Nota de Investigacion

SENSIBILIDAD DE ALIMENTOS DE Pasteurella haemolyticaY Pasteurella
multocida AISLADAS DE BOVINOS Y OVINOS A VARIOS AGENTES
ANTIMICROBIANOS

Las enfermedades respiratorias en los
rumiantes pueden ser ocasionadas por
diversos gérmenes patdgenos, entre
los que destacan Pasteurella haemoly-
tica y Pasteurella multocida por su
importancia en las condiciones neumo-
nicas de bovinos y ovinos (Wrey and
Morrison, 1983). Estos microorganis-
mos han sido aislados con frecuencia
del aparato respiratorio de animales
neumdnicos y en ocasiones de tejidos
no neumonicos (Allan ycol., 1985).

El control de la pasteurelosis depen-

de en gran parte del uso de agentes
antimicroblanos (Fales vy col., 1982;
Zimmerman and Hirsh, 1980), debido a
io ineficaz que ha resultado fa vacuna-
cién (Panciera y col., 1984). Sin
embargo, se ha informado del aisla-
miento de cepas de Pasteurella que son
resistentes a uno o mas antibiéticos
(Chang and Carter, 1976). Asimismo,
- en la actualidad se ha demostrado que
la resistencia multiple de P. haemolyti-
ca y P. multocida estd mediada por
plasmidos {Berman and Hirsh, 1978;
Zimmerman and Hirsh, 1980).
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Con base en estas observaciones el
propdsito del presente estudio fue
determinar los patrones de susceptibi-
lidad antimicrobiana y concentracion
minima inhibitoria de diversos aisla-
mientos de P. haemolytica vy P.
multocida.

Se trabajd con un total de 57
aislamientos de P. haemolytica, de los

‘cuales 38 procedian de exudados

nasales de ovinos, 19 de pulmonas
neumonicos de becerros; y 13 aisla-
mientos de P. multocida de pulmones
neumonicos de becerros.,

Para determinar la susceptibilidad
de estos aislamientos a varios agentes
antimicrobianos se realizaron antibio-
gramas (ABG), después se determind
la Concentracién Minima Inhibitoria
(CMI) por la técnica de microdilucion
en caldo.

Antibiogramas (ABG). Se utilizaron
multidiscos comerciales” que conta-
ban con los siguientes antibiéticos:
acido nalidixico, ampicilina, cefalospo-
rina, cloramfenicol, eritromicina, fura-
dantina, gentamicina, cefotaxima, coli-
micina, penicilina, sulfametoxazol-tri-
metoprim y tetraciclina.

Preparacion del in6culo: Se tomaron
cuatro o cinco colonias de cada uno de
los aislamientos a probar, para ser ino-
* Productos BIOCLIN, S.A.
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culados en tubos que contenian 5 mi de .
caldo de soya tripticaseina**, estos
fueron incubados durante4 h a 37°C en
bafio Maria hasta alcanzar una turbidez
comparativa con el estandar 0.5 de
McFarland. Con un hisopo estéril
impregnado de la suspensién bacteria-

na, se estrié en tres direcciones la caja

de Petri de 150 mm de diametro con
agar Mueller-Hinton™ con un espesor
de 4 mm. Las placas se dejaron secar 5
min a temperatura ambiente para
después colocar los multidiscos e
Jincubarse 18 h a 37°C. Las zonas de
inhibicion fueron medidas e interpreta-
das de acuerdo a l0s patrones de Barry
y Thornsberry (1980).

Concentracion Minima inhibitoria
(CMh . Se determiné la CMI de las

cepas deP. haemolytica y P. multocida

para los siguientes agentes antimicro-
bianos: acido nalidixico, carbenicilina,
cloramfenicol,

solventes y diluyentes recomendados
(United States Pharmacopeia XX, 1980,
‘Anhalt and Washington il, 1980).

. La preparacion del
idéntica a la realizada en los antibiogra-
mas; sin embargo, una vez alcanzada la
turbidez deseada se efectud una dilu-
¢ién 1:20 con caldo de soya tripticasei-
na con lo que quedé una concentracion
bacteriana de 2x10°UFC. Se emplearon
microplacas de 96 pozos con fondo en
“U”, en ellas se colocé una solucion
del antibiético a probar con cada uno
.de los aislamientos de P. haemolytica y
P. multocida. Se utilizé una concentra-
cién de 123 ug/ml, de esta solucioén se
colocaron 100 ul en-los primeros pozos
horizontales, en los pozos restantes se
colocaron 50 yl del diluyente apropia-
do; después se efectuaron diluciones
‘dobles del antibiético hasta una con-
centracién de 0.064 ug/mi. Por Ultimo
.se colocaron en cada pzo 50 ul del
‘indculo, de esta manera se trabajé con
,concentracuones antimicrobianas de 64
K B|OXON DE MEXICO, S.A.
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dicloxaxilina, eritromi-
cina y gentamicina; se empiearon los’

inéeulo fue

'20.032,ug/mi y con una concentracion

_bacteriana de 1x10% UFC. Las micropla-
‘cas s$e incubaron por 18 h a 37°C en
medio himedo para leerse e interpre-
tarse segin las recomendaciones de
Gavan y Barry (1980).

Antibiogramas (ABG). Los resulta-

~dos de resistencia, mediana sensibili-

dad y sensibilidad se muestran en el
Cuadro 1. Los aislamientos de P.
haemolytica obtenidos de bovinos
mostraron resistencia a cefalosporina
{42.1%), tetraciclina (47.3%), eritromi-
‘cina (31.5%); y menor del 27% para
cefotaxima, acido nalidixico, furadan-
tina, gentamicina, colimicina y sulfa-
metoxazol-trimetoprim. En las cepas
de P. haemolytica de ovino la resisten-
cia fue de 31.5% a cefalosporina,
39.4% aeritromicina, y menores a 16%
los antimicrobianos restantes. P. mul--
tocida mostré resistencia del 61.5% a
colimicina, 23.0% a eritromicina,
15.3% a cloramfenico! y tetraciclina, y
7.6% a cefatoxima, cefalosporina y
furadantina; existié una completa sus-
ceptibilidad al acido nalidixico, genta-
micina y sulfametoxazol-trimetoprim.

En su totalidad los aislamientos de
P. haemolytica y P. multocida mostra-
ron un 100% de resistencia a la
penicilinay ampicilina.

Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI). Las concentraciones requeridas
para inibir el desarrollo del 50, 75 y
90% del namero total de aisiamientos
probados se muestran en el Cuadro 2
asi como la actividad comparativa
hacia los seis agentes antimicrobia-
nos. El 90% de los aisiamientos de P.
haemolytica de ovino fueron inhibidas
con las concentraciones siguientes:
gentamicina (4ug/mi), carbenicilina y
dicloxacilina (16 ug/ml), eritromicina
(32 ug/ml) y acido nalidixico y cloram-
fenicol (64 ug/mi). Para P. haemolytica
de bovinos el 90% de las cepas fueron
inhibidas con gentamicina (18 ug/mi),
carbenicilina (32 ug/ml) y acido nalidi-
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CUADRDO

1

PORCENTAJES DE SENSXBILIDAD; MEDIANA SENSIBILIDAD Y RESISTENCIA A DIVERSOS AGENTES ANTIMICROBIANOS EN
AISLAMIENTOS DE Pasteurella haemolvtica y Pasteurella multocida MEDIANTE LA PRUEBA DE ANTIBIOGRAMA

Cepas . AGENTES ANTIMICROBIANOS, %

cT_Iwx [aplce | cE | ET | FD 6T lcM JeN| ST | TC
i |Ph de bovino [19 |26.3 |21.0 |100 |42.1 | 0 |31.5 |10.5 |10.5 |26.3 [100/21.0 |47.3
£ |Ph de ovino (38 [15.7 | 7.89 [100 [15.7 | 2.63 {39.4 |10.52 | 2.63 | 5.26 |100 {13.1 |13.1
3 |Pm de bovino (13 | 7.6 [0  |100 | 7.6 |15.3 |23.0 | 7.6 | 0 |61.5 [100| O |15.3
E;z
Z0|Ph de bovino (19 [10.5 [15.7 | 0 (26.3 | 5.2 [52.6 | 5.2 | 0 0 0| 5.26 | 21.0
=2lph de ovino (38 [10.5 [13.1 | 0| 7.89 39.4 | 2.6 | 5.2 |18.4 | 0 7.8 |18.4
f‘é; Pm de bovino |13 |46.1 [23.0 | 0 [30.7 69.2 | 0 7.6 | 7.6 30.7 |15.3
£ |ph de bovino (19 [63.1 [63.1 | o0 |31.5 |94.7 |15.7 |sa.2 |s9.4 |73.6 | o0[73.6 |31.5]
= [Ph de ovino 38 |73.6 [73.9 | 0 |76.3 |97.3 |21.0 |86.8 [92.1 |76.3 | 0 [78.9 |68.4
G |Pm de bovino |13 [46.1 [76.9 | 0 [61.5 [34.6 | 7.6 [92.3 [92.3 [30.7 | 0 [69.2 |69.2

.CT: cefotaxima (30 mg), NX: &cido
meg), CF: cloranfenicel (30 mcg),

nalidixico (30 mcg), AP: ampicilina (10 mcg), CP: cefalosporina (30
ET: eritromicina (15 mcg), FD: furandantina (300 mcg), GT: gentami-

cina (10 mcg), CM: colimicina {10 mcg), PN: penicilina (10 U}, ST: sulfametoxazol-trimetoprim (25 meg)
TC: tetraciciina (30 mcg).

Ph: Pasteurelia haemolytica

Pm: Pasteurella multocida




CUADRO 2

ACTIVIDAD COMPARATIVA DE AGENTES. ANTIMICROBIANOS SOBRE
Pasteurella haemolytica Y Pasteurella myltocida
ACTIVIDAD (ug/ml)

ANTIMICROBIANG RANGD CMI CMI50 CMI?5 CMI90 ORIGEN
Ac. Nalidixico 0.0312 - 64 8 32 64 Pho
0.0312 - 64 4 16 64 Phb
0.0312 - 64 8 32 64 Pmb
Carbenicilina 0.0312 -~ 64 1 4 16 Pho
0.0312 - 64 4 16 32 Phb
0.0312 - 64 4 16 32 Pmb
Clorafenicol 0.0312 - 64 1 32 64 Pho
0.0312 - 64 8 64 64 Phb
0.0312 - 64 32 64 64 Pmb
Dicloxacilina 0.0312 ~ 16 4 8 16 Pho
0.0312 ~ 64 4 16 64 Phb
1~ 64 8 64 64 Pmb
Eritromicina 0.0312 - 64 1 8 32 Pho
0.0312 - 64 1 16 64 Phb
0.0312 - %4 8 32 64 Pmb
Gentamicina 0.0625 - 32 2 4 Pho
0.0312 - 8 1 Phb
0.0312 - 8 2 4 Pmb

CMI: Concentracidn Minima Inhibitoria.

Pho:

Phb:

Pmb:
xico, cloramfenicol y dicloxalina vy
eritromicina (64 ug/mlj. Por Uitimo, el
90% de los aislamientos de P. multoci-
da fueron inhibidas a la concentracion
de: gentamicina (14 ug/mi), carbenici-
lina (32 ug/ml) vy acido nalidixico,
cloramfenicol, dicloxacilina y eritromi-
cinaab4 ug/mi.

Al tomar como base {os patrones de
Barry y Thornsberry (1980), se determi-
nd el porcentaje de cepas resistentes
{Cuadro 3), existié un menor grado de
resistencia hacia la gentamicina, en
donde en la mayoria de los casos no se
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Pasteurella haemolytica de ovino.
Pasteurella haemolytica de boving,
Pasteurella myltocida de bovino.

sobrepaso el 50% de resistencia; sélo
fue mayor en los casos de P. haemoly-
tica (53%) hacia la dicloxacilina y P.
multocida (67, 72 y 84%) hacia la
eritromicina, dicloxacilina y cloramfe-
nicol en forma respectiva.

Este estudio demostrd que el 100%
de cepas de P. haemolytica y P.
multocida son resistentes a penicilina
y ampicilina mediante la prueba de
ABG. Diversos autores han encontrado
porcentajes variables de resistencia de
estos microorganismos a tales antibio-
ticos (Chang y Carter, 1976; Chakrabar-



CUADRO 3

COMPARACION DE LA RESISTENCIA A AGENTES ANTIMICROBIANQS ENTRE LAS
CEPAS DE Pasteurella haemolytica y Pasteurella multocida.

PORCENTAJE  DE RESISTERCIA

( BASADO EN CMI )

AGENTES ANTIMICROBIANOS . Pho Phb Pmb
Acido Nalidfixico 38.5 -21.0 38.5
Carbenicilina 9.0 22.0 26.0
Cloranfenicol 26.0 38.0 84.Q
Dicloxacilina 48.0 53.0 72.0
Eritromicina 28.0 41.0 67.0
Gentamicina 3.0 12.0 8.0
CMI: Concentracién Minima Inhibitoria.

Pho:
Phb:
Pmb:

ti y col., 1978; Martin and Meek, 1981;
Utah y col., 1981; Davidson and Bavish,
1982; Fales v col., 1983; Allan v col.,
1985 los cuales se han incrementado
con el transcurso del tiempo y con su
uso. Sin embargo, en México no se
tienen datos acerca de anteriores
estados de resistencia para estas bac-
terias. Zimmerman vy Hirsh (1980
informan que P. haemolytica contiene
plasmidos no conjugables que codifi-
can para la resistencia a la penicifi-
na, ampicilina, tetraciclina y estrepto-
micina; también mencionan la reciente
aparicion de cepas de P. haemolytica y
P. multocida aisladas de casos clinicos
en el Norte de California que demostra-
ron idénticos patrones de resistencia a
los antibidticos ya mencionados. La
resistencia a la penicilina por parte de
estas bacterias, asi como a otros
antimicrobianos que poseen el anillo
B-lactamico, estd dada por la capaci-
dad de los plasmidos para codificar la

Pasteyrella haemolytica de ovino,
Pasteurella haemolytica de bovino,
Pasteurella myltocida de bovine.

produccién de la enzima B-lactamasa,
aun cuando la sensibilidad depende de
la afinidad de la enzima por el sustrato
{(antibidtico).

Los aislamientos aqui estudiados
mostraron un patron de resistencia
variable frente a la dicloxacilina vy
carbenicilina, fueron mas susceptibles
a esta Ultima debido quiza a que la
carbenicilina es una penicilina de
amplio espectro susceptible a la peni-
cilinasa, lo que no ocurre con Ila
dicloxacilina. Estos hechos asociados
con la resistencia hacia la penicilina,
hacen pensar en la posible existencia
de la enzima B-lactamasa por parte de
estos microorganismos.

La resistencia de P. haemolytica
hacia la tetraciclina ha sido demostra-
da por diferentes autores (Martin and
Meek, 1981; Davidson and Bavish,
1982; Fales ycol., 1982; Martin vy col.,
1983), asi como la existencia de un
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‘plasmido que codifica para esta resis-
tencia {(Rimerman and Hirsh, 1980.
Los datos presentados aqui indican
que hay un mayor numero de aisla-
mientos de P. haemolytica de bovinos
que son resistentes a la tetraciclina en
comparaciéon con los aislamientos de
origen ovino. El procentaje de resisten-
cia encontrado en este estudio para los

“aislamientos de P. haemolytica de

ovinos y de P. multocida son similares
y concuerdan con los descritos por
otros autores (Martin and Meek, 1981;
Davidson and Babish, 1982; Martin vy
col., 1983).

Para la eritromicina, el 67% de los
aislamientos de P. multocida mostra-

ron resistencia, lo que contrasta con el .

26% de Davidson y Babish (1982, sin
embargo el porcentaje de resistencia
de P. haemolytica fue similar al
notificado por estos autores. Por otra
parte, se ha informado que existe un
bajo porcentaje de aislamientos de
Pasteurslla sp. resistente a la gentami-
cina {(Davidson and Babish, 1982;
Fales y col.,, 1982 en el presente
trabajo se obtuvieron porcentajes simi-
lares. '
En el caso de cloramfenicol se
observa discrepancia entre los datos
obtenidos del ABG y CMI, debido quiza
-al caracter cuantitativo de esta Uitima
prueba. o
- Debido a la existencia de evidencias
sobre la creciente resistencia de estos
microorganismos a diversos agentes
quimioterapelticos, se presenta enton-
ces el problema de la seleccion de un
antibi6tico, este procedimiento es
complejo pues se requiere de un buen
criterio clinico y de un conocimiento
detallado de factores farmacologicos y
microbiolégicos. Las pruebas de sensi-
bilidad in vitro tienden a orientarnos
sobre el patrdn de sensibilidad que
‘muestra determinada bacteria; cuando
estan indicados los agentes antimicro-
bianos, el objetivo es elegir una droga

que sea selectiva para el microorganis-
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mo infeccioso y que tenga el menor

potencial posible para causar toxicidad
o reacciones alérgicas en el animal
tratado, ademas de considerar la
accesibilidad y costo del producto
elegido.

En conclusidon los aislamientos
estudiados de P. haemolytica y P.
multocida obtenidos de bovinos vy
ovinos presentaron una resistencia
total hacia la penicilina y ampicilina, y
una resistencia variable a los antimi-
crobianos restantes; queda por demos-
trar si la resistencia de estos microor-
ganismos esta dada por la existencia
de la enzima B-lactamasa y en caso de
ser asi, si ésta es de tipo consitutivo o
inducido.
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