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RESUMEN

Se determinaron las concentraciones minimas inhibitorias de
penicilina G, ampicilina, cloxacilina, neomicina y enrofloxacino
para 39 cepas de Staphylococcus aureus aisladas de leche de
vacas afectadas con mastitis subclinica provenientes de 3 sec-
tores de la IX Regién de la Araucania (Chile), con el propdsito
de evaluar in vitro sus patrones de resistencia. Para ello se uti-
lizaron los métodos de difusién y dilucion en agar, segun las
recomendaciones del NCCLS. Ademas, se determiné la pre-
sencia de cepas productoras de f-lactamasa mediante el mé-
todo cromogénico de nitrocefin. Se detectd un alto porcentaje
de cepas resistentes a penicilina G y ampicilina. Cloxacilina,
neomicina y enrofloxacino mostraron actividad hacia todas las
cepas. La mayoria de las cepas productoras de betalactamasa
provenian del sector Chivilcan. Resultados como los obtenidos
aqui, fortalecen la necesidad de establecer planes de monito-
reo de resistencia para tratamientos aplicados en Medicina Ve-
terinaria. Esto, adquiere mayor importancia si se considera el
rol del médico veterinario en proteger la salud publica.
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ABSTRACT

Minimum inhibitory concentrations were determined for penicik
lin G, ampicillin, cloxacillin, neomycin and enrofloxacin against
39 Staphylococcus aureus strains isolated from bovine sub-
clinical mastitis in three locations of the IX Region of Araucania
(Chile), in order to evaluate their in vitro susceptibility patterns.

Recibido: 11 /02 / 03. Aceptado: 31 /07 / 03.

Agar diffusion and dilution tests were used according to
NCCLS recommendations. Strains producing betalactamase
were also determined by a chromogenic cephalosporin
method. High resistance levels to penicillin G and ampicillin
was detected. Cloxacillin, neomycin and enrofloxacin demon-
strated activity against all strains. Results obtained here em-
phasize the necessity of establishing resistance plan monitor-
ing for treatments applied in Veterinary Medicine. This concept,
acquires greater importance considering the role of the veteri-
narian in public health protection.
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INTRODUCCION

En Chile, uno de los agentes causales predominantes en
las mastitis clinicas y subclinicas es Staphylococcus aureus [9]
el que ademas de provocar importantes pérdidas productivas
se caracteriza por desarrollar resistencia frecuente frente a
distintos antibioticos [6, 12, 16].

Existe una variedad de antimicrobianos para el trata-
miento de mastitis bovina cuya eleccion se basa, en el conoci-
miento de las tendencias generales en susceptibilidad dentro
de la practica clinica [16]. Los mas utilizados son betalactami-
cos, aminoglicosidos, y en Chile también la enrofloxacina [18].

Normalmente no se realiza aislamiento ni evaluacion por
antibiograma del agente causal de la infeccion intramamaria
[16]. Esto, sumado al hecho de que la eleccion y suministro del
farmaco muchas veces esta en manos de una persona que no
es el médico veterinario, puede hacer variar la sensibilidad
bacteriana asi como la recurrencia de presentaciéon de los mi-
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croorganismos asociados a esta patologia [7, 9]. El analisis de
la sensibilidad a los antimicrobianos tiene como objetivo guiar
la terapia empirica teniendo presente sus caracteristicas far-
macocinéticas, e informar la generacion de resistencia [5]. El
farmaco elegido no sélo tiene que cumplir con las caracteristi-
cas de actuar sobre el germen adecuadamente sino también
alcanzar concentraciones minimas inhibitorias en el sitio de la
infeccion, y asegurar un tiempo de permanencia del farmaco
suficiente para determinar el desarrollo bacteriano [13].

La resistencia a antimicrobianos puede ser intrinseca
(pertenece a la bacteria) o adquirida. La resistencia adquirida
ocurre cuando una bacteria que ha sido sensible a un antibidti-
co desarrolla resistencia a éste ya sea por mutacién o por ad-
quisicion de nuevo DNA. En este (ltimo caso la bacteria puede
adquirir la capacidad de sintetizar una enzima, betalactamasa,
la que inactiva el farmaco. La resistencia microbiana en Medi-
cina Veterinaria es relevante si se consideran antecedentes
que sefialan que bacterias multirresistentes de origen animal
pueden transferir esta cualidad a bacterias de importancia
para la medicina humana, restringiendo su uso en cuadros in-
fecciosos complicados [10, 23].

La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) informa sobre
el nivel de resistencia a un antimicrobiano alcanzado por una
poblacién bacteriana en un lugar geografico particular, siendo
la CMlsg y la CMlgg la concentracion del farmaco que inhibe al
50% y 90% de la poblacion en estudio, respectivamente.
Muckle y col. [14] comparan CMIsg y CMI g0 y determinan re-
sistencia cuando CMlgg es mucho mayor que CMiIsp . La venta-
ja de su determinacion reside en que orienta hacia las dosis
clinicas del antibiéticos en estudio, lo que debe complementar-
se con conocimientos sobre la farmacocinética de la droga en
una especie animal determinada [17]. El presente estudio tuvo
como finalidad aportar antecedentes sobre los niveles de re-
sistencia a antimicrobianos de uso en mastitis bovina presen-
tadas por cepas de Staphylococcus aureus aisladas de vacas
con mastitis subclinica en tres sectores de la IX Region de la
Araucania (Chile).

MATERIALES Y METODOS

Se trabaj6 con 39 cepas de Staphylococcus aureus, aisla-
das de vacas con mastitis subclinica (segun California Mastitis
Test), de tres sectores lecheros rurales (Niagara, Pitrufquén y
Chivilcan, con 7, 21 y 11 cepas de cada uno) pertenecientes a
la IX Region de la Araucania, Chile. La identificacion se realizd
en el laboratorio de Microbiologia de la Escuela de Medicina
Veterinaria de la Universidad Catodlica de Temuco. Para la iden-
tificacion de las colonias sospechosas de S. aureus desarrolla-
das en agar sangre, se realizaron las pruebas de catalasa y
coagulasa (en plasma de conejo liofilizado). Las colonias ne-
gras, sospechosas de S. aureus en agar Baird-Parker (suple-
mentado con yema de huevo y telurito de potasio, Merck), fue-
ron traspasadas a caldo Cerebro Corazén (Merck) a partir del
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cual se realizaron las pruebas confirmatorias (correspondien-
tes a coagulasa y produccion de acido en aerobiosis desde
fructosa, xilosa, maltosa, lactosa, sucrosa y manitol) [3].

Para la determinacion de la sensibilidad por el método
de difusién en placa, se utilizé la técnica de Kirby-Bauer estan-
darizada por el National Committee for Clinical Laboratory
Standards [15]. Las cepas se cultivaron en caldo peptona por
18 h a 37°C y la suspensién se ajustd a una turbidez equiva-
lente a 0,5 McFarland (correspondiente a 1,5x108 UFC/mI) [1],
la que fue sembrada en agar Mueller Hinton (Merck). Sobre el
indculo se depositaron sensidiscos de penicilina G (10
IU/IE/UI), ampicilina (10 mcg), cloxacilina (1 pg), neomicina (30
mcg) y enrofloxacilina (10 mcg), incubandose por 18 h a 37°C.
Se utiliz6 como cepa control S. aureus ATCC 25923. Los aisla-
mientos fueron categorizados como susceptible (S), sensibili-
dad intermedia (SI) y resistente (R) basado en los criterios de
la NCCLS [15].

Las cepas que resultaron resistentes a penicilina 'y am-
picilina a la vez (14), fueron probadas para produccién de
betalactamasa utilizando el método del Nitrocefin (Oxoid),
para lo cual una muestra de cada cepa se deposité en el ex-
tremo de una tira impregnada con Nitrocefin, una cefalospo-
rina cromogénica, que vira de amarillo a rojo en presencia
de la enzima.

Para la determinacion de las CMI se utilizé el método de
dilucién en placa estandarizado por la NCCLS [15]. Se prepa-
raron las soluciones madre de penicilina G, ampicilina, cloxaci-
lina, neomicina y enrofloxacino de acuerdo a la férmula “Canti-
dad de farmaco (mg) =100 ml x 2000 pg/ml (2000 Ul/ml) / Po-
tencia de la droga (pg o Ul/mg)”, y los diluyentes sefialados
por la NCCLS [15] que se indican a continuacion.

Droga pura Solvente Diluyente

Penicilina G | Agua destilada estéril | Agua destilada estéril

potasica

Cloxacilina Agua destilada estéril | Agua destilada estéril

Ampicilina Buffer fosfato pH 8;|Buffer fosfato pH 6;
0,1M 0,1 M

Neomicina Agua destilada estéril | Agua destilada estéril

Enrofloxacina |% vol. Agua + gotas |Agua destilada estéril
NaOH

Posteriormente se agregd 2 ml de cada dilucién a un
tubo que contenia 18 ml de agar Mueller Hinton fundido que-
dando en proporcién droga: medio de cultivo de 1:10. Se deja-
ron 2 placas sin antibiético como control, una de las cuales se
sembré con la cepa S. aureus ATCC 25923. Posteriormente
se inocularon las placas con las suspensiones estandarizadas
de las cepas (0,5 unidades Mc Farland) por medio de un iné-
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culo-replicador de Steers (700 pl de suspension/depdsito). Se
consider6 como CMIgg y CMIgg aquella dilucion del antibiético
que inhibié el crecimiento bacteriano en un 50 y 90% respecti-
vamente, a las 18 h a 37°C. Para interpretar los resultados de
CMI, éstos se compararon con los estandarizados por la
NCCLS [15] como se presenta en la TABLA II.

RESULTADOS Y DISCUSION

En Chile, varios agentes antimicrobianos son corriente-
mente administrados para el tratamiento de mastitis bovinas, in-
cluyendo betalactamicos, aminoglicésidos y fluoroguinolonas. El
método mas utilizado para determinar si un aislamiento prove-
niente de la glandula mamaria es susceptible o resistente a un
antimicrobiano, corresponde al método de difusion en agar o de
Kirby Bauer. Las 39 cepas provenientes de mastitis subclinica
de este estudio mostraron diversidad en los porcentajes de sen-
sibilidad frente a los antimicrobianos probados por este método
(TABLA I). De las 14 cepas que mostraron resistencia a los be-
talactamicos penicilina G y ampicilina por este método, 12 resul-
taron positivas a betalactamasa, 9 de las cuales fueron de Chi-
vilcan y 2 de Pitrufquén. Watts y Salmon [24] informan resulta-
dos similares utilizando el mismo método. La relacién entre pre-
sencia de betalactamasa y resistencia a penicilinas ha sido co-
rroborada por otros autores [6, 24] y es predictivo de resistencia
tanto a penicilinas como amino-, carboxi- y ureido-penicilinas
[15]. En el caso de cloxacilina, penicilina antiestafilococica que
pertenece al grupo de la oxacilina, nafcilina y meticilina [15], la
sensibilidad (97,4%) no fue tan afectada como en el caso de las
otras penicilinas. Cepas productoras y no productoras de beta-
lactamasa mostraron sensibilidad frente a cloxacilina lo que
concuerda con resultados de Gutiérrez [8]. Esto podria deberse
a la estabilidad de esta penicilina semi-sintética, frente a la enzi-
ma. Este resultado justificaria la eleccion de cloxacilina en tera-
pia intramamaria en casos de mastitis originados por esta bac-
teria en todos los sectores muestreados.

Todas las cepas fueron sensibles a neomicina. El 89,7%
fué sensible a enrofloxacino, resultado similar al informado por
Leon [9] para el sur de Chile y por Salmon y col. [18], para ce-

pas provenientes de Nueva Zelandia. San Martin y col. [20] y
Gutierrez [8], describen valores similares de sensibilidad a es-
tos antimicrobianos en las Regiones V y Metropolitana (Chile,
zona central).

Al analizar el comportamiento de las poblaciones de ce-
pas frente a los antibiéticos estudiados por sector (TABLA 1), se
observé que los patrones de sensibilidad a penicilina y ampicili-
na presentaban variaciones que diferenciarian su eleccion tera-
péutica por sector. En Nidgara (7 cepas analizadas) se encon-
traron CMlgg de 0,5 pg/ml para penicilina G y 0,25 pg/ml para
ampicilina. En Chivilcan se observo la mayor proporciéon de ce-
pas resistentes de un total de 11, obteniéndose CMIlgg de 16
pg/ml y de 8 pg/ml para los mismos antimicrobianos, respectiva-
mente. En el sector Pitrufquén, las 21 cepas aisladas requirie-
ron CMlgg de 0,13 pg/ml para penicilina G y 8 g/ml para ampicil-
na. Estos CMlgg estan por sobre los 0,25 y 0,5 pg/ml, respecti-
vamente, utilizados para categorizar estafilococos como resis-
tentes a esos compuestos [15], excepto en el caso de las cepas
provenientes de Nidgara frente a la ampicilina. La penicilina ge-
neralmente exhibe buena actividad contra cocos Gram positivos
pero es afectada por la actividad betalactamasa. S. aureus es
una bacteria que desarrolla rapidamente resistencia a antibioti-
cos como la penicilina, sobre todo posterior a su uso terapéutico
en terreno como el caso de los tratamientos de mastitis bovina,
debido al aumento de la presion de seleccion sobre las suscep-
tibles lo que es de gran preocupacion en Medicina Veterinaria
[6, 11, 23]. La ampicilina pertenece a un extenso grupo de peni-
cilinas conocido como aminopenicilinas, similares en espectro
de actividad a las penicilinas naturales, pero mas resistente a
betalactamasa [18, 24]. Asi, los resultados muestran que la acti-
vidad de este antimicrobiano fue menos afectada que la de la
penicilina G, lo que concuerda con otros autores [6, 11].

Los CMlgg para cloxacilina, neomicina y enrofloxacino
(CMlgg 0.5-1 pg/ml) indicarian ausencia de resistencia en las
tres localidades, ya que estan por debajo de los puntos de cor-
tes sefialados por la NCCLS [15], y concuerdan con resultados
de Zurich [25], por lo que pueden ser utilizados en terapia de
mastitis por S. aureus en esos sectores geograficos. Aun
cuando no esta totalmente aprobada para su uso en tratamien-

TABLA |
SENSIBILIDAD IN VITRO DE 39 CEPAS DE STAPHYLOCOCCUS COAGULASA POSITIVA
FRENTE A DIFERENTES ANTIMICROBIANOS (METODO KIRBY- BAUER)

Droga st MS R

N % % N %
Penicilina G 25 64,1 — 14 35,9
Ampicilina 25 64,1 — 14 35,9
Cloxacilina 38 97,4 2,6 — —
Neomicina 39 100 — — —
Enrofloxacino 35 89,7 10,3 — —

1S sensible; Sl sensibilidad intermedia; R resistente.
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TABLA I
CONCENTRACIONES INHIBITORIAS MINIMAS CIM (ug/ml) Y PUNTOS DE CORTE PARA PENICILINA G, AMPICILINA,
CLOXACILINA, NEOMICINA Y ENROFLOXACINO SOBRE CEPAS AISLADAS EN LOS SECTORES DE NIAGARA (n=7),
CHIVILCAN (n=11) Y PITRUFQUEN (n=21) PERTENECIENTES A LA IX REGION DE CHILE

NIAGARA CHIVILCAN PITRUFQUEN Cim4

pg/mL ug/mL pug/mL Punto

Droga Rango CIMsp2  CIMgg®  Rango CIMso ClIMgo Rango CIMso ClMgo Corte

PenicilinaG* 0,063a05 0,25 0,5 8al6 8 16  0,063a64 0,13 16 >0,25

Ampicilina 0,13a0,25 0,25 0,25 4a8 4 8 0,13a8 0,25 8 =0,5
Cloxacilina 0,25a0,5 0,5 0,5 0,5a0,5 0,5 0,5 0,25a1l 0,5 1 =4
Neomicina 05al 1 1 0,25a1l 1 1 05a1l 1 1 =64
Enrofloxacino  0,25a1l 0,25 1 0,25a1 0,25 1 0,25a1 0,5 0,5 >4

1Expresado en Ul/mL. 2CIMsg Minima concentracion que inhibe el 50% de los aislamientos probados. 3CIMgo Minima concentracion gue inhibe el

90% de los aislamientos probados. 4Segt’m NCCLS [13].

tos de mastitis bovina, enrofloxacino (fluoroquinolona que inhi-
be la subunidad gyrA de la DNA girasa) se ha venido incorpo-
rado en la terapia de secado y se ha sugerido su uso para
mastitis clinica por S. aureus [16, 18, 25]. Los resultados aqui
obtenidos contribuirian a esta eleccion. No obstante, mientras
permanecen en estudio los Limites Maximos de Residuo
(LMR) para este antimicrobiano y se aclara su efecto residual,
su uso debiera vigilarse.

La descripcién de la actividad de los antibiéticos solo tie-
ne caracter orientador, dado que la susceptibilidad de las ce-
pas depende de variados factores siendo los mas importantes,
entre otros, las concentraciones en el sitio de localizacion de la
bacteria, capacidad del antimicrobiano de penetrar la bacteria
y ulterior unién a proteinas especificas de los gérmenes [21].
Desde el punto de vista epidemioldgico, la resistencia varia
entre regiones geogréficas e, incluso, entre predios de una
misma regioén [19]. Resulta importante realizar estudios in vitro
de la sensibilidad y CMI de estos antibiéticos frente a S. au-
reus para asi obtener antecedentes cuantitativos que sumados
a trabajos farmacocinéticos permitan reproducir CMI efectivas
en el animal de acuerdo a ajustes posolégicos adecuados ase-
gurando asi el éxito de las terapias. Resultados diferentes en
CMI por localidad a los distintos antibiéticos son explicables ya
que el CMI se considera una respuesta individual de cada
cepay no de la especie.

El mantenimiento de altos niveles de sensibilidad a distin-
tos antimicrobianos y la vigilancia de la aparicion de resistencia
en el tiempo y en diferentes localidades geograficas adquiere vi-
tal importancia en Medicina Veterinaria. El patron de sensibilidad
a distintos antibidticos puede ser diferentes para localidades geo-
graficas distintas, aunque sean vecinas. Es primordial llevar re-
gistros de los antibioticos utilizados en cada predio y asegurar su
uso correcto, asi como mantener una rotacion de los farmacos
por sectores (disminuye la presion de seleccion), conservandose
la susceptibilidad a éstos en distintas localidades. La tendencia
actual aconseja usar antimicrobianos de espectro reducido, sobre
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todo aquellos que son de primera linea de eleccién en infec-
ciones graves en medicina humana [2, 22, 23].

El monitoreo de la resistencia por si solo no provee la in-
formacion necesaria para una intervencion 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 [2]. Ade-
mas, orienta la eleccion terapéutica pero no asegura el éxito
de la misma ya que deben considerarse ademas las interrela-
ciones con el ambiente interno del hospedero [4].

CONCLUSIONES

Estos resultados sustentan la necesidad de investigar
exhaustivamente el uso de antimicrobianos de uso potencial
asi como los patrones de resistencia que las cepas de S. au-
reus estan desarrollando a ellos en la IX Regién de Chile. Esto
debido a que, aun cuando se trat6 de un ndmero de cepas
poco representativo, un porcentaje importante de cepas inhibié
su crecimiento a CMI de penicilina G y ampicilina superiores al
punto de corte establecido por la NCCLS (indicando resisten-
cia) observandose diferencias por sector geografico. Se confir-
ma la necesidad de establecer en Chile planes de monitoreo
de resistencia para tratamientos aplicados en Medicina Veteri-
naria con el fin de vigilar el uso racional de antimicrobianos y
proteger la salud publica.
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