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Prologo

En las dltimas décadas, el desarrollo de resistencias bacterianas a multiples antibidticos
a pasado a encabezar las noticias. Las autoridades de las organizaciones de salud estan
preocupadas por el futuro tratamiento de las enfermedades bacterianas mas comunes.
Las guias y campanas sobre el uso responsable de antibidticos se han desarrollado con
laintencidn de cambiar la percepcion y comportamiento de la poblacion hacia el uso
de antibidticos.

Los ecosistemas humano y microbiano estan intimamente interconectados, y el uso
de antibidticos en ganaderia también debe ser reconsiderado. La resistencia a los
antibioticos estd aumentando entre los animales y afecta a patégenos zoondticos,
pero también a otros gérmenes como Escherichia coli, que puede actuar como reserva
de genes resistentes al ambiente.!

El impacto en la salud humana del uso de antibiéticos en medicina veterinaria no se
puede cuantificar pero sin duda repercute sobre ella. Desde Boehringer Ingelheim,

(O] creemos que se debe asegurar que los antibidticos sigan sirviendo para salvaguardar
la salud y el bienestar humanoy animal.

La industria lechera utiliza relativamente poca cantidad de antibiéticos, comparado

con otros sistemas de produccién ganadera. Pero atin hay espacio para mejorar,
especialmente si tenemos en cuenta el tipo de antibidtico que se utiliza?. Planteando
protocolos de tratamiento se puede ayudar a orientar a las granjas a hacer un correcto
uso de los antibiéticos. Estos protocolos solo tienen sentido si estan basados en pruebas
bacterioldgicas periddicas de muestras de leche y evaluacion de su eficacia. Las pruebas
de sensibilidad antibidtica son Utiles para establecer dichos protocolos ademas de
permitir monitorizar posibles resistencias bacterianas emergentes.

Esta guia esta destinada a veterinarios y laboratorios que analizan muestras de leche. No
abarca la identificacion de patégenos, sino que describe el resultado y la interpretacion
de las pruebas de sensibilidad de los discos de difusién. Esperamos que esta guia le
permita mejorar la calidad de las pruebas de sensibilidad y la satisfaccion de realizarlas.

Atentamente,

ELke ABBELOOS
Sr. Global Technical Manager
Boehringer Ingelheim Animal Health

1. Durso and Cook 2014. Current opinion in microbiology 19: 37-44
2. Obritzhauser. Buiatricsforum 2013; Brunton et al., 2012. Vet Rec, 171: 296-297







Un tratamiento eficaz para mastitis comienza con la eleccion del antibiético adecuado.
Los cultivos microbiolégicos y las pruebas de sensibilidad para antibiéticos son hoy
por hoy las opciones mds factibles en todo el mundo para determinar qué antibidtico
tiene mas opciones de lograr la curacion. Aunque la vaca sea tratada antes de obtener
los resultados, la informacién es aln valiosa para decidir si el antibiético elegido es el
apropiado. Si la vaca sufre este problema de forma recurrente, el tratamiento adecuado
debe iniciarse mds cautelosamente, especialmente cuando la bacteria que aparece es
resistente al producto que ya se ha usado previamente. Aln es mas, si utilizamos los
registros previos de sensibilidad, seremos capaces de establecer un patrén sobre qué
antibidticos funcionan y cudles no para diferentes tipos de infecciones en una granja
en concretoy a lo largo del tiempo.

No obstante, atin utilizando antibiéticos basandonos en los resultados de sensibilidad
in vitro, esto no es una garantia de éxito. Las pruebas miden la respuesta al crecimiento
de un organismo aislado ante la presencia de un antibiético en particulary bajo
condiciones estandar. Uno podria tener en cuenta que la situacion in vivo es mas dificil.
Por ejemplo, los Staphylococcus aureus son capaces de esconderse entre las células del
sistema inmune o formar un biofilm. Al hacerlo, se protegen de ser atacados o inhibidos
por los antibiéticos administrados. El éxito de los tratamientos para las mastitis también
depende de otros factores como la via de administracion, el momento en que se inicia
el tratamiento, la gravedad de la inflamacién. Estos factores pueden distorsionar la
respuesta entre los resultados de sensibilidad y los resultados clinicos.

Pero estas desventajas no desmerecen los beneficios de las pruebas de sensibilidad.
Combinando los resultados de los cultivos microbiolégicos y las pruebas de sensibilidad
con la informacion clinica y la experiencia, se obtiene informacion de gran valor para
establecer un protocolo de tratamiento estandar para las mastitis de una granja. Estos
protocolos ad hoc para una explotacién son la tnica posibilidad para poder limitar el
numero de tratamientos, hacer seguimiento de su nivel de éxito y sobretodo no frustrar a
veterinarios y ganaderos con fallos terapéuticos.

DRr. Sorie PiePERS

M-team University Ghent

M-team
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PRUEBAS DE SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA EN MUESTRAS DE LECHE

SELECCION DE ANTIMICROBIANOS

El nimero de antibiéticos que puede ser uti-
lizado en una prueba convencional es limi-
tado. Para hacer que la prueba sea practicay
relevante tiene sentido utilizar aquellos anti-
bidticos que estan disponibles en el merca-
do. En muchos de los grupos de antibiéticos
hay moléculas representativas que podrian
ser elegidas con el mismo espectro de ac-
tividad y resistencia cruzada. Este plantea-
miento puede dar resultados consistentes y
fiables. Para algunos tipos de antibidticos,
como los aminoglucdsidos, esto no es posi-
ble.Todas las moléculas de este grupo mues-
tran poca resistencia cruzada. No obstante,
en general, testar todos los antibidticos que
hay en el mercado no tiene sentido.

Ademas, si elegimos antibidticos repre-
sentativos de cada clase, se pueden anadir
test especificos de resistencia antibacte-
riana. Un ejemplo es la cefoxitina en la de-
teccion de SARM con Staphylococcus spp.
y cefotaxima para la deteccion de ESBL
con Enterobacteriaceae.

Clases de antibidéticos

Sélo se mencionan en este manual los anti-
bidticos que son relevantes en el tratamien-
to de las mastitis.

Penicili

Penicilinas de espectro reducido, sen-
sibles a B-lactamasas, son los antibi6-
ticos de elecciéon contra las bacterias
Gram-positivas que no son productoras
de B-lactamasas como por ejemplo los
estreptococos y los estafilococos. Tam-
bién actdan contra bacterias como Pas-

teurella. Forman este grupo: penicilina
benzatina, bencilpenicilina (penicilina
G), penicilina procaina y penetamato.
Su sensibilidad se determina con el dis-
co de penicilina (1 unidad).

Penicilinas resistentes a B-lactamasas,
de espectro reducido, son también ac-
tivas contra bacterias Gram-positivas
como estreptococos vy estafilococos,
incluyendo los Staphylococcus spp. pro-
ductores de B-lactamasas. Este grupo
estd integrado por cloxacilina, dicloxaci-
lina, flucloxacilina, meticilina, nafcilina
y oxacilina. La sensibilidad de los esta-
filococos se determina con un disco de
cefoxitina (30 pg), y los estreptococos
con el disco de oxacilina (1 pg).

Penicilinas de espectro medio (ampicilina
y amoxicilina) son activas contra estrep-
tococos, estafilococos no productores de
B-lactamasas, asi como contra algunas
especies de Gram-negativos, incluyendo
algunos miembros de la familia Entero-
bacteriaceae como la E. coli, Citrobacter
y Enterobacter spp. Este grupo lo forman
la ampicilina y la amoxicilina. La sensibi-
lidad de las enterobacterias se determina

con el disco de ampicilina (10 pg), y para




los estafilococos y estreptococos con el
disco de penicilina (1 unidad).

Combinaciones inhibidoras
de B-lactamasas B

Estos agentes antimicrobianos son combi-
naciones que incluyen un antibiético de la
clase de las penicilinas y un segundo agente
con menor actividad antimicrobiana, pero
con actividad como inhibidor de la mayoria
de las B-lactamasas. En medicina veterina-
ria, sélo el acido clavulanico combinado
con otros antibidticos se utiliza en algunos
paises contra las mastitis.

La sensibilidad de los estafilococos a la com-
binacién de amoxicilina con acido clavulani-
co se determina con un disco de cefoxitina
(30 pg), vy la sensibilidad de las enterobacte-
rias con el disco de amoxicilina/acido cla-
vuldnico (20/10 pg). Los estreptococos no
son capaces de producir B-lactamasas, asi
que esta prueba no es aplicable.

Cefalosporinas
Los diferentes representantes de la familia
de las cefalosporinas pueden tener actividad
diferente contra bacterias Gram-positivas y
Gram-negativas. Estos antibidticos son refe-
renciados seglin la generacion a la que per-
tenecen, 12, 22, 32y 42 generacion, basado en

su actividad antibacteriana contra las bacte-
rias Gram-negativas con mayor resistencia.

Cefalosporinas de primera y segunda
generacién son activas contra bacterias
Gram-positivas (estreptococos y estafi-
lococos) incluyendo a los estafilococos
productores de B-lactamasas, pero no
contra estafilococos resistentes a la me-
ticilina (oxacilina) (ej. MARS o Staphylo-
coccus aureus resistentes a la meticili-

na). Son activas contra cepas de campo
de Enterobacterias. Este grupo incluye la

cefalexina, cefalonium, cefalotina y ce-
fapirina. Los discos de cefalexina (30 ug)
se usan para medir la sensibilidad de las
enterobacterias, los discos de cefoxitina
(30 pg) se usan para estafilococos y los
discos de penicilina (1 unidad) se usan
para los estreptococos.

Las cefalosporinas de tercera y cuarta
generacion tienen un amplio espectro de
actividad que abarca tanto para las bac-
terias Gram-positivas como Gram-nega-
tivas. Son generalmente resistentes a un
amplio grupo de B-lactamasas, por lo que
las hace particularmente valiosas para el
tratamiento de infecciones causadas por
bacterias Gram-negativas. No obstante,
se producen resistencias frente a ellas,
por lo que su uso tenga que considerarse
con cuidado*. Este grupo esta formado
por ceftiofur, cefoperazonay cefquinoma.
La sensibilidad de las enterobacterias a
este tipo de antibidticos puede determi-
narse con el disco de cefoxima (5 pg). No
obstante si se usa un disco con un anti-
bidtico determinado la respuesta puede
ser diferente. La sensibilidad de los esta-
filococos se determina con los discos de

*Nota:
Segun la OMS las
cefalosporinas de tercera
y cuarta generacién son
antibidticos criticos para ser
usados en humanos, por lo
gue su uso en salud animal
debe ser considerado con
precaucion.
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cefoxitina (30 pg) y la sensibilidad de los
estreptococos se determina con los dis-
cos de penicilina (1 unidad).

Aminoglucdsi

Los aminoglucésidos son antibiéticos bac-
tericidas con actividad tanto contra bacte-
rias Gram-positivas como Gram-negativas.
Generalmente su actividad incluye Staphylo-
coccus spp. (también los productores de
B-lactamasas) y a las enterobacterias. Los

estreptococos, son todos resistentes a todas
las moléculas de esta clase.

Este grupo incluye, entre otros, a la kana-
micina, estreptomicina, neomicina, genta-
micinay espectinomicina. La framitecina es
uno de los componentes de la neomicina,
de hecho, es su principal componente ac-
tivo. Los aminoglucésidos se ven afectados
de forma variable por diferentes enzimas de
inactivacion bacteriana, lo que determina
diferencias en su espectro de actividad. Por
esta razén, cada aminoglucésido deberia
probarse de forma independiente para ob-
tener resultados fiables de su eficacia.

Su sensibilidad se determina con discos de
kanamicina (30 pg), neomicina (10 pg), gen-
tamicina (10 pg) y amikacina (30 pg).

Macroli

*Nota:
Seguin la OMS los macrdlidos
estan identificados como
antibidticos criticos para salud
humana, y su uso en medicina
veterinaria tiene que ser
considerado
cuidadosamente.

Los macrélidos* son
agentes bacterios-
taticos que inhiben
la sintesis protéica.

En este grupo se
incluye la eritromi-
cina, gamitromicina,
tilmicosina, tulatromi-
cina y la tilosina. Todas

ellas son activas contra los estafilococos y
los estreptococos, aunque también mues-
tran resistencias. Las mastitis provocadas
por gérmenes Gram-negativos (enterobac-
terias y pseudomonas) son resistentes a los
macrélidos. Su sensibilidad se determina
con discos de eritromicina (15 pg).

Li id

Las lincosamidas son antibiéticos de es-
pectro medio. Estas moléculas inhiben la
sintesis protéica y en este grupo se incluye
la lincomicina, clindamicina y pirlimicina.
Son eficaces contra la mayoria de las bacte-
rias Gram-positivas (estafilococos, estrep-
tococos pero no frente a los enterococos).
También son activas contra las bacterias
anaerébicas Gram-positivas y -negativas.
Estos antibiéticos no son activos contra la
mayoria de bacterias Gram-negativas aero-
bicas o facultativamente aerébicas, como
las enterobacterias.

La sensibilidad se determina con el disco de
clindamicina (2 pg) y su resistencia colocan-
do al lado un disco de eritromicina (15 pg)
(ver casos especiales).

Trim rim Ifonami

Las sulfonamidas son agentes antimicrobia-
nos de amplio espectro que habitualmente
se combinan con trimetoprim ya que se ha
demostrado la sinergia entre ambas molé-
culas. Esta combinacion afecta a diferentes
pasos en la produccién de acido félico asi
como de purinas que se necesitan para la
sintesis de ADN. En su expectro se incluye a
las bacterias Gram-positivas y Gram-nega-
tivas y algunos protozoos. No obstante, no
son activas contra las bacterias anaerébicas
o donde haya dano tisular.

il IO o




SELECCION DE ANTIMICROBIANOS

Las combinaciones de trimetoprim-sulfo-
namida son activas contra estafilococos,
estreptococos y enterobacterias.

En las pruebas de sensibilidad se utilizan
los discos de trimetoprim-sulfametoxazol
(1,25-23,75 pg = 25 pg).

Tetracicli

Las tetraciclinas son antimicrobianos bac-
teriostaticos de amplio espectro contra
bacterias Gram-positivas y Gram-negati-
vas. En este grupo se incluye la tetracicli-
na, la oxitetraciclina, la clortetraciclinay la
doxiciclina. Su sensibilidad se determina
con el disco de tetraciclina (30 pg).

Quinol
En este grupo se incluyen las viejas quinolonas
(€j. acido nalidixico) y las nuevas fluoroquino-
lonas* como el danofloxacino, enrofloxacino
y marbofloxacino. Todas las quinolonas blo-
quean la replicacion del ADN vy algunas qui-
nolonas también actiian sobre bacterias que
no se encuentran en division. Especialmente
las nuevas fluoroquinolonas tienen amplio es-
pectro de actividad contra bacterias Gram-ne-

gativas y Gram-positivas. Tienen buena activi-
dad contra los estafilococos y enterococos.

*Nota:
segun la OMS las
fluoroquinolonas son
consideradas como antibidticos
criticos para medicina humana

y deben usarse con criterio
en medicina veterinaria.

Su sensibilidad se determina con discos de
enrofloxacino (5 pg) o ciprofloxacino (5 pg).

Combinaci

Existen muchas combinaciones de antimi-
crobianos que tienen aprobacién para ser
utilizadas de forma intramamaria. Espe-
cialmente las combinaciones que tienen
probada su sinergia contra los patégenos
que provocan mastitis. Si estos agentes se
analizan por separado su sensibilidad se
infravalorara. Se recomienda que se rea-
licen las pruebas con los ratios de estas
combinaciones que se alcanzan en la ubre.

La combinacién de cefalexina-kanamicina
es un ejemplo de una combinacién con
conocida sinergia® contra Staphylococcus
aureus, Streptococcus uberis, Streptococ-
cus dysgalactiae y Escherichia coli. La sen-
sibilidad se prueba con el disco de cefale-
xina-kanamicina (C 15 pg/K 30 pg).

3. Ganiére et al. 2009. Synergistic interactions between
cefalexin and kanamycin in Mueller-Hinton broth medium
and in milk. Journal of Applied Microbiology, 107: 117-125
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Estableciendo paneles de antimicrobianos

Los paneles deben estar basados en la disponibilidad comercial de las férmulas farmacéuticas.
Es practico preparar por separado paneles aislados Gram-positivos y Gram-negativos.

Gram-positivos

2

1.

El disco de benzilpenicilina (1 unidad) se usa para determinarla sensibilidad de Staphylococcus
spp. y Streptococcus spp. a la penicilina (y penetamato). Para estas bacterias Gram-positivas,
la penicina también puede ser representante de las penicilinas de espectro moderado como
la ampicilina o la amoxicilina. Para evaluar la produccién de B-lactamasas en estafilococos
no sélo se necesita tener en cuenta el tamano sino también se tienen que tener en cuenta la
forma de los margenes en la zona de difusion (ver casos especiales).

. El disco de cefoxitina (30 pug) se usa como test fiable para detectar la presencia del gen mecA

de los Staphylococcus spp. (SARM). Los estafilococos sensibles a la cefoxitina se consideran
sensibles a las penicilinas de espectro reducido y resistentes a las B-lactamasas, a las
combinaciones de B-lactamico/B-lactamasa (amoxicilina-acido clavuldnico) y a todas las
clases de cefalosporinas. Las cepas resistentes a la cefoxitina (SARM) se consideran resistentes
a todos los B-lactdmicos (ver casos especiales). En los estreptococos, la oxacilina (1 pg)
necesita ser probada por separado de la penicilina. No obstante, aunque los estreptococos
no producen B-lactamasas, se registran mas casos de estreptococos resistentes a la oxacilina
a pesar de ser sensibles a la penicilina.

Los aminoglucésidos se pueden probar con el disco de neomicina (10 pg) para S. aureus y
enterobacterias, con los discos de gentamicina (10 pg) y kanamicina (30 pg) para todas las
especies de bacterias y con el disco de amikacina (30 pg) para estafilococos. Ninguno de
estos discos puede detectar la resistencia para todos los antibiéticos de su clase. El disco de
neomicina también puede usarse para detectar sensibilidad a la framitecina .

. El disco de eritromicina (15 pg) se utiliza para determinar la sensibilidad de los macrélidos

frente a la sensibilidad de estafilococos y estreptococos. Este disco se usa siempre junto al
disco de clindamicina para evaluar la resistencia inducida (ver casos especiales).

El disco de clindamicina (2 pg) se usa para evaluar la sensibilidad de estafilococos y
estreptococos a pirlimicina y lincomicina. La resistencia inducible a la clindamicina se testa
con el D-test (ver casos especiales).

. El disco de trimetoprim-sulfametoxazol (25 pg) se usa para evaluar la sensibilidad de

estafilococos y estreptococos a la combinacién de trimetoprim-sulfonamida.

El disco de tetraciclina (30 pg) se usa para evaluar la sensibilidad a estafilococos y
estreptococos de este grupo de antibidticos.

Los discos de ciprofloxacino (5 pg) o enrofloxacino (5 pg) se usan para evaluar la sensibilidad
de estafilococos y estreptococos a las fluoroquinolonas.

. El disco de cefalexina-kanamicina (C 15 pg/K 30 pg) se utiliza para evaluar la sensibilidad de

estafilococos y estreptococos a Ubrolexin®. El disco de penicilina/framitecina (P 1 UI/F 100
ug) se usa para evaluar la sensibilidad de estafilococos y estreptococos a Mamyzin® Secado.
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H  Gram-negativos

1.

El disco de ampicilina (10 pg) se usa para evaluar la sensibilidad a
ampicilina y amoxicilina de las enterobacterias.

El disco de amoxicilina-clavuldnico (20-10 pg) se usa
para evaluar la sensibilidad de las enterobacterias a las
combinaciones de amoxicilina-acido clavulanico. Nota: si las
bacterias Gram-negativas son resistentes a las combinaciones
de amoxicilina-clavulanico, deben indicarse como resistentes
a la ampicilina (ver casos especiales).

El disco de cefalexina (30 pg) se usa para evaluar la sensibilidad
de enterobacterias a cefalosporinas de primera y segunda
generacién como la cefalexina y la cefapirina.

. El disco de cefotaxima (5 pg) se usa para evaluar la resistencia

a todos los PB-lactamicos. Las enterobacterias resistentes a
cefotaxima se consideran también clinicamente resistentes a
todas las penicilinas, cefalosporinas y combinaciones inhibidoras
de PB-lactamicos, aunque los diametros resultantes a estos
antibidticos indiquen sensibilidad (ver casos especiales).

La sensibilidad especifica de las enterobacterias a cada uno de
los aminoglucésidos por separado se prueba utilizando discos
de neomicina (10 pg), gentamicina (10 pg), kanamicina (30 pg)
y amikacina (30 pg).

El disco de trimetoprim-sulfametoxazol (25 pg) se usa para
evaluarlasensibilidad de las enterobacterias alas combinaciones
de trimetoprim-sulfonamida.

El disco detetraciclina (30 pug) se usa para evaluarla sensibilidad
de las enterobacterias a los antibiéticos de este grupo.

Los discos de ciprofloxacino (5 pg) o enrofloxacino (5 ug) se usan para
evaluar la sensibilidad de las enterobacterias a las fluoroquinolonas.

El disco de cefalexina-kanamicina (C 15 pg-K 30 pg) se usa para
evaluarlasensibilidaddeE.ColiaUbrolexin®.Eldiscodepenicilina-
framitecina(P 1 UI-F100 ug) se usa paraevaluarlasensibilidad de
E. Coli a Mamyzin® Secado.

Informe selectivo

Referenciar las moléculas de referencia a las presentaciones

comerciales permite mejorar la puesta en practica de los

resultados de laboratorio. Un ejemplo de guia terapéutica para los

antibidticos y patdgenos en las mastitis se presenta en la adenda 1.

Las mastitis bovinas provocadas por
enterococos también se ven en la clinica
habitual aunque no sean las infecciones
mas frecuentes. En el proceso de
aislamiento bacteriano, a menudo son
confundidas con estreptococos. Las
enterobacterias son resistentes (de forma
natural o adquirida) a varios antibidticos.

D La sensibilidad a las penicilinas de
las enterobacterias se puede probar
con un disco de ampicilina (2 pg).
Las enterobacterias resistentes a la
ampicilina se pueden considerar
resistentes a todas las penicilinas incluso
amoxicilina y amoxicilina-clavulanico.

D Todos los enterococos son resistentes
de forma natural a las cefalosporinas,
por lo que los resultados in vitro deben
descartarse.

D Todos los enterococos son
resistentes de forma natural a
los aminoglucésidos, aunque
puede haber cierta sinergia con los
B-lactamicos.

Las enterobacterias son generalmente
resistentes a los macrélidos.

Las quinolonas son moderadamente
activas contra los enterococos.
Varias mutaciones genéticas en los

enterococos pueden causar resistencia

a las quinolonas.




METODOS Y PAUTAS

PRUEBAS DE SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA EN MUESTRAS DE LECHE

Hay dos organizaciones internacionales
que trabajan en la elaboracién de guias y
definicion de los puntos de corte para la
interpretacion de las pruebas de sensibili-
dad bacterioldgica.

El CLSI o Clinical and Laboratory Standards
Institute es una organizacién sin animo de
lucro cuya mision es desarrollar practicas
clinicas y laboratoriales para promover su
uso en todo el mundo. Sus estandares para
pruebas de laboratorio se basan en el con-
senso de la industria, gobiernos y profesio-
nales sanitarios. EI CLSI tiene una subdivi-
sion veterinaria que aprueba las interpreta-
ciones clinicas y de los puntos de corte de
los discos de sensibilidad para la cura clini-
ca de determinadas enfermedades.

El EUCAST o Comité Europeo sobre prue-
bas de sensibilidad antimicrobiana es una
organizacion vinculada a la Union Europea,
como lo es la EMA (Agencia Europea de
Medicamentos). EIl EUCAST tiene un comité
veterinario sobre pruebas de sensibilidad
antimicrobiana (VetCAST). Este comité tie-
ne como objetivo tratar sobre las pruebas
de sensibilidad antimicrobiana de bacte-
rias de origen animal y bacterias que pue-
den provocar zoonosis. El VetCAST define
los puntos de corte de las concentraciones
minimas inhibitorias de los nuevos agentes
antimicrobianos de uso veterinario, revisa
los puntos de corte de antibiéticos genéri-
cos y asesora sobre el espectro antibacte-
riano de todos los agentes antimicrobianos
de uso veterinario en general.

Este manual esta basado en las guias del
CLSI, a menos que se especifique lo con-
trario.

Métodos posibles

Difusion en agar

El método de difusién en agar es el que se
usa mas frecuentemente porque es el mas
versatil para realizar pruebas de sensibili-
dad antimicrobiana (PSA) de la mayoria de
los patégenos de origen bacteriano. La me-
todologia para llevar a cabo estas pruebas
se describe mds adelante en este manual.

Cuando se realiza teniendo en cuenta las
recomendaciones y haciendo uso de los
controles de calidad indicados, la prueba de
difusion en agar es un método fiable y re-
producible para determinar la sensibilidad
antimicrobiana.

Microdilucion en caldo

La prueba de microdilucion en caldo no se
describe en este manual. Los didametros de las
zonas de inhibicion de los discos de difusion
y los puntos de corte de las concentraciones
minimas inhibitorias de las pruebas de la mi-
crodilucién en caldo estan correlacionados.
No obstante, puede suceder que los diametros
de las dreas no se correspondan exactamente
con las concentraciones minimas inhibitorias
descritas debido a diferencias en las meto-
dologias. Por consiguiente, no resulta posible
extrapolar las zonas de inhibicién a los valores
de las concentraciones minimas inhibitorias.

Discos de difusion
Material )
Medio

» Agar Mueller-Hinton (MHA) sin suple-
mentos para enterobacterias, estafiloco-
COs y enterococos.

» Agar Mueller-Hinton con sangre (MH-F)
para estreptococos.



Foto 1. Placas agar
Mueller-Hinton con
sangre (MH-F, izquierda)
para estreptococos y
placas agar Mueller-
Hinton (MHA, derecha)
sin suplementos

para enterobacterias,
estafilococosy
enterococos.

El EUCAST
recomienda para
estreptococos el agar MH-F
(Mueller-Hinton con 5% de

sangre de caballo y 20 mg/I

beta/NAD), mientras que el
CLSI recomienda usar agar MH
con 5% de sangre de oveja. Los
puntos de corte publicados

para cada una de estas
organizaciones se fijan para
sus propias placas
recomendadas.

Foto 2. Discos de difusién especificos para cada antimicrobiano que quiera probarse.
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Discos de sensibilidad

b Discos de sensibilidad antimicrobiana de
cada agente antimicrobiano apropiado,
con la dosis correcta, para cada especie
bacteriana a testar.

b Los discos se pueden dispensar indivi-
dualmente o con multidispensadores.

b Los discos deben ser almacenados de
acuerdo con las indicaciones del fabrican-
te para asegurar resultados correctos.

Asa de siembra esterilizada
(tamano 10 pl)

b Asas de siembra de plastico de un solo uso
o bien asas de alambre (con un quemador
Bunsen para su esterilizacién) para sembrar
las placas con el asa mojada en leche.

b En caso de crecimiento de cultivos con va-
rias colonias, se debera aislar cada colonia
con un asa de siembra esterilizado para
subcultivar colonias puras.

Instrucciones

Obtencién de colonias

aisladas e identificables
De una muestra de leche obtenida asép-
ticamente del cuarterdn afectado sembrar
hasta obtener colonias aisladas en agar
sangre (foto 4). Utilizar un asa de siembra
mojada en leche (unos 10 pl) para sembrar
cada placa. Cuando sea necesario, subcul-
tivar para obtener colonias puras antes de
la preparacion de la prueba de difusion.

Realizar la identificacion de las colonias
puras. Como los puntos de corte varian
entre las diferentes especies, si las colo-
nias no estan correctamente identifica-
das los test de sensibilidad no daran in-
formacidn fiable.

La estandarizacion de la
concentracion del inéculo
es importante. Si se cogen
demasiadas colonias,

las bacterias seran

capaces de crecer alin en presencia del
antibiético. Si por el contrario hay pocas
colonias, la zona de inhibicidn resultante
sera demasiado pequenay las bacterias
seran identificadas de forma errénea
como resistentes.

Pr racién del inécul
Suspender 3-5 colonias similares de la
placa de agar usando un asa de siembra

o hisopo de algodon estéril y suspender
en 4-5 ml de solucién salina al 0,9%.

La densidad de la colonia en suspen-
sién (indculo) debe ser equivalente a
0,5 McFarland preferiblemente medido
con un dispositivo fotométrico. Alter-
nativamente se puede usar un patrdn
de 0,5 McFarland para comparar visual-
mente el inéculo.

Se puede ajustar la densidad (si es me-
nor a 0,5) anadiendo mas bacterias, o
anadir mas solucién salina si la densi-
dad es superior a 0,5 McFarland.

Aplicacion del inéculo
El inéculo se debe utilizar dentro de los
15 minutos de preparacion.

Sumergirun hisopo estérilen elindculoy
retirar el exceso de liquido en las paredes
del tubo para evitar la sobreinoculacion
de las placas.

Sembrar el in6culo portoda la superficie
de la placa rozando el hisopo en tres
direcciones.
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Hisopos estériles

Foto 4. Diagrama de la técnica de sembrado de una placa

y como ejemplo de esta técnica una placa con S. aureus de
leche. El objetivo es diluir las bacterias que crecen en cada
drea de la placa, de forma que se puedan aislar las colonias
en la misma placa. Esta técnica permite aislar colonias
aisladas para la PSA.

Foto 3. Se utilizan hisopos estériles para coger
colonias para preparar el inéculo, y para aplicar el
indculo preparado en las placas donde se realizan
las PSA.

Foto 5. La densidad del in6culo tiene que ser equivalente
a 0,5 McFarland, y es preferible que se mida con un
dispositivo fotométrico. Alternativamente se puede hacer
visualmente por comparacion con un patrén de

0,5 McFarland.



Ablicacion de los di

Aplique firmemente los discos en el agar
antes de que pasen 15 minutos de haber
preparado el inéculo, sino las bacterias
creceran antes de aplicar los discos y se
alteraran los tamanos de las zonas de in-
hibicién.

El nimero de discos debe ser limitado
para evitar el solapamiento de las zonas.
No utilice mas de seis discos en una pla-
ca de petri estandar de 90 mm, ocho dis-
cos en una placa de 100 mm o bien 12 en
una placa de 150 mm.

Incubacién de las ol

Invierta las placas para incubarlas an-
tes que pasen 15 minutos después de la
aplicacion de los discos. Si la incubado-
ra se encuentra muy llena, puede afectar
la distribucion del calor.

Incube las placas durante 16-20 horas a
35+/- 22C antes de leerlas.

Incubar las enterobacterias, estafiloco-
cos y enterococos en ambiente aéreo y
los estreptococos en una atmadsfera rica
en CO, al 4-6%.

D Almacene los discos, incluyendo los

Examendelasplacas

Examine el crecimiento de las placas. Un
sembrado correcto tiene zonas confluyentes,
constantes que crecen de forma circular en
las zonas de inhibicién. Si las colonias indi-
viduales pueden verse, los indculos han sido
demasiado débiles y se debe repetir la prueba.

L r las zon

Los margenes de las zonas se pueden
leer a simple vista en el punto de inhi-
bicién completo poniendo las placas a
unos 30 cm del ojo.

Mida el didametro de la zona con un cali-
brador o un lector automatico.

Lea las placas de MHA desde la parte de
atras con una superficie oscura de fondo
y con luz reflejada (foto 7).

Lea las placas MH-F desde la parte de arri-
ba, sin la tapay con luz reflejada (foto 8). Las
placas tienen que estar tituladas a la luz para
distinguir las zonas de inhibicion externas.

Si se observan colonias diferentes dentro
de lazona de inhibicidn, haga un subculti-
vo de las colonias para comprobar su pu-
reza y repita la prueba si fuera necesario.
Cuando se encuentra la colonia dentro de
la zona de difusion, no hay contaminacion
y el test se puede calificar como resistente.

que se encuentran en dispensadores

en lugares herméticos con un
deshumidificador y protegidos de la luz.
D Almacene el stock de seguridad de
discos a -202C a menos que el fabricante
especifique lo contrario.

D Almacene los discos que utilice para trabajar a <8°C.

D Puede prevenir la condensacion sacando los discos
para que se calienten a temperatura ambiente antes de
abrir el envase.

D Deshdgase de los discos adecuadamente una vez que
hayan caducado.

La luz refleja significa que el punto de
luz va directo hacia la placay refleja
directamente a los ojos. Puede verlo en
las fotos 8 y 9. Generalmente se aconseja
este tipo de iluminacién para ser
utilizado en el laboratorio y evaluar

adecuadamente las placas de petri.
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Foto 6. Un patrén visual de 0,5 McFarland.

Foto 7. Mida el didmetro de la zona con un
calibrador o un lector automatico. Lea las
placas MHA desde la parte de atrds y con un
fondo oscuro iluminado con luz reflejada.

Foto 8. Para realizar una lectura y medicion
correcta de las placas MH-F, tienen que
evaluarse sin la tapa e iluminacion de luz
reflejada. Las placas tienen que titularse a la
luz para asegurar una correcta visualizacion
de las zonas de inhibicion.
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CASOS ESPECIALES

Ampicilina (enterobacterias)

Ignore cualquier crecimiento que pueda
aparecer de la zona interna de algunos lotes
de MHA.

Penicilina (S. aureus)

Las zonas de inhibicién con bordes afilados
son indicativas de resistencia a estafilococos
(produccién de B-lactamasas). El disco de
difusién es muy fiable para detectar produc-
tores de B-lactamasas, siempre que se mida
el didametro de la zona y se inspeccione de-
tenidamente el borde de la misma. Examine
con luz transmitida (sostenga la placa hacia
la luz). En el caso de que se trate de S. aureus,
siel borde de la zona es afilado y tiene un dia-
metro > 26 mm quiere decir que es resistente
a la penicilina (ver foto 10).

Resistencia inducible a AmpC
(enterobacterias)

AmpC es un gen que confiere resistencia ala
B-lactamasas. AmpC no siempre se expresa
de la misma forma en algunas enterobacte-
rias. Tiene que ser previamente inducido por
un antimicrobiano: el acido clavulanicoy la
cefotaxima son fuertes inductores, mientras
que la ampicilina es un inductor débil. Por
este motivo, las enterobacterias que son ca-
lificadas como resistentes a cefotaxima o a
la combinacién de amoxicilina/clavulanico
tienen que ser calificadas como resistentes
a todas la penicilinas y cefalosporinas.

Deteccidon de resistencia
inducible a clindamicina* (D-test)
(estafilococos y estreptococos)

Algunos genes que codifican para la resisten-
cia tienen que ser activados antes de que se
expresen. Esta activacion se induce mas facil-
mente en el animal que en la placa de agar.
Puede ser que en una simple prueba in vitro
salga como sensible, mientras que en el ani-
mal este gen se active y proporcione protec-
cién a la bacteria contra el antibidtico. Esta
resistencia inducible existe para la clindami-
cina. Puede ser activada anadiendo un anti-
biético macrélido en la misma placa de agar.

Ponga un disco de eritromicina y otro de
clindamicina al lado (para estafilococos 12-
20 mm de separacidn, y para estreptococos
12-16 mm de separacidn).

Revise las placas iluminadas con luz refleja-
da. En caso que haya resistencia inducible a
la clindamicina, la zona de difusién para el
disco de clindamicina aparecera una forma
tipica en forma de D con la parte aplanada
hacia el disco de eritromicina (foto 11).

Trimetoprim-sulfametoxazol
(todas las bacterias)

Algunas veces aparecen zonas difusas. En
estos casos se tienen que medir las zonas
interiores. Descartar las zonas brumosas y
débiles que crecen dentro de los discos en-
tre zonas libres (foto 9).

4. Fiebelkorn KR et al., 2003. Practical disc diffusion
method for detection of inducible clindamycin resistance
in Staphylococcus aureus and coagulase-negative
staphylococci. J. Clin. Microbiology Oct.; 41 (10): 4740-4.



Foto 9. Para trimetoprim-sulfametoxazol lea
las zonas internas cuando aparezcan dos areas.
Descarte las zonas con crecimiento borrosas
que estan al lado de las zonas claras.

Foto 10. A la izquierda S. aureus resistente a la penicilina con una zona cortante, y a la derecha S. aureus sensible a la penicilina
con una zona borrosa en los margenes.

Foto 11. Aspecto tipico de una zona de
resistencia inducible a la clindamicina con
una forma en D a consecuencia del disco de
eritromicina puesto a su lado.

@
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CRITERIOS PARA PRUEBAS CON DISCOS DE DIFUSION

+ Panel de Gram-positivos - Estafilococos y estreptococos

Tabla 1

Antimicrobiano i Bacteria Referencia Observaciones

Beta-lactamicos

STAPH 26 26
1 unit EUCAST!
STREP 18 18
1pg STREP 18 | DEhEEE
preliminar
SAU 22 22
30 ug B EUCAST! MecA screen
Aminoglucésidos
ECOFF propuesto
10 pg SAU 14 14 por EUCAST
SAU 18 18
10 yg EUCAST!
CNS 22 22
30 ug Todas las bacterias 18 14 CLSI?
SAU 18 16

30 EUCAST!
® " B ®

15 g STAPHy STREP 21 18 EUCAST!
Lincosamidas
STAPH 19
2ug EUCAST!
STREP 17 17

Combinaciones de Trimetoprim sulfonamida

1,25/ 23,75 STAPH 17 14

EUCAST!
(25) pg STREP 18
STAPH 19
30 g EUCAST!
STREP 23

Quinolonas

Resistencia cruzada para

5ug STAPH 20 20 EUCAST! todas las fluoroquinolonas
y flumequina
5pg STAPH 23 17 CLSI?
Combinaciones de Beta-lactamico y aminoglucésido
CLSE2 Validado con datos
15/30 pg STAPHy STREP 20 18 o farmacocinéticos
y articulo®
en la ubre
STAPH 21 18 Validado con datos
10/ 100 pg Articulo® farmacocinéticos
STREP 21 19 en la ubre

STAPH: todos los estafilococos. SAU: Staphylococcus aureus. CNS: Estafilococos coagulasa negativos. STREP: Estreptococos

©



Il Panel de Gram-negativos - Enterobacterias

Tabla 2
S(2) R(<)
Beta-lactamicos

10 ug Entero 14 14 EUCAST!

20/ 10 pg Entero 19 19 EUCAST!
30 ug Entero 14 14 EUCAST!
5pg Entero 20 17 EUCAST! ESBL/ AmpC screen.
10 ug Entero 12 11 ECOFF propuesto por EUCAST.
10 yg Entero 17 14 EUCAST!
30 g Todas las bacterias 18 14 CLSI?
30 g Entero 16 13 EUCAST!

1,2(35/)2;é75 Entero 16 13 EUCAST!

Tetraciclinas

@

30 g Entero 19 15 CLSI?
5ug Entero 22 19 EUCAST!
5ug Entero 23 17 CLSI?

Combinaciones de Beta-lactamico y aminoglucésido

Validado con datos

. CLSI?y N
15/ 30 pg E. coli 20 18 e A farmacocinéticos
articulo®
en la ubre
Validado con datos
10/ 100 pg Entero 18 16 Articulo® farmacocinéticos

en la ubre

Nota: los criterios pueden cambiar, ver la web de EUCAST o los documentos mas recientes del CLSI.

Referencias de las tablas 1y 2
1. EUCAST, 2015-01-01. Breakpoint tables for interpretation of MICs and zone diameters. V 5.0.

2. CLSI Vet01-S2., July 2013. Performance standards for antimicrobial disc and dilution susceptibility tests for bacteria
isolated from animals; second informational supplement).

3. Pillar et al., 2009. Evaluating the in vitro susceptibility of bovine mastitis pathogens to a combination of kanamycin
and cefalexin: recommendations for a disc diffusion test. J. Dairy Sci., 92: 6217-6227.

4. Silley et al., 2012. Susceptibility of coagulase-negative staphylococci to a kanamycin and cefalexin combination.
J. Dairy Sci., 95 :3448-3453.

5. Pillar et al., 2014. In vitro susceptibility of bovine mastitis pathogens to a combination of penicillin and framycetin:
Development of interpretive criteria for testing by broth microdilution and disc diffusion. J. Dairy Sci., 97 :1-14.
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CONTROL DE CALIDAD

Cada laboratorio, independientemente de
su tamano y de las muestras que procese
necesita un plan de control de calidad. Sin
un chequeo rutinario, los resultados pue-
den perder fiabilidad.

Usar las cepas de control especificas
para monitorizar el rendimiento del
test. Estas cepas se pueden adquirir en
diversas fuentes.

Almacene las cepas de control en con-
diciones que mantengan su integridad.
El almacenamiento en recipientes de
cristal a -70°C en glicerol (o cualquier
equivalente comercial) es un método
adecuado. Los organismos poco exigen-
tes pueden ser almacenados a -20 °C.

Subcultivar cada semana una gota en
un medio adecuadoy no selectivo para
comprobar la pureza. De este cultivo
puro se pueden preparar cada semana

nuevos subcultivos. Para los organis-
mos exigentes que no sobreviven en las
placas mds de cinco o seis dias, el sub-
cultivo de esta cepa tiene que ser diario
y no por mas de una semana.

Los rangos aceptables para controlar las
cepas se muestran en la tabla adjunta.

Las cepas de control deben ser proba-
das cada dia hasta que su rendimiento
sea satisfactorio (no mas de 1 en 20
test fuera de limites de control). En esta
fase, la frecuencia con que se prueban
se puede reducir a una a la semana. Si
el rendimiento estandar no se alcanza,
se debe investigar la causa.

Ademas de tener un testeo rutinario de
QC, es recomendable participar en un
test nacional de competencia para PSA
para tener feedback general sobre me-
joras de calidad.



Cepas control para CC de PSA seguin el método de discos de difusion
incluyendo el objetivo y los intérvalos para cada cepa especifica

Tabla 3

Cepas CC para PSA - Método de discos de difusion®

1 unit
2pg
30 g
10 pg
15 pg
2g
1.25-23.75 ug
30 ug
5ug
15-30 pg
10/ 100 pg

1 unit

2 g

15 pg

2 g

1,25-23,75 pg

30 g

5pg
15-30 pg
10/ 100 pg

E.coli ATCC 25922 (NCTC 12241, CIP 76.24, DSM 1103, CCUG 17620, CECT 434)?

10 pug
20-10 pg
30 pg
5ug
10 ug
5ug
1.25-23.75 pg
15-30 pg
10/ 100 pg

S. aureus ATCC 29213 (NCTC 12973, CIP 103429, DSM 2569, CCUG 15915, CECT 794)

19
21
18
28
23
S5
26

12-18
15-21
24-30
19-25
23-29
23-29
22-28
23-31
21-27
1925
27-33

16-22
25281
26-32
22-28
20-26
28-34
22-28
13-20
27-33

15-22
18-24
15-21
25-31
19-26
30-40
23-26
19-25
18-24

1. EUCAST, Routine and extended internal quality control as recommended by EUCAST, V5.0, 2015-01-09.

2. NCTC, CIP, DSM, CCUG and CECT are alternative sources for the ATCC type of reference strains.

3. CLSI quality control for disc diffusion tested on S. aureus ATCC 25923 and S. pneumoniae ATCC 49619.
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INTERPRETACION DE LOS DISCOS DE
REFERENCIA PARA LA EVALUACION
DE OPCIONES TERAPEUTICAS

Estafilococos

LECTURA DE
SENSIBILIDAD
PARA EL DISCO DE

Referencia de la clase de
antibiéticos

Penicilinas de espectro reducido,
sensibles a las B-lactamasas

Penicilinas con espectro moderado

Penicilinas con espectro reducido,
resistentes a las B-lactamasas

Combinaciones con inhibidores
de B-lactamasas

Todas las cefalosporinas

Macrélidos

Lincosamidas

Todas las combinaciones de
trimetoprim-sulfonamida

Todas las tetraciclinas

Todas las fluoroquinolonas

Opciones terapetticas
cuando hay sensibilidad

Penicilina benzatina, benzilpenicilina (penicilina
G), penicilina procaina y penetamato

Ampicilina y amoxicilina

Cloxacilina, dicloxacilina, flucloxacilina,
meticilina, nafcilina, oxacilina

Amoxicilina y dcido clavulanico

« Cefalexina, cefalonium, cefalotina, y cefapirina
« Ceftiofur, cefoperazona, y cefquinoma

Neomicina, Framicetina
Gentamicina
Kanamicina

Amikacina

Eritromicina, gamitromicina, tilmicosina,
tulatromicina y tilosina

Lincomicina, clindamicina y pirlimicina

Tetraciclina, oxitetraciclina, clortetraciclina y
doxiciclina

Danofloxacino, enrofloxacino, marbofloxacino

Ubrolexin®

Mamyzin® Secado

1. Considere también el resultado del test D, para resistencia inducible a la clindamicina

(ver resistencia inducible)



Estreptococos

LECTURAS DE
SENSIBILIDAD
PARAEL DISCO DE

ADENDA 1

Referencia de la clase de
antibiéticos

Penicilinas de espectro reducido,
sensibles a las B-lactamasas

Penicilinas con espectro moderado

Todas las cefalosporinas

Penicilinas con espectro reducido,
resistentes a las B-lactamasas

Macrélidos

Lincosamidas
Todas las combinaciones de

trimetoprim-sulfonamida

Todas las tetraciclinas

Todas las fluoroquinolonas

Opciones terapetticas
cuando hay sensibilidad

Penicilina benzatina, benzilpenicilina (penicilina
G), penicilina procaina y penetamato

Ampicilina y amoxicilina

« Cefalexina, cefalonio, cefalotina y cefapirina
- Ceftiofur, cefoperazonay cefquinoma

Cloxacilina, dicloxacilina, flucloxacilina,
meticilina, nafcilina y oxacilina

Eritromicina, gamitromicina, tilmicosina,
tulatromicina y tilosina

Lincomicina, clindamicina y pirlimicina

Tetraciclina, oxitetraciclina, clortetraciclinay
doxiciclina

Danofloxacino, enrofloxacino, marbofloxacino

Ubrolexin®

Mamyzin® Secado

2. Considere también el resultado del D test, para resistencia inducible a la clindamicina

(ver resistencia inducible)




PRUEBAS DE SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA EN MUESTRAS DE LECHE

LECTURAS DE
SENSIBILIDAD DE
LOS DISCOS PARA

Enterobacterias

Referencia de la clase de
antibiéticos

Penicilinas de espectro moderado

Todas las cefalosporinas

Combinaciones de inhibidores de
B-lactamasas

Cefalosporinas de primera y
segunda generacion

Cefalosporinas de tercera y cuarta
generacion

Todas las combinaciones de
trimetoprim-sulfonamida

Todas las tetraciclinas
Todas las fluoroquinolonas

Todas las fluoroquinolonas

Opciones terapetticas
cuando hay sensibilidad

Ampicilina y amoxicilina

« Cefalexina, cefalonio, cefalotina y cefapirina
« Ceftiofur, cefoperazonay cefquinoma

Amoxicilina y acido clavulanico

Cefalexina, cefalonio, cefalotina y cefapirina

Ceftiofur, cefoperazona y cefquinoma

Neomicina y framitecina
Gentamicina
Kanamicina

Amikacina

Tetraciclina, oxitetraciclina, clortetraciclina y
doxiciclina

Danofloxacino, enrofloxacino, marbofloxacino

Danofloxacino, enrofloxacino, marbofloxacino

Ubrolexin®

Mamyzin® Secado
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