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1.1 Infecciones bacterianas superficiales en el hombre

La piel es el drgano mas grande del cuerpo humano o animal, ocupa aproximadamente 2
m’ y su espesor varia desde 0,5 mm hasta 4 mm. Actla como una barrera protectora,
pudiendo aislar el organismo del medio que lo rodea, protegiendo y ayudando a mantener
integra sus estructuras. Estd formada por dos capas diferentes: la epidermis que es la capa
mas externa vy cubre la capa de tejido conectivo llamada dermis. Cada una de ellas tiene
funciones y componentes diferentes que se interrelacionan para formar asi lo que se
denomina “la primera linea de defensa”. De la piel dependen ciertas estructuras llamadas
anexos cutaneos que son los pelos, las ufias, las glandulas sebaceas y sudoriparas (Figura 1). La
mayoria de los microorganismos que forman la microbiota habitual (Tabla 1) de este érgano se
asocian directa o indirectamente a dichas estructuras, las cuales le proporcionan un habitat
propicio para su desarrollo. En condiciones normales se encuentran de 10° a 10°
microorganismos/ cm?, sin embargo los recuentos pueden aumentar a 10°/cm? en las &reas
himedas del cuerpo, como las axilas y la ingle. La higiene y el lavado adecuado de la piel
pueden disminuir los recuentos hasta un 90%, pero se vuelve a las cantidades normales dentro
de las 8 horas. Ciertos factores estan implicados en el crecimiento bacteriano a nivel cutaneo.
Dentro de ellos se destaca: la sequedad, el pH bajo y las sustancias inhibitorias (compuestos
bactericidas y bacteriostaticos) producidas por la piel. A pesar de esto, la piel presenta un
conjunto de microorganismos que pueden convivir con el huésped en estado normal, sin

causar dafio o provocar una enfermedad.

Pelo

Glandula sebasea

Epidermis

Dermis

Glandula sudoripara

Figura 1: La piel y sus estructuras principales. Fuente: www.adam.com
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1.1.1 Tabla 1: Microbiota habitual de la piel

Bacterias Gram positivo Bacterias Gram negativo
Cocos Bacilos
Staphylococcus epidermidis Coliformes
Staphylococcus aureus Proteus
Sarcinas Acinetobacter
Micrococcus

Streptococcus alfa hemoliticos
Streptococcus gamma hemoliticos
Enterococcus

Bacilos

Difteroides
Bacillus subtilis
Propionobacterium

Esta microbiota habitual se adquiere con rapidez durante y poco después del nacimiento, y
cambia de constituciéon en forma permanente a lo largo de la vida. Tiene como funcion
principal prevenir la colonizacion de otros microorganismos potencialmente patégenos,
gracias a la produccién de factores con actividad antibacteriana, tales como bacteriocinas en
algunos casos, productos de desecho metabdlico que sumados a la falta de oxigeno disponible

impiden el establecimiento de otras especies (54).

Hay seres humanos que presentan un riesgo especifico de contraer infecciones de piel, tal
es el caso de individuos diabéticos, que poseen una irrigacidon cutanea disminuida, en especial
en las manos y en los pies; y los enfermos de SIDA, que presentan un sistema inmunoldgico
deprimido. No obstante la piel dafiada por los rayos solares, los macro o micro traumas con
objetos, las rascaduras u otra irritacion, predisponen a una persona a sufrir una infeccion (67).
Dentro de las denominadas infecciones de las heridas externas, se incluyen las asociadas con
una lesiéon traumatica o con ulceras por decubito (escaras), picaduras o mordeduras de

animales o de personas, o cuerpos extrafios en la piel o las mucosas (37).

Diferentes bacterias son responsables de la contaminacion y colonizacién de heridas, o de
infecciones clinicas. Las bacterias como Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Micrococcus luteus, Streptococcus uberis, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae, frecuentemente se aislan de las heridas de piel en el

hombre (30).
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S. aureus es la principal especie patdgena de su género y es causa comun de diversas
infecciones, tanto de origen comunitario como hospitalario. Causa infeccién de piel y de
tejidos blandos (SSTI), entre otras. Muchas cepas de S. aureus han desarrollado resistencia a
los agentes antibacterianos disponibles, creando un serio problema en la microbiologia
médica. Los antibidticos B-lactdmicos son las drogas de eleccion para el tratamiento de
infecciones causadas por S. aureus. La resistencia a compuestos B-lactamicos hace referencia a
meticilina, oxacilina, nafcilina, cloxacilina y dicloxacilina. Aunque el término resistencia a
meticilina incluye resistencia a derivados [B-lactamicos, las cepas bacterianas presentan en
general resistencia multiple a varios grupos de antibidticos. A través de diversos mecanismos
presentan resistencia a cloranfenicol, tetraciclinas, macrélidos, lincosaminas, aminoglucdsidos
y quinolonas. Las infecciones causadas por cepas de S. aureus resistentes a meticilina (SARM)
pueden ocasionar una amplia variedad de sintomas dependiendo del area del cuerpo afectada.
Estas incluyen heridas de cirugia, quemadauras, sitios de insercién de catéter, ojos, piel y sangre

(18).

S. epidermidis produce infecciones que normalmente son adquiridas en el hospital como
resultado de la contaminacion de cortes quirudrgicos con los microorganismos presentes en los
pacientes o en el personal del hospital. Por otro lado, las bacterias pertenecientes al género
Enterococcus suelen encontrarse formando parte de la microbiota de piel, del aparato genito-
urinario y del gastrointestinal; por esto, las infecciones ocurren a partir de estas ubicaciones
(7). Ademas, las infecciones por P. aeruginosa, son la complicacion mas seria en los pacientes
con quemaduras, seguida por las infecciones a K. pneumoniae, E. coli, entre otros

microorganismos patégenos (2; 40).

1.2 Mastitis bovina

La mastitis bovina es una reaccidn inflamatoria de la glandula mamaria (Figura 2) que
produce alteraciones fisicas y quimicas en la leche, aumento en el ndmero de células
somaticas por la presencia de microorganismos patdgenos y finalmente cambios como la
pérdida de la funcionalidad. Esta reaccion inflamatoria ocurre como consecuencia de la
respuesta de los tejidos a lesiones traumaticas, a sustancias irritantes y la presencia de agentes

infecciosos que han logrado colonizar el tejido secretor (13).
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Figura 2: Bovino con mastitis. Fuente: www.infoagroisp.com

Es importante considerar que se trata de una enfermedad multifactorial, dénde uno de los
factores mas importantes a tener en cuenta es la nutricién del animal (31), ya que la
deficiencia en energia y proteinas debido a una mala nutricién ejerce un efecto directo sobre
la salud de la ubre de la vaca (63). Otros factores que intervienen favoreciendo la produccion
de la enfermedad son el medio ambiente y el agente causal, jugando el hombre un papel

decisivo (59).

Es una enfermedad de distribucion mundial y ha sido catalogada como la mas costosa de
todas las enfermedades que afectan al ganado lechero. Adicionalmente, la mastitis causa
alteraciones en la composicidbn y como consecuencia tiene un impacto negativo en el
rendimiento y calidad de la leche, asi como también la vida util de los productos derivados
(56). La produccion lechera en Argentina tiene lugar principalmente en la regiéon pampeana,
abarcando las provincias de Buenos Aires, Cérdoba, Santa Fe, Entre Rios y La Pampa, donde se
encuentran las principales cuencas lecheras y practicamente la totalidad de los tambos e

industrias del sector (15).

Se han identificado mas de 80 agentes etioldgicos, incluyendo especies de bacterias,
hongos, micoplasmas y algas. Esta condicion multietioldgica y la ubicuidad en el ambiente de
algunos de los microorganismos causantes de la enfermedad hace imposible la erradicacién de

la misma (3).

El grado de infeccion puede variar mucho, desde subclinico hasta clinico, en sus diversas

formas, dependiendo de la severidad con la que la ubre reaccione a la fuente de irritacion (29).

Existen programas de control de mastitis desarrollados desde la década del 60, y se basan

en la higiene durante el ordefio, incluyendo desinfeccion de pezones post ordefio, terapia
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antibidtica en el periodo de lactancia y al inicio del periodo seco, y descarte de vacas con

infeccidn crdnica (16). Estos programas permiten reducir la enfermedad a niveles aceptables.
1.2.1 Patogénesis

El cardcter, la intensidad y el tiempo de aparicion de los sintomas clinicos, asi como la
duracién de la inflamacidn de la ubre estad determinada por:

- La patogenicidad y virulencia del agente causal.

- Los mecanismos de defensa de la vaca.

- El nivel funcional de la glandula mamaria.

- La efectividad de un tratamiento.

Como resultante de la interaccién de factores favorables un agente patdégeno puede
infectar una ubre. La entrada y penetracién de una cepa patdgena en la glandula se inicia a
través del canal del pezdn, pasando por la cisterna del pezdn hacia la cisterna de la glandula y
de alli se dirige a los conductos lacteos para llegar a los espacios alveolares (Figura 3). Esa via
de infeccidn galactégena es la mas importante para casi todos los agentes patdogenos de la

mastitis (63).

Alveolo
/,,./— Lobulo
/
—_— Conductos lacteos
= - )
e Samr - <
Cisterna del anillo Cisterna de la gldndula
/
Cisterna del pezén
\

Canal del pezén

Figura 3: Glandula mamaria. Fuente: http://buenaspracticasdeordenoanaely.blogspot.com

De los dafios mas notables a nivel de tejido glandular se destacan la congestién capilar,
edematizacidon del tejido secretor y obstruccion de los conductos intralobulares. También
existe alteracién a nivel capilar que produce cambios en la composicion de la leche (25), como
por ejemplo:

e Disminucién de la calidad y cantidad de caseina sintetizada.

e Disminucién de la grasa butirosa.

e Disminucion de la lactosa.
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e Aumento de la concentracién de sodio.

e Aumento de los cloruros.

e Aumento de las proteinas del suero sanguineo.
e Aumento de enzimas.

e Aumento de las células somaticas.

La contaminacién de las manos de los ordefiadores, los pafios de lavado y las copas de los
aparatos de ordefo pueden diseminar con rapidez la infeccidn a los pezones de otros animales

por la leche procedente de cuartos infectados (49).

1.2.2 Clasificacion

Desde el punto de vista de los signos que produce, la mastitis se divide en clinica y subclinica.
1.2.2.1 Mastitis clinica

La mastitis clinica es la enfermedad mds comun y mas costosa en la produccion de leche de
los paises industrializados (43). Esta forma de infeccién intramamaria se caracteriza por
anormalidades visibles en la ubre y/o en la leche, cuya severidad varia mucho en el transcurso
de la enfermedad. Pueden observarse cuartos enrojecidos o hinchados, o bien, palparse

endurecidos (1).
La mastitis clinica es causada generalmente por estafilococos, estreptococos y coliformes.
Segun su grado de severidad este tipo de mastitis puede ser clasificada como:

v Mastitis clinica subaguda: la inflamacion caracteristica es levemente clinica y
se encuentran alteraciones menores en la leche como grumos, fléculos o
aspecto aguado. El cuarto afectado puede presentar leve hinchazén y
sensibilidad al tacto. Puede que exista la posibilidad de reducciéon en la
produccién de leche. No se presentan signos sistémicos de la enfermedad.

v Mastitis clinica aguda: el cuarto afectado presenta enrojecimiento, hinchazén,
endurecimiento y sensibilidad al tacto. La leche tiene aspecto anormal,
pudiendo ser purulenta, serosa aguada o sanguinolenta. La produccidn lactea
disminuye marcada y repentinamente. Pueden presentarse sintomas
generales como aumento de la temperatura rectal, pérdida del apetito, menor
actividad, disminuciéon de la funcién ruminal, pulso acelerado, deshidratacidn,

debilidad, temblores, diarrea y depresion.
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v Mastitis clinica hiperaguda: es una forma de inflamacién mamaria muy poco
frecuente que se caracteriza por acontecer muy rapidamente. Los sintomas
son los mismos que se presentan en la mastitis clinica aguda, pero con
expresion mucho mds severa. Ademads, se presentan signos como shock,
fibrosis en la ubre, septicemia, pérdida de la coordinacién muscular,

extremidades frias, reduccion del reflejo pupilar, entre otras (35).

1.2.2.2 Mastitis subclinica

Esta forma de mastitis es el tipo mas frecuente de infeccidon intramamaria caracterizada por
ausencia de signos clinicos en la ubre; la apariencia de la leche es normal sin que existan
cambios organolépticos en la misma (13). El nimero de células somaticas en la leche,
indicativo de la respuesta inflamatoria, se encuentra elevado al igual que el nimero de
bacterias, lo que va acompanado de una disminucién del nivel de produccién de secrecién
lactea, asi como de la alteraciéon de la composicion de dicho producto. Esta enfermedad es
sutil y dificil de corregir ya que la vaca parece saludable. Comunmente es de larga duracion,
dificil de tratar con terapia antibidtica, y puede servir como un reservorio para infectar a otros

animales en el rebafio lechero (32).

Es importante para los productores lecheros y sus asesores veterinarios enfocar su atencion

al control de la mastitis subclinica debido a que:

Es 15 a 40 veces mas prevalente que la mastitis clinica.

- Usualmente precede a la mastitis clinica.

- Es de duracidn prolongada.

- Es mas dificil de detectar debido a la naturaleza oculta de la enfermedad.

- Reduce significativamente la produccidn de leche.

- Afecta adversamente la composicidn de la leche.

- Constituye en reservorio de patdgenos causantes de mastitis que pueden

diseminarse a otras vacas del hato (46).

Los agentes asociados mas frecuentemente a esta infeccion subclinica son bacterias Gram
positivo, dentro de las cuales se destacan: S. aureus, Staphylococcus coagulasa negativo,

Streptococcus agalactiae y Streptococcus uberis (1).
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1.2.3 Etiologia

Los microorganismos causantes de mastitis proceden de la vaca y/o de sus alrededores; y
han sido clasificados de acuerdo a sus caracteristicas de distribucion e interaccién con el pezén

y su canal (16) como:

1.2.3.1 Patégenos contagiosos

La fuente principal dénde se albergan son los cuartos mamarios de las vacas infectadas. Se
transmiten de vaca en vaca generalmente durante el ordefio a través de las manos del

ordefador, los pafios de secado y las pezoneras (56).
Los microorganismos que recobran importancia en este grupo son:

e Staphylococcus aureus
No es un patdégeno obligado de la ubre, ya que puede encontrarse en lesiones de la
piel de los pezones, en las manos de los ordefiadores, en las camas; las prdacticas de
manejo pueden hacer que este agente etioldgico alcance el conducto del pezén y de
alli desencadenar una reaccidn inflamatoria (13). Puede causar tanto mastitis clinica
como subclinica. La infeccidn tiende a producir cicatrices, que resultan en sacos de
infeccidon cerrada en la ubre que son dificiles de alcanzar por los antibidticos, tales

sacos pueden romperse y abrirse a otras partes de la glandula mas tarde (24; 52).

e Streptococcus agalactiae
Este microorganismo es la causa mds comun de infecciones subclinicas pero muy rara
vez produce una enfermedad severa (mastitis aguda) (39). El mismo vive en la ubre de
la vaca y sobrevive solamente un corto periodo de tiempo por fuera de la glandula
mamaria. Se disemina principalmente durante el ordefio por medio de la maquina de
ordefo, las manos contaminadas del operador y telas utilizados para lavar la ubre. La
infeccion permanece en forma indefinida en la glandula mamaria de la novilla. S.
agalactiae, puede ser erradicado del hato con un tratamiento antimicrobiano
apropiado, combinado con buenas practicas de manejo. Aln con ésta caracteristica de
facil erradicacion, puede llegar a diseminar facilmente en el hato después de la compra

de un animal infectado (13).

e Mpycoplasma bovis
Es un patégeno poco comun en los tambos, pero ha sido aislado en Argentina. La

mastitis causada por este agente aparece repentinamente y es extremadamente
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contagiosa. La produccion lactea cae marcadamente, la enfermedad no responde a
antibidticos y puede estar acompanada de patologias respiratoria, reproductiva y
articular. El uso de jeringas intramamarias multidosis y la inadecuada desinfeccién de
la punta del pezdn favorecen el desarrollo de la enfermedad. Los tratamientos no son
de utilidad y los animales no desarrollan inmunidad, por lo que todos los animales

infectados deben ser aislados inmediatamente del hato (13).

1.2.3.2 Patégenos ambientales

El reservorio principal es el ambiente en el que viven las vacas. Estos microorganismos
provienen del suelo, heces, camas de los animales, aguas contaminadas y del alimento, entre
otras; y no dependen del momento del ordefio para ganar acceso al extremo del pezén.
Pueden provocar infecciones en cualquier momento, pero mds frecuentemente en el periodo
de seca y mas probablemente en el lapso peri-parto (56). Estos patdgenos son los principales
agentes causales de la mastitis clinica en la mayoria de las manadas lecheras (58). La mastitis
ocasionada por patégenos ambientales es el principal problema que afecta a muchos hatos

lecheros, que aplican un programa de control de los patdgenos contagiosos de la mastitis (47).

Estos organismos constituyen un grupo heterogéneo de géneros y especies bacterianas,

siendo las mas frecuentemente aisladas:

e Streptococcus uberis y Streptococcus dysgalactiae
Se encuentran en la cama (especialmente camas organicas: paja, aserrin, etc), aguas
estancadas y tierra, como asi también en la piel de la vaca (pezén y abdomen) y en los
drganos reproductores. Estos microorganismos son generalmente transferidos desde
el medio ambiente al pezén entre los ordefios, pero algunas transferencias pueden
tener lugar durante el ordefio (28). Estos agentes no pueden ser eliminados del hato
debido a que son parte normal del medio ambiente. El grado de infeccién por estas
bacterias tiende a incrementarse cuando las condiciones favorecen su crecimiento,
por ejemplo, durante los meses humedos del afio. Ambas especies de Streptococcus
son responsables de la mayoria de las mastitis que se presentan al comienzo o al final
del periodo de seca. Dentro de los estreptococos ambientales también existen otras
especies, por ejemplo, Streptococcus bovis, Streptococcus faecalis, con capacidad de

causar mastitis (19).
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e Bacterias coliformes
Son bacterias que habitan normalmente en el suelo e intestino de las vacas. Son
capaces de acumularse y multiplicarse en la materia fecal y en la cama del animal. Los
coliformes pueden causar mastitis solamente si las particulas contaminadas del medio
ambiente entran en contacto con la ubre. Una caracteristica distintiva de estos
agentes bacterianos es su capacidad de multiplicarse rapidamente en la leche vy
producir toxinas que son absorbidas dentro del torrente circulatorio. Como resultado
de esta capacidad, las infecciones por coliformes conducen a mastitis clinicas agudas.
La temperatura corporal de la vaca puede elevarse hasta 40° C, el cuarto infectado se
inflama y es sensible al tacto. Por medio de sus mecanismos de defensa, el animal
puede eliminar las bacterias de la ubre pero las toxinas permanecen y la vaca puede
llegar a morir. Las vacas libres de otras bacterias causantes de mastitis, como S.
aureus y S. agalactiae, pueden ser mas susceptibles a las bacterias coliformes. Entre
las bacterias coliformes que producen mastitis, la especie patégena predominante es
Escherichia coli (6; 57). La infeccidon por esta bacteria puede derivar en un cuadro
clinico inflamatorio severo, que lleva a la eliminacién de la bacteria dentro de las 96 h
(44) o a un resultado fatal para el animal que incluye choque, sepsis y a menudo

muerte (11; 12).

1.2.3.3 Patégenos oportunistas
La fuente mas importante de infeccién es la piel de la vaca. La frecuencia de infeccion es
mayor en el periodo de secado, durante el cual, la piel del pezén no estd expuesta a los

germicidas usados en la desinfeccion post-ordefio.

Dentro de este grupo de microorganismos patdégenos se destacan los estafilococos
coagulasa negativos (SCN). Las infecciones que causan suelen ser leves, raramente generan
casos clinicos y si aparecen, suelen ser moderados. Su presencia es muy comun en la piel sana
de los pezones y en las manos del ordefiador. La mayoria de las mastitis producidas por estos
microorganismos se curan espontaneamente sin la necesidad de una terapia antimicrobiana

(11; 12).

1.2.4 Diagnostico

La identificacion de los microorganismos patdgenos causantes de mastitis y su
susceptibilidad a antimicrobianos es muy importante, no solo para la eleccion correcta del

tratamiento antimicrobiano que se le aplicara a la vaca, sino también para disefiar o modificar

10
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programas de control aplicados a la finca lechera, para poder prevenir la extension de la

enfermedad.

En la actualidad la deteccion del agente etioldgico es generalmente hecha por cultivo

bacterioldgico (42).

Otro método de identificacién que puede utilizarse es la técnica de reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR), es una técnica precisa, pero requiere para su realizacidon la ayuda de

personal experimentado y de un costoso equipo (64).

Una vez aislado e identificado el agente causal puede procederse a la prueba de
susceptibilidad a los antibidticos (9). Dentro de los antimicrobianos que se utilizan para el
tratamiento de la mastitis se encuentran los B-lactdmicos, tetraciclinas, macrdlidos,
aminoglucésidos y sulfonamidas. Sin embargo, el uso indiscriminado de estos farmacos a
través de los afios, ha inducido la aparicidon de microorganismos patdgenos multiresistentes,
ocasionando, en algunos casos, fracaso terapéutico que puede incluso causar la muerte del

animal (53; 55).

1.3 Clasificacion de los antibiéticos de uso frecuente segun su
mecanismo de accion

Los antibidticos constituyen un grupo heterogéneo de sustancias que difieren en su
comportamiento farmacocinético (relacién entre la dosis administrada y la duracién de su
efecto) y farmacodindmico (acciéon sobre el organismo y sus efectos). Ejercen una accion
especifica sobre alguna estructura o funcién del microorganismo y tienen elevada potencia
bioldgica actuando a bajas concentraciones. La antibioticoterapia tiene como objetivo
controlar y disminuir el nimero de agentes patdgenos viables, de modo que el sistema

inmunoldgico sea capaz de eliminar la totalidad de los mismos (10).

> Betalactamicos

Los B-lactdmicos son un grupo de antibidticos de origen natural o semisintético que se
caracterizan por poseer en su estructura un anillo B-lactamico. Actlan sobre la sintesis de la
pared celular bacteriana. Constituyen la familia mas numerosa de antimicrobianos y la mas
utilizada en la practica clinica. Se trata de compuestos de accidon bactericida lenta,
relativamente independiente de la concentracién plasmatica. Presentan escasa toxicidad y

poseen un amplio margen terapéutico.
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Su espectro se ha ido ampliando a lo largo de los afios por la incorporacion de nuevas
moléculas con mayor actividad frente a los bacilos Gram negativo, pero la progresiva aparicion
de resistencias adquiridas ha limitado su uso empirico y su eficacia en determinadas
situaciones. El espectro de los B-lactamicos incluye bacterias Gram positivo, Gram negativo y

espiroquetas.

La destruccion de la pared celular bacteriana se produce como consecuencia de la
inhibicidn de la Ultima etapa de la sintesis del peptidoglicano, denominada transpeptidacion.
De este modo, la pared queda debilitada y puede romperse por la presién osmotica
intracelular. Para que actuen los B-lactamicos es necesario que la bacteria se halle en fase de
multiplicacidn, ya que es cuando se sintetiza la pared celular. Los B-lactamicos también actuan

activando una autolisina bacteriana enddgena que destruye el peptidoglicano (62).

Se pueden clasificar en cuatro grupos diferentes:
e Penicilinas
e Cefalosporinas
e Monobactdmicos

e Carbapenemes

Penicilinas

Todas las penicilinas presentan la misma estructura basica que consiste en un nucleo de
acido 6-aminopenicilanico, constituido por un anillo B-lactdmico unido a un anillo de tiazilidina.

Los compuestos de origen natural son producidos por diferentes especies de Penicillum. Las
penicilinas difieren unas de otras por sustituciones en la posicién 6 del anillo, donde cambios
en la cadena lateral pueden inducir modificaciones en la actividad antibacteriana y en las
propiedades farmacocinéticas. Se clasifican de acuerdo a su origen y espectro de accién en:
penicilinas naturales (penicilina G y V), penicilinas antiestafilocéccicas (oxacilina, meticilina,
dicloxacilina), aminopenicilinas (ampicilina, amoxicilina), carboxipenicilinas (ticarcilina),
ureidopenicilinas (piperacilinas). Los tipos de penicilinas difieren entre si segin su espectro de
accion. Por ejemplo: la oxacilina tienen actividad Staphylococcus spp. meticilino sensibles, la
penicilina G es eficaz contra cocos Gram positivo (estreptococos), la ampicilina ademas actua

sobre Enterococcus y E. coli no productoras de B-lactamasas, entre otros (62).

Las penicilinas son los antibidticos que poseen menor toxicidad directa con respecto a
cualquier otro antimicrobiano. Los efectos colaterales mas graves se deben a Ia

hipersensibilidad (65).
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Cefalosporinas

Son productos de origen natural derivados de la fermentacion del Cephalosporium
acremonijum. Se parecen a la penicilina en su estructura y forma de acciéon. Se caracterizan por
presentar un anillo B-lactdmico fusionado a un anillo dihidrotiazina de seis miembros,

formando asi el ndcleo cefem (dcido 7-aminocefalosporanico).

Son antibidticos de uso muy amplio, activos contra la mayor parte de los microorganismos
susceptibles a las penicilinas y han resultado ser una alternativa util en pacientes alérgicos a
esta droga. Se las clasifica en generaciones sobre la base de las caracteristicas generales de su
actividad antimicrobiana (66). Actualmente existen cuatro generaciones donde, en lineas
generales, las cefalosporinas de primera generacidn son muy activas frente a los cocos Gram
positivo, y las generaciones sucesivas van perdiendo parte de esa actividad, en beneficio de
una mayor actividad frente a bacilos Gram negativo, con algunas excepciones. Todas las
cefalosporinas son inactivas frente a enterococos, estafilococos resistentes a la meticilina y

Listeria monocytogenes (62).
Monobactdmicos

Se caracterizan por poseer un anillo B-lactdmico monociclico y resisten a la accién de las B-
lactamasas. Aztreonam, el Unico monobactdmico disponible para uso clinico, posee una
excelente actividad sobre bacterias Gram negativo aerobias y facultativas. Por el contrario,

carece de actividad frente a Gram positivo y bacterias anaerobias (65).
Carbapenemes

Constituyen la Unica clase de B-lactdmicos que presentan el mayor espectro de actividad
conocido dentro de este grupo de antibidticos. Imipenem es el primer carbapenem
desarrollado para uso clinico. Es un derivado semisintético producido por Streptomyces spp.

Otros compuestos mas modernos son meropenem y ertapenem.

Su actividad bactericida se extiende a cocos Gram positivo incluyendo Staphylococcus spp.
sensibles a meticilina, S. pneumoniae y otros Streptococcus. Solo carecen de actividad frente a
los estafilococos resistentes a meticilina, enterococos resistentes a betalactamicos, algunas
especies de Pseudomonas y Stenotrophomonas maltophilia. Es activo sobre la mayoria de
aislamientos de enterobacterias y Haemophilus spp., incluyendo las cepas productoras de B-
lactamasas. Tiene una muy buena actividad anaerobicida, con excepciéon de Clostridium

difficille. En el caso de ertapenem, este no es activo sobre P. aeruginosa (62).
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La utilizacidn de inhibidores de B-lactamasas en combinacion con antibidticos B-lactamicos
permite la inactivacién de determinadas B-lactamasas producidas por gérmenes Gram
positivo, Gram negativo, anaerobios, y aun por micobacterias. Los inhibidores de B-lactamasas
representan una alternativa terapéutica mejorada respecto del resto de los B-lactdmicos al
asegurar un espectro antimicrobiano mayor. Actualmente existen tres inhibidores de B-

lactamasas disponibles: acido clavulanico, sulbactam y tazobactam (5).
» Aminoglucésidos

Estan representados por un grupo de antibidticos caracterizados por la presencia de dos o

mds aminoazucares unidos por enlaces glucosidicos a un anillo aminociclitol.

Como se observa en la tabla 2, los aminoglucésidos se clasifican en familias segun los
aminoazucares (62).

Tabla 2: Clasificacion de los aminoglucdsidos

Familias Miembros

Estreptomicina Estreptomicina
Kanamicina Kanamicina
Amicacina
Tobramicina
Dibekacina
Gentamicina Gentamicina
Netilmicina
Neomicina Neomicina

En nuestro pais los aminoglucdsidos disponibles son: gentamicina, amicacina y
estreptomicina para uso parenteral. La tobramicina se encuentra disponible en presentacion

para uso oftalmoldgico.

Generalmente los aminoglucésidos son activos frente a los estafilococos, a la mayoria de
especies de las familias Enterobacteriaceae y Pseudomonadaceae, e inactivos frente a las
bacterias anaerobias. Los enterococos son moderadamente resistentes a la gentamicina y la
estreptomicina. Su mecanismo de accién consiste en la unién de forma irreversible a la
subunidad 30S del ribosoma, interfiriendo la lectura correcta del cddigo genético con el

consiguiente bloqueo de la sintesis proteica bacteriana. A pesar de los avances en el
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conocimiento de la forma de actuar de estos antibidticos, el mecanismo ultimo de la muerte
de la bacteria (efecto bactericida) aiin se desconoce, ya que no puede explicarse por la simple
inhibicion de la sintesis de las proteinas. Puede que el prolongado efecto post antibidtico que

presentan los aminoglucésidos refuerce su capacidad bactericida (62).

» Tetraciclinas

Las tetraciclinas son antibidticos bacteriostaticos; su mecanismo de accidn se caracteriza
por inhibir la sintesis de proteinas de las células procariotas y eucariotas, existiendo
preferencia por las primeras. Son capaces de adherirse a la subunidad ribosémica 30 S.
Bloguean la fijaciéon del aminoacil ARNt al sitio receptor del complejo ARNm-ribosoma vy, en

consecuencia, la adicién de nuevos aminoacidos a la cadena peptidica en crecimiento (65).

Constituyen una familia de antibidticos de amplio espectro con actividad contra una
extensa gama de especies Gram negativo y Gram positivo, micoplasmas, rickettsias y clamidias.
En este grupo esta incluido el compuesto madre tetraciclina, varios productos naturales
(clortetraciclina, oxitetraciclina, demetilclortetraciclina) y una serie de derivados semisintéticos

(doxiciclina, minociclina).

Lamentablemente, con el empleo exagerado de las tetraciclinas naturales se ha

desarrollado un elevado nivel de resistencia, en especial dentro del ambiente hospitalario (66).

» Quinolonas

Se trata de un grupo de antimicrobianos que derivan de una molécula basica formada por
un nucleo central 4-oxo-1,4-dihidroquinoleina. Diferentes sustituciones, incluyendo la inclusiéon
de residuos de fluor, han derivado desde el acido nalidixico hasta las quinolonas fluoradas. Las
quinolonas tienen clasificaciones diversas segun diferentes libros o articulos. Una forma

comun de clasificacidn es en generaciones, encontrandose asi (62):

- Las quinolonas de primera generacién (acido nalidixico y acido pipemidico) tienen
actividad sobre enterobacterias. Son inactivas sobre bacterias Gram positivo y
anaerobias. Alcanzan concentraciones muy bajas en suero, su distribucién sistémica es

baja y solo se usan para casos de infecciones urinarias bajas.

- Las de segunda generacion (norfloxacina y ciprofloxacina) son llamadas fluoradas, ya
que incorporan un atomo de fldor y presentan mayor actividad sobre bacterias Gram

negativo. La ciprofloxacina es la que mejor actividad tiene sobre P. aeruginosa. Tienen
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una moderada actividad sobre bacterias Gram positivo, son activas sobre

microorganismos atipicos y no presentan actividad sobre anaerobios.

- Las de tercera generacion (levofloxacina, gatifloxacina) mantienen la actividad sobre
bacterias Gram negativo y mejoran la actividad sobre bacterias Gram positivo. Es
importante su accién sobre Streptococcus y especialmente sobre S. pneumoniae.

Ademas tienen una muy buena actividad sobre microorganismos atipicos.

- Las de cuarta generacién (moxifloxacina, trovafloxacina) mantienen actividad sobre
microorganismos Gram negativo y aumentan la actividad sobre aquellos Gram
positivo, especialmente S. aureus y Enterococcus. Ademas son activos sobre

microorganismos anaerobios.

Se caracterizan por interactuar con dos sitios diferentes pero relacionados, dentro de la
célula bacteriana: la ADN girasa y la topoisomerasa IV. La primera es mds sensible a la accion
de las quinolonas en caso de bacterias Gram negativo, mientras en los Gram positivo la mas
sensible es la topoisomerasa IV. Asi, las quinolonas inhiben la sintesis de ADN y a
concentraciones altas también la de ARN. Cuando interacciona con la ADN girasa, la inhibicion
ocurre rapidamente, mientras que cuando interacciona con la topoisomera IV la inhibicion
ocurre mas lentamente. Este efecto es debido a la habilidad de las quinolonas de estabilizar los

complejos de ADN y topoisomeras Il (62).
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2.1 HIPOTESIS

= Bacterias aisladas frecuentemente de infecciones superficiales en humanos y de
mastitis bovina, poseen diferentes sensibilidades frente a antibidticos de uso

frecuente.

2.2 OBIJETIVOS

2.2.1 Objetivo General

= Evaluar la actividad de antibioticos con indculo estandarizado, sobre bacterias aisladas
de infecciones superficiales en humanos y mastitis bovina, mediante la determinacion

de Concentracién Inhibitoria Minima (CIM).

2.2.2 Objetivos Especificos

= Estandarizar los indculos bacterianos correlacionando Absorbancia (Abs) con UFC/ml.
= Determinar la Concentracidn Inhibitoria Minima (CIM) de diferentes antibioticos sobre
bacterias Gram positivo y Gram negativo, aisladas de infecciones superficiales en

humanos y de mastitis bovina mediante la técnica de difusién en pozo.
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3.1.1 Cepas bacterianas utilizadas en los ensayos

Tabla 3: Cepas bacterianas

CEPA

ORIGEN

Bacterias Gram positivo
Enterococcus faecalis 1

Enterococcus faecalis 2

Enterococcus faecalis 3y 4
Enterococcus faecium

Micococcus luteus

Staphylococcus aureus A,B,C,D,E,F,G,H,M
Staphylococcus aureus MR1 y MR2
Staphylococcus aureus MS1
Staphylococcus aureus MS2
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus agalactiae 1
Streptococcus agalactiae 2y 3
Streptococcus agalactiae A, B, C, D, E
Streptococcus dysgalactiae

Streptococcus uberis

Bacterias Gram negativo
Enterobacter sp.
Escherichia coli
Escherichia coli A
Escherichia coli B
Escherichia coli E

Klebsiella pneumoniae

Cepa de referencia ATCC 29212

Infeccidon de tobillo (ambulatoria)
Herida de piel infectada (ambulatoria)
Herida de piel infectada (intrahospitalaria)
Cepa de referencia ATCC 9341
Mastitis bovina

Leche de vacas con mastitis

Cepa de referencia ATCC 25923

Leche de vacas con mastitis

Leche bovina

Cepa de referencia ATCC 27956
Mastitis bovina

Mastitis bovina

Mastitis bovina

Mastitis bovina

Mastitis bovina

Agua de pozo

Mastitis bovina

Mastitis bovina

Herida de cirugia (humano)

Compostaje de ave

3.1.2 Antibioticos

e Gentamicina (Sigma-Aldrich, 642 ug/mg en base seca).

e Penicilina G (Calbiochem, Pureza: 99,46 %, 1589 unidades de pG/mg).

e Tetraciclina (Sigma, 1004 pg de tetraciclina/mg).

e Acido nalidixico (Sigma).
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3.1.3 Medios de cultivos

e Agar Infusion Cerebro Corazén (ACC)

Férmula (en gramos por litro ‘

Infusion de cerebro de ternera 200.0
Infusidn corazén vacuno 250.0
Peptona 10.0
Cloruro de sodio 5.0
Glucosa 2.0
Fosfato disédico 2.5
Agar 15.0
Agua destilada 1000 ml
pH final: 7.4 £ 0.2

3 -
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e Caldo Infusién Cerebro Corazén con glicerol al 15%

Férmula (en gramos por 100 ml) \

Infusion de cerebro de ternera 20.0
Infusion corazén vacuno 25.0
Peptona 1.0
Cloruro de sodio 0.5
Glucosa 0.2
Fosfato disédico 0.25
Agua destilada 1000 ml
pH final: 7.4 £ 0.2
Glicerol | 15 ml

e Caldo Infusion Cerebro Corazén (CCC)

Férmula (en gramos por litro) ‘

Infusion de cerebro de ternera 200.0
Infusién corazoén vacuno 250.0
Peptona 10.0
Cloruro de sodio 5.0
Glucosa 2.0
Fosfato disodico 2.5
Agua destilada 1000 ml
pHfinal: 7.4 £ 0.2

e Caldo Tripticasa Soya (CTS)

Férmula (en gramos por litro) ‘

Tripteina 17.0
Peptona de soya 3.0
Cloruro de sodio 5.0
Fosfato dipotasico 2.5
Glucosa 2.5
Agua destilada 1000 ml
pH final: 7.3+ 0.2

19



3- MATERIALES Y METODOS |

e Agar Tripticasa Soya (ATS)

Férmula (en gramos por litro)

Tripteina 15.0

Peptona de soya 5.0

Cloruro de sodio 5.0

Agar 15.0

Agua destilada 1000 ml
pH final: 7.3 £ 0.2

e Agar Miieller Hinton (AMH)

Férmula (en gramos por litro)

Infusion de carne 300.0

Peptona acida de caseina 17.5

Almidén 1.5

Agar 15.0

Agua destilada 1000 ml
pH final: 7.3+ 0.1

3.2 METODOS

3.2.1 Conservacion y propagacion de cepas bacterianas

En el presente trabajo de tesis se utilizaron cepas bacterianas de coleccién de los
laboratorios de Microbiologia General y Genética Microbiana del departamento de
Microbiologia e Inmunologia de la Facultad de Ciencias Exactas, Fisico-Quimicas y Naturales de
la Universidad Nacional de Rio Cuarto. Cada una de las cepas bacterianas fueron aisladas
mediante estrias por agotamiento en placas de Petri conteniendo ACC e incubadas a 37° C
durante 24 horas. Posteriormente se realizd la tincién de Gram a cada una de las colonias
aisladas, logrando de esta manera observar al microscopio oéptico sus caracteristicas

morfoldgicas, tintoriales y pureza.

Las colonias bacterianas aisladas se repicaron en tubos que contenian ACC inclinado y se
incubaron a 37° C por 24 horas. Al cabo de ese tiempo, los cultivos fueron conservados a 4° Cy

se repicaron en medio estéril ACC cada treinta dias.

Para prolongar su tiempo de conservacion, las cepas se mantuvieron en CCC mas el

agregado de glicerol al 15% en tubos Eppendorff a -18° C.
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3.2.2 Preparacion y estandarizacion del indculo bacteriano

Con el propésito de evaluar la susceptibilidad de las cepas a los diferentes antibiéticos, se
utilizé un indculo bacteriano estandarizado para todas las cepas en estudio a fin de poder
realizar comparaciones de actividad antibacteriana. Se determind la absorbancia para cada
indculo bacteriano con una densidad en el orden de 10° — 10’ UFC/ml, con la cual se logra un
crecimiento confluente, apropiado para visualizar los halos de inhibicion del crecimiento (23).

Esto es equivalente a utilizar el estandar 0,5 de la escala de McFarland (36).

Para ello, se realiz6 una siembra de cada bacteria a ensayar en tubos de hemdlisis que
contenian 2 ml de CTS. Los mismos fueron incubados en estufa a 37° C durante 18 horas,
logrando asi obtener los cultivos “overnight”. Posteriormente, a partir de los mencionados
cultivos se realizaron diluciones factor diez en CTS. A partir de cada una de las diluciones se
tomd una alicuota y se procedid a la siembra en placa en superficie en ATS para realizar el
recuento de colonias bacterianas; simultaneamente a cada dilucion se le midié la Absorbancia
en espectrofotometro a 620 nm. Las placas se incubaron a 37 9C durante 24 h vy
posteriormente se realizé el recuento en aquellas que contenian entre 30 y 300 colonias. Asi,
para la evaluacidn de la susceptibilidad a los antibidticos se utilizaron como inéculo las

diluciones correspondientes a un recuento entre 10°y 10’ UFC/ml.

3.2.3 Preparacion de las soluciones de antibidticos

Se prepararon soluciones madres de cada uno de los antibidticos en agua destilada estéril,
a una concentracion de 1000 pg/ml, de las cuales algunas fueron conservadas a 42 C y otras a

— 18° C, hasta su utilizacién.
Partiendo de cada solucién madre de antimicrobiano se prepard una solucién en agua

destilada estéril cuya concentracion final correspondié a 200 pg/ml (4).

A partir de éstas soluciones se efectuaron diluciones factor dos en agua destilada estéril, las
cuales fueron utilizadas en los ensayos de CIM (tabla 4). En algunas determinaciones fue

necesario utilizar la solucion madre de antibidtico correspondiente a 1000 pg/ml.
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Tabla 4: Concentraciones de antibiéticos utilizadas

Dilucién Concentracién de Antibidtico (pg/ml)

SM 1000
P 200
1:2 100
1:4 50
1:8 25
1:16 12,5
1:32 6,2
1:64 3,1
1:128 1,5
1:256 0,75
1:512 0,38

Referencias. SM: Solucion Madre; P: Pura

3.2.4 Analisis de la actividad antibacteriana

Técnica de difusion en pozo: Determinacion de CIM de antibidticos

Sobre placas de Petri conteniendo AMH, previamente sembradas por el método de placa
vertida con 200 pl de indculo bacteriano, se realizaron orificios de 5 mm de diametro en la
superficie del agar, posteriormente se colocé 50 pl de las diferentes diluciones de los
antibidticos, dejando reposar las placas sobre la mesada (temperatura ambiente) por 30
minutos aproximadamente para permitir la difusion de la alicuota. Luego, las placas se
incubaron a 372 C durante 24 horas (41). Finalizado este tiempo se procedié a la medicion de
los halos de inhibicion del crecimiento. A partir de estos resultados se determind Ila
Concentracién Inhibitoria Minima (CIM), que corresponde a la minima concentracién de

antibiético necesaria para inhibir el desarrollo microbiano.

Aunqgue la NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standars) (41) indica la
utilizacién de AMH adicionado con sangre de carnero al 5% para determinar la susceptibilidad
a antibidticos de las cepas bacterianas pertenecientes a los géneros Streptococcus y
Enterococcus, en el presente trabajo de tesis se utilizé ACC debido a que no fue posible
adquirir el AMH adicionado con sangre de carnero al 5% en el laboratorio. Mediante la técnica

de difusién en pozo se sembraron 100 pl de indculo bacteriano sobre la superficie del agar y
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fue esparcido con espatula de Drigalsky hasta su absorcidon total. Posteriormente se realizaron
orificios de 5 mm de didmetro en la superficie del agar, sobre los cuales se adicioné 50 ul de las
diferentes diluciones de los antibidticos, dejando reposar las placas a temperatura ambiente
por 30 minutos aproximadamente para permitir la difusién de la muestra. Luego, se incubaron
a 372 C durante 24 horas. Transcurrido este tiempo se procedié a la medicidn de los halos de

inhibicion del crecimiento determindndose la CIM para cada cepa bacteriana.
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4.1 Preparacion del inoculo bacteriano estandarizado utilizado en

los ensayos de actividad antibacteriana

La Tabla 5 muestra los recuentos (UFC/ml) para cada cepa bacteriana utilizada en el

presente trabajo y sus respectivos valores de absorbancia; estos indculos fueron utilizados

posteriormente en los diferentes ensayos de evaluacién de la actividad antibacteriana de

antibiodticos de uso frecuente en humanos y animales. Como puede observarse para la mayoria

de las bacterias, los recuentos entre 10° y 10" UFC/ml corresponden a la primera o segunda

dilucion decimal a partir del cultivo overnigth (Figura 4).

Tabla 5: Estandarizacion del inéculo bacteriano de cada cepa a ensayar

Cepas bacterianas

c G - Dilucién | Absorbancia UFC/ml

epas Gram positivo

Enterococcus faecalis 1 10™ 0,305 9,2 x 107
Enterococcus faecalis 2 10™ 0,244 8,3x10°
Enterococcus faecalis 3 10™ 0,316 1,5x 10’
Enterococcus faecalis 4 10" 0,288 3,5x 10’
Enterococcus faecium 10! 0,227 2,7 x 10’
Micrococcus luteus 10™ 0,025 5,9 x 10°
Staphylococcus aureus MS1 10™ 0,211 3,8x10
Staphylococcus aureus MS2 10™ 0,237 4,9x 10’
Staphylococcus aureus MR1 107 0,121 1,1x10’
Staphylococcus aureus MR2 10™ 0,322 1,3x10’
Staphylococcus aureus A 107 0,032 3,4x 10’
Staphylococcus aureus B 107 0,028 2,5x10
Staphylococcus aureus C 107 0,024 1,5x10’
Staphylococcus aureus D 10™ 0,140 3,2x 10
Staphylococcus aureus E 10" 0,153 3,5x 10’
Staphylococcus aureus F 10" 0,262 5,8x 10’
Staphylococcus aureus G 10" 0,190 3,9x 10’
Staphylococcus aureus H 102 0,026 1,8x10’
Staphylococcus aureus M 10" 0,119 1,9x10’
Staphylococcus aureus O 10" 0,202 4,1x 10’
Staphylococcus epidermidis 10! 0,388 2,7x10’
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Streptococcus agalactiae 1 10 0,224 6,3 x 10’
Streptococcus agalactiae 2 10° 0,035 1,4x 10’
Streptococcus agalactiae 3 10 0,200 5,9 x 107
Streptococcus agalactiae A 10 0,242 5,4 x 107
Streptococcus agalactiae B 10 0,246 7,6 x 107
Streptococcus agalactiae C 10 0,235 6,5x 10
Streptococcus agalactiae D 10° 0,047 2,3x10
Streptococcus agalactiae E 10° 0,077 3,1x10
Streptococcus dysgalactiae A 10 0,283 7,4 %10
Streptococcus uberis 10 0,224 3x 10’
Streptococcus uberis A 10 0,594 33x10’
Streptococcus uberis B 10 0,688 2,5x 10’
Bacterias Gram negativo Dilucion Absorbancia. UFC/ml
Enterobacter spp. 10 0,050 1,6 x 10°
Escherichia coli 10" 0,423 2,4x10’
Escherichia coli A 10" 0,110 3,8x10°
Escherichia coli B 10" 0,126 4,6 x 10°
Escherichia coli E 10" 0,099 2,9x10°
Klebsiella pneumoniae 10" 0,451 4,5x 10’

Figura 4: Recuento de colonias de Staphylococcus epidermidis
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4.2 Determinacion de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM)

En una primera etapa de la fase experimental, con el fin de adquirir manejo de las técnicas
utilizadas cominmente en el laboratorio de microbiologia, se prepararon 39 indculos
bacterianos; mientras que la determinacién de la minima concentracién de antibidtico
necesaria para inhibir el desarrollo microbiano (CIM) se realizd6 a partir de 11 de ellos,

seleccionados al azar.

Partiendo asi de un grupo mas reducido de cepas bacterianas y considerando antecedentes
bibliograficos (4), se seleccionaron los antibidticos y las concentraciones adecuadas para los

ensayos in vitro, obteniéndose los resultados siguientes:

Las tablas 6, 7 y 8 resumen los resultados de la actividad antibacteriana de gentamicina,
penicilina y tetraciclina, respectivamente; en ellas se describe el promedio de los diametros
(en milimetros) de los halos de inhibicidn del crecimiento bacteriano de cepas Gram positivo

aisladas de infecciones superficiales en el hombre y mastitis bovina.

Cabe destacar que en dichas tablas los valores de las CIM para cada cepa Gram positivo se

resalta con color violeta.

Tabla 6: Actividad antibacteriana de gentamicina sobre cepas bacterianas Gram positivo aisladas de
infecciones superficiales en el hombre y de mastitis bovina.

1000 200 100 50 25 12,5 6,2 3,1 1,6
aeca . - - - - - - - -
ageca ) - - - - - - - -
ageca / - - - - - - - - -
aureus D NDol 67 | 14 | 127 | 93 6 - - -

aure R ND 22,2 18 16 12 10 8,3 - -
aHie ND 22 18,3 14,7 11,7 8,7 5,7 - -
epide a ND 18 16 14 11,3 8,7 - - -
agaila ge A

ND 15,3 12,7 10 - - - - -
agaila ae D

8 - - - - - - - -

Referencias. ND: No determinado; - ausencia de halo de inhibicién. Los valores expresan el promedio de halos de

inhibicion del crecimiento en milimetros.
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Las cepas bacterianas que presentaron mayor resistencia, es decir que fueron capaces de
desarrollar a las concentraciones mas altas ensayadas de gentamicina (1000 pg/ml) fueron
Enterococcus faecalis 2, 3 y 4. Otros investigadores observaron un alto porcentaje de
resistencia a gentamicina en cepas de E. faecalis aisladas de bacteriemia en el hombre,
correspondiente a un 84,2 % de un total de 168 aislamientos (20). Es importante recordar que

los enterococos son moderadamente resistentes a dicho antibidtico (62).

En cuanto a los microorganismos del género Streptococcus, cabe destacar que, S. agalactiae
D mostrd ser mas resistente a este agente antimicrobiano que S. agalactiae A, siendo sus CIM

1000 pg/mly 50 pg/ml, respectivamente (Figura 5: Ay B).

Tanto SARM1 y SARM2 mostraron CIM de 6,2 pug/ml. Ambas cepas fueron mas sensibles
que Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus aureus D, ya que para estas Ultimas la

concentracion minima de gentamicina necesaria para inhibir el desarrollo resulté ser de 12,5

ug/ml.

Figura 5-A: Actividad antibacteriana de gentamicina por técnica de difusién en pozo frente a
Streptococcus agalactiae A.

27



4-RESULTADOS Y DISCUSION |

Figura 5-B: Actividad antibacteriana de gentamicina por técnica de difusion en pozo frente a
Streptococcus agalactiae D.
Referencias: SM = 1000 pg/ml; P = 200 pg/ml; 1:2 = 100 pg/ml; 1:4 = 50 pug/ml; 1:8 = 25 pug/ml; 1:16 = 12,5 pg/ml;
1:32 = 6,2ug/ml; 1:64= 3,1 ug/ml.

Tabla 7: Actividad antibacteriana de penicilina G sobre cepas bacterianas Gram positivo aisladas de
infecciones superficiales en el hombre y de mastitis bovina.

200 100 50 25 12,5 6,2 3,1 1,6 0,8 0,4
HEEd 24 | 207 18 14 8,7 - - . - -
aeca

26 21,3 16,7 10,7 - - - - - -
geca 4

22 18 11,3 8,7 - - - - - -
aure D,

36 34 32 29,3 27,3 22 20 12 - -
b 38 34,3 32 28,3 22 18,7 11,3 - - -
b 37,3 34 30,3 28 18,7 13,3 8,3 - - -
epide a

32 28 24,6 22,3 20 18 15,7 9,3 - -
agala ge A

11,3 8 - - - - - - - -
agala ae D

25,3 21,3 16,7 11,3 - - - - - -

Referencias. - ausencia de halo de inhibicidon. Los valores expresan el promedio de halos de inhibicién del
crecimiento en milimetros.

28



4-RESULTADOS Y DISCUSION |

En referencia a la CIM de penicilina G, Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus aureus
D, mostraron menor resistencia frente al mencionado antibidtico (Figura 6). Esto se evidencia
al observar los valores de CIM alcanzados que son inferiores al compararlos con el resto de las
cepas Gram positivo evaluadas en iguales condiciones. Vale destacar que dos de los tres S.
aureus ensayados tienen la particularidad de ser cepas Meticilino-Resistentes (SARM). Las

cepas SARM arrojaron un valor de CIM 3,1 pg/ml.

La mayoria de las investigaciones referidas al estudio de los antibidticos empleados en este
trabajo de tesis sobre las mismas cepas bacterianas, utilizan otras metodologias tales como
técnica de difusién en disco (17; 14; 50), técnica de difusién en tubo (48) y microdilucidn en
caldo (8; 51). Por lo tanto, los resultados obtenidos por medio de la técnica de difusion en

pozo no serian comparables con ellos.

Streptococcus agalactiae A fue el agente bacteriano mds resistente a este antibidtico, cuya

CIM corresponde a una concentracién de 100 pg/ml.

La minima concentracién de penicilina G utilizada en el presente estudio para lograr inhibir
el crecimiento de Enterococcus faecalis 3 y 4, y de Streptococcus agalactiae D, correspondio a
25 pg/ml. Enterococcus faecalis 2 mostré una resistencia menor con respecto al resto de las

cepas del género Enterococcus ensayadas, ya que su CIM resultd ser de 12,5 pg/ml.

Figura 6: Actividad antibacteriana de penicilina G por técnica de difusién en pozo frente a

Staphylococcus epidermidis.
Referencias: P = 200 pg/ml; 1:2 = 100 pg/ml; 1:4 = 50 pg/ml; 1:8 = 25 pg/ml; 1:16 = 12,5 pg/ml; 1:32 = 6,2 pg/ml;
1:64 = 3,1 pg/ml; 1:128 = 1,6 pug/ml.
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Tabla 8: Actividad antibacteriana de tetraciclina sobre cepas bacterianas Gram positivo aisladas de
infecciones superficiales en el hombre y de mastitis bovina.

bacteriana 200 100 50 25 12,5 6,2 3,1 1,6 0,8

28 24,7 21,3 16,7 14,3 10,7 - - -

26,3 20,7 18 14,3 12 - - - -
aecalis < 31,3 20,1 18 12,7 7.3 - - - -
0 D 21,3 18 14 9,7 - - - - -

25,3 23 19,7 12,7 8,7 - - - -

26 24 18,3 | 13,3 8 - - - -
Hlitdl 25 20,7 18 16,3 10,7 - - - -
agalactiae 7 2 17 10,7 ; ; . - - -
ggaia age D

16,3 | 11,3 . - - } . . .

Referencias. - ausencia de halo de inhibicién. Los valores expresan el promedio de halos de inhibicién del
crecimiento en milimetros.

A pesar de que existen diferencias no muy marcadas, las cepas mads sensibles fueron las
pertenecientes al género Enterococcus, ya que la concentracion de tetraciclina minima con la
cual se observé inhibicién del desarrollo es menor comparada con la obtenida para los agentes
bacterianos pertenecientes a los géneros Staphylococcus y Streptococcus, respectivamente

(Figura 7: Ay B).

En lo que respecta al ensayo realizado sobre las dos cepas bacterianas de Streptococcus
agalactiae, A y D, es importante marcar la diferencia de valores de CIM, resultando ser mas
resistente S.agalactiae D, cuyo valor de CIM es 100 pg/ml, comparandolo con 50 pg/ml para la

cepa A.

En cuanto a las diferentes cepas de Staphylococcus, S. aureus D fue inhibido con un valor de

CIM de tetraciclina de 25 pug/ml, mayor al obtenido para las otras cepas del género ensayadas.
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Figura 7-A: Actividad antibacteriana de tetraciclina por técnica de difusion en pozo frente a
Enterococcus faecalis 3.

Figura 7-B: Actividad antibacteriana de tetraciclina por técnica de difusion en pozo frente a
Enterococcus faecalis 4.
Referencias: P = 200 pg/ml; 1:2 = 100 pg/ml; 1:4 = 50 pg/ml; 1:8 = 25 pug/ml; 1:16 = 12,5 pg/ml; 1:32 = 6,2 pg/ml;
1:64 = 3,1 pg/ml; 1:128 = 1,6 pg/ml; C+= control positivo.
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Con el empleo exagerado de las tetraciclinas naturales se ha desarrollado un elevado nivel
de resistencia, en especial dentro del ambiente hospitalario. Las bacterias son capaces de
desarrollar resistencia, siendo uno de los mecanismos la menor permeabilidad frente al

antibidtico (66).

Dentro de las bacterias Gram negativo que pueden causar infecciones superficiales y
mastitis bovina existen dos grupos: los coliformes y los no coliformes. Con respecto a los
primeros, Citrobacter spp., Enterobacter spp., Escherichia coli, y Klebsiella spp., son
responsables de aproximadamente la mitad de los casos de mastitis clinicas agudas, mientras
que, dentro de los no coliformes, Pseudomonas spp. y Serratia spp., estdan mas comunmente
asociados con infecciones intramamarias (34). Después del parto las infecciones por E. coli a
menudo causan sintomas clinicos severos acompafiados por cambios en la composicién de la

leche y dafio extenso del tejido mamario (11; 33; 61).

En las siguientes tablas (9, 10 y 11) se detallan los resultados de la actividad antibacteriana
de gentamicina, tetraciclina y acido nalidixico, respectivamente; se muestra el promedio de los
didmetros, en milimetro, de los halos de inhibicién del crecimiento de las cepas bacterianas

Gram negativo aisladas de infecciones superficiales en humanos y de mastitis bovina.

Cabe resaltar que en dichas tablas los valores de las CIM de cada cepa Gram negativo se
muestran en los recuadros de color violeta.

Tabla 9: Actividad antibacteriana de gentamicina sobre cepas bacterianas Gram negativo aislados de
infecciones superficiales en el hombre y de mastitis bovina.

Cepa
bacteriana
E. coli A

E. coli E

Referencias. - ausencia de halo de inhibicién. Los valores expresan el promedio de halos de inhibicion del
crecimiento en milimetros.

Tabla 10: Actividad antibacteriana de tetraciclina sobre cepas bacterianas Gram negativo aislado de
infecciones superficiales en el hombre y de mastitis bovina.

Cepa Concentracion de tetracicli
bacteriana 3,1 1,6
E. coli A

E. coli E

Referencias. ND: No determinado; - ausencia de halo de inhibicion. Los valores expresan el promedio de halos de
inhibicion del crecimiento en milimetros.
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Tabla 11: Actividad antibacteriana de acido nalidixico sobre cepas bacterianas Gram negativo aislados
de infecciones superficiales en el hombre y de mastitis bovina.

Cepa Concentracion de acido nalidixico (ug/ml)

SEECUENERS 1000 | 200 | 100

E. coli A

E. coli E

Referencias. - ausencia de halo de inhibicion. Los valores expresan el promedio de halos de inhibicion del
crecimiento en milimetros.

A partir de las tabla 9, 10 y 11 se puede inferir que ambas cepas del género Escherichia
evaluadas no presentan las mismas caracteristicas frente a los antibidticos gentamicina,
tetraciclina y acido nalidixico. Es asi, que E. coli E resultd ser mas resistente que E. coli A. Esto

se evidencia al comparar los valores de CIM de cada cepa para cada antibidtico.

En el caso de la cepa E. coli A, los valores de CIM obtenidos fueron 12,5 ug/ml, 25 pg/mly

200 pg/ml, para gentamicina, tetraciclina y acido nalidixico, respectivamente (Figura 8).

Figura 8: Actividad antibacteriana de gentamicina por técnica de difusién en pozo frente a Escherichia
coli A.
Referencias: SM = 1000 pg/ml; P = 200 pg/ml; 1:2 = 100 pg/ml; 1:4 = 50 pg/ml; 1:8 = 25 pg/ml; 1:16 = 12,5 pg/ml;
1:32=6,2 ug/ml; 1:64 = 3,1 pg/ml.

Para la cepa bacteriana E. coli E, la gentamicina fue el Unico antibidtico con el que se pudo
inhibir el crecimiento bacteriano, resultando ser de 200 pg/ml la CIM. Los aminoglucdsidos son
activos frente a la mayoria de especies de las familias Enterobacteriaceae (62). En cambio,

tanto para tetraciclina como para acido nalidixico, el microorganismo resultdé ser resistente,
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haciéndose evidente por el crecimiento del mismo a todas las concentraciones de los
antibidticos probadas (Figura 9: A, B, C). Estos datos concuerdan con los informados por
Pantozzi y col.,, (2010) quienes determinaron la presencia de resistencia a diversos
antimicrobianos en bacterias indicadoras tales como E. coli, Enterococcus spp., entre otras,
aisladas de animales de campo. Estos investigadores reportaron una elevada resistencia de

dichas cepas a tetraciclina y acido nalidixico (45).

Figura 9: Actividad antibacteriana de Gentamicina (A), Acido nalidixico (B) y Tetraciclina (C) por
técnica de difusion en pozo frente a Escherichia coli E.
Referencias: SM = 1000 pg/ml; P = 200 pg/ml; 1:2 = 100 pg/ml; 1:4 = 50 pg/ml; 1:8 = 25 pug/ml; 1:16 = 12,5 pg/ml;
1:32=6,2 ug/ml; 1:64 = 1,6 ug/ml; 1:128 = 0,8 ug/ml; 1:256 = 0,4 pug/ml; 1:256 = 0,2 ug/ml; C+= Control positivo.

La actividad de los antimicrobianos frente a las bacterias sdlo tiene caracter orientador,
dado que la susceptibilidad de las cepas depende de variados factores, siendo los mas

importantes, la concentracion y accion del antibidtico en el sitio de infeccidn (9).

La resistencia a los antimicrobianos es una amenaza cada vez mayor, tanto en medicina
humana como veterinaria, ya que el uso indiscriminado de los antibidticos a través de los afios,

ha inducido la aparicién de microorganismos patdgenos multiresistentes, ocasionando, en
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algunos casos, fracaso terapéutico e incluso puede llegar a causar la muerte del hombre y/o

animal (53; 55).

Comparando los resultados obtenidos para los diferentes grupos bacterianos ensayados se
puede decir que cada uno de ellos presentd variabilidad con respecto a sus CIM con los

distintos antibidticos probados.

En el gréfico 1 se observan las CIM de gentamicina, penicilina y tetraciclina sobre las cepas

Gram positivo estudiadas.
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Gréfico 1: CIM de gentamicina, penicilina G y tetraciclina sobre las cepas Gram positivo
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En Argentina han sido reportados distintos tipos de microorganismos causantes de mastitis
bovina, dentro de los cuales Staphylococcus aureus es el agente etiolégico mas
frecuentemente aislado (50). Cabe destacar que todas las cepas del género Staphylococcus
ensayadas resultaron ser mds sensibles a penicilina que a los demds antibidticos, ya que los
valores de CIM obtenidos para este antimicrobiano fueron los menores. La CIM de penicilina
para ambas cepas SARM fue mayor que las correspondientes a S. epidermidis y S. aureus D.
Asimismo, las tres cepas de S. aureus resultaron mds resistentes a tetraciclina que a

gentamicina. La diferencia de CIM entre ambos antibidticos es del 50 %.

La cepa de S. epidermidis ensayada presentd el mismo valor de CIM para gentamicina y

tetraciclina.

Los enterococos forman parte de la microbiota normal del tracto gastrointestinal de las
personas sanas, y pueden colonizar heridas de tejido blando tanto en personas ambulantes
como en pacientes hospitalizados. Muchos estudios han demostrado el cambio en la
resistencia a antibidticos por parte de estos microorganismos. En la actualidad, muchas cepas
de Enterococcus muestran alto nivel de resistencia a varios farmacos, siendo los mas
importantes estreptomicina y gentamicina (60). En este andlisis tanto penicilina G como
tetraciclina fueron capaces de inhibir el crecimiento de las tres cepas de Enterococcus faecalis
ensayadas. Puede observarse que los valores de CIM son idénticos para las cepas de E. faecalis
3 y 4. A su vez, para todos, resulta ser mas eficaz tetraciclina. Gentamicina no fue capaz de
inhibir el desarrollo bacteriano de las cepas de Enterococcus, aun a la maxima concentracion

probada.

Las infecciones superficiales menores causadas por cocos Gram positivo pueden responder
a la incision y drenaje o sélo requieren un antibidtico oral como tetraciclina, clindamicina o

trimetoprima-sulfametoxazol (TMP-SMX), para poder eliminar dichos patdgenos (26).

S. agalactiae es un agente etioldgico de la mastitis bovina mundialmente reconocido,
causando tanto mastitis subclinica como clinica de larga duracién (35; 21). Las células
bacterianas son transferidas en la leche de cuartos infectados a cuartos no infectados y a otras
vacas por lo general durante el periodo de ordefio (27; 38). Para S. agalactiae A, los
antibidticos gentamicina y tetraciclina presentaron igual CIM; mientras que para penicilina se
requiere el doble de la concentracion de antimicrobiano, para producir un efecto inhibitorio

sobre dicho agente bacteriano. Para el caso de S. agalactiae D, gentamicina resulté ser el
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agente antibacteriano con menor actividad, seguido de tetraciclina, resultando ser la penicilina

G el antimicrobiano mas eficaz.

Es importante destacar que la penicilina es el principal antibidtico utilizado para el
tratamiento de mastitis bovina producida por bacterias Gram positivo (22) y la principal

resistencia a la misma por S. aureus esta mediada por la produccion de B-lactamasas (8).

Para el caso de las bacterias de la familia Enterobacteriaceae ensayadas, se puede destacar
que la cepa Escherichia coli E presentd mayor resistencia debido a que los valores de CIM para
cada antibidtico fueron mayores que los de la cepa E. coli A. El motivo de la diferencia en los
valores de CIM puede deberse al origen de las cepas, siendo E. coli A de origen animal (mastitis

bovina) y E. coli E de origen humano (herida de cirugia).

En el grafico 2 se representan las CIM de gentamicina, tetraciclina y acido nalidixico sobre

las cepas Gram negativo estudiadas.
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Grafico 2: CIM de gentamicina, tetraciclina y acido nalidixico sobre las cepas Gram negativo
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Los diferentes valores de CIM a los distintos antibidticos ensayados en ente trabajo son
explicables ya que el CIM se considera una respuesta individual de cada cepa y no de la
especie. El mantenimiento de altos niveles de sensibilidad a distintos antimicrobianos y la
vigilancia de la aparicion de resistencia en el tiempo y en diferentes localidades geograficas
adquiere vital importancia en el caso de Medicina Veterinaria. El patron de sensibilidad a
distintos antibidticos puede ser diferente para localidades geograficas distintas, aunque sean

vecinas (9).

El monitoreo de la resistencia por si solo no provee la informacién suficiente para una
intervencién bien dirigida hacia el control de este problema, ya que se requiere informacién
detallada tanto sobre la generacién de resistencia como sobre el uso que se hace de los
distintos antimicrobianos. Ademds, orienta la eleccién terapéutica pero no asegura el éxito de
la misma ya que deben considerarse ademads las interrelaciones con el ambiente interno del
hospedero. La tendencia actual aconseja usar antimicrobianos de espectro reducido, sobre

todo aquellos que son de primera linea de eleccidén en infecciones graves en medicina humana

(9).
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La susceptibilidad a los antibidticos de uso frecuente sobre las cepas analizadas fue

variada para los diferentes géneros bacterianos.

Gentamicina tuvo mayor efecto antibacteriano sobre las cepas Staphylococcus aureus
meticilino resistentes (MR1 y MR2) de origen bovino, comparadas con el resto de las
bacterias Gram positivo aisladas de bovinos y de infecciones superficiales en el

hombre.

Las cepas bacterianas que presentaron mayor resistencia a gentamicina fueron
Enterococcus faecalis 2, 3 y 4, de origen humano, ya que las CIM para cada
microorganismo no se pudo determinar aun con la concentracion mas alta de

antibidtico ensayada.

Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus aureus D, de origen bovino, fueron las
bacterias Gram positivo mas sensibles in vitro a la actividad antibacteriana de

penicilina G.

Las cepas correspondientes al género Enterococcus de origen humano resultaron ser
mas sensibles a tetraciclina debido a que los valores de CIM obtenidos fueron menores
al compararlos con los logrados por las cepas del género Staphylococcus y

Streptococcus de origen animal.

Para Streptococcus agalactiae A, cepa aislada de mastitis bovina, se obtuvo igual valor
de CIM para los antibidticos gentamicina y tetraciclina; mientras que para penicilina G
se requirio el doble de la concentraciéon de antimicrobiano para producir un efecto

inhibitorio sobre dicho agente bacteriano.

La sensibilidad a gentamicina, tetraciclina y acido nalidixico por parte de las cepas del
género Escherichia fueron diferentes, resultando ser E. coli E, aislada de una infeccion
humana, mas resistente debido a que los valores de CIM obtenidos fueron superiores

a los de E. coli A de origen bovino.

Los diferentes valores de CIM a los distintos antibidticos ensayados en este trabajo son
explicables ya que la CIM se considera una respuesta individual de cada cepa y no de la

especie.
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