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Abstract

The frequency of resistance or sengitivity in vitro to different antibiotics was studied in 34 strains
of Pasteurella multocida, 31 of P. haemolytica and 11 of Haemophilus somnus, obtained from pneumonic
lungs of dairy calves from Tijuana and Rosarito in the state of Bga California in Mexico from January
1996 to March 1997. Sensitivity or resistance of the isolates was determined by using the standard disk
diffusion susceptibility test. Each strain was tested with 17 antimicrobial agents. A very high prevaence
(>90%) of resistance was found in Pasteurella spp when tested against kanamycin and lincomycin. In
addition to the resistance showed to these antibiotics, P. haemolytica aso presented a high prevaence
(>80%) of resistance to penicillin and streptomycin, and H. somnus to penicillin, streptomycin and
ampicillin. Furthermore, over 20% of isolates were resistant to recently released antibiotics such as
tilmicosin and fluorfenicol. In contrast, all strains studied were sensitive to cefotaxime, and over 87% of
al strains analyzed were sengitive to mezlociline or cefalexime. These results show the need for local
veterinarians and producers to be more responsible in the use of antibiotics in the treatment of pneumonia
in calves, and the growing danger of the dissemination of strains of Pasteurella spp or H. somnus resistant
to most antimicrobias which could complicate in the future the trestment of pneumoniain these animals.
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Resumen

Se estudio la frecuencia de resistencia y sensibilidad antimicrobiana in vitro en 34 cepas de P.
multocida, 31 de P. haemolytica y 11 de H, somnus, aidados de pulmones neumonicos de becerras de las
cuencas lecheras de Tijuanay Rosarito, Bagja Califonia Norte, a partir del mes de enero de 1996 hasta
marzo de 1997. La sensibilidad y resistencia se determinG usando la prueba de Bauer-Kirby, mediante
sensidiscos comerciales. Cada cepa bacteriana se probd contra 17 antibidticos. Se encontrd una muy ata
prevalencia (>90%) de resistencia en Pasteurella spp a probarse contra kanamicina o lincomicing;
ademas de lo anterior, P. haemolytica mostro una alta resistencia (>80%) a penicilinay estreptomicinay
H. somnus a peniciling, estreptomicinay ampicilina. Asimismo, més del 20% de los aidamientos de las 3
especies estudiadas presentaron resistencia a antibi6ticos de reciente introduccién, tales como tilmicocina
y florfenicol. Por € contrario, todas las cepas analizadas fueron sensibles a cefotaxima y més del 87% de
los aidamientos fueron sensibles a mezlocilinay cefaexima. Estos resultados muestran la necesidad de
que los veterinarios y productores lecheros de la region de Tijuana, sean més responsables en la
utilizacion de antibidticos en € tratamiento de neumonias en becerras, debido a peligro creciente de la
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diseminacion de cepas de Pasteurella spp 0 H. somnus resistentes a la mayoria de los antimicrobianos, 1o
cual puede complicar en € futuro € tratamiento de estos animales.
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En la mayor parte de los establos de la region de Tijuana se ha indicado que las neumonias son la
principal causa de mortalidad de las becerras (1). Aunque e complego respiratorio bovino (CRB) puede
iniciarse por una variedad de agentes patdgenos, debido a la importancia que revisten Pasteurella
haemolytica, P. multocida y Haemophilus somnus como los microorganismos que producen las
principales lesiones pulmonares (2), |a terapia antibidtica debe concentrarse en combatir estos tres agentes
(3, 4). Sin embargo, un gran problema que enfrenta € veterinario ante este problema es decidir qué tipo
de antibidtico usar y en qué dosis sera efectivo, ya que desde hace méas de 20 afios se informé del
aislamiento de cepas de Pasteurella spp que mostraban resistencia a uno o més antibiéticos (5), Ilegando
en la actuaidad a grado que la resistencia mostrada por estos agentes a distintos antimicrobianos ha
alcanzado niveles preocupantes (6). En México existe muy poca informacion confiable sobre los niveles
de resistencia antimicrobianaen Pasteurella spp 0 H. somnus la informacion disponible tiene més de 10
anos de haber sido publicada (7). Con base en lo anterior e propdsito del presente estudio fue determinar
los patrones de susceptibilidad y resistencia antimicrobiana, de diversas cepas de P. haemolytica, P.
multocida y H. somnus, aidadas post mortem de pulmones neumaonicos de becerras lecheras originarias de
establos de laregion de Tijuanay Rosarito, Bga California, México, (8), a partir de enero de 1996 hasta
marzo de 1997.

La sensibilidad a diferentes antimicrobianos fue determinada en 34 cepas de P. multocida, 31 de P.
haemolyticay 11 de H. somnus, mediante € método de difusion en disco descrito por Bauer et a. (9),
siguiendo las recomendaciones del Federa Register de Estados Unidos de América (10), utilizando
sensidiscos comerciales, que contenian los siguientes antimicrobianos: amoxicilina (AML), 25 ug;
ampicilina (AMP), 10 pg; cefaexina (CFL), 30 pg; cefotaxima (CTX), 30 pg; cloxacilina (CXC), 5 ug;
eritromicina (ET), 15 ug; estreptomicina (STR), 10 y; florfenicol (FL), 15ug; gentamicina (GT), 10 ug;
kanamicina (K), 30 ug; lincomicina (LINC), 10 pg; mezlocilina (MEZ), 75 ug; oxitetraciclina (OT), 30
ug; penicilina (PEN), 10 Ul; sulfametoxasol-trimetroprim (S-T), 25ug; tetraciclina (TC), 30 ug;
tilmicocina (TIL) 15 ug.

El inéculo se estandariz agregando la cepa bacteriana a probar, la cua habia sido previamente
cultivada en agar sangre en un tubo con solucién sdina fisioldgica hasta alcanzar una turbidez
comparativa con el estandar 0.5 de McFarland (esta turbidez corresponde aproximadamente a5 x 10" a5 x
10° unidades formadoras de colonias por mililitro). Con un hisopo estéril impregnado de la suspension
bacteriana se distribuy6 la solucién en toda la superficie de una cgja de Petri con agar Mueller-Hinton;
después de degjarla secar durante 5 minutos a temperatura ambiente, se colocaron los sensidiscos y se
incubd a 37°C durante 24 h. De acuerdo con e tamafio de la zona de inhibicion, se determiné la
resistencia, sensibilidad media y sensibilidad dta que cada cepa presentd contra cada uno de los
antibiéticos anteriores, siguiendo las recomendaciones de Barry y Thonsberry (11).

L os resultados obtenidos para P. haemolytica se presentan en € Cuadro 1. De acuerdo este dltimo
cuadro se concluye que més del 75% de las cepas aidadas en la region de Tijuana son resistentes a estos
antibidticos: ampicilina (78.5%), estreptomicina (83.9%), penicilina (85.7%), kanamicina (100%) y
lincomicina (100%); por otro lado, se presentaron niveles muy bajos de resistencia a antibidticos tales
como: cefotaxima (0%), cefalexina (6.5%), mezlocilina (12.9%) y gentamicina (12.9%).

En & Cuadro 2 se muestran los resultados obtenidos para P. multocida. A semeganza de lo anterior
se encontrd un gran indice de resistencia a lincomicina (97%) y kanamicina (93.9%), aunque se presentd
ademés un elevado porcentaje de resistencia a estreptomicina (66.7%) y a oxitetraciclina (63.9%). Por €l



contrario, latotalidad de las cepas analizadas fueron sensibles ala cefaexina o a la eritomicinay sdlo 3%
mostraron resistencia a la cefotaxima o la cloxacilina

Los indices de resistencia y sensibilidad demostrados por H. somnus a los diversos antibi6ticos
estudiados se indican en & Cuadro 3. De nueva cuenta, se encontré que la totalidad de las cepas andizadas
presentaron resistencia a estreptomicing, kanamicina y lincomicina, mientras que 81.8% de los
aislamientos de esta bacteria fueron resistentes a ampicilina o penicilina. Por € contrario, ninguna cepa
estudiada mostré resistencia a cefotaxima, mezlocilina, cefaexinao amoxicilina

Previamente diversos autores han informado del aidamiento de diversas cepas de Pasteurella spp,
asi como de H. somnus, que han mostrado resistencia a uno 0 mas antibidticos. De esta forma se ha
indicado una alta proporcién (superior a 80%) de cepas de Pasteurella spp resistentes a estreptomicina (3,
12), lincomicina (3, 12, 13) penicilina (3, 13), ampicilina (3, 6), tetraciclina (3, 6). Por € contrario, se ha
informado de una ata incidencia (superior a 80%) de cepas de Pasteurella spp sensibles a cloranfenicol
(3, 12, 13), asi como a sulfametoxasol-trimetroprim (12, 13). De igua forma, existen en la literatura
internacional multitud de referencias sobre la eficacia de diversos antibidticos en € tratamiento de las
neumonias en bovinos, gemplos de ellos son la eficacia demostrada por la oxitetracicling, trimetroprim-
sulfadoxina, sulfactan-ampicilina, penicilina o tilmicocina (4, 14). Con base en estudios reaizados en
Meéxico, Salas et d. (7) mostraron una alta proporcion de cepas de Pasteurella spp aidadas de bovinos
sacrificados en rastro, sensibles a la ampicilina, cloranfenicol, oxitetraciclina y trimetroprim-
sulfametoxasol, mientras que la totalidad de los aidamientos de ese estudio mostraron resistencia a la
penicilinay alaampicilina

Es interesante destacar |a alta incidencia encontrada en este estudio de cepas de Pasteurella spp, asi
como de H. somnus resistentes a la tilmicocing, 1o cua contrasta con o descrito previamente por otros
autores que han indicado su dta eficacia contra estos agentes, ya sea in vitro (15) como in vivo (16),
indicando la posibilidad de lograr un tratamiento efectivo de la neumonia en bovinos con tan sélo una
inyeccion de este antibidtico del grupo de los macrdlidos (17). Contrario a lo anterior, es de interés
precisar que aguellos antibidticos poco utilizados en veterinaria (como es la mezlociling) o de reciente
introduccion en la region (como las cefalosporinas) si muestran una alta efectividad in vitro contra los
agentes estudiados.

Recientemente Singer et d. (6) demostraron la importancia de determinar regiondmente los
patrones de resistencia de Pasteurella spp a diversos antibidticos, ya que observaron variaciones muy
significativas en la efectividad de la ampicilina y tetraciclina en bovinos de distintas regiones de
Cdifornia, Estados Unidos de América. De esta forma se ha advertido (18) la necesidad de verificar
periodicamente la aparicion de bacterias resistentes, |o cua se recomienda se readlice regionamente. Los
resultados presentados en este estudio muestran claramente el serio problema que existe en la poblacion de
bovinos lecheros de Tijuana, respecto de la dta incidencia de cepas de Pasteurella sppy H. somnus
resistentes a multitud de antibidticos, aun a varios de reciente aparicion en e mercado. Es importante que
los técnicos y productores de esta region que administran estos farmacos, los utilicen de una manera
responsable, ya que de lo contrario, es factible que proliferen cepas bacterianas productoras de neumonia
atamente resistentes a la totalidad de antibi6ticos actual mente disponibles, por 1o que € tratamiento de las
neumonias en estos animales sera mucho mas complicado o que es en la actualidad.
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Cuadro 1
PORCENTAJES DE RESISTENCIA, SENSIBILIDAD MEDIA Y ALTA DE Pasteurella
haemolytica A DIVERSOS ANTIBIOTICOS

Antibidtico Resistentes Senshbilidad media Sensibilidad alta

CTX O 0 100
CFL 6.5 25.8 67.7
MEZ 12.9 22.6 67.7
GT 12.9 58.1 22.6
ET 16.12 51.6 29.0
TC 194 77.4 3.2
TIL 21.4 78.5 0
ST 25.8 9.7 64.5
FLOR 26.3 52.6 21.1
AML 35.5 12.9 51.6
CXC 38.7 41.9 19.4
oT 41.9 58.1 0
AMP 78.5 21.4 0
STR 83.9 16.1 0
PEN 85.7 14.2 0
K 100 0 0
LINC 100 0 0
CLAVES:
AML=Amoxicilina GT=Gentamicina S T=Sulfametoxasol-
AMP=Ampicilina K=Kanamicina trimetroprim
CFL=Cefalexina LINC=Lincomicina STR=Estreptomicina
CTX=Cefotaxima MEZ=Mezlocilina TC=Tetraciclina
CXC=Cloxecilina OT=Okxitetraciclina TIL=Tilmicocina
ET=Eritromicina PEN=Penicilina

FL OR=Florfenicol



Cuadro 2
PORCENTAJES DE RESISTENCIA, SENSIBILIDAD MEDIA Y SENSIBILIDAD ALTA DE
Pasteurella multocida A DIVERSOS ANTIBIOTICOS

Antibiotico Resistentes Sensbhilidad media Sensibilidad dta

CFL 0 18.2 818
ET 0 45.5 515
CTX 3 0 97
GT 3 33.3 63.6
MEZ 9.1 6.1 84.8
ST 12.1 15.2 72.7
AML 15.2 12.1 727
CXC 18.2 394 424
TC 18.2 2.7 9.1
FLOR 235 58.8 17.7
AMP 28.5 57.2 14
PEN 42.8 57.2 0
TIL 42.8 57.2 0
oT 63.6 18.2 18.2
STR 66.7 30.3 3
K 93.9 0 6.1
LINC 97 3 0
CLAVES:
AML=Amoxicilina FLOR=Florfenicol PEN=Penicilina
AMP=Ampicilina GT=Gentamicina S T=Sulfametoxasol-
CFL=Cefalexina K=Kanamicina trimetroprim
CTX=Cefotaxima LINC=Lincomicina STR=Estreptomicina
CXC=Cloxacilina MEZ=Mezlocilina TC=Tetraciclina

ET=Eritromicina OT=Oxitetraciclina TIL=Tilmicocina



Cuadro 3
PORCENTAJES DE RESISTENCIA, SENSIBILIDAD MEDIA Y SENSIBILIDAD ALTA DE
Haemophilus somnus a DIVERSOS ANTIBIOTICOS

Antibidtico Resistentes Senshilidad media Sensibilidad dta

CTX 0 27.3 72.7
MEZ 0 27.3 727
CFL 0 2.7 27.3
AML 0 45.5 545
ET 9.1 54.5 36.4
GT 27.3 45.5 27.3
TC 27.3 63.6 9.1
FLOR 27.3 63.6 9.1
TIL 36.3 454 18.1
ST 54.5 18.2 27.3
CXC 63.6 18.2 18.2
oT 63.6 36.4 0
AMP 818 18.1 0
PEN 818 18.1 0
STR 100 0 0
K 100 0 0
LINC 100 0 0
CLAVES:
AML=Amoxicilina FLOR=Forfenicol PEN=Penicilina
AMP=Ampicilina GT=Gentamicina S-T=Sulfametoxasol-
CFL=Cefalexina K=Kanamicina trimetroprim
CTX=Cefotaxima LINC=Lincomicina STR=Estreptomicina
CXC=Cloxacilina MEZ=Mezlocilina TC=Tetraciclina

ET=Eritromicina OT=Okxitetraciclina TIL=Tilmicoci



