que propician 
. concentraciones indebidas, menguando su efecto. bactericida o 

bacteriostático. 

Se ha demostrado que existe una modificación en la resistencia a los 

antibióticos por parte de las bacterias, específicamente se ha logrado 

demostrar estas variantes a partir de Jos años 80's a la focha, por lo que 

se ha considerado la necesidad de replantear el nivel de resistencia. Se 

recomienda que esta nueva estimación se haga a pa11ir de Jos 

aislamientos de cada hato y no en base a las tablas establecidas. Se ha 

creado un programa denominado MICROBIAL 1, el cuál permite dar 



una predicción de la resistencia en determinado hatos (Martín, 1981 ). 

Se puede pensar que la resistencia de los microorganismos a una gran 

variedad de agentes antimicrobianos se ha incrementado dramáticamente 

en los últimos años. especialmente en algunas enterobacterias como 

Salmonella )'. Eschl'richia coli (Benson, 1985). 

La variabilidad en la resistencia a los antibióticos es tan grande como el 

número de géneros bacterianos. Para el caso de Bordetella 

bronchiseptica la sensibilidad a las sulfonamidas es de interés 
particular, ya que se ha logrado demostrar la relación entre la resistencia 
seguida de una historia del usu cxtcn,ivu de la droga Inclusive, se pudo 

observar una rc>istcncia del 100% en cerdos que se encontraban bajo 
estas condiciones (llodgcs, 1983 ). 

Es posible encontrar informes sobre resistencia "in vitro" a varios 

antibióticos e inclusive de un microorganismo a varios antibióticos. 
Entre t.as resistencias más comunes se encuentran penicilina G y 
tetraciclina. eritromicina. ampicilina y clornn11Cnicol para ciertos· géneros 
anaeróbios (Chirino. 1983 ). 

Estudios realizados con Con·nchactl'rimn ¡iyogenes demuestran que el 
género ha desarrollado resistencia en contra de los antibióticos más 

utilizados en medicina veterinaria como penicilina y tetraciclina, a pesar 

de que en ocasiones el tratramiento no se pone en práctica, propiciando 

un menor contacto entre el medicamento y el microorganismo, 

reduciendo la probabilidad de desarrollar una resistencia (Mohan, 

1980) 



La elección del antimicrobiano no solamente depende del agente causal 
involucrado, sino de la fomia de acción que tiene éste sobre el 

microorganismo. Los antimicrobianos presentan dos efectos 
importantes sobre las bacterias, uno bactericida y otro bacteriostático. 
Estos efectos dependen de la zona o estructura bacteriana a la que 
afectan específicamente. (Cuadro 2). 

CUADR02 

lll!OGAS ASTl~llCUOlllASAS liTILl1.\Jl,\S Ct)~IUNMEsn: COSTltA 
(Qon.th!!d.trh!ru !!lb 

ASTl~HCRODIA.'°C > EILCro MODO DE ACCIO~ 

Sulfonamidas ltKl~ritistático lnhihidón L'umpctitiva 

Pcnicilma natural lfa~·kn..:ida Inhibición par~J ccl. 

r~ni..'ilina o } \. 

Penicilina semisint. Bat..1'-'fici& Inhibición pared ccl 
Ampkihna 
Mcthicilina 
Ox&1::ihna 

Onrtamicina B.11.:lr.-'1i..:iJ.t. Inhibadón "intc,is prot. 

Clllfamfi.-ni,·ol llile1.:rirn.1i\tico Inhibición sintesis rrot. 

Eritrllmicina ll~'11.'fit,)S{Áti1o.-o Inhibición s.intcsi1 prut. 

<l'r='-011.199tr 



Existen reportes elaborados que muestran la susceptibilidad de 
Corynebncterium pseudotuberculosis desafiando 71 cepas aisladas de 
cabras a través de la pmeba de difüsión. con disco en los Estados Unidos 

trabajando con 1 O anti microbianos. Otro trabajo muestra la utilización 
de 25 cepas obtenidas a partir de ovinos en Canadá, usando los mismos 
antimicrobianos para determinar la concentración mínima inhibitoria. 

Por otro lado, la susceptibilidad antimicrobiana de cepas de 

Coryneh:1ct~riJl.!ll P1!'!!!lotnberculosis en Japón no ha sido probada 
(Zhao, 1991 ). 

No solamente es de importancia conocer la sensibilidad de una bacteria 
a cierto antimicrobiano, sino que se debe conocer la concentración 

10 



adecuada que puede producir el efecto deseado, a esto se le conoce 
como concentración mínima inhibitoria (MIC), y nos ayuda además a 

determinar incremento o decremento en la sensibilidad a determinados 
antimicrobianos (Cuadro 3). 

Las pruebas para determinar la concentración mínima inhibitoria en el 
género Mycoplasma sp. han revelado que existe la posibilidad de un 
decremento en la sensibilidad a las drogas (Zimmerman, 1975). 

Cuadro 3 

CONCENTRACIONES ~Wml.\S INlllJllTOlll.\S llE Tt:TIL\CICLINA !'ARA ALGUNOS 
PATOGE:'li'Os E:\' :\IEl>JCI~.\ \'ETEIU:'li'AIUA 

P;\TOGE~O CONCE:-<TRACION INlll!llTORI.\ Ml1'1MA (mg"ml) 
~llC50 MIC90 

IJünk!e!la hr<'nd1bo1tis';! I.0 02.0 

llru~tfü.s!mi.:i 16 01.6 

¡:: Wi:.(:11d1•1ubs::r:1J.1l~)si::i 0.09 00.19 

Fsi.=bi:ricbi:i CC'l)i 4.0 64.0 

J::ll~h<ijt!Jli! cnellnl<''[lia~ 2.0 64.0 

~b·i:~pl¡¡,smn i;;:1mii ~-º 10.0 

ra~ti;:!t!~ll!! mt1!tQíidi! - 0.4 00.4 

~~~ 1.0 02.0 

(llibcr5tein. 1990) 
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Factores adicionales al conoc1m1ento de la concentración mínima 

inhibitoria que inducen a una respuesta adecuada del tratamiento deben 
ser considerados. Entre ellos se encuentran dosis del antimicrobiano, 

selección del antimicrobiano, tiempo de exposición, niveles séricos y 
poder de penetración (Martín 1983). 

En base a trabajos realizados con Bordetella bronchiseptica se ha 
considerado la alternativa de utilizar asociaciones antimicrobianas 
especificas con la finalidad de disminuir la resistencia ante un 
tratamiento o potencializar su efecto. (Giles, 1980) 

Existen varios mecanismos mediante los cuales las bacterias adquieren 
resistencia: 

Resistencia constitutiva 

Es posible que las bacterias sean resistentes a los antibióticos porque 
carecen de mecanismos celulares necesarios para que estos agentes · 
ejerzan su acción. Entre los muchos ejemplos de resistencia, se 
encuentra la resistencia natural de la familia Enterohncteriacene a la 
penicilina G y la de las bacterias gram positivas a la polimixina. 

Además, se puede dar el caso de bacterias que "in vitro" son sensibles, 

sean resistentes "in vivo" como ocurre en el caso de Corynebncterium 
pseudotuberculosis que por su característica de parasitismo intracelular 



y las condiciones de encapsulamiento, no permite el acceso del 
antibiótico en forma adecuada al microorganismo. También es posible 

que algunas bacterias pierdan su pared celular para después seguir 
viviendo en el organismo como formas L, y que tras perder su pared, se 

vuelvan resistentes a los antibióticos beta-lactámicos. De igual modo, 

las bacterias gram positivas de crecimiento lento, pueden ser resistentes 
"in vivo" a los antibióticos que actúan sobre la pared celular, debido a 
que estos antibióticos solo ejercen su acción sobre microorganismos en 
fase de multiplicación (Prescott, 1991 ). 

Resistencia ad!luirida 

La resistencia adquirida, de base genética puede aparecer como 
consecuencia de mutaciones cromosómicas o lo que es más 
importante, por adquisición de material genético transmisible. 

Las mutaciones cromosórnicas que originan la resistencia contribuyen 
a producir cambios estructurales en la célula bacteriana, mientras que 
la resistencia transmisible contribuye a codificar enzimas que 
metabolizan a los antibióticos. 

La resistencia cromosósima suele ser un fenómeno de aparición 
gradual, paso a paso. mientras que la resistencia transmisible es con 

frecuencia un fenómeno de aparición brusca. 

Los principales mecanismos de resistencia comprenden: 

- lnactivación de antibióticos por enzimas. 

1.1 



- Impermeabilización de las bacterias 
- Alteración de los receptores de la célula a los que se unen 

los antibióticos. 
- Desarrollo de mecanismos de retroinhibición en las vías 

metabólicas 

- Aparición de enzimas con escasa afinidad por los fármacos 
(Scanlan, 1990). 

La capacidad de los gérmenes gram positivos y gram negativos de 
producir beta-lactamasas, que pueden abrir el anillo beta-lactámico, 
constituye un factor primordial de la resistencia bacteriana y tiene una 
indudable importancia clínica. Algunos estudios han revelado que la 
enzima destmctora de penicilina la segregan las células bacterianas y en 
parte permanece unida a ellas. La enzima es inducida comunmente por 
los antibióticos beta-lactátnicos. Muchas bacterias gram negativas 
producen también beta-lactamasa, en estos microorganismos la enzima es 
a menudo constitutiva, es decir, se sintetiza en grandes cantidades 
aunque no se añada el inductor. Se ha observado que los génes que 
codifican las beta-lactamasas pueden transferirse de una especie 
bacteriana a otra a través de plásmidos (Bibcrstein. 1990). 

La penicilinasa es dete.:tada por técnicas quirnicas. microhiológicas e 
inmunolólgicas. Estas técnicas son cualitativas y semicuantitativas, una 

cuantificación correcta de penicilinasa es dificil de conseguir. Se ha 
intentado esta cuantificación a partir de pmebas de ELISA y Western 
blotting. (Kamata, 1992). 
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Mutaciones cromosómicns 

Las mutaciones que originan la resistencia a los antibióticos son 

acontec1m1entos espontáneos que implican modificaciones de 

secuencias de nucleótidos de los cromosomas, que nada tienen que ver 

con la presencia de los antibióticos. Los mecanismos mediante los 

cuales las mutaciones cromosómicas ongman la resistencia 

incluyen la modificación de la permeabilidad celular, mayor 

producción de enzimas inactivantes y mayor producción de 

metabólicoscompetitivos. Las mutaciones responsables de la 
resistencia pueden aparecer en forma brusca o en forma gradual. Las 

mutantes resistentes aparecen con menor frecuencia " in vivo " debido 
a que las defensas del hospedador eliminan a muchas de ellas. Las 
dosis bajas e intermitentes favorecen la aparición de resistencia debida a 

mutaciones cromosómicas. La resistencia cromosómica de los 

microorganismos contra aminoglucósidos depende principalmente de la 
ruta de la proteína receptora especifica sobre la subunidad 30s 

ribosomal (Prescott, 1991 ). 

La resistencia es mediada por un plásmido contra los aminoglucósidos 

y está directamente relacionada con la producción por parte del 

microorganismo de enzimas adenilhilantes, fosforilantes o acetilantes 

que destruyen al fármaco. (Cruz, 1987). 

Otro tipo de resistencia consiste en un defecto de la permeabilidad, 

debido quizás, a la falta de transporte activo del aminoglucósido hacia 

el interior de la célula, de modo que el fánnaco no puede llegar al 

ribosoma. (Ackem1an, 1984). 

ll 



Resistencia a los fármacos por intercambio ¡:enético 

El intercambio de material genético como causa de resistencia de los 
microorganismos a los agentes antimicrobianos tiene una gran 
importancia y se realiza por distintos mecanismos: 

Transducción 

Un plásmido es incorporado por un bacteriófago y es transferido a otra 
bacteria. El ejemplo más representativo de transducción fágica lo 
constituye la transferencia del gen que codifica la beta-lactamasa de 
estafilococos resistentes a estafilococos sensibles (Da vis, 1983 ). 

Transformación 

Se trata de un mecanismo de transferencia de genes, en el que el DNA 
libre pasa de una bacteria a otra, modificando el genotipo de la bacteria 
receptora que se transfonna. 

Algunas veces los transposones son transferidos de una célula a otra de 
esta forma (Prescott, 1991 ). 

Conju~ación 

En este fenómeno de transferencia de genes, que se da con frecuencia, la 
bacteria sintetiza un pelo sexual, el cual se fija a la bacteria receptora 

16 



mediante un fenómeno de apareamiento y transfiere a esta última copia 

de los génes de resistencia por medio de plásmidos. La bacteria 

donadora conserva copias del plásmido, mientras que la bacteria ahora 

es receptora se convierte en posible donadora. Esta transferencia 

genética puede tener lugar entre especies y entre distintos géneros. Los 

elementos genéticos responsables de la transmisión de resistencia son 

los plásmidos o factores R. Poseen regiones en las que se encuentran 

los genes responsables de la resistencia, los cuales pueden codificar la 
resistencia a un solo antibiótico o a varios de ellos, hasta un total de 1 O 

distintos y la capacidad de las bacterias para transmitir genes por 
conjugación (Da vis, 1983 ). 

En años recientes muchas cepas de Salmonella aisladas de bovinos y 

cerdos han mostrado ser resistentes a antibióticos como tetraciclina, 
estreptomicina, sulfadimetoxina y cloramfenicol, encontrándose que su 
resistencia está medida por conjugación de un plásmido R. (lshiguro, 
1980) 

Es bien sabido que la producción de enterotoxina en & coli está bajo 

control de un plásmido que tiene su transmisión por conjugación. 

Ahora se conoce que las cepas receptoras del plásmido " Ent " poseen 

ciertos factores que facilitan su capacidad de rc.;ibir plásmidos en 

general. Varios estudios han mostrado que d uso de antibióticos en el 
alimento resulta en el incremento del número de & ¡;cli en el intestino 

que albergan el factor R, lo cual demuestra la transmisión no solo de la 

resistencia a antibióticos, sino también la capacidad de producir 

toxinas. (Bourqlll\ 1980) 

17 



Esta condición existe también para Bordetella bronchiseptica que es 
capaz de albergar el factor R, que juega el papel más importante en la 
alta prevalencia de resistencia contra las sulfonamidas. (Smith, 1980), 

Esta resistencia es de suma importancia para este microorganismo, ya 
que de ello depende que pueda protegerse de la acción de las 
sulfonamidas contra su cápsula, que es uno de los más importantes 
factores de virulencia. (Kuwano, 1982). 

Transposones 

Fragmentos cortos de DNA conocidos como trnnsposones son capaces 
de cambiar su posición intracelular, pasando de un plásmido a otro, de 
un plásmido al cromosoma bacteriano o viceversa. En su primitiva 
localización queda una copia del transposon con la frecuencia que tiene 
lugar este cambio de localización o transposición. La importancia de la 
transposición como elemento clave en el fenómeno de transmisión de 
resistencia, reside en que tiene lugar independientemente del fenómeno 
de recombinación genética. Gracias· a la existencia de los transposones, 

plásmido> de origen muy diverso poseen genes responsables de la 
resistencia. La rápida transferencia intracelular de tansposones de unos 
plásmidos a otros, así como entre cromosomas y los plásmidos, junto 

con la transferencia de plásmidos de unas bacterias a otras, pueden dar 
lugar a una rápida aparición de resistencia a antibióticos en las 

poblaciones bacterianas (Prcscott, 1991) 
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OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Evaluar la sensibilidad a distintos antibióticos de cepas de 
Corynebncterium pseudotuberculosis aisladas a partir de casos 
clínicos de ovinos y caprinos. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

Aislamiento e identificación bioquímica de cepas de Corynebacterium 

pseudot11bérc11losis. a partir de muestras clíníéas. 

Elaboración de la prueba de sensibilidad a antimicrobianos por el 

método de Kirby-Bauer. 

Análisis estadístico de los resultados para establecer la sensibilidad a 

los antimicrobianos 
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MATERIAL Y METODO 

MATERIAL PARA LA PRUEBA DE SENSIBILIDAD 

Los antibióticos utilizados están contenidos en multidiseos combinados 
de uso comercial elaborados por Laboratorios Bigaux por lo que su 
elección y concentración está bajo su control. 

ANTIBIOTICO SITIO DE ACCION CONCENTRACION 
Pf.NICILlNAS ilAUED CELULAR 

A .. \t PICIL1NA 10mcg. 

PE~ICIU!'\AO 10 U.1. 

l)JCLOX,\CILl~A lllll'(',.. 

CEFAUJSl'>()lUNAS l',\RED CELULAR 

CEFALOTl:--lA 30mcg. 
CEFTRIA.'\'.ONA JOmcg. 

A~1l?\OGLlJCOSIDOS 30s RlUOSO~IAL 
J\.\UKACINA 30mcg. 
GES'fA.\llt:l~A · 'º""'&. 
NETIMICINA )0 mes-

MACROLl!XlS 50s RIBOSO~tAL 
ERITROMIC!NA 15mcg. 

Cl.ORA..NlTNIC()L 50!i RlUOSO\tAL JOm¡;g. 

QUINOLONA.S llN,\ 
u:m;ACINA 5mcg 

SliUDNA.MlDAS BAS tS PLJRIC AS 
SllLFMIETOXA.SOL 100m<g. 
TRIMETOl'RIM 25mcg. 



MATERIAL ADICIONAL 

.. Pinzas di: Jaccción estériles 

· Hisopos cstéri lt..-s 

• Tubos de ensayo n.1érilcs 

.. Caja.sd~Pctri (lScm.) est&iles 

• Medio Je cultivo Muellcr-Ilinton 

• Calibrador vernier 

• ~efolómdro de ~facFarland 

METODO PARA LA IDENTIFICACION 

La identificacion se realizó a partir de la observación morfológica, 
pruebas primarias y pruebas secundarias de acuerdo a García, 1980. 

1\IETODO PARA LA PRUEBA DE SENSIBILIDAD 

Para la evaluación de la sensibilidad se empleó el método de 

Kirby-Bauer. Este método se fundamenta en que al colocar un disco 

impregnado con determinada cantidad de antimicrobiano, sobre un 

medio sólido inoculado con bacterias, el antimicrobiano difunde 

formando un gradiente de concentración inhibiendo el crecimiento 

bacteriano. 
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Preparación del agar Mueller-Hinton 

- Pesar la cantidad necesaria para el número de cajas a sembrar. 

- Hidratar el medio en polvo 

- Homogenizar la mezcla 

- Clarificar sobre un mechero 

- Esterilizar a 121 ºC 15 minutos 15 libras de presión. 

- Dejar enfriar hasta 45-50ºC 

- Adicionar 5% de suero equino estéril 

- Vertir 25 mi. de medio en las cajas de Petri (dentro de una 
zona de esterilidad) 

- Dejar a temperatura ambiente hasta lograr gelificación 

- lucubrar 37ºC/24 hrs. (Prueba de esterilidad). 

Cultivo Bacteriano 

Se tomó una asada de cultivo bacteriano puro y se inoculó 2-3 mi. de 
medio caldo infusión - cerebro - corazón (BHI). Se adicionaron 0.3 mi 

22 



de suero equino estéril y se incubó a 37ºC durante 48 hrs. 

La turbidez se ajustó con solución salina estéril o caldo estéril hasta 
tener una densidad comparable con un estándar de sulfato de bario. 

El estándar se preparó mezclando 0.5 mi. de cloruro de bario con 99.5 

mi. de ácido sulfúrico al 1 % v/v, que es la mitad de la densidad 
estándar No. 1 de MacFarland. 

Este estándar corresponde aproximadamente a 100,000,000 de 
microorganismos. por mililitro. La suspensión ajustada del inóculo no 
debió permanecer más de 15-20 minutos antes de sembrarla en la caja 
de Petri. 

lnóculo del agar l\lueller-Hintou 

Para inocular el agar se utilizó un hisopo estéril, el cual se humedece en 
la suspensión, se quitó el exceso de caldo presionando y girando el 
hisopo sobre la pared interna del tubo, por arriba del nivel del caldo. 
Se estrió el medio en tres direcciones sobre la totalidad de la superficie 
del agar, para obtener un inóculo uniforme. Se efectuó un último 
barrido del hisopo sobre el reborde de la caja de Pctri y el agar. 

Cuando el inóculo había secado (3-5 min.) se procedió a colocar los 
discos impregnados con los antimicrobianos. 



COLOCACION DE LOS DISCOS 

Los discos se tomaron con pinza de disección estéril y se colocaron en 
el medio antes de 15 min. de haber inoculado la placa. Los discos se 
presionarion ligeramente para asegurar un contacto con la superficie. Se 

previno una superposición de las zonas de inhibición con distribución 
adecuada de los discos con un límite no menor de l Smm. de los bordes 
de la placa. 

Después de 15 minutos de haber colocado los discos, se invirtieron 
las cajas de Petri y se incubaron a 37ºC durante 48 hrs. (Barry, 
1982). 

Las medidas de los halos de inhibición se realizaron con un calibrador 
V crnier por el fondo de la caja, la cual se iluminó con luz reflejada. El 
punto final del sistema de lectura fue una completa inhibición del 
crecimiento determinada visualmente, ignorando colonias tenues o muy 
pequeñas que pudieron ser observadas. (Stanley, 1983). 

Las cepas se clasificaron como Rcsistcnks (R), Intermedias (l) o 

Susceptibles (S), dependiendo del estándar de tablas conocidas. (Giono, 
1983). 

Los datos fueron analizados y se estableció el número y porcentaje de 
cepas resistentes, intermedias y susceptibles a cada agente 

antimicrobiano probado. 

24 



RESULTADOS 

Los resultados obtenidos de los halos de inhibición de la prueba de 

sensibilidad antimicrobiana efectuada a las 50 cepas de !::,_ 

pseudotuberculosis se muestran en la Tabla 4. 

La mayoría de las cepas mostraron una alta sensibilidad para cefalotina 
(100%), cefiriaxona (98%), dicloxacilina (98%), ampicilina (94%). 

En cuanto a sensibilidad intermedia los porcentajes más altos fueron 
presentados por eritromicina (60%), enoxacina (42%). 

La resistencia fue principalmente en gentamicina (82%) y enoxacina 
(52%). 

El número de cepas sensibles de Corynebarterium 
psendotubercnlosis a los antimicrobianos se mostraron en la siguiente 

forma: 

40 cepas mostraron sensibilidad a amikacina, 6 tuvieron sensibilidad 

intermedia y 4 se mostraron resistentes. En cuanto a ampicilina se 

puede observar que 4 7 cepas fueron altamente sensibles, 3 mostraron 

sensibilidad intermedia y ninguna mostró resistencia. Altos niveles de 

sensibilidad fueron dados para cefalotina con 50 cepas sensibles y para 

cefiriaxona con 49 sensibles y solo una cepa con sensibilidad 

intermedia. 41 cepas mostraron sensibilidad a cloramfenicol y 9 con 
sensibilidad intermedia. Un alto nivel de sensibilidad se observó para 



dicloxacilina con 49 cepas sensibles y una cepa intermedia. Con la 

combinación sulfametoxasoVtrimetoprim se manifestó que 44 cepas 
resultaron sensibles y 6 con sensibilidad intermedia. Es interesante 
observar que existe una sensibilidad disminuida con relación a penicilina, 

ya que solo 33 cepas fueron sensibles, 14 presentaron sensibilidad 
intermedia y 3 de ellas fueron resistentes. La utilización de netilmicina 
mostró que 19 cepas fueron sensibles, 11 con sensibilidad intermedia y 

20 presentaron resistencia marcada. Los antimicrobianos a los cuales se 
presentó menor sensibilidad fueron gentamicina con 2 cepas sensibles, 7 
cepas con sensibilidad intermedia y 41 cepas resistentes, enoxacina con 
3 cepas sensibles, 21 cepas intermedias y 26 cepas resistentes y 
eritromicina con 7 cepas sensibles, 30 cepas con sensibilidad intermedia 
y 13 cepas resistentes {Cuadro 5). 

El porcentaje de los resultados antes mencionados puede observarse en 
el cuadro 6 y gráfica 1. 
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Cuadro S 
NUMERO DE CEPAS SENSIBLES DE 

Conncbactcrium pscudotubcrculosis 
A LOS ANTll\flCROBJANOS 

ANTIBIOTICO SENSIBLE INTERMEDIO RESISTENTE 

AMIKACJNA 

AMPICILINA 

CEFALOTINA 

CEF11l!AXONA 

CLORANIFENICOL 

DICLOXACILINA 

ENOXACINA 

ERITRmUCINA 

GENTAMICINA 

NETILMICINA 

PENICILINA 

SULFAMETOXASOL 

TRIMETOPRJM 

40 

47 

50 

41 

49 

19 

33 

6 4 

3 o 

o o 

o 

9 o 

o 

21 26 

30 13 

7 .u 

11 20 

14 

6 o 
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Cuadro 6 
PORCENTAJE DE LA SENSIBILIDAD DE LAS 50 CEPAS DE 

Corynebactcrium pscudotuhcrculosis 
A LOS ANTil\llCROBIANOS 

ANTIBIOTICO SENSIBLE INTERMEDIO RESISTENTE 

(%) (%) 

AMIKACINA 80 o 12.0 8.0 

AMPICILINA 94.0 6.0 () 

CEFALOTINA 100.0 o o 

CEFTRIA..XONA 98.0 2.0 () 

CLORANFENICOL 82.0 18,0 o 

DICLOXMHCINA 98.0 2.0 o 

ENOXACINA 6.0 42.0 52.0 

ERITROMICINA 14.0 60.0 26.0 

GENTAMICINA 4.0 !Hl 82.0 

NETILMICINA '!8.0 22.0 40.0 

PENICILINA 66.0 28.0 6.0 

SULFAMETOXASOL 
TRIMETOPRIM 88.0 12.0 () 



GRAFICA 1 

SB'lilBIJOOIE C. ¡md:1t.tm:Ua;is ADFERE:NIES NJTIMCR'.BA\\'.S (&> CE"AS) 

AMIKACINA 

A AMPICILINA 

N CEFALOTINA 

~ 11 
T 

'° 1 CEFTRIAXONA 
M CLORANFENICOL 
1 
e DICLOXACIUNA 
R 
o ENOXACILINA 

B ERITROMiCINA 
1 
A GENTAMICINA 
N 
o NETILMICINA 

s PENICILINA 

SULFAMETOXASOUTRIMETOPRIM 

~ , 
1 

' l!il\~iliHllilmi!l2'1
1 1 

' ' ~Rl~~@Hl!M.,. 
-~~ff.Wr&!i 

-~..._rliríit't!!~¡ 

1 ·'· i , : ! JIJ - . i • 1 i • 1 
f8íll@?&~! 1 •• 

...._ ' 1 ' 1 1 ! ''"'".if,lf~-~~~·~. ~''~º'ili';~~~ . . ! .1. -~, .. ~~ ~ ~. ~ ~- ~, = ·--, ' --, '""' . -~ ... 1~ : 1 

~eJ.Ja®!WhiíMM>~~ 
L-~' -·-f----:~--L...____f---~--~----1--

o 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 

% PORCENTAJE 



30 



DISCIJSION 

En el presente estudio se intenta ofrecer información sobre sensibilidad 

de cepas existentes en México, cspecificamente en el Estado de 

México, a los antibióticos utilizados en forma común. 

Debido a la falta de información referente a la sensibilidad de las cepas 

de Corynebacterium pseudotuherculosis en México se decidió hacer 

una evaluación sobre 50 cepas. 

Se ha considerado que Corynrlrncterium 11se11dot11herc11losis es 
refractario a la terapia antibiótica porque el absceso caseoso que se ha 

producido por la infección está densamente encapsulado. Sin embargo, 
la aplicación de antibióticos como cefalotoína, ceflriaxona, 
dicloxacilina, ampicilina y la combinación sulfametoxasol/trimetoprim a 

los cuales existe sensibilidad " in vitro " por parte del microorganismo, 
podrían también ser eficaces contra el microorganismo " in vivo " si se 

aplicaran en· un estadio temprano de la infocción Trabajos previos 

(Chikamatsu, 1989), han revelado que los anticuerpos 

anti-Corynehacterium 11se11dotuherc11losis están en niveles bajos en 

ovejas menores de un año de edad, y la proporción se incrementa 

signiticílfivanwntc en aquellas que cumplen l aiio uc i:dad. Esto 

sugiere que la infección por Con·nehacterium 11semfotuherc11losis 

ocurre mayormente en ovejas de alrededor un ailo ue edad. 

Un estudio sobre la reducción en la ocurrencia de linfadenitis caseosa 

pur aplicación de anibióticos en ovejas de un año de edad, 
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especialmente después de la primera trasquila, está en desarrollo. (Zhao, 
1991). 

Los resultados concuerdan en muchos aspectos con reportes previos en 

los que se muestra una alta sensibilidad para cefalosporinas, ampicilina, 

amikacina, dicloxacilina y sulfas. 

Se puede considerar que la sensibilidad mostrada está dada por que 

algunos de estos antimicrobianos no se utilizan en forma rutinaria en 
medicin¡i veterinaria, por lo que el contacto que se tiene .entre el 

microorganismo y el agente antimicrobiano no ha permitido el desarrollo 
de factores de resistencia. Además no se ha logrado demostrar la 

existencia de bacteriófagos que puedan transferir información de 

resistencia contra estos antimicrobianos para Con·nebnl'tcrium 
pseudotuberrnlosis. 

Existen diferencias notorias en cuanto al porcentaje de sensibilidad para 
antibióticos como gentamicina y eritromicina. 

La resistencia mostrada para eritromicina y los aminoglucósidos como 

gentamicina, netilmicina y amikacina es atribuible a la capacidad de los 

microorganismos a desarrollar rcsi>tcncia cruzada contra 

antimicrobianos de un mismo grupo, por lo que bastaría el contacto con 

un antimicrobiano para desarrollar resistencia contra algunos de los 

antibacterianos del grupo. Este contacto es conscceancia de la 

utilización de antibióticos como gentamicina en la terapia cotidiana o su 

utilización en las raciones alimenticias como promotores de crecimiento. 

Se ha considerado en el presente trabajo la importancia de conocer la 
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concentración mmtma inhibitoria como un factor determinante en la 

obtención de efectos adecuados. Es de importancia recalcar que la 

adición de antimicrobianos en las raciones, con una concentración 

menor a la necesaria, permite el desarrollo de resistencia para algunos 

microorganismos, ya que estos niveles de antibióticos no logran 

eliminar a ciertos microorganismos, pero permite el contacto continuo 

con ellos. 

El uso indiscriminado de antimicrobianos en la producción animal no 

solo propicia cepas resistentes en forma directa, sino que permite a 
través de bacteriófagos la transferencia de información de resistencia de 

un género a otro aumentando en gran proporción la probabilidad de 

desarrollar dicha resistencia. Para el caso de Corynehacterium 

pscndotnhcrrulosis se ha demostrado la existencia de bacteriófagos 

que transmiten resistencia contra aminoglucósidos. Entonces, se puede 
pensar que la resistencia para gcntamicina, critromicina, cnoxacina y 

netilrnicina no se establece únicamente por el contacto de 

Con·nebactcrinm pscudotuberculosis con los antimicrobianos, sino 

· que cabe la posibilidad de que esté dada por la información genética de 

otros géneros bacterianos que tienen un contacto más continuo con 

ellos. 

Es importante 111ostrar estas diferencias si se pretende tener una 

elección adecuada de antimicrnbíanos, dosis y tiempo de exposición 

para cepas nacionales de Cor1·1wbarteri11111 psendotubrrculosis. 

Esta recomendación es considerando que regulam1ente se encuentran 
lesiones muy crónicas en ovinos y caprinos normalmente u nivel de 



rastro, en donde el microorganismo está localizado dentro de los 

macrófagos y que requiere posiblemente la administración prolongada 

de antimicrobianos específicos para obtener buenos resultados o tal vez 
pensar en evitar que se presente la infección utilizando estos datos para 
instaurar un tratamiento preventivo. 
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CONCLUSIONES 

1. Existen diferencias en la sensibilidad a los antimicrobianos por parte 

de las cepas aisladas en México, especificamentc en el Estado de 

México, en relación a las cepas de Canadá y Estados Unidos. 

2. La diferencia radica especialmente en un nivel de resistencia para 

antibióticos como gcntamicina y eritromicina. 

3. La sensibilidad a antimicrobianos es muy similar para cefalospori­
nas, ampicilina y dicloxacilina. 

4. Es posible observar una sensibilidad disminuida para penicilina 

en relación a reportes nacionales y extranjeros. 

5. Existe la posibilidad de instaurar un tratamiento preventivo con 

los antímicrobianos más efectivos inmediatamente después de la 

primera trasquila o en los estadios tempranos de la infección y 

manteniendo las medidas de control conocidas. 

6. Se debe determinar la sensibilidad de la cepa infectantc en cada 

rebaño a fin de conocer la sensibilidad real y elegir el tratamiento más 

eficaz utilizando esta sencilla pntcba " in vitro ". 
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