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RESUMEN

Se determind la susceptibilidad in vitro frente a antimicrobianos de 95 cepas de
Staphylococcus aureus aislados de mastitis bovina en la cuenca lechera central de
Argentina utilizando el método de la concentracion inhibitoria minima (CIM) y el
método de difusion en agar. Las CIMsy de penicilina, oxacilina, gentamicina,
eritromicina, enrofloxacina y florfenicol fueron de 0,06, 0,25, 0,19, 0,125, 0,19 y 4
ug/ml, respectivamente, mientras que las CIMgg fueron de 4, 0,25, 0,38, 0,25, 0,38 y 8
pg/ml, respectivamente. El mayor porcentaje de resistencia se observo frente a
penicilina con un alto nimero de cepas productoras de beta-lactamasa, lo cual coincide
con hallazgos previos en nuestro pais, no detectandose cepas oxacilina resistente.
Ademas, se evaluaron los puntos de corte actualmente utilizados en las pruebas de
difusion en agar para la eritromicina para clasificar a cepas de S. aureus aisladas de
mastitis bovina en nuestro pais. Se estimaron los puntos de corte para el método de
difusion en agar utilizando los puntos de corte de CIM indicados por el National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) sobre 192 cepas de S. aureus
aisladas de mastitis bovina en Argentina, utilizando analisis de regresion lineal y
método de “error rate-bounded”. Los puntos de corte establecidos en el presente estudio
permitieron categorizar a los aislamientos en susceptibles, intermedios y resistentes, no
detectandose errores mayores y arrojando una menor cantidad de errores menores que
con los criterios de interpretacion del NCCLS. Asimismo, a partir de estudios cinéticos
de disposicion de eritromicina en leche luego de la administracion intramuscular, se
establecieron puntos de corte de CIM para este antimicrobiano, no detectandose errores

mayores y arrojando un numero de errores similar al anterior. Estos resultados justifican
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la revision de los puntos de corte del método de difusion en agar para eritromicina
frente a S. aureus aislados de mastitis.
Palabras clave: susceptibilidad antibiotica, Staphylococcus aureus, mastitis

bovina



SUMMARY

The in vitro activity of selected antimicrobial agents against 95 Staphylococcus
aureus strains causing both clinical and subclinical bovine mastitis belonging to 61
dairy farms from the Central dairy area of Argentina was assessed using both minimal
inhibitory concentration (MIC) and agar diffusion method. MICsy and MICy, were as
follows: penicillin, 0.05 and 4 pg/ml; oxacillin, 0.25 and 0.25 pg/ml; gentamicin, 0.25
and 0.5 pg/ml; erythromycin 0.125 and 0.25 ug/ml; enrofloxacin 0.25 and 0.5 pg/ml,
and florfenicol 4 and 8 pg/ml. No resistant isolates to oxacillin, enrofloxacin and
florfenicol were detected by the agar diffusion method, while 48.4, 2.1 and 2.1% were
resistant to penicillin, gentamicin and erythromycin, respectively. Beta-lactamase
activity was detected in 89% of penicillin-resistant strains. In addition, interpretative
breakpoints used in agar diffusion tests for erythromycin were evaluated using S. aureus
isolated from bovine mastitis in Argentina. Breakpoints for agar diffusion were
estimated using minimum inhibitory concentration (MIC) breakpoints proposed by the
National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) for 192 S. aureus
isolated from bovine mastitis in Argentina on the basis of the linear regression analysis
and error rate bounding. Breakpoints established in the present study allowed
classification of isolates in susceptible, intermediate and resistant categories, finding no
major errors and less minor errors than those detected using NCCLS interpretative
criteria. MIC breakpoints were established based on kinetic studies following
intramuscular administration of erythromycin. Using these MIC breakpoints, agar
diffusion interpretative breakpoints were estimated obtaining lack of major errors and

an acceptable percentage of minor errors. These results underscore the importance of
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revising interpretative criteria for agar diffusion method used for erythromycin against

S. aureus isolated from bovine mastitis in Argentina.

Key words: antibiotic susceptibility, Staphylococcus aureus, bovine mastitis



1. INTRODUCCION

La mastitis bovina es una de las limitantes mas importantes de la produccion
lechera en todo el mundo (DeGraves and Fetrow, 1993). El control de la salud mamaria se
basa en practicas de higiene durante el ordefio y terapia antibidtica para el tratamiento de
casos clinicos y subclinicos. En general, los casos clinicos se tratan durante la lactancia,
mientras que las infecciones intramamarias (IIM) subclinicas son preferentemente tratadas
durante el periodo de vaca seca. Los indices de curacion bacterioldgica, entendiendo por
esta, la ausencia del organismo causante en la secrecion mamaria tres o cuatro semanas
luego del tratamiento, son altos frente a las distintas especies del género Streptococcus,
mientras que frente a Staphylococcus aureus y organismos coliformes son mucho
menores (Francis, 1989). La pobre respuesta a la terapia antibidtica frente a S. aureus se
debe a factores tales como incorrecta dosificacidn, limitantes farmacocinéticas, latencia
bacteriana, desarrollo de formas L, accion deletérea del antibidtico sobre los neutréfilos,
reinfecciones y resistencia a los antibidticos (Anderson, 1986; Sandholm, 1991).

La terapia antibiotica tiene por objeto eliminar al agente infeccioso mediante la
administraciéon de una cantidad optima de droga activa que supere y mantenga por un
tiempo adecuado una concentracion capaz de inhibir al organismo actuante en el sitio de
la infeccion. Esto implica que, si se desea establecer un esquema terapéutico sobre una
base racional, se deben conocer tanto la susceptibilidad a los antibidticos de los
organismos causales, como los niveles esperados de antibidtico en el sitio de infeccion

luego de su administracion (Ziv, 1992).

Los patrones de susceptibilidad a los antimicrobianos pueden variar no
solamente de acuerdo con la regién geografica, sino también de un rodeo a otro

(Hinckley et al., 1985). El conocimiento de estos patrones es de utilidad tanto en



estudios epidemioldgicos, como para la seleccion de agentes antimicrobianos (Salmon
et al., 1998; De Oliveira et al., 2000). En la practica, la seleccion de las drogas
antibioticas para el tratamiento de mastitis se realiza sobre la base de observaciones
empiricas y por resultados de pruebas de susceptibilidad a los antibidticos (PSA). Las
pruebas en uso actualmente para determinar la susceptibilidad in vitro de los
organismos patogenos de mastitis a los antimicrobianos son los métodos de difusion en
agar y de dilucion en caldo o agar (concentracion inhibitoria minima -CIM-) (National
Committee for Clinical Laboratory Standards -NCCLS-, 2002). El método de difusion
en agar o antibiograma, que se usa rutinariamente, expresa los patrones de
susceptibilidad en términos cualitativos. Los resultados obtenidos a través de la lectura
de los didmetros de inhibicidn, indican areas de sensibilidad, de respuesta intermedia y
de resistencia del organismo al antibidtico. Este método se correlaciona con el método
cuantitativo, ya que los puntos de corte de los didmetros de inhibicidon corresponden a
CIM dentro de los rangos de susceptibilidad y resistencia ajustadas de acuerdo con las
concentraciones de antibidticos esperadas en suero tras su administracion por via
parenteral (Baron and Finegold, 1990). Estos métodos son reproducibles y cuentan con

controles de calidad rigurosos (NCCLS, 2002).

Los criterios de interpretacion de estas pruebas en Medicina Veterinaria han sido
cuestionados ya que estan basados en datos de organismos patdgenos y caracteristicas
farmacocinéticas obtenidas en seres humanos. Idealmente, los criterios de interpretacion
de las pruebas de susceptibilidad deben desarrollarse para el uso de cada droga
antimicrobiana, frente a un agente patégeno especifico y en un hospedador determinado.

Para esto es necesario conocer la siguiente informacion: 1) datos sobre la CIM de un



antibidtico determinado frente a una coleccion de organismos patogenos, 2) datos sobre
las caracteristicas farmacocinéticas del antimicrobiano en el hospedador (el limite de
susceptibilidad debera estar por debajo de las concentraciones de droga que se alcancen
en el tejido o fluido) y 3) datos clinicos acerca de la eficacia de curacion de las drogas
demostrando que las cepas definidas como susceptibles deben haber respondido
clinicamente a la terapia antibidtica (Watts and Yancey, 1994). Solamente para algunos
antibidticos de uso corriente en terapéutica de [IM; como la pirlimicina, penicilina mas
novobiocina (Thornsberry et al., 1993, 1997) y ceftiofur (Portis et al., 2005), se cuenta
con criterios de interpretacion basados en los principios mencionados. Para otros
antimicrobianos, los criterios de interpretacion estan basados sobre datos de CIM frente
a organismos patogenos humanos y caracteristicas farmacocinéticas de drogas en seres

humanos.

En nuestro pais, varios autores han informado acerca de la susceptibilidad in
vitro de S. aureus aislados a partir de mastitis subclinicas y clinicas, expresada en
términos cualitativos (Calvinho et al., 1991a; b; Frigerio et al., 1995; Rivero et al.,
1984; Rossetti, 1993; Tessi et al., 1979; Weidmann et al., 1988). La informacion
expresada en términos cuantitativos generada en Argentina es escasa (Wainmaier, 1984;
Gentilini et al., 2000). Es necesario, por lo tanto, generar informacién de tipo
cuantitativo sobre susceptibilidad de S. aureus de IIM frente a los antimicrobianos de
uso mas frecuente en nuestro pais. Paralelamente, contando con esta informacion y
conociendo las concentraciones en leche de antibidticos utilizados para el tratamiento de

mastitis, sera posible revisar los criterios de interpretacion de las pruebas de



susceptibilidad y fijar las bases para estudios de correlacion entre susceptibilidad in
vitro y eficacia in vivo.

La eritromicina es un antibiotico del grupo de los macroélidos, recomendado para
el tratamiento de mastitis bovina causadas por cocos Gram positivos por alcanzar altas
concentraciones en leche tras la administracion parenteral o intramamaria (Ziv, 1980,
1992; Bajwa et al., 2007). Este antibidtico es utilizado frecuentemente como
representante del grupo de los macrolidos en las evaluaciones de susceptibilidad de
cepas de S. aureus aisladas de mastitis bovina (Watts and Salmon, 1997; De Oliveira et
al., 2000; Gentilini et al., 2000; Yoshimura et al., 2002; Gianneechini et al., 2002;
Haveri et al., 2005). Basado en estos antecedentes, se establece la hipétesis de que los
criterios de interpretacion actuales de los tests de difusion en agar establecidos con
patogenos humanos y datos de farmacocinética en humanos, no permiten una adecuada

clasificacion de los Staphylococcus aureus aislados de IIM bovinas en nuestro pais.

1.1. OBJETIVOS
1.1.1 Generales:
1) Determinar la susceptibilidad a antibidticos de S. aureus aislados de mastitis bovinas

clinicas y subclinicas.

2) Evaluar los puntos de corte actualmente utilizados en las pruebas de difusion en agar
para la eritromicina en cepas de S. aureus aisladas de IIM en nuestro pais, segun los
criterios establecidos por la NCCLS, y estimar si se ajustan a las concentraciones

esperadas en leche luego de la administracion intramuscular de esta droga.



1.1.2. Especificos:
1) Determinar la susceptibilidad in vitro por métodos cuanti y cualitativos de S. aureus
aislados de infecciones intramamarias frente a antibioticos seleccionados por su uso

frecuente en mastitis bovina.

2) Detectar la produccion de beta-lactamasa en aquellas cepas que mostraran resistencia

a la penicilina.

3) Determinar los puntos de corte iniciales de la CIM para la eritromicina sobre la base

de datos farmacocinéticos en leche.

4) Aplicar los puntos de corte definidos en el item 3 en la interpretacion de pruebas de

cualitativas de susceptibilidad in vitro.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Terapia antibiética en mastitis bovina

La mastitis es la inflamacion de la glandula mamaria causada generalmente por
agentes microbianos. Esta enfermedad es uno de los limitantes mas importantes de la
produccion lechera en todo el mundo. Se estima que debido a menor produccion de leche,
mayores costos por reemplazo de animales, costos de antibioticos, leche descartada debido
a tratamientos antibioticos, costos por servicios veterinarios y trabajo extra, la capacidad
productiva anual disminuye entre el 10 y 11% (De Graves and Fetrow, 1993; Bramley et

al., 1996).

La mastitis es una enfermedad multicausal, habiéndose identificado mas de 80
agentes etiologicos, incluyendo especies de bacterias, hongos, micoplasmas y algas (Watts,
1988). La condicion multietiologica de la mastitis bovina y la ubicuidad de algunos
microorganismos en el ambiente dificultan su erradicacion. Sin embargo, se cuenta con
diversas medidas de manejo de la salud mamaria que, utilizadas en forma conjunta pueden
contribuir a su control.

Los métodos actuales de control de mastitis fueron desarrollados hacia fines de la
década del 60 y estan basados en la prevencion de las nuevas IIM (disminucion de la
incidencia), y la disminucion de la duracion de las [IM presentes en el rodeo (disminucion
de la prevalencia) (Booth, 1975). Los programas de control consisten en medidas de
higiene durante la rutina del ordefio, incluyendo la desinfeccién de pezones, terapia
antibidtica y descarte de animales con [IM cronicas. La terapia antibiotica es uno de los

pilares de los programas de control, utilizandose para el tratamiento tanto de casos clinicos



como subclinicos. En general, los casos clinicos se tratan durante la lactancia, mientras que

las mastitis subclinicas son preferentemente tratadas durante el periodo seco.

Dentro de los organismos aislados frecuentemente de IIM, Staphylococcus
aureus es causante de mastitis contagiosa en el ganado lechero que se manifiesta de
forma clinica o subclinica. Los cuadros clinicos pueden variar desde una forma
peraguda hasta una leve, en la que no se observan signos generales de inflamacion, sino
solamente alteraciones locales (Anderson, 1983, Fox and Gray, 1993). La forma mas
comun de mastitis por S. aureus es cronica, relativamente leve, caracterizada por
ocasionales reapariciones de formas agudas o subagudas, cominmente al parto, las
cuales revierten a una forma subclinica a medida que avanza la lactancia y la glandula

retoma su potencial productivo (Schalm et al., 1971).

Los porcentajes de curacion bacteriologica luego de terapia antibidtica,
entendidos como la ausencia en leche del organismo causante, son altos frente a
estreptococos, mientras que frente a S. aureus son de alrededor del 60% a las tres o
cuatro semanas después del tratamiento (Sandholm, 1991). Las razones de la pobre
respuesta a la terapia antibidtica frente a S. aureus se deben a factores tales como
incorrecta dosificacion, limitantes farmacocinéticas, latencia bacteriana, desarrollo de
formas L, accion deletérea del antibiotico sobre los neutrofilos, reinfecciones, asi como

resistencia a los antibidticos (Anderson, 1986; Sandholm, 1991).



2.2. Resistencia a antibioticos

La informacién genética que controla la resistencia bacteriana hacia los agentes
antimicrobianos se halla codificada en el DNA cromosémico y extracromosdémico
(plasmidos). La resistencia a antibidticos es un fendomeno que se adquiere por
transferencia horizontal de los determinantes de resistencia de una célula donante, a
menudo de otra especie, mediante transformacion, transduccion y/o conjugacion,
aunque también se puede transmitir mediante transposones (Joklik et al., 1994).
Ademas, también se puede con menor frecuencia por mutacion.

Existen diversos mecanismos bioquimicos por los que se expresa la resistencia a

ciertos antimicrobianos. Estos son:

- Disminucion de la permeabilidad celular: se genera por cambios en receptores
especificos y/o pérdida de la capacidad de transporte activo para una determinada droga.
También se pueden producir cambios estructurales en la membrana celular que influyen
en la permeabilidad en forma no especifica, como la modificacion estructural de las

porinas y otras proteinas de membrana. (Joklik et al., 1994)

- Inactivacion enzimatica de la droga: este tipo de resistencia se debe a ciertas
enzimas que producen cambios conformacionales en las drogas. Estas enzimas pueden
ser constitutivas o inducibles, como las penicilinasas o betalactamasas, y la mayor parte
de su actividad es extracelular en las bacterias Gram positivas (Joklik et al., 1994). Es el
caso del gen blaZ (portado por un plasmido) que codifica para la sintesis de
betalactamasa en Staphylococcus, responsable de la degradacion del anillo

betalactamico de las penicilinas (Brakstad & Maeland, 1997). También pueden ser



degradados por enzimas los antibidticos aminoglucosidos y el cloramfenicol (Joklik et

al., 1994).

- Modificacion del sitio blanco donde actiia la droga: este tipo de resistencia se
genera por mutaciones cromosomicas, o por la accion de genes presentes en plasmidos
que producen cambios en enzimas o sitios activos involucrados en reacciones
metabolicas esenciales para la célula. Estos cambios disminuyen o bloquean la afinidad
del antimicrobiano por el sitio blanco, como ocurre con la resistencia de S. aureus a
meticilina codificada por el gen cromosémico adquirido “mecA”. La meticilino-
resistencia estd asociada fenotipicamente con la presencia de una transpeptidasa
adicional PBP,, (Proteina de Union a Penicilina), ausente en cepas de Staphylococcus

susceptibles (Joklik et al., 1994).

La pared de las bacterias estd formada en su mayor parte por una
macromolécula constituida por residuos alternados de los aminoazicares, N-
acetilglucosamina y 4acido N-acetil muramico, unidos por enlaces p 1-4. El grupo
carboxilo del acido lactico de cada residuo de N-acetil-D-muramico se une al grupo
amino del aminoacido terminal de un tetrapéptido. El tercer aminoacido del
tetrapéptido, L-lisina, se une mediante un pentapéptido de D-glicina al cuarto
aminodcido (D-alanina) del tetrapéptido de la cadena de aminoazucares lateral
adyacente, con liberacion del 5 residuo de D-alanina. Esta union ocurre en la ultima
etapa de la sintesis de la pared celular, se denomina transpeptidacién indirecta y

contribuye a la formacion de una matriz densa. Es precisamente esta ultima etapa de la



sintesis del peptidoglicano la que es inhibida por los antibidticos beta-lactdmicos

(Hardman et al., 1996).

La conformacion estereoscopica de la penicilina es muy semejante a la del
pentapéptido inicial unido al 4cido N-acetilmuramico. La transpeptidasa probablemente
es acilada por la penicilina, es decir, al parecer se forma la enzima peniciloil, con
ruptura de la ligadura —CO-N- del anillo betalactamico (Hardman et al., 1996). Altos
niveles de resistencia a meticilina y otros antibidticos beta lactdmicos se adquieren y
expresan a través del gen mecA. La PBP ,, es una proteina que pertenece a un grupo de
enzimas biosintéticas involucradas en el ensamblaje de los componentes del
peptidoglicano de la pared bacteriana. El gen mecA es transportado con otros
componentes genéticos en un extenso elemento genético llamado cassette cromosdémico
estafilocdcico mec (staphylococcal cromosomic cassette) (SCCmec) que esta integrado
dentro del cromosoma MRSA, cerca del origen de replicacion. Se cree que SCCmec ha
sido adquirido por transferencia horizontal a partir de especies de Staphylococcus,
posiblemente patdgenos animales, como S. sciuri (Lambert , 2005). No obstante, ¢l
donador original de mecA de Staphylococcus es desconocido, pero este gen no ha sido
identificado fuera de este género. Staphylococcus sciuri, tiene una PBP intrinseca que
comparte un 87,8 % de aminoacidos homologos con la PBP ,, y esto sugiere que éste

es el precursor mas probable en homologia con S. aureus.(Enright, 2003).

La expresion de la PBP,,, también esta regulada por proteinas codificadas por un
plasmido portador de los genes blaR1-blal sistema inductor-represor y el

correspondiente sistema genomico mecRI-mecl. Los productos de blaR1-blal son

10



importantes para la regulacion de la produccion de beta lactamasas y expresion de mecA
(Brakstad & Maeland, 1997). La expresion fenotipica de la meticilino-resistencia esta
influenciada, ademas, por un numero adicional de factores, como los productos
codificados por el gen fem cromosémico, los cuales son importantes para la sintesis de
precursores moleculares normales del peptidoglicano. También, las propias enzimas
autoliticas del microorganismo son importantes en la expresion de la meticilino-
resistencia, asi como otros mecanismos no dependientes del gen mec (bacterias
meticilino-resistentes ‘“borderline”), tales como: hiperproduccion de beta-lactamasa;
produccion de meticilinasas; modificacion de la estructura normal de las PBPs o
aparicion de variantes de “colonias pequeias de S. aureus” (Brakstad & Maeland,

1997).

Historicamente, las cepas de Staphylococcus resistentes a los antibidticos
betalactamicos estables a las penicilinasas, han sido referidos como MRSA (S. aureus
meticilina-resistente) o MRS (Staphylococcus spp. meticilina-resistente). Las siglas se
siguen utilizando aunque la meticilina ya no sea la droga de eleccion para la
determinacion de la sensibilidad o para el tratamiento. El término meticilina-resistente u
oxacilina-resistente es indistinto (Famiglietti et al., 2004) La resistencia a meticilina se
detecta con los discos de oxacilina (1 ug) y cefoxitina (30 ug) (Boutiva-Ben Boubaker
et al., 2004). La utilizacion de ambos discos aumenta la sensibilidad y especificidad en
la deteccion de la resistencia mediada por el gen mecA (Famiglietti et al., 2004). Este
método esta avalado por varios estudios y se considera mas adecuado que la prueba de
difusion basada tinicamente en el empleo del disco de oxacilina (Swenson et al., 2005;

Cauwelier et al., 2004; Urbaskova et al., 2004).

11



4- Otros mecanismos de resistencia: los antibioticos macrélidos inhiben la
sintesis proteica bacteriana al actuar sobre la fraccion 50S de los ribosomas, resultando
en el bloqueo de la translacion del ARN-t-aa por interferencia estérica (Joklik et al.,
1994). Staphylococcus aureus presenta tres mecanismos de resistencia conocidos a
macrolidos, lincosaminas y streptogramina B (MLS) que son:

a) Modificacion del sitio blanco del antibiotico (ribosomas) . Se debe a la produccion
de una enzima, llamada metilasa (mediada por genes ermB y ermC), que produce la
dimetilacion de un residuo adenina especifico, con el consiguiente cambio
conformacional del residuo 23S de la subunidad 50S rRNA, y por consiguiente reduce
su afinidad por la eritromicina. Los ribosomas modificados presentan resistencia
cruzada entre macrolidos, lincosaminas y streptograminas B. Este tipo de resistencia
MLS puede ser constitutiva o inducible (Denis et al., 2002).

b) Sistema de eflujo: este mecanismo es menos comun. La bomba de eflujo activo es
codificada por los genes msrA y msrB (Denis et al., 2002). Este fenotipo indica
unicamente resistencia a los compuestos de 14 4tomos de carbono, incluida la
eritromicina, y estreptograminas B solamente.

¢) Inactivacion enzimatica : el mecanismo se basa en la enzima acetiltransferasa que

inactiva streptogramina A codificada por el gen vatB (Denis et al., 2002).

La resistencia bacteriana a aminoglucosidos también se debe en parte a
alteracion del sitio blanco del antibidtico por mutacion en la molécula de RNA 16S y de
las proteinas de la subunidad 30S, con pérdida de la afinidad de la droga por ese sitio

(Joklik et al., 1994).
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Las quinolonas actian como inhibidoras de la funcion del DNA, bloqueando de
forma selectiva y reversible la replicacion del DNA, inhibiendo la subunidad A de la
DNA girasa. Mutaciones en la subunidad A de la DNA girasa han sido implicadas en

resistencia de S. aureus a estas drogas (Joklik et al., 1994).

2.3. Pruebas de susceptibilidad a antibio6ticos

Las pruebas de susceptibilidad a los antibidticos fueron desarrolladas con el
objeto de brindar informacion que pueda ser utilizada para la seleccion de la terapia
antimicrobiana. Estas pruebas deben proveer resultados reproducibles que manifiesten
una fuerte correlacion con la eficacia del antibiotico in vivo. Estos datos estan bien
definidos en Medicina humana y poco en Medicina veterinaria (Watts and Yancey,
1994). La mayoria de los laboratorios de diagnostico veterinario usan los
procedimientos de prueba recomendados por el NCCLS, realizando tanto las técnicas de
difusion en agar con discos de antibidticos como las de dilucion en agar o caldo, ya que
estan bien documentadas, ofrecen una alta reproducibilidad y rigurosos controles de

calidad (NCCLS, 2002).

En el caso especifico del tratamiento antibidtico de mastitis bovina, la
interaccion de la leche con el agente antimicrobiano ha llevado a cuestionar la validez
de los métodos de las pruebas de susceptibilidad a antibioticos. Se ha observado que los
valores de CIM y concentracion bactericida minima obtenidos en leche son
generalmente superiores a aquellos obtenidos en el caldo de cultivo en que se realizan
estas pruebas (Ali-Vehmas et al., 1997; Louhi et al., 1992; Owens and Watts, 1987,

Sandholm et al., 1991; Ziv, 1969), mostrando una menor actividad antibacteriana de la
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droga en leche. Esto indica que los medios de cultivo utilizados en las pruebas
estandarizadas no reflejarian el comportamiento del antibidtico en la leche. Sin
embargo, dadas las variaciones que presenta la leche respecto de su contenido en
proteinas, grasa y cationes, es dificil estandarizar pruebas que utilicen leche como
medio de cultivo para reemplazar a las pruebas usadas actualmente (Watts and Yancey,

1994).

El éxito terapéutico depende de la sensibilidad del agente patégeno y de la
capacidad del principio activo de lograr y mantener concentraciones utiles en el interior
de la glandula. Estas concentraciones deben ser superiores a la CIM de la droga para
permitir la eliminacion del agente junto con la participacion de los mecanismos
defensivos naturales de la mama. La aplicacién de antibidticos para el tratamiento de
mastitis, ya sea por via intramamaria o parenteral, tendra por lo tanto como propdsito
lograr concentraciones significativas en el sitio de infeccion (Errecalde et al., 1999; Ziv,
1992).

La recuperacion del estado de salud luego del tratamiento se define usualmente
como una respuesta clinica favorable con la erradicacion del patdogeno del sitio de
infeccion. Se considera aceptable que la correlacion entre los datos de susceptibilidad in
vitro y el resultado de la terapia antibidtica in vivo sea mayor del 85%. Las pruebas in
Vvitro permiten pronosticar el resultado terapéutico de IIM causadas por Staphylococcus
spp. recientemente adquiridas, pero su utilidad es dudosa para pronosticar la eficacia de

tratamiento en IIM cronicas causadas por S. aureus (Owens et al., 1997).
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2.4, Criterios de interpretacion de las pruebas de susceptibilidad

A partir de la informacion de la CIM de una coleccion de cepas y los datos del
comportamiento farmacocinético del antibidtico es posible la seleccion de un punto de
corte inicial de CIM. El parametro final para seleccionar los criterios de interpretacion
in vitro debe estar basado en la respuesta clinica con la dosis aprobada (Watts and
Yancey, 1994). El método de difusion en agar clasifica a las bacterias como
susceptibles, intermedias o resistentes siguiendo las recomendaciones de la NCCLS. La
mayoria de los criterios de interpretacion, sin embargo, estan basados en datos de la
CIM de cada patdogeno y datos farmacocinéticos de las drogas obtenidos en seres
humanos. En la mayoria de los casos, los puntos de corte para definir susceptibilidad o
resistencia a un agente antimicrobiano estan basados en las concentraciones de droga
alcanzadas en sangre luego de la administracion de la dosis usual por via intravenosa u
oral en un paciente promedio (Thonrsberry et al., 1993). En consecuencia, es necesario
generar informacion, tanto de CIM obtenidos a partir de distintas bacterias de
importancia veterinaria, como de concentraciones alcanzadas en fluidos animales para
el desarrollo de nuevos criterios interpretativos para la categorizacion de los patogenos

veterinarios (Watts and Yancey, 1994D).

Hasta el presente, se han desarrollado criterios interpretativos para la pirlimicina,
una combinacion de penicilinatnovobiocina y ceftiofur, a partir de los datos de
susceptibilidad de patogenos de mastitis y datos farmacocinéticos obtenidos a partir de
infusion directa de estos agentes antimicrobianos en la glandula mamaria bovina
(Thornnsberry et al., 1993, 1997; Portis et al., 2005). Sin embargo, para la mayoria de

los antimicrobianos, de uso frecuente o potencial en mastitis bovina, no existen criterios
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de interpretacion obtenidos en las condiciones mencionadas. Los criterios actualmente
recomendados por el NCCLS para antimicrobianos como ampicilina, cefalotina,
cloxacilina, eritromicina, penicilina y tetraciclina estan basados en criterios de

interpretacion desarrollados en seres humanos (NCCLS, 2002).

La informacion necesaria para la interpretacion de las pruebas de susceptibilidad
in vitro en algunos casos puede ser provista por el laboratorio fabricante del agente
antibacteriano. Alternativamente, el NCCLS utiliza procesos formales de consenso con
el objeto de desarrollar métodos para la estandarizacion de los test de susceptibilidad in
vitro y su interpretacion. Dentro de la NCCLS funcionan el Subcomité de Test de
Susceptibilidad Antimicrobiana (AST) y el Subcomité de Test de Susceptibilidad
Antimicrobiana Veterinaria (VAST). El AST fue formado en 1968 y ha estandarizado
los métodos de prueba y su interpretacion hasta diciembre de 1994. Consecuentemente,
la mayoria de los laboratorios de diagnostico bacterioldgico, incluyendo aquellos de
medicina veterinaria, utilizaron los métodos y los criterios interpretativos generados por
el AST. Considerando la carencia de procedimientos de prueba estandarizados y
criterios de interpretacion para los resultados de las pruebas de susceptibilidad
realizadas con organismos patdgenos veterinarios, el NCCLS aprobo la formacion del
VAST en 1992. Consecuentemente, usando los documentos generados por el AST, el
VAST generd una propuesta de estandar en diciembre de 1994, que fue aprobado a fines
de 1999. En los documentos publicados por el VAST se detallan métodos
estandarizados para las pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos mediante difusion

y dilucion para bacterias aisladas de animales, asi como el desarrollo de criterios de
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interpretacion de las pruebas (NCCLS, document M31-A2 2002; NCCLS document
M37-A, 1999).

Uno de los problemas de las pruebas de susceptibilidad bacteriana a los
antimicrobianos, es relacionar la CIM de los aislamientos (técnica cuantitativa) con los
diametros de inhibicion con disco (técnica cualitativa). EI NCCLS (1999) en su
documento M37-A propone un esquema de clasificacion en base a analisis de regresion
lineal y al método de “error rate-bounded” (Metzler and DeHaan, 1974) para relacionar
CIM y didmetros de inhibicion (definidos como Z) de los distintos aislamientos
evaluados frente a un antimicrobiano. Los puntos de corte de Z que derivan de la CIM
deben ser aquellos que den el menor nimero de resultados falsos susceptibles y falsos
resistentes, con un minimo numero de otras clasificaciones incorrectas. Estos puntos de
corte seran luego utilizados para predecir la susceptibilidad del organismo basada en la
clasificacion de CIM del antibidtico (NCCLS, 1999; MacGowan and Wise, 2001). De
esta forma, un falso susceptible por el test de difusion en agar puede determinar un
tratamiento antibidtico erréneo y es por lo tanto considerado como un error serio,
definiéndose como “very major error”. La tolerancia para este tipo de errores es baja,
inferior al,5% segun el NCCLS (1999) e inferior a 1% segin MacGowan and Wise
(2001). La falsa clasificacion como resistente se considera menos seria y se define como
“error mayor” (major error) y presenta una tolerancia con una tasa superior de error
inferior a 3,0 % segtin el NCCLS (1999) ¢ inferior a 5,0 % segiin MacGowan and Wise
(2001). Cuando una de las pruebas resulta intermedia y la otra susceptible o resistente,
es definido como un “error menor” (minor error), el cual tiene una mayor tasa de

tolerancia (Metzler and DeHaan, 1974).
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2.5. Estudios de susceptibilidad a antibidticos realizados en Argentina

En nuestro pais se realizaron varios estudios de susceptibilidad a
antimicrobianos de S. aureus aislados de mastitis bovina por el método de difusion en
agar. En la tabla 1 se incluyen aquellos estudios en los cuales se consignaron datos
sobre numero de tambos y/o niimero de aislamientos incluidos.

En trabajos de susceptibilidad antibidtica realizados en la cuenca lechera
santafesina, se encontrd baja sensibilidad de S. aureus a cloramfenicol, tetraciclinas y
muy baja a penicilina (Weidmann et al., 1988), difiriendo de lo observado en afios
previos (Tessi et al., 1979). Otras investigaciones, encontraron un alto porcentaje de
cepas provenientes de mastitis clinicas resistentes a estreptomicina y alta susceptibilidad
a penicilina, cloramfenicol y tetraciclinas (Calvinho et al., 1991a); mientras que en otros
estudios, incluyendo cepas de casos subclinicos y clinicos, la sensibilidad a penicilina

resultdo muy baja (Calvinho et al., 1991b; Calvinho et al., 2002).

Tabla 1. Porcentaje de Stahylococcus aureus aislados de mastitis bovina resistentes a
antimicrobianos seleccionados en estudios realizados en Argentina.

Autores Num. Num. % aislamientos resistentes
Tambos Cepas

Pen Oxa Cef Eri Stm Cmp Tet T™S

1 40 52 20 - - 8 16 8 8 8
2 - 62 45,9 - 13,1 - - 4 28 23,6
3 25 104 67,8 - 29,14 - - 4286 50 -
4 21 33 1481 - - - 2962 689 833 -
5 38 79 77,5 - - - - 149 23 -
6 8 10 23 0 7,7 - 231 - - 15,4
7 9 20 25 0 0 0 10 0 5 0
8 - 206 403 0 0 116 - 0 - -
9 39 101 476 0 - 2 - - - -

Referencias: (1) Tessi et al., (1979), Cuenca lechera Santa Fe; (2) Rivero et al., (1984), Cuenca Abasto Bs. As.; (3)
Weidmann et al., (1988), Sta. Fe (Dto. Las Colonias); (4) Calvinho et al., (1991a), Santa Fe (Dtos. Las Colonias y
Castellanos); (5) Calvinho et al., (1991b), Santa Fe (Dtos. Las Colonias y Castellanos); (6) Rule et al., (1992), centro
Bs. As.; (7) Rossetti, C.A. (1993), Cuenca Abasto de Bs. As.; (8) Gentilini et al., (2000), Provincias de Bs As, Santa
Fe, Entre Rios y Mendoza; (9) Calvinho et al., (2002), Cuenca lechera Central.

Pen: penicilina; Oxa: oxacilina; Cef: cefalosporinas de primera generacion; Eri: eritromicina; Stm: estreptomicina,
Cmp: cloranfenicol; Tet: tetraciclina; TMS: trimetoprima y sulfametoxazol.
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En estudios realizados con cepas provenientes de la cuenca de abasto de Buenos
Aires, se encontrd alta sensibilidad in vitro de S. aureus frente a cloramfenicol y
cefalosporinas de primera generacién y baja sensibilidad a penicilina y tetraciclinas
(Rivero et al., 1984). Un trabajo posterior llevado a cabo en la misma cuenca mostro
que un 25% de cepas de S. aureus provenientes de muestras de mastitis subclinicas
presentaba resistencia a penicilina (Rossetti, 1993). No se detectaron cepas resistentes a
oxacilina (Rule et al.,1992; Rossetti, C., 1993; Gentilini et al., 2000; Calvinho et al.,

2002).

2.6. Caracteristicas de la eritromicina

Es un antibidtico perteneciente al grupo de los macrélidos, producido por el
actinomiceto Streptomyces erythreus. Esta familia de antibioticos incluye compuestos
con anillo lacténico de 14, 15 o 16 atomos de carbono al que se unen, mediante enlaces
glucosidicos, uno o varios azlicares neutros o basicos. La eritromicina tiene la propiedad
de ser una base débil, poco soluble en agua, con un pKa (constante de disociacion) de
8,8 y un elevado peso molecular (700 Da)(Mensa et al., 2003). Este antibidtico puede
ser bactericida o bacteriostatico, segiin el microorganismo y la concentracion de la
droga. La actividad bactericida es maxima contra un pequefio nimero de

microorganismos de division rapida (Hardman et al., 1996)

2.7. Farmacocinética de la eritromicina

Se diferencia de otros antibidticos porque sus moléculas no ionizadas son
altamente liposolubles, atravesando las barreras biologicas facilmente por difusion
pasiva y probablemente por la existencia de un transporte activo dependiente del calcio

para alcanzar idénticas concentraciones en ambos lados de la membrana (Mensa et al.,
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2003). La concentracion en el citoplasma celular es varias veces superior a la sérica,
acumulandose la mayor parte del antibiotico en los fagolisosomas (Mensa et al., 2003).
Se distribuye a través del cuerpo en la mayoria de los fluidos, células y tejidos,
incluyendo prostata, pulmén, glandula mamaria, macréfagos, neutrofilos
polimorfonucleares, aunque con escaso acceso al liquido cefalorraquideo (< 10% de la

sérica).

La penetracion de este farmaco a los tejidos de dificil acceso es debida a su gran
liposolubilidad, de tal manera que la concentracion que alcanza en ellos esta
influenciada por su unién a proteinas plasmaticas (25% a 50%), y por la velocidad con
que disminuye su concentracion en plasma (Baggot, 1986). Se excreta primariamente
sin modificaciones por la bilis, aunque en parte es metabolizada en higado por via de la
N-dimetilacion, transformandose en un metabolito inactivo. Solo del 2% al 5% es
excretada por orina sin modificaciéon de su estructura molecular. La vida media de la

eritromicina es de 200 minutos en vacas (Bagott, 1986).
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CAPITULO 1
SUSCEPTIBILIDAD A ANTIBIOTICOS DE S. AUREUS AISLADOS DE

MASTITIS BOVINA.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Aislamientos bacterianos

Fueron evaluados 95 cepas de S. aureus obtenidos de casos de mastitis clinicas
(n=25) y subclinicas (n=70) de vacas pertenecientes a 61 establecimientos lecheros
ubicados en distintas cuencas de Argentina. De cada establecimiento se tomaron desde
un aislamiento hasta un maximo de tres. Sesenta y seis aislamientos provenian de 42
establecimientos ubicados en la provincia de Santa Fe, 17 aislamientos de 12
establecimientos ubicados en la provincia de Coérdoba, 10 aislamientos de seis
establecimientos ubicados en la provincia de Buenos Aires y dos de un establecimiento
ubicado en la provincia de Entre Rios. Las muestras de secrecion mamaria fueron
obtenidas en forma aséptica de acuerdo con metodologia estandar (Hogan et al., 1999).

A partir de cada muestra fueron sembrados 0,01 ml en agar base Columbia
(Laboratorio Britania, Buenos Aires) suplementado con 5% de sangre ovina
desfibrinada, incubandose por 24 a 48 hs a 35° C en aerobiosis. Los aislamientos fueron
diferenciados del género Streptococcus sobre la base de morfologia colonial, tipo de
hemolisis y prueba de catalasa, y del género Micrococcus sobre la base de la prueba de
oxidacion/fermentacion de la glucosa (Carter et al., 1995). Las cepas caracterizadas
como pertenecientes al género Staphylococcus fueron identificadas como especie
aureus por pruebas convencionales (Hogan et al., 1999). Como control para la prueba

de coagulasa se utilizo la cepa de S. aureus ATCC 29740 (Newbould 305). Luego de la
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identificacion, los aislamientos fueron conservados a —80°C en caldo infusién cerebro
corazén (Laboratorio Britania, Buenos Aires) adicionado con glicerol al 10% hasta la

realizacion de las pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos.

3.2. Antimicrobianos

Los discos de antimicrobianos utilizados en las pruebas de difusiéon en agar
fueron almacenados a —20°C y llevados a temperatura ambiente una hora antes de su uso
para evitar la condensacion. Se utilizaron los siguientes antimicrobianos: penicilina (10
U); oxacilina (1 pg); eritromicina (15 pg); gentamicina (10 pg) (Laboratorio Britania,
Buenos Aires), enrofloxacina (5 pg) (Neo-Sensitabs ™, Rosco, Dinamarca), florfenicol
(30 ng) (Becton Dickinson Microbiology Systems, Cockeysville, Maryland, EE.UU.).
Para determinar la CIM por el método del epsilometro (E-Test) (AB Biodisk, Dalvigen,
Solna, Suecia) se utilizaron los mismos antimicrobianos, excepto para florfenicol, en
cuyo caso se realizo la prueba de dilucion en agar por no hallarse comercialmente

disponible E-Test para este antibidtico.

3.3. Prueba de difusion en agar

3.3.1. Preparacion de placas e indculo

Se realiz6 de acuerdo con las recomendaciones del National Committee for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2002). Se utiliz6 agar Mueller-Hinton
(Laboratorio Britania, Buenos Aires) como medio de prueba distribuido en placas de
Petri de 90 mm de diametro hasta un nivel de 4 mm de profundidad. Las placas fueron
preparadas y conservadas a 8°C hasta su utilizacion dentro del mismo dia o hasta 5 dias

desde la preparacion. El pH fue regulado a 7,2-7,4 a temperatura ambiente y la
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esterilidad de cada lote fue controlada incubando una placa 24 hs a 35°C. La humedad
excesiva en la superficie del medio antes de su uso fue eliminada por previa incubacion
a 35°C durante 10 a 30 minutos. El estdndar de turbidez del inoculo fue ajustado al 0,5
de la escala Mc Farland que corresponde a una suspension de aproximadamente 1 a 2 x
10° UFC/ml.

Los aislamientos fueron descongelados a temperatura ambiente, tomandose una
ansada del caldo que fue inoculada por agotamiento en superficie en agar sangre ovina
al 5%, incubandose a 35°C por 18 a 24 h para observacion de desarrollo y control de
pureza. A partir de este cultivo, se inocularon 2 a 3 colonias en caldo tripteina soya
(Laboratorio Britania, Buenos Aires), el cual fue incubado a 35°C por 3 a 5 h., hasta
lograr ajuste de turbidez compatible con el estandar 0,5 de Mc Farland. Inmediatamente
después de ajustado el indculo se sembraron las placas de agar Mueller-Hinton con un
hisopo estéril, presionando el mismo contra las paredes del tubo con el fin de escurrir el
exceso de medio. Sobre la superficie seca del agar se desplazd el hisopo en tres
direcciones para asegurar una completa distribucion del indculo. Se esperaron 5 minutos

antes de aplicar los discos con antibioticos para absorber el exceso de humedad.

3.3.2. Realizacién de la prueba, lectura de las placas e interpretacion de resultados

Se colocaron los discos seleccionados sobre la superficie del agar inoculada, con
pinza de diseccion estéril aplicando una ligera presion, a una distancia no menor de 24
mm desde un centro a otro de cada disco aplicando no mas de 5 discos por placa. La
oxacilina se evaluo por separado. Las placas se incubaron invertidas a 35°C dentro de
los 15 minutos posteriores a la aplicacion de los discos en atmdsfera ambiental. Después

de 18 hs de incubacion las placas fueron examinadas y se midieron los diametros de las
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zonas de inhibicion, excepto para los discos de oxacilina, que fueron medidos a las 24
hs de incubacién. En la lectura se tuvieron en cuenta las dreas que no mostraron
desarrollo obvio a ojo desnudo, no incluyendo velo de crecimiento o colonias muy
pequetias detectadas en el borde de la zona. Se tuvieron en cuenta las zonas de
inhibicion uniformemente circulares y desarrollo confluente. Los tamafios de las zonas
de inhibicion para penicilina, oxacilina, gentamicina y eritromicina fueron interpretados
segun estandares de la NCCLS para patdogenos veterinarios (NCCLS, 2002); mientras
que para florfenicol se utilizo el criterio de interpretacion brindado por el laboratorio
Schering Plough (comunicacion personal) y para enrofloxacina el criterio indicado por
el laboratorio productor de los discos (Rosco, Dinamarca). La cepa de referencia
utilizada para control de calidad del ensayo (rangos para susceptibilidad en mm para test

del disco) fue S. aureus ATCC 25923.

3.4. Prueba de concentracion inhibitoria minima por Epsilémetro PDM

3.4.1. Preparacion de placas e indculo

Esta técnica cuantitativa se utilizo6 para determinar la CIM, expresada en pg/ml
de agentes antimicrobianos. En las tiras reactivas de E-test (AB Biodisk, Dalvigen,
Solna, Suecia) los antimicrobianos se encuentran adsorbidos a tiras plasticas no porosas
de 5 x 50 mm con un gradiente exponencial continuo del antibidtico a evaluar en una
cara de la misma, y de una escala de lectura en la otra. El gradiente obtenido cubre las
concentraciones adecuadas para realizar la CIM del antibidtico probado (de 0,002 a 32
pg/ml; de 0,016 a 256 pg/ ml 6 0,064 a 1024 pg/ml, dependiendo del antibiotico). Estos
valores pueden ser mas precisos que CIM convencionales basados en dobles diluciones

en serie discontinuas. Las tiras fueron almacenadas a —80°C. Como medio de prueba se
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utilizé agar Mueller-Hinton con un espesor de 4 + 0,5 mm (NCCLS, 2002). El in6culo
se prepard siguiendo las normas de NCCLS (2002) para CIM. Se homogeneizaron
colonias individuales a partir de placas de agar sangre ovino al 5% de 18 a 24 hs de
incubacion como fuera descripto anteriormente, ajustdndose al estandar de turbidez 0,5

Mc Farland.

3.4.2. Realizacién de la prueba, lectura de las placas e interpretacion de resultados

Para la inoculacion de las placas se siguieron las recomendaciones de NCCLS
(2002); utilizando un hisopo como fuera descripto para la prueba de difusion en agar.
Luego de la inoculacion, se dejo secar la superficie del agar durante 10 a 15 minutos.
Las tiras de E-test se retiraron del congelador de 30 a 60 minutos previo a la
inoculacidon, manteniéndose a temperatura ambiente. Se aplicaron las tiras con pinzas,
tomando la precaucién que la concentracion maxima se hallara lo mas cerca posible del
borde de la placa. Las mismas fueron incubadas inmediatamente a 35°C, en atmodsfera
aerobia por 16 a 18 h, y hasta 24 h para oxacilina. Las placas se observaron después del
periodo de incubacion recomendado y se consideraron solo cuando el crecimiento fuera
suficientemente visible y la elipse de inhibicion claramente observable. El valor de CIM
se tomo en el punto de interseccion entre el extremo de la elipse de inhibicion y la cinta
de E-test. Debido a que E-test comprende un gradiente continuo, se pueden obtener
valores de CIM entre diluciones de doble entrada. Estos valores fueron redondeados
hacia la siguiente dilucion mayor de doble entrada. El punto final se leyé como
inhibicion completa de total crecimiento. Para control de calidad fue utilizado S. aureus

ATCC 29213.
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3.5. Prueba de susceptibilidad por el método de dilucién en agar

3.5.1. Preparacion de placas e indculo

Para esta prueba el antimicrobiano se incorpora dentro del medio con agar, de
manera tal que cada placa contiene una concentracion diferente de antibiotico. El
indculo de las distintas cepas del microorganismo se puede aplicar rapida y
simultaneamente sobre la superficie del agar utilizando un replicador, que transfiere 25
inoculos a la vez por placa. Se obtuvo florfenicol (Laboratorios Over) con una potencia
de ensayo 99,47 %. La solucion madre o stock se prepard teniendo en cuenta el dato de

potencia aplicando la siguiente formula:

Peso (mg) = Volumen (ml) x Concentraciéon (g/ml)

Potencia de ensayo (g/mg)

Se preparo6 una solucion stock de 514,73 mg en 10 ml, utilizando como solvente
acetonitrilo (Sintorgan, Buenos Aires). Pequefios volimenes de la solucion madre (1,5
ml) se envasaron en tubos tapa a rosca estériles y se almacenaron a —80° C al abrigo de
la luz hasta su uso, siendo descartados los restos de volimenes sobrantes. Para
determinar el nimero de concentraciones a evaluar se tuvieron en cuenta estudios
previos realizados con S. aureus obtenidos de animales ( Yoshimura et al., 2002). Se
eligié un rango de concentraciones que incluyeran el rango de CIM de al menos una
cepa patron de control de calidad. Consecuentemente se utilizaron 5 diluciones en base

dosde 2, 4, 8, 16y 32 pug/ml.
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Como medio de prueba se utilizé6 agar Mueller-Hinton. Luego de esterilizar en
autoclave a 120°C por 15 minutos, se dejo enfriar en bafio Maria a 48-50°C antes de
agregar en forma aséptica la solucion de florfenicol y finalmente se vertid el medio
adicionado con antibidtico en las placas correspondientes a razon de 9 partes del agar
fundido, con 1 parte de cada dilucion de antibiotico. El pH del medio se determiné para
cada partida permitiendo que una pequeiia cantidad de agar solidificara alrededor del
bulbo del electrodo del peachimetro. Las placas se prepararon de modo de alcanzar una
profundidad de agar de 4 mm y se almacenaron entre 4-8°C por un periodo de hasta 5
dias. Antes de realizar las inoculaciones, las placas fueron equilibradas a temperatura
ambiente o hasta la desaparicion de humedad de su superficie en estufa a 35°C. Se
utilizé como cepa control S. aureus ATCC 29213 cada vez que se realizo el test, para
determinar el potencial deterioro de los antimicrobianos. Se prepararon placas sin

antimicrobianos como control.

El in6culo se preparo tocando la parte superior de 2 a 3 colonias del mismo tipo
en agar sangre ovina al 5% y transfiriéndolas a un tubo que contenia 5 ml de caldo
tripteina soya. Esta solucion se incub6 a 35°C hasta presentar turbidez, y se ajusto al
patron de turbidez 0,5 de Mc Farland. Los cultivos ajustados a este estandar fueron
diluidos 1:10 en caldo tripteina soya para obtener la concentracion deseada de indculo

de 10" UFC/ml.

3.5.2. Realizacién de la prueba, lectura de las placas e interpretacion de resultados

Se utilizé un multi inoculador, el cual deposité aproximadamente 1 ul de cada

aislamiento a examinar sobre la superficie del agar. El in6culo final en el agar fue de
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aproximadamente 10* UFC en un 4rea de diametro de 5 mm. La superficie del agar a
inocular se secd colocando las placas en estufa con las tapas semiabiertas. A partir de
los tubos de cada cepa con la suspensién bacteriana ajustada (10’ UFC/ml) se coloco
una alicuota de cada suspension dentro de cada pocillo correspondiente en el bloque
sembrador del multi inoculador. Se inocul6 primero una placa control (sin antibioticos)
y luego se repitio6 la operacion con las placas conteniendo las diferentes concentraciones
de antimicrobiano, comenzando por la menor concentracion. Al finalizar, se inocul6 una
segunda placa control para asegurarse la ausencia de contaminacion o de traspaso de
antimicrobianos durante el proceso. Las placas inoculadas, se dejaron reposar a
temperatura ambiente hasta que la humedad de los puntos del indculo fuera absorbida
por el agar. Luego se invirtieron las mismas y se incubaron a 35°C por 16 a 20 h. Para
determinar los puntos finales, las placas se observaron sobre una superficie oscura. Se
registro la CIM como la concentracion mas baja de antimicrobiano que inhibio
completamente el crecimiento. No se consideraron colonias individuales o la zona
borrosa causada por el indculo. Se consideraron los puntos de corte de CIM sugeridos

por la NCCLS (2002).

3.6. Resistencia a penicilina

Sobre aquellos aislamientos que se mostraron resistentes a la penicilina se
determind produccion de beta-lactamasa de acuerdo con el método de la cefalosporina
cromogénica (DrySlide Nitrocefin, Difco Laboratories, Detroit, EE.UU.). La
cefalosporina cromogénica, nitrocefin, se ha encontrado efectiva para detectar todas las
beta-lactamasas conocidas, incluyendo las penicilinasas estafilococicas. Previamente a

la realizacion del test de beta-lactamasa, se indujo la produccion de la enzima por

28



crecimiento de las cepas en agar sangre ovina al 5% con un disco de 1 pg de oxacilina
(Laboratorio Britania) tomando para la prueba ulterior el crecimiento cercano al disco o
al limite de la zona de inhibicion (Thornsberry, 1985). El disco utilizado esta
impregnado con la cefalosporina cromogénica nitrocefin, que exhibe un cambio de color
muy rapido de amarillo a rojo cuando la amida unida al anillo beta-lactamico es
hidrolizada por una beta-lactamasa. Cuando una bacteria produce esta enzima en
cantidades significativas, el disco amarillo se torna rojo en el area donde el
microorganismo es aplicado. No se reconoce que Nitrocefin reaccione con otras
enzimas. Los discos de nitrocefin fueron conservados a -80°C hasta su uso. Para realizar
la prueba los discos fueron retirados del congelador y permanecieron a temperatura
ambiente por aproximadamente 30 minutos. Luego fueron humedecidos con una gota de
agua destilada estéril. Con un ansa estéril se tomd material de la colonia a evaluar y se
colocé sobre el disco, que fue controlado para observar cambios de color. Una reaccion
positiva fue indicada por cambio de color de amarillo a rojo en el area donde se aplico
el cultivo. Un resultado negativo fue indicado por ausencia de cambio de color en el
disco. Cada grupo de aislamientos fue evaluado junto con S. aureus ATCC 29213

como control positivo.

3.7. Deteccion de cepas resistentes a Oxacilina (Staphylococcus aureus meticilino-
resistentes —-SAMR-)

Los aislamientos en los que se observaron halos de inhibicién cercanos al
diametro considerado resistente (“borderline™) para la oxacilina fueron posteriormente
evaluados por la prueba de difusion en agar utilizando discos de 1 pg de oxacilina y 30
ug de cefoxitina (Laboratorio Britania) (Boutiva-Ben Boubaker et al., 2004), luego de

incubar por 24 hs entre 30 a 35°C. Se interpretaron como sensibles a oxacilina los
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aislamientos que presentaron halo de inhibicién frente a oxacilina > 13 y halo de
inhibicion frente a cefoxitina > 20 mm. Se utilizé como cepa control S. aureus ATCC

25923.
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4. RESULTADOS
Los resultados obtenidos con las cepas control se encontraron dentro de los
rangos esperados frente a todos los antimicrobianos evaluados. Los rangos de CIM de
cada uno de los agentes antimicrobianos evaluados, la CIM requerida para inhibir el

50% (CIMsp) y el 90% (CIMg) de los aislamientos evaluados se presentan en la tabla 1.

Tabla 2. Susceptibilidad in-vitro de 95 cepas de Staphylococcus aureus aislados de
mastitis bovina frente a seis agentes antimicrobianos seleccionados.

Antimicrobiano Concentracion inhibitoria minima (CIM) (pg/ml) Test de
difusion en
agar **¥
50" 90* Rango Punto de %
corte Resistentes
Penicilina * 0,06 4 0,016-8 >0,25 48.4
Oxacilina* 0,25 0,25 0,047-0,75 >4 0
Gentamicina* 0,19 0,38 0,032-1,5 >16 2,10
Eritromicina* 0,125 0,25 0,064 - 8 >8 2,10
Florfenicol ** 4 8 4-8 >8 0
Enrofloxacina* 0,19 0,38 0,094-0,75 >2 0

Referencias: 'Concentracién menor que inhibié el 50% de los aislamientos evaluados. > Concentracién menor que
inhibid el 90% de los aislamientos evaluados. * CIM determinada por el método del epsilometro. **CIM realizada
por el método de dilucion en agar .

*** Los discos de antibiodticos utilizados fueron penicilina (10 U), oxacilina (1 pg), eritromicina (15 pg), gentamicina
(10 pg), florfenicol (30 pg) y enrofloxacina (5 pg)

De acuerdo con los criterios de interpretacion usados en este estudio no se
detectaron cepas resistentes a oxacilina, enrofloxacina y florfenicol por el test de
difusion en agar. Un 52,6% de las cepas fue resistente a un solo antibidtico y el 1,05%
de las cepas fueron simultineamente resistentes a dos antibidticos (penicilina y
eritromicina). No se hallaron cepas multirresistentes. El porcentaje total de cepas
resistentes a penicilina, gentamicina y eritromicina se muestra en la tabla 1. De los 46

aislamientos resistentes a penicilina, un 89,1 % produjeron la enzima beta-lactamasa. La
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mayoria de las cepas positivas, desarrollaron color dentro de los 5 minutos, pero algunas
tardaron hasta 1 hora en desarrollar una reaccion positiva.

Se detectaron 7 aislamientos considerados en el limite de deteccion
(“borderline”) de resistencia a oxacilina (Nicola et al., 2000; Soloaga et al., 2004), que
resultaron todos sensibles al ser avaluadas con discos de cefoxitina (30pg) para predecir
resistencia a oxacilina mediada por el gen mec A (Boutiva-Ben Boubaker et al., 2004).
En la tabla 2 se muestran los resultados de difusion en agar con discos de oxacilina y
cefoxitina, asi como la CIM de oxacilina frente a esas cepas. Considerando los valores
de CIM para oxacilina, las siete cepas de S. aureus resultaron sensibles. Solo una de las

siete cepas no presentd produccion de beta lactamasa.

Tabla 3. Diametros de inhibicion frente a oxacilina y cefoxitina de 7 aislamientos de S.
aureus considerados en el limite de interpretacion en la prueba de difusion en agar
frente a oxacilina.

Diametro de inhibicion en mm

Cepas S. Oxacilina 1 pg' Cefoxitina 30 pg’ CIM Oxacilina’
aureus ng/ml
134 17 25 0,25
168 15 24 0,50
218 17 25 0,25
318 16 25 0,38
329 17 26 0,38
264 16 27 0,25
261 14 25 0,75

Referencias: 'Sensibilidad a oxacilina: > 13 mm. “Sensibilidad a cefoxitina: >20 mm. *Sensible <2,
resistente >4.
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5. DISCUSION

La mayoria de los estudios sobre susceptibilidad a antimicrobianos de
organismos causantes de mastitis bovina en Argentina fueron realizados por el método
cualitativo de difusion en agar (Tessi et al., 1979; Rivero et al., 1984; Weidmann et al.,
1988; Calvinho et al., 1991a,b; 2002, Rule et al., 1992). Estos estudios comprendieron
un numero variable de aislamientos provenientes de leche de cuartos mamarios
individuales o compuesta de los cuatro cuartos de vacas de rodeos lecheros ubicados en
la cuenca central de Santa Fe (Tessi et al., 1979; Weidmann et al., 1988; Calvinho et
al., 1991a,b, 2002), y cuencas de Buenos Aires (Rivero et al., 1984; Rule et al., 1992).
Si bien en estas investigaciones se precisa el nimero de establecimientos lecheros
incluidos y el nimero de cepas de S. aureus, no se indica el nimero de aislamientos por
tambo, lo cual dificulta las comparaciones. En el presente estudio se tomaron entre uno
a tres aislamientos por establecimiento lechero, incluyéndose aislamientos de cuatro

provincias.

En este estudio los resultados de didmetros de inhibicion y CIM se interpretaron
de acuerdo con criterios para patogenos veterinarios establecidos por el NCCLS (2002).
Dentro de estos criterios, s6lo unos pocos se han desarrollado especificamente para
patdgenos de mastitis bovina (Thornsberry et al., 1993; 1997; Portis et al., 2005);
mientras que el resto han sido extrapolados de otros microorganismos, lo cual dificulta
la evaluacion de los datos de susceptibilidad obtenidos.

A nivel mundial y nacional, varios estudios recientes han examinado durante la
ultima década la susceptibilidad de S. aureus aislados de mastitis bovina por métodos

cuantitativos frente a antibioticos seleccionados (Watts and Salmon, 1997; Gentilini et
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al., 2000; De Oliveira et al., 2000; Yoshimura et al., 2002; Gianneechini et al., 2002).
En este estudio se evalud la susceptibilidad de aislamientos de S. aureus frente a
antimicrobianos seleccionados por su uso frecuente o su potencial utilidad en el
tratamiento de mastitis bovina en Argentina. Dentro de estos se incluyeron dos
antimicrobianos beta lactamicos, penicilina y oxacilina. El primero es el representante
mas antiguo de este grupo y puede ser afectado por la produccion de beta lactamasa por
S. aureus. El segundo es un analogo de la cloxacilina, cuyo uso es recomendado para
detectar estafilococos resistentes a la meticilina debido a su mayor estabilidad en
condiciones de almacenamiento y sensibilidad superior con relacion a otras penicilinas
estables a la penicilinasa (Barry and Jones, 1987; NCCLS, 1994).

Los valores de CIMs, de penicilina hallados en este estudio fueron inferiores,
mientras que los de CIMy, fueron superiores a los informados por Gentilini et al. (2000)
para aislamientos obtenidos de distintas cuencas lecheras de Argentina. En el presente
estudio se hallaron cepas con CIM de hasta 8 pg/ml; mientras que Gentilini et al (2000)
hallaron cepas con CIM de hasta 192 pg/ml. Si bien las diferencias podrian deberse a la
distinta procedencia de los aislamientos, seria necesario realizar estudios sistematicos
con numeros de cepas semejantes por establecimiento y por region a los efectos de
establecer comparaciones validas. Esta informacion seria de gran valor considerando
que en nuestro pais existen pocas restricciones al uso de antibidticos en el ganado
bovino.

Los wvalores de CIMyy de penicilina encontrados en este estudio fueron
superiores a los informados en un estudio colaborativo que incluyd 11 paises (De
Oliveira et al., 2000) (0,5 pg/ml), asi como a lo observado por San Martin et al. (2002)

para cepas aisladas de rodeos lecheros en Chile (1pg/ml) y por Yoshimura et al. (2002)
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en Japon (0,78 pg/ml). Por el contrario, los valores de CIMg, hallados en este estudio
fueron inferiores al observado por Gianneechini et al. (2002) en Uruguay (>8 pg/ml).

En este estudio, de las cepas (41) productoras de beta lactamasa, s6lo dos cepas
presentaron una CIM de 0,19 pg/ml, y serian consideradas como sensibles de acuerdo
con el criterio de interpretacion utilizado (NCCLS, 2002); mientras que las demas cepas
presentaron alta CIM con un rango entre 0,25 y 8 pg/ml. Si bien la CIM de las dos cepas
mencionadas no estuvo muy alejada del punto de corte indicativo de resistencia (>0,25
pg/ml) (NCCLS, 2002), en estudios recientes se observo que cepas de S. aureus aisladas
de mastitis bovina productoras de beta lactamasa tenian CIM de 0,03 a 0,06 ug/ml. De
esta manera, los autores sugieren que el punto de corte indicado por la NCCLS podria
ser demasiado alto para detectar resistencia a la penicilina, sobretodo en cepas con CIM
cercanas al limite de deteccion (Haveri et al., 2005). En todos los casos, la produccion
de la enzima beta lactamasa es un indicador util para detectar resistencia a penicilina
(Owens and Watts, 1988; Watts and Salmon, 1997), obteniéndose una mayor
produccion luego de la induccion con penicilina u oxacilina (De Oliveira, et al., 2000).
Esta enzima, es considerada el mecanismo mas frecuente de resistencia a penicilina
(Prescott , 1999).

De acuerdo con los criterios de interpretacion del método de difusion en agar
empleados, un 48,4% de los aislamientos fueron considerados resistentes a la penicilina
en este estudio, mientras que Gentilini et al. (2000) en Argentina y Gianneechini et al.
(2002) en Uruguay hallaron un 40,3% y 47,6% de aislamientos resistentes,
respectivamente. Por el contrario, en paises del norte de Europa como Noruega, se han
informado valores de resistencia a penicilina de 4,2% en casos clinicos y 18% en

subclinicos (Hofshagen et al., 1999), mientras que en Suecia se detectd un 6% de
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resistencia (Franklin, 1998). No obstante, en Finlandia se han hallado recientemente
porcentajes elevados de resistencia de S. aureus a penicilina (52,1%) (Pitkala et al.,
2001).

La oxacilina es un tipo de penicilina resistente a la beta lactamasa, la cual es
utilizada por su confiabilidad para detectar cepas SAMR (NCCLS, 2002). En este
estudio no se detectaron cepas resistentes a oxacilina (Boutiva-Ben Boubaker et al.,
2004), lo cual coincide con resultados previos obtenidos sobre aislamientos de S. aureus
de mastitis bovina, tanto en nuestro pais (Rossetti, 1993; Acuia et al., 2000; Gentilini et
al., 2000; Calvinho et al., 2002), como en otros paises (Watts et al., 1995; Salmon et al.,
1998; Gianneechini et al., 2002; San Martin et al., 2002; Yoshimura et al., 2002; Haveri
et al., 2005). Las pruebas de difusion en agar con discos de oxacilina pueden presentar
dificultades en la lectura para discriminar entre aislamientos sensibles y resistentes
(Barry and Jones, 1987; NCCLS 2002). En consecuencia, se ha recomendado la prueba
de difusion en agar con cefoxitina, un potente inductor del sistema regulatorio mecA
(McKinney et al., 2001). Esta prueba presenta una mejor correlacion que la realizada
utilizando oxacilina para predecir la resistencia a este antibiotico mediada por el gen
mecA en Staphylococcus (Boutiva-Ben Boubaker et al., 2004; Skow et al., 2003). Esta
prueba predice la presencia del gen mecA en S. aureus con alto grado de sensibilidad y
especificidad comparado con la deteccion de este gen por PCR (Swenson et al., 2005).
Por ello, en el presente estudio se evaluaron los aislamientos de S. aureus que por su
comportamiento en el test de difusion en agar frente a oxacilina podian considerarse
como “borderline”. Estas cepas, evaluadas por la prueba de difusién en agar con
cefoxitina, resultaron todas sensibles a este antibidtico, confirmando la falta de

resistencia a meticilina. De esta menera los resultados muestran que hasta el presente no
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ha emergido resistencia a la meticilina como problema en los rodeos lecheros
evaluados. No obstante, tanto el porcentaje (3,2%) de resistencia a oxacilina hallados en
123 cepas de SCN aislados de mastitis bovina (Gentilini et al., 2002) como la propiedad
de estos organismos de ser reservorios del gen mecA en la naturaleza, indica la
necesidad de realizar vigilancia epidemioldgica permanente sobre la sensibilidad
antibiotica para S. aureus para detectar precozmente eventuales cambios. En seres
humanos, los SAMR han emergido en las Gltimas cuatro décadas causando infecciones
tanto nosocomiales como de la comunidad. De acuerdo con los datos del Programa
WHONET, la prevalencia de SAMR en Argentina oscila entre 40-50% (Soloaga et al.,

2004).

Los macrolidos son agentes antimicrobianos que inhiben la sintesis proteica al
unirse a la unidad ribosomal 50S en la célula bacteriana (Prescott, 1999). Dentro de este
grupo, la eritromicina, la espiramicina y la tilosina son usados frecuentemente en
nuestro pais para el tratamiento de mastitis bovina (Calvinho et al., 1988; Tarabla et al.,
2000; Litterio et al., 2007) debido a que alcanzan altas concentraciones en leche luego
de su administracion parenteral (Ziv, 1980). En este estudio se utilizo la eritromicina
como representante de los macrélidos, mostrando alta actividad contra los aislamientos
evaluados, hallandose una CIMy, ligeramente inferior a la informada en estudios
realizados tanto en nuestro pais (Gentilini et al., 2000), como en otros paises de
América latina (Gianneechini et al., 2002) y del hemisferio norte (Watts and Salmon,

1997; De Oliveira et al., 2000; Yoshimura et al., 2002; Haveri et al., 2005).
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En el presente estudio se utilizoé a la gentamicina como representante del grupo
de los aminoglucoésidos. El valor de CIMy, hallado fue inferior a los informados para
cepas de S. aureus aisladas de distintas cuencas lecheras de Argentina (Gentilini et al.,
2000), como asi también de Chile (San Martin et al., 2000) y Uruguay (Gianneechini et
al., 2002); mientras que fue semejante a lo hallado por Yoshimura et al., (2002) para

cepas de esta especie de microorganismo aisladas en distintas zonas de Japon.

El florfenicol es un analogo monofluorado del cloranfenicol y del tianfenicol,
cuyo uso esta permitido en animales de consumo. Posee un amplio espectro que incluye
numerosos patogenos, siendo mdas activo que el tianfenicol frente a algunos
microorganismos, como S. aureus. Es usualmente utilizado por la via parenteral para el
tratamiento de infecciones en bovinos (Varma et al., 1991). Estudios farmacocinéticos
demostraron que tras la administracion intramamaria de este antimicrobiano se obtienen
concentraciones adecuadas tanto en suero como en leche y por lo tanto fue propuesto su
uso para la terapia de mastitis bovina (Soback et al., 1995). Sin embargo, existen
escasos informes acerca de su eficacia (Wilson et al., 1996). En nuestro pais no existen
preparados comerciales intramamarios que contengan este antimicrobiano. La CIMgg
observada en el presente estudio fue semejante a la CIM hallada en un estudio previo
realizado sobre 25 cepas de S. aureus aisladas de mastitis bovina en nuestro pais (4 a 8
ug/ml) (Otero et al., 1999). Sin embargo, fue superior a la hallada por San Martin et al.,
(2002) y Yoshimura et al., (2002) para cepas de S. aureus aisladas de mastitis bovina en
Chile y Japon, respectivamente. De acuerdo con el criterio de interpretacion del test de
difusion en agar utilizado no se detectaron aislamientos resistentes a este antibidtico, sin

embargo el valor de la CIMy, hallado en este estudio fue coincidente con el punto de
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corte tentativo para ser considerado resistente de acuerdo con NCCLS para organismos
Gram negativos causantes de enfermedad respiratoria en bovinos (NCCLS, 2002). El
uso de este punto de corte fue cuestionado en investigaciones recientes, debido a los
valores de CIM iguales o superiores a 16 pg/ml detectados en cepas de S. aureus
obtenidas de animales, portadoras de los genes cfr o fexA que codifican para resistencia
a florfenicol. En consecuencia, los resultados obtenidos permiten sugerir acerca de la
importancia de reconsiderar el punto de corte para S. aureus (Kehrenberg and Schwarz,
2006).

La actividad antibacteriana de las fluoroquinolonas se basa en la inhibicion
selectiva de la sintesis de ADN bacteriano al actuar sobre la ADN girasa (Prescott,
1999). La enrofloxacina estd aprobada en Argentina para el tratamiento de varias
enfermedades infecciosas de los bovinos causadas por organismos Gram positivos y
negativos, aunque no esta especificamente indicada para el tratamiento de mastitis
bovina. Sin embargo, es utilizada en varios paises escandinavos debido al
mantenimiento de altas concentraciones en leche, a pesar de que existe poca
informacion acerca de su eficacia (Pyorild and Pyoréla, 1998). En el presente estudio, el
valor de CIMyg hallado (0,38 png/ml) fue semejante a lo informado en estudios recientes
realizados en Chile, Uruguay y Japén (San Martin et al., 2002; Gianneechini et al.,
2002; Yoshimura et al., 2002), mientras que resultd superior al informado para varios
paises de Europa y Estados Unidos (0,125 pg/ml) (De Oliveira et al., 2000). En
particular, las cepas con mayores CIM frente a este antimicrobiano fueron halladas en
Noruega (64 pg/ml) (De Oliveira et al., 2000) y Chile (8 ug/ml) (San Martin et al.,
2002). Estas diferencias podrian deberse a una eventual mayor difusion del uso de este

antimicrobiano en estos paises para el tratamiento de mastitis.
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6. CONCLUSION

En este estudio no se evidencio tendencia a un aumento de la resistencia de S.
aureus frente a los antibidticos seleccionados. El mayor porcentaje de resistencia se
observd frente a penicilina con un alto porcentaje de cepas productoras de beta-
lactamasa como principal mecanismo de resistencia, no se detectaron cepas oxacilina
resistente. Seria necesario revisar el punto de corte de CIM para cepas de S. aureus de

origen bovino frente a penicilina y florfenicol.
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CAPITULO I1
EVALUACION DE LOS CRITERIOS DE INTERPRETACION DE LA PRUEBA
DE DIFUSION EN AGAR PARA ERITROMICINA FRENTE A CEPAS DE S.

aureus AISLADAS DE MASTITIS BOVINA EN ARGENTINA.

7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Aislamientos bacterianos

Fueron evaluados 192 aislamientos de S. aureus obtenidos de casos de mastitis
clinicas (n=50) y subclinicas (n=142) de vacas pertenecientes a 106 establecimientos
lecheros ubicados en distintas provincias de Argentina. De cada establecimiento se
tomaron desde un aislamiento hasta un maximo de 3. Noventa y ocho aislamientos
provenian de 54 establecimientos ubicados en la provincia de Santa Fe, 57 aislamientos
de 31 establecimientos ubicados en la provincia de Coérdoba, 34 aislamientos de 19
establecimientos ubicados en la provincia de Buenos Aires y 3 de dos establecimientos
ubicados en la provincia de Entre Rios. La obtencion de las muestras de secrecion
mamaria, el procesamiento bacterioldégico y el método de conservacion de los

aislamientos fueron descriptos en Materiales y Métodos Capitulo Uno.

7.2. Antimicrobianos y pruebas de susceptibilidad

Se utilizaron discos de eritromicina (15 pg) (Laboratorio Britania, Bs. As.,
Argentina) que fueron almacenados de acuerdo con lo descripto en Materiales y
Me¢étodos Capitulo Uno. El método de difusion en agar fue realizado de acuerdo con lo

descripto en Materiales y M¢étodos Capitulo Uno. La CIM de eritromicina fue
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determinada por el método del epsilometro (E-Test) (AB Biodisk, Dalvdgen, Solna,

Suecia) previamente descripto.

7.3. Caracterizacion de los fenotipos de resistencia a eritromicina

Se detectaron diferentes fenotipos de resistencia a macrolidos mediante la
prueba de induccion con dos discos (D-test). Se utilizaron discos de clindamicina
(Laboratorio Britania, Buenos Aires) y eritromicina, colocandose el borde del disco de
clindamicina (2 pg) a 20 mm del borde del disco de eritromicina (15 pg), con una
variacion de borde a borde entre 15 y 26 mm para visualizar el posible achatamiento del
halo de clindamicina (NCCLS, 2004). Los fenotipos de resistencia mas usuales
detectados a partir de esta prueba consisten en la demetilacion ribosomal inducible
(iMLS) y constitutiva (cMLS), y en un mecanismo de bomba de eflujo activo (M) y un
mecanismo de resistencia no habitual en S. aureus, es el mediado por la actividad de la
enzima lincosamida nucleotidiltransferasa, lin A y lin A’ (no habitual en S. aureus)

(Famiglietti et al., 2004).

Tabla 4 Fenotipos de eritromicina por D-Test (NCCLS, 2004)

Difusion con disco D-test Fenotipo Interpretacion
ERI CLI ERI  CLI

R R - cMLS R R

R S + iMLS R R

R S R S
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7.4. Estudios cinéticos de eritromicina en leche y plasma

Se determiné la concentracién de eritromicina en leche y plasma luego de su
administracion intramuscular.
7.4.1._Animales experimentales: se utilizaron 5 vacas Holstein en lactacion clinicamente
sanas. Las mismas no habian recibido tratamiento antibidtico por un mes antes del
inicio del estudio. Previamente y durante el ensayo, las vacas fueron mantenidas a
pastoreo base alfalfa bajo un régimen de dos ordefios diarios con libre acceso al agua de
bebida. Los animales fueron pesados 12 horas antes del inicio del estudio a los efectos
de determinar la dosificacion del antibiotico. El peso promedio de los animales fue de
590 kg.

7.4.2._Administracion de eritromicina y toma de muestras: se administro por via

intramuscular 20 mg/kg de peso vivo de una solucién comercial de eritromicina al 20%
(Laboratorios Burnet, Buenos Aires) en la grupa. Se tomaron muestras de sangre y leche
previo al tratamiento (tiempo cero) y luego a los 15, 30, 45 minutos y 1; 1,5; 2; 4; §; 12;
24; 36 y 48 h posteriores a la administracion de la droga. En cada toma se extrajeron por
venipuncion 10 ml de sangre en tubos heparinizados; las muestras fueron centrifugadas y
el plasma obtenido fue congelado a -20°C hasta el momento del andlisis. En cada toma se
extrajeron 30 ml de leche, siendo las muestras congeladas a -20°C hasta el momento del
analisis.

7.4.3._Procedimientos analiticos: la concentracion de eritromicina en plasma y leche fue

determinada por medio del método microbioldgico de difusion en agar utilizando como
organismo de prueba Sarcina lutea ATCC 9341 (Arret et al., 1971), con un limite de
cuantificacion de 0,391 pg/ml para plasma y leche. Cada muestra (leche — plasma) fue

evaluada por duplicado simultaneamente. Las zonas de inhibicion fueron medidas y
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comparadas con una curva estandar obtenida a partir de concentraciones conocidas de
eritromicina.

7.4.4. Analisis farmacocinéticos: los resultados obtenidos fueron tratados mediante

programas especificos de ajuste farmacocinético por métodos lineales, PKSolution

(Gibaldi and Perrier 1982) y no lineales, PCNONLIN, (Metzler et al., 1986).

7.5. Puntos de corte

Se utilizé el punto de corte de CIM propuesto por la NCCLS en el documento
M31-A2 (Tabla 3) para estimar los puntos de corte de difusion en agar. Las CIM y los
didmetros de inhibicion para cada aislamiento fueron graficados en un diagrama de
dispersion. Se realizo un analisis de regresion lineal fijando los errores de estimacion
para determinar los puntos de corte de la difusion en agar. Los resultados de los andlisis
farmacocinéticos fueron utilizados para fijar un punto de corte de CIM sobre la base de
la concentracion de eritromicina obtenida en leche luego de la administracion
intramuscular. Para los mismos se considerd el valor de concentracion de eritromicina
en leche que cubrio un 50-60% del intervalo entre dosis (Vogelman et al., 1988;

McKellar et al., 2004).

Tabla 5. Criterios de interpretacion para las pruebas de susceptibilidad a eritromicina de
acuerdo con la NCCLS M31-A2.

Diametros de zona de inhibicion Puntos de corte de CIM (ug/mL)
S I R S 1 R
>23 14-22 <13 <0,5 1-4 >8

Referencias: S = susceptible, I = intermedio, R = resistente. CMI: concentracion inhibitoria minima.
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8. RESULTADOS

8.1. Susceptibilidad a eritromicina
La susceptibilidad a la eritromicina de las 192 cepas analizadas, segin los puntos

de corte establecidos por la NCCLS, se presentan en la tabla 6.

Tabla 6. Susceptibilidad in vitro de 192 cepas de Staphylococcus aureus aislados de
mastitis bovina frente a eritromicina.

Concentracion inhibitoria minima Difusion en agar
CIMs5 CIMy Rango Punto de % R % 1 % S
corte
0,25 0,5 0,064 — 8 >8 3,12 26,56 69,27

Referencias: R: resistente; I: intermedio; S: sensible.

8.2. Fenotipos de resistencia a eritromicina

Dentro de las 192 cepas evaluadas, 6 fueron resistentes a la eritromicina de
acuerdo con el método de difusion en agar (NCCLS, 2002). Estas cepas se analizaron
por D-test para determinar resistencia inducida (iMLS). Si bien, todas las cepas
resultaron sensibles a clindamicina, una de ellas mostr6 fenotipo iMLS (considerandose
resistente a ambos antibidticos); mientras las cinco cepas restantes mostraron el fenotipo

cMLS (resistente a ambos antimicrobianos). La CIM de las seis cepas fue de 8 pg/ml.

8.3. Estimacion de los puntos de corte

Los valores de CIM y didmetros de inhibicion de discos de eritromicina son
mostrados en un grafico de dispersion con su correspondiente linea de regresion lineal
(Grafico 1). El analisis de regresion lineal arrojé un valor de * de 0,755 (valor r
ajustado 0,754). Considerando el punto de corte de CIM propuesto por la NCCLS se
establecieron los puntos de corte de zonas de interpretacion del método de difusion en
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agar a los efectos de obtener una minima cantidad de errores de clasificacion.
Consecuentemente, los puntos de corte fijados para el método de difusion en agar en
este estudio fueron: organismos susceptibles >17 mm, intermedios 7 a 16 mm y

resistentes <6 mm.

CIM
(ug/ml)

0 - : D_iémetrode
0 10 20 30 40 disco (mm)

Grifico 1. Scattergram para CIM y didmetros de inhibicion de eritromicina obtenidos
con Staphylococcus aureus (n= 192) aislados de mastitis bovina. Las lineas horizontales
representan los puntos de corte de CIM para las categorias susceptible (<0,5 pg/ml),
intermedio (1-4 ug/ml) y resistente (=8 ug/ml) propuestos por la NCCLS, y las lineas
verticales representan los puntos de corte para las categorias susceptible, intermedio y

resistente del test de difusion en agar obtenidos en este estudio.
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En la tabla 7 se observan los datos expresados, indicando los errores que surgen
al interpretar los didmetros de zona.

CIM (pg/ml)
R 16
R 8 6
I 4
I 2 1
I 1 2%
S 0,5 23
S 0,25 74
S 0,12 80
S 0,06 3
R (n=6) I (n=4) S (n=182)
Interpretacion diametros de zona

Tabla 7. Comparacion del diametro de zona de inhibicion y la CIM de 192 cepas de
Staphylococcus aureus aisladas de mastitis bovina frente a eritromicina considerando
los puntos de corte de CIM propuestos por el NCCLS y diametros de zona de
interpretacion de difusion en agar obtenidos en el presente estudio. Distribucion de las
cepas entre zonas de interpretacion S, I y R para el test de difusion en agar y el E-test
(CIM). S = susceptible > 17 mm - < 0,5 pug/ml I = intermedio 7-16 mm — 1-4 pg/ml R =

resistente < 6 mm - > 8 pug/ml * error menor.

Con estos puntos de corte se observan solo dos errores menores. Sin embargo,
considerando que un valor de 6 mm implica realizar la lectura sobre el borde del disco,
se tomaron los siguientes puntos de corte: para organismos susceptibles > 17 mm,

intermedios de 12 a 16 mm y resistentes < 11 mm (Grafico 2 y Tabla 8).
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Grifico 2. Scattergram para CIM y didmetros de inhibicion de eritromicina obtenidos
con Staphylococcus aureus (n= 192) aislados de mastitis bovina. Las lineas horizontales
representan los puntos de corte de CIM para las categorias susceptible (<0,5 pg/ml),
intermedio (1-4 pg/ml) y resistente (>8 pg/ml) propuestos por la NCCLS, y las lineas
verticales representan los puntos de corte para las categorias susceptible, intermedio y

resistente del test de difusion en agar obtenidos en este estudio.

Utilizando los puntos de corte del test de difusion en agar generados en este
estudio, ciento ochenta (93,75%) cepas fueron identificadas como susceptibles a
eritromicina de acuerdo con el didmetro de inhibicion (=17 mm) y el valor de la CIM
(<0,5 pg/ml). Dos (1,04%) cepas clasificadas como susceptibles de acuerdo con el
diametro de inhibicion y como intermedias por el valor de CIM, fueron consideradas
como error menor. Seis (3,12%) cepas fueron identificadas en ambas pruebas como

resistentes. Dos (1,04%) cepas ubicadas en la categoria de resistentes por el diametro de
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inhibicion e intermedias por el valor de CIM, fueron reconocidas como errores menores.
Por ultimo, dos (1,04%) cepas fueron clasificadas como intermedias por ambas pruebas
(Grafico 2 y Tabla 8). No se observaron errores mayores o “very major’, mientras que

se detectaron 4 errores menores (2,08%).

CIM (ug/ml)
R 16
R 8 6
I 4 2% 1
I 2 1
I 1 2%
S 0,5 23
S 0,25 74
S 0,12 80
S 0,06 3
R (n=8) [ (n=2) S (n=182)
Interpretacion didmetros de zona

Tabla 8. Comparacion del didmetro de zona de inhibicion y la CIM de 192 cepas de
Staphylococcus aureus aisladas de mastitis bovina frente a eritromicina considerando
los puntos de corte de CIM propuestos por el NCCLS y diametros de zona de
interpretacion de difusion en agar obtenidos en el presente estudio. Distribucion de las
cepas entre zonas de interpretacion S, [ y R para el test de difusion en agar y el E-test
(CIM). Distribucion de las cepas entre zonas de interpretacion S, I y R para difusion en
disco y E-test (CIM). S = susceptible > 17 mm - < 0,5 pg/ml. I = intermedio 12-16 mm

—1-4 pg/ml. R =resistente < 11 mm - > 8 pg/ml. * error menor.

En el grafico 3 se muestra un diagrama de dispersion realizado con los valores
de CIM y diametros de inhibicion obtenidos en el presente estudio utilizando los puntos

de corte de CIM y de diametros de zona de inhibicion propuestos por la NCCLS.
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Grifico 3. Scattergram para CIM y didmetros de inhibicion de eritromicina obtenidos
con Staphylococcus aureus (n= 192) aislados de mastitis bovina. Las lineas horizontales
representan los puntos de corte de CIM para las categorias susceptible, intermedio y
resistente, y las lineas verticales representan los puntos de corte para las categorias
susceptible, intermedio y resistente del test de difusion en agar. Se consideraron los

puntos de corte de CIM y diametros de zona propuestos por NCCLS.

A partir de puntos de corte de CIM y los puntos de corte del test de difusion en
agar propuestos por la NCCLS, 134 cepas (69,79%) fueron identificadas como
susceptibles a eritromicina. Cuarenta y seis cepas (23,95%) clasificadas como
intermedias de acuerdo con el diametro de inhibicion y susceptibles por el valor de
CIM, fueron consideradas como errores menores. Seis cepas (3,12%) fueron registradas

en ambas pruebas como resistentes. Dos (1,04%) cepas ubicadas en la categoria de
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resistentes por el diametro de inhibicion e intermedias por el valor de CIM, fueron
consideradas como errores menores y cuatro cepas (2,08%) fueron clasificadas como
intermedias por ambas pruebas (Tabla 9). No se observaron errores mayores o “very

major”, mientras que se detectaron 48 errores menores (25%).

CIM (ug/ml)
R 16
R 8 6
I 4 2% 1
I 2 1
I 1 2
S 0,5 o* 14
S 0,25 19* 55
S 0,12 18* 62
S 0,06 3
R (n=8) I (n=50) S (n=134)
Interpretacion didmetros de zona

Tabla 9. Comparacion del didmetro de zona de inhibicion y la CIM de 192 cepas de
Staphylococcus aureus aisladas de mastitis bovina frente a eritromicina considerando
los puntos de corte de CIM y diametros de zona de interpretacion de difusion en agar
propuestos por la NCCLS. Distribucion de las cepas entre zonas de interpretacion S, 'y
R para el test de difusion en agar y el E-test (CIM). Distribucion de las cepas entre
zonas de interpretacion S, I y R para difusion en disco y E-test (CIM). S = susceptible >
23 mm - < 0,5 pg/ml. I = intermedio 14-22 mm — 1-4 pg/ml. R = resistente < 13 mm - >

8 ug/ml. * error menor.
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8.4. Concentracion de eritromicina en sangre y leche

La concentracion de eritromicina, asi como los pardmetros farmacocinéticos en

sangre y leche obtenidos luego de la administracion intramuscular de eritromicina se

observan en las tablas 10, 11, 12, 13 y en la figura 1.

Tabla 10. Concentraciones plasmaticas de eritromicina en vacas a

las cuales se les administro eritromicina al 20% (20 mg/kg)

durante la lactancia.

TIEMPO

CONCENTRACION PLASMA (ug/ml)

Muestreo Horas

0
0,25
0,5
0,75
1
1,5
2
4
8
12
24
36
48

Anim. Anim. Anim. Anim. Anim.

1
nd
4,18

3,95
421
5,11
3,86
3,94
3,98
2,16
0,47

nd

2
nd
3,43
3,39
3,15
3,31
3,91
3,66
3,30
2,08
1,24
0,64
nd
nd

3
nd
3,11
3,21
4,20
2,70
2,25
1,96
3,51
2,94
1,78
0,66
nd
nd

4
nd
2,82
4,15
4,97
5,46
6,48
5,73
4,86
3,90
2,48
0,63
nd
nd

5
nd
2,38
1,99
2,39
2,30
2,61
3,12
6,46
6,14
443
1,30
nd
nd

MEDIA

nd
3,18
6,01
3,73
3,60
4,07
3,67
4,41
3,81
2,42
0,74

nd

nd

Tabla 11. Concentraciones en leche de eritromicina en vacas a

las cuales se les administrd eritromicina al 20% (20 mg/kg)

durante la lactancia.

TIEMPO

CONCENTRACION LECHE (ug/ml)

Muestreo Horas

0
0,25
0,5
0,75
1
1,5
2
4
8
12
24
36
48

Anim. Anim. Anim. Anim. Anim.

1
nd
0,40
0,56
0,45
0,52
0,89
1,17
4,44
4,63
4,25
2,79
0,76
nd

2
nd
nd
nd
nd
nd

0,60
0,68
1,18
2,90
4,57
2,76
0,63
nd

3
nd
nd
nd
nd
nd

0,52
0,51
1,20
2,71
5,15
2,32
0,82
nd

4
nd
nd
nd

0,63
0,85
1,42
2,10
9,52
10,91
7,37
3,80
0,73
nd

5
nd
nd
nd

0,49
0,81
0,60
0,87
5,28
4,03
5,67
4,30
1,12
0,48

MEDIA

nd
0,40
0,56
0,52
0,73
0,80
1,07
4,32
5,03
5,40
3,19

nd

nd
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Tabla 12. Parametros farmacocinéticos de eritromicina en plasma de vacas a las cuales
se les administr6 eritromicina al 20% por via intramuscular (20 mg/kg ) durante la
lactancia.

Plasma

animal animal animal animal animal media DS

1 2 3 4 5 -
T12a 0,569 0,449 0422 0,287 1,351 10,6156 0,4231
T12p 6,905 8344 6,859 8,023 8,153 17,6568 0,7166
Cmax 5,1 3,9 6,5 4,2 6,5 5,24 1,2320
Tmax 1,5 1,5 1,5 0,8 4 1,86  1,2341
AUC 59,8 42,2 69,2 47,7 94,9 62,76 20,813
Vd 3088,2 4820,8 2623 4183,4 2134,6 3370 1110,1
Cl 309,93 400,40 265,0 361,3 1814 303,6 85,38
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Tabla 13. Parametros farmacocinéticos de eritromicina en leche de vacas a las cuales se
les administré eritromicina al 20% por via intramuscular (20 mg/kg) durante la

lactancia.
Leche

animal animal animal animal animal media  D.S

1 2 3 4 5 o
T12p 10,993 8,392 9,05 7,499 9,499  9,0866 1,16694
Cmax 4,6 4.6 5,2 10,9 5,7 6,2 2,38579
Tmax 8 12 12 8 12 10,4 1,95959
AUC 106,3 90,1 89,6 185,1 1472 123,66 37,1934
Vd - - - - - - -
Cl - - - - - - -
(AUCleche/AUCplasma) 1,72 2,13 1,29 3.88 1,55 2,11 1,03
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Figura 1. Curvas farmacocinéticas en plasma y leche de vacas en lactancia a
las cuales se les administré eritromicina al 20% (20 mg/kg).
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8.5. Estimacion de puntos de corte de CIM

De acuerdo con los parametros farmacocinéticos obtenidos luego de la
administracion intramuscular de eritromicina, se calcularon los puntos de corte de CIM
Consecuentemente, los puntos de corte de CIM considerando la concentracion de
eritromicina en leche se establecieron en 4 y 8 pg/ml para susceptibilidad y resistencia,
respectivamente.

Utilizando el punto de corte de CIM de susceptible <4, intermedio 3 -7,
resistente > 8pg/ml se establecieron los puntos de corte de las zonas de interpretacion
del método de difusion en agar (Grafico 4 y Tabla 14), observandose 4 errores menores

y ningln error mayor.
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Grifico 4. Scattergram para CIM y didmetros de inhibicion de eritromicina obtenidos
con Staphylococcus aureus (n= 192) aislados de mastitis bovina. Las lineas horizontales
representan los puntos de corte de CIM para las categorias susceptible (<4 pg/ml),
intermedio (5-7 pg/ml) y resistente (=8 pg/ml) fijados en base a los parametros
farmacocinéticos en leche determinados en este estudio, y las lineas verticales
representan los puntos de corte para las categorias susceptible (=17 mm), intermedio

(11-16) y resistente (< 10 mm) del test de difusion en agar obtenidos en este estudio.
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CIM (pg/ml)
R 16
R 8 6
I 7
I 6
I 5
S 4 3*
S 2 1*
S 1 2
S 0,5 23
S 0,25 74
S 0,12 80
S 0,06 3
R (n=6) I (n=4) S (n=182)
Interpretacion diametros de zona

Tabla 14. Comparacion del diametro de zona de inhibicion y la CIM de 192 cepas de
Staphylococcus aureus aisladas de mastitis bovina frente a eritromicina considerando
los puntos de corte de CIM propuestos sobre las base de las determinaciones
farmacocinéticas en leche y didmetros de zona de interpretacion de difusion en agar
obtenidos en el presente estudio. S = susceptible > 17 mm - < 4 pg/ml I = intermedio

11-16 mm — 5-7 pg/ml R = resistente < 10 mm - > 8 pg/ml* error menor.
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9. DISCUSION

En esta etapa, se analizaron 192 cepas de Staphylococcus aureus, a los efectos
de contar con un niimero mas representativo de organismos. Los valores de CIMsg y
CIMy, obtenidos fueron levemente superiores a los hallados a partir de los analisis de 95
cepas, registrandose un aumento de la concentracion equivalente a una dilucion. Existe
escasa informacion sobre fenotipos de resistencia a macrolidos en S. aureus aislados de
mastitis bovina. En estudios recientes realizados en nuestro pais sobre 41
Staphylococcus spp. aislados de mastitis bovina en la provincia de Buenos Aires no se
observaron cepas con fenotipo de resistencia iMLS, mientras que un 7,3 % mostraron
fenotipo cMLS (Denamiel et al., 2007). En el presente estudio, sobre un total de 192
cepas de S. aureus, un 0,5 % mostr6 fenotipo iIMLS y un 2,6 % fenotipo ¢cMLS. Sin
embargo, no es posible hacer comparaciones directas debido a que en el presente
estudio se evaluaron aislamientos de S. aureus solamente, mientras que en el estudio
previo no se especifico si entre los aislamientos de Staphylococcus spp. se incluyeron S.

aureus.

La eficacia de curacion de las IIM causadas por S. aureus esta influenciada por
factores del hospedador, del organismo patogeno y del tratamiento antibidtico
administrado (Barkema et al., 2006). La seleccion del antimicrobiano implica el
conocimiento tanto de la farmacocinética de las drogas mas adecuadas para uso en mastitis
bovina (Ziv, 1980), como de la susceptibilidad de las cepas de esta especie a estas drogas.
Consecuentemente, la utilizacién de técnicas precisas y confiables para determinar la

susceptibilidad a los antimicrobianos de los organismos causantes de mastitis adquiere
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relevancia (Pengov and Ceru, 2003; Klement et al., 2005; Barkema et al., 2006). El
método de difusion en agar es ampliamente utilizado en los laboratorios de rutina y un
gran nuamero de estudios expresan los patrones de susceptibilidad basados en el mismo
(Owens and Watts, 1988; Myllys et al., 1998; Calvinho et al., 2002; Erskine et al., 2002;
Gooraninejad et al., 2007), segun criterios de interpretacion de las pruebas recomendados
por la NCCLS (NCCLS, 2002). Sin embargo, para el caso de la eritromicina, como de
otros antimicrobianos, los criterios de interpretacion han sido desarrollados a partir de
parametros farmacocinéticos obtenidos en seres humanos (NCCLS, 2002).

De esta manera, se podria especular sobre la reducida relacion entre los datos
farmacocinéticas en humanos y aquellos generados para una especie animal determinada
en el tejido considerado blanco.

En el presente estudio se utilizaron los puntos de corte de CIM indicados por el
NCCLS (NCCLS, 2002), para estimar a partir de los valores de las 192 cepas de los
Staphylococcus aureus los puntos de corte de zonas de interpretacion para el método de
difusion en agar (Z), mediante el analisis de regresion lineal y método de “error rate-
bounded” propuesto por Metzler and DeHaan (1974), generado con valores de cepas de
S. aureus autoctonas. El valor de r* obtenido mostré una buena correlacion entre ambos
métodos. Los puntos de corte fijados para las zonas de interpretacion, clasificaron las
cepas en las categorias susceptible, intermedio y resistente, obteniendo un porcentaje
(2,08%) de errores menores inferior a la considerada como aceptable por este método
(NCCLS, 1999) y sin detectar errores mayores ni “very major errors”. Por el contrario,
se detectd un elevado 25% (n = 48) de errores menores, utilizando tanto los puntos de
corte de CIM como los puntos de corte del test de difusién en agar propuestos por el

NCCLS (NCCLS, 2002); si bien no se detectaron errores mayores ni “very major
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errors”. La mayoria de estos errores menores (95,8%) se generaron debido a que con los
diametros de zona de interpretacion fijados por el NCCLS, se clasificaron como
intermedias a cepas susceptibles de acuerdo con el punto de corte de CIM. Este
porcentaje de errores menores podria ser considerado aceptable desde el punto de vista
técnico, ya que pueden ser consecuencia de la variacion experimental esperada para la
CIM (Pengov and Ceru, 2003). Sin embargo, debe considerarse que desde el punto de
vista clinico, clasificar a una cepa en la categoria de intermedio implica la posible
obtencion de una respuesta indeterminada o incierta al administrar la dosis estandar
(MacGowan and Wise, 2001), en consecuencia, ese antimicrobiano podria ser
considerado como una segunda opcion, o ser administrado en una dosis mayor para
lograr una adecuada eficacia de curacion ante un organismo que, de acuerdo con el
punto de corte establecido para el método de dilucidon en agar, es considerado como

susceptible.

El andlisis de regresion lineal arrojo un valor de r* de 0,755, el cual es
considerado aceptable. Algunos estudios expresan los resultados obtenidos a partir de
ambos métodos para cepas de S. aureus aisladas de mastitis bovina frente a la
eritromicina (Gentilini et al., 2000; Gianneechini et al., 2002), sin mbargo existen pocos
informes sobre la correlacion entre ambos métodos para S. aureus frente a este
antimicrobiano. Por el contrario en un estudio reciente, Klement et al., (2005) hallaron
una muy baja correlacion entre ambos métodos (r* 0,03) frente a la eritromicina para
121 cepas de S. aureus aisladas de IIM en Isracl. A pesar de esta baja correlacion, el
porcentaje de cepas susceptibles detectado por el método de difusion en agar (93,3%)

fue levemente inferior al detectado por CIM (99,2%). Sin embargo, no fue posible
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comparar los errores de clasificacion entre ambos estudios, ya que el objetivo del
estudio de Klement et al., (2005) fue proponer una nueva metodologia para fijar los
puntos de corte de las pruebas de susceptibilidad.

La mayoria de los puntos de corte para determinar las categorias de susceptibilidad
(susceptible, intermedio, resistente) para antimicrobianos utilizados en la terapéutica de
infecciones en animales, son aquellos empleados en la terapia de infecciones en seres
humanos (NCCLS, 2002). Estos puntos de corte se han obtenido a partir de parametros
cinéticos observados en seres humanos, generalmente basados en concentraciones de la
droga en sangre halladas luego de la aplicacion de la dosis usual, ain reconociendo que
la concentracion de droga en el tejido infectado puede variar respecto de la obtenida en
sangre (Thornsberry et al., 1993; MacGowan and Wise, 2001). Uno de los problemas
inherentes al uso de estos puntos de corte deriva de las diferentes dosis utilizadas en
medicina veterinaria con relacion a las usadas en medicina humana y de la distinta
propiedad farmacocinética segln la especie animal. Ademas, los organismos patdégenos
de origen animal son distintos a los patogenos de origen humano (Thornsberry et al.,
1993). Una de las caracteristicas implicitas para la eleccion de un punto de corte radica
en que la concentracion del antimicrobiano en el sitio de infeccion es uno de los
pardmetros mas fuertemente asociado al resultado de la terapia aplicada (MacGowan
and Wise, 2001). En el presente estudio, se determinaron los parametros
farmacocinéticos de la eritromicina en leche y sangre luego de su administracion
intramuscular; utilizando dicha via por considerarla como la de aplicacion mas
frecuente en nuestro pais. Asimismo, desde el punto de vista patoldgico, el uso de la via
parenteral puede justificarse en aquellas infecciones que radican en la profundidad del

tejido, o que por su severidad se considere pueda estar dificultada la difusion del
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antimicrobiano, como ocurre en mastitis causadas por S. aureus. En estos casos puede
haber una distribucion pobre o irregular de la droga en el parénquima intensamente
inflamado por la compresion o bloqueo de los ductos como resultado de la accion de los
productos de la inflamacion (Ziv, 1980; Anderson, 1986; Calvinho, 2007). Por lo tanto,
considerando el efectivo pasaje de sangre a leche de la eritromicina, se determinaron los
metabolitos microbiologicamente activos en leche para fijar los puntos de corte de CIM
para este sitio particular, considerando la falta de actividad de los metabolitos unidos a

proteinas (Ziv, 1980; MacGowan and Wise, 2001).

En el presente estudio se administr6 una dosis de 20 mg/kg por via
intramuscular, mientras que en otros estudios se utilizaron dosis menores por via
intramuscular o intravenosa (Swarbrick, 1966; Baggot and Gingerich, 1976). Ziv (1980)
determind que para una CIM de 0,5 ug/ml, valor idéntico a la CIMy, hallada en este
estudio, se puede obtener una concentracion terapéutica en leche normal y mastitica por
24 hs utilizando una dosis de eritromicina de 10 mg/kg de peso corporal. En el presente
estudio la concentracion detectada en leche a las 24 hs de la aplicacion de la dosis fue
de 3,2 pg/ml, alcanzando un pico de 5,4 pg/ml a las 12 hs post administracion. Es
interesante destacar que en un estudio reciente, luego de la aplicacion intramamaria de
una preparacion de 300 mg de eritromicina se determind una concentracion media en
leche de 22,9 pg/ml a las 12 hs post administracion (Bajwa et al., 2007). Para definir los
puntos de corte de CIM se tomaron los valores de eritromicina alcanzados en leche
luego de la administracién intramuscular de la droga, que cubrieron un 50-60% del
intervalo entre dosis (Vogelman et al., 1988; McKellar et al., 2004). En base a estos

puntos de corte no se detectaron errores mayores o ‘“very major’, mientras que se
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generaron 4 errores menores. Estos resultados son similares a los hallados mediante los
puntos de corte de Z obtenidos en este estudio, y los puntos de corte de CIM propuestos
por la NCCLS (NCCLS, 2002), sin embargo, se encontraron las diferencias
fundamentalmente en el area que define a los aislamientos intermedios.

La eritromicina, como otros macrolidos de mayor actividad, se han mostrado
efectivos para el tratamiento de IIM causadas por S. aureus y siguen siendo
considerados como una de las opciones principales para el tratamiento de estas
infecciones (McKellar, 1991; Ballarini, 2001; Tarabla and Canavesio, 2003; Bajwa et
al., 2007; Pol et al., 2007). La eritromicina es considerada en un gran nimero de
estudios como el representante de la familia de los macrolidos (Watts and Salmon,
1997; De Oliverira et al., 2000; Gentilini et al., 2000; Gianneechini et al., 2002;
Yoshimura et al., 2002; Haveri et al., 2005). Los resultados obtenidos en ¢l presente
estudio representan una importante contribucion al establecer los puntos de corte de
CIM en base a la concentracion de eritromicina en leche luego de la administracion de
una dosis de 100 mg/Kg de peso.

Desde el punto de vista clinico, el objetivo principal de la utilizacion de un test de
rutina para evaluar la susceptibilidad de un antimicrobiano usando puntos de corte
estandarizados, es predecir el resultado de la terapéutica de la infeccion (Thonrsberry et
al., 1993, Mac Gowan and Wise, 2001). La amplia variacion en la eficacia de curacion
clinica y bacteriologica entre rodeos y entre vacas por factores atribuidos a la
patogénesis de la infeccion y respuesta del hospedador hacen dificultoso evaluar la
respuesta clinica de la terapia con eritromicina (Ziv, 1980; Barkema et al., 2006) y no

fue planteada dentro de los objetivos del presente estudio.
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En nuestro pais se han utilizado también otros macrolidos para el tratamiento de
mastitis bovina con aceptable eficacia (Calvinho et al., 1988; Tarabla et al., 2000;
Tarabla and Canavesio, 2003; Pol et al., 2007). Desde un punto de vista aplicado, la
utilizacion de un agente para representar a una familia de compuestos estrechamente
relacionados es motivo de controversias. Si el representante es considerado como el
menos activo de la familia, puede llevar al incremento de informes de falsa resistencia
frente a otros componentes del grupo con mayor actividad. Sin embargo, esta opcion,
desde el punto de vista clinico, acarrea menos peligro que predecir la susceptibilidad de
un agente menos activo, basandose en la informacion obtenida de pruebas de

susceptibilidad de un compuesto mas activo (MacGowan and Wise, 2001).
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10. CONCLUSION

Las cepas de Staphylococcus coagulasa positivos fueron clasificadas mediante
los puntos de corte del test de difusion en agar generados en este estudio y los puntos de
corte de CIM propuestos por la NCCLS, con un porcentaje aceptable de errores menores
y muy inferior al obtenido utilizando los puntos de corte propuestos por la NCCLS para
ambos métodos.

Las cepas de Staphylococcus coagulasa positivos fueron clasificadas de manera similar
mediante los puntos de corte de CIM y del test de difusion en agar generados en este
estudio.

En conclusion, estos resultados justifican la revision de los puntos de corte del método
de difusion en agar para eritromicina a los efectos de facilitar la seleccion y uso racional

de antimicrobianos por los veterinarios clinicos.
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