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RESUMEN: Los trastornos respiratorios constituyen una de las principales causas de muerte en el
sector avicola. Dentro de estas patologias se encuentra la micoplasmosis aviar, enfermedad infecto-
contagiosa de curso cronico. Aungue en este proceso participan varias especies de micoplasmas,
se reconoce a Mycoplasma gallisepticum como la principal especie. Unas de las medidas destinadas
al control de esta enfermedad es el tratamiento con antibiodticos, pues ayuda a mejorar los
indicadores productivos y reducir las pérdidas econdmicas causadas por brotes clinicos. Entre los
grupos de antibidticos que més se utilizan en la avicultura se encuentran las quinolonas, las
tetraciclinas y los macrolidos, pues se reconocen como efectivos contra Mycoplasma spp. El
objetivo de este trabajo fue determinar la actividad antimicrobiana in vitro de cinco agentes
antimicrobianos frente a 10 aislados cubanos de M. gallisepticum, procedentes de diferentes granjas
avicolas de la provincia Mayabeque destinadas a la produccion de huevos. Para ello se utilizo el
método de Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) y como resultado se obtuvo una CMI de 2
pg/ml para Enrofloxacina; 32 ug/ml para la Ciprofloxacina; 0,0625 pg/ml para Tilosina; 0,5 pg/ml
a la Oxitetraciclina y 0,031 pg/ml para Minociclina. Este resultado indica un incremento de la
resistencia en estos aislados frente a los dos compuestos de la familia de las quinolonas que se
usaron en el estudio; ademas, brinda una informacién practica para el tratamiento de la infeccién
contra M. gallisepticum en la avicultura.
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ABSTRACT: Respiratory disorders are a major cause of death in poultry. Avian mycoplasmosis
which is a chronic infectious-contagious disease is within these pathologies. Although several
species of mycoplasmas are involved in this process, Mycoplasma gallisepticum is recognized as
the main etiological agent. One of the measures aimed at the control of this disease is the treatment
with antibiotics, as it helps to improve the productive indicators and to reduce the economic losses
caused by the clinical outbreaks. Among the groups of antibiotics most used in poultry are
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quinolones, tetracyclines and macrolides, as they are recognized as effective against Mycoplasma
spp. The objective of this work was to determine the in vitro antimicrobial activity of 5
antimicrobial agents against 10 Cuban isolates of M. gallisepticum from different poultry farms
destined to egg production in Mayabeque province. For this purpose, the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) method was performed, resulting in a MIC of 2 ug/ml for Enrofloxacin; 32
ug/ml for Ciprofloxacin; 0.0625 pg/ml for Tylosin; 0.5 ug/ml for Oxytetracycline, and 0.031 pg/mi
for Minocycline. This result indicates an increase in resistance in these isolates compared to the
two compounds of the quinolone family used in the study. It also provides practical information
for the treatment of M. gallisepticum infection in poultry.

Key words: Avian mycoplasmosis, Mycoplasma gallisepticum, antimicrobial susceptibility.

INTRODUCCION

La micoplasmosis aviar es una enfermedad
infecto-contagiosa de curso cronico que afecta
el sistema respiratorio de las aves; aunque en
este proceso participan varias especies de
micoplasmas, se reconoce a Mycoplasma
gallisepticum como la principal especie (1). La
enfermedad causa una disminucion en la
produccion de huevos, un aumento de la
mortalidad embrionaria y disminucion de la
conveccion alimentaria, lo que produce
pérdidas econdémicas (2). M. gallisepticum se
transmite verticalmente a través de los huevos
infectados, y horizontalmente por la inhalacién
de aerosoles, asi como por el contacto de ave a
ave (3). En la actualidad el control de la
micoplasmosis, mediante el uso de antibioticos
es una de las principales medidas que se utilizan
para disminuir las pérdidas ocasionadas por esta
entidad (4).

Entre los grupos de antibidticos
ampliamente usados en la avicultura podemos
encontrar  quinolonas,  tetraciclinas vy
macrolidos, por ser efectivos contra
Mycoplasma spp. (5). En tal sentido, es
importante tener en cuenta que los
micoplasmas, por la ausencia de una pared
celular, son intrinsecamente resistentes a los
antimicrobianos que tienen como diana a esta
estructura, tal es el caso de las penicilinas,
betalactamicos, glucopéptidos, polimixinas,
rifampicina y sulfonamidas (6). Otros
antimicrobianos como los aminoglucosidos y el
cloranfenicol poseen poca actividad frente a los

micoplasmas (7). Esto presupone un problema
en el momento de elegir el antimicrobiano
adecuado en cada caso.

En Cuba la micoplasmosis aviar es una de
las primeras causas de mortalidad en la
avicultura, que se asocia a trastornos
respiratorios y en su tratamiento también se
utilizan los antibidticos pertenecientes a
quinolonas, tetraciclinas y macrolidos (8). Las
estrategias de medicacién para su control
consisten en programas preventivos Yy
programas terapéuticos en los cuales se
combinan un grupo importante de antibioticos
de diferentes espectros (8,9). Sin embargo,
hasta el presente se desconoce la
susceptibilidad antimicrobiana que presentan
los aislados cubanos de M. gallisepticum frente
a los principales antimicrobianos usados en la
avicultura. Por tanto, el objetivo de este trabajo
fue determinar la actividad antimicrobiana in
vitro de aislados cubanos de M. gallisepticum
frente a cinco agentes antimicrobianos.

MATERIALES Y METODOS

Periodo de estudio y seleccion de las
muestras

El presente estudio comprendié el periodo
enero/2014 a abril/2015, e incluyo seis granjas
avicolas de la provincia Mayabeque con
antecedentes de problemas respiratorios. El
destino productivo de estas granjas es la
produccién de huevo. La toma de muestra se
realiz6 por hisopaje traqueal y estos se
depositaron en un medio de transporte. Por cada
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granja, se seleccionaron 50 animales con
sintomatologia respiratoria, para un total de 300
muestras, segun lo recomienda la Organizacién
Mundial de Sanidad Animal (OIE) (9). Para el
criterio de inclusion de los animales se tuvo en
cuenta la presencia de sintomas respiratorios; la
seleccion de las aves se realizO de manera
tendenciosa.

Procesamiento de las muestras

Las muestras se trasladaron al Laboratorio
de diagndstico de micoplasmas (MYCOLAB)
bajo condiciones de bioseguridad. Se
sembraron en medio Jordan y se incubaron por
cinco dias a 37°C con 5% de CO> (6,10). Se
realizo la lectura diaria de los cultivos. Donde
hubo cambio de pH (en tubo) o la presencia de
colonias en forma de huevo frito (en placas), se
procedi6 a realizar los  subcultivos
correspondientes, segin la metodologia
descrita por Poveda (11).

Identificacién de M. gallisepticum

Se realizd por las siguientes pruebas
bioquimicas: fermentacién de la glucosa y
reduccion del tetrazolium y digitonina, segun lo
recomendado por Poveda (11). Como prueba
confirmatoria se realizé la Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR) basada en la
amplificacion del gen mgc2 de M. gallisepticum

(12).

Susceptibilidad antimicrobiana a los
aislados de M. gallisepticum

Se determindé por el método de
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) (13)
con el medio de cultivo descrito anteriormente
(10,11). La concentracion de los cultivos de
cada aislado se ajust6 a 10% UFC/ml mediante
conteo de UFC/mI por diluciones seriadas en
base a 10. Se utilizaron placas de poliestireno
de 96 pocillos de fondo plano y tapa de baja
evaporacion (FALCON Becton Dickinson). Se
realizaron diluciones en base 2 (64 a 0,004
pg/ml) de los antibiéticos Enrofloxacina
(Fluka), Ciprofloxacina (Fluka), Tilosina

(SIGMA), Oxitetraciclina  (SIGMA) vy
Minociclina (SIGMA) en el medio Jordan.

En cada pocillo se afiadieron 200 pl de cada
dilucion del antibidtico y 100 ul del cultivo de
cada aislado siguiendo la metodologia descrita
por Hannan (13). Las placas se sellaron e
incubaron a 37°C por tres dias. Como control
positivo del ensayo se utilizaron los pocillos
donde se encontraba el microorganismo en
ausencia de antibiotico; en estos se observo un
cambio de coloracion (rojo aamarillo) a los tres
dias. Se realizaron dos réplicas bioldgicas para
cada aislado. La CMI se definié como la menor
concentracion de antibidtico que inhibio el
crecimiento del microorganismo y en la cual no
ocurrié cambio de coloracion de rojo a amarillo.

RESULTADOS Y DISCUSION

La OIE y la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) clasifican a los antimicrobianos
de acuerdo a su importancia (14). En tal sentido,
la OIE describe a los agentes antimicrobianos
veterinarios en tres grupos: de importancia
critica, de importancia elevada o de importancia
para la sanidad animal (15); de igual manera, la
OMS clasifica a los agentes antimicrobianos en
los de importancia critica, de importancia
elevada o de importancia para la medicina
humana (16). Se consideran antimicrobianos de
importancia critica aquellos que, en primer
lugar, se emplean para el tratamiento, la
prevencion y el control de infecciones graves de
los animales con consecuencias importantes
para la salud, el bienestar de los animales y la
salud publica, o consecuencias importantes de
indole econdmica y, en segundo lugar, para los
que tienen poca 0 ninguna alternativa de
sustituciones (14).

Los antibidticos que se emplearon en este
estudio, ademas de estar entre los que mas se
utilizan en la avicultura en Cuba, clasifican
como de importancia critica tanto para uso
veterinario como para uso humano, con
excepcion de la oxitetraciclina, que clasifica
como de importancia elevada segin la OMS
(16). EIl Unico antibidtico que reconoce esta
organizacion de importancia critica es la
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glicilciclina (tigeciclina), ya que representa una
generacion diferente en comparacion con las
otras tetraciclinas (14). La clasificacion de los
antibidticos que se utilizaron en la investigacion
pone de manifiesto la necesidad de realizar una
vigilancia  sobre la  resistencia a
antimicrobianos, determinar y aplicar medidas
apropiadas de gestion para contener la
extension de la resistencia y preservar la
eficacia de los medicamentos; todo esto con el
consiguiente uso  prudente de los
antimicrobianos.

En el caso de las tetraciclinas, son
antibioticos de amplio espectro y se utilizan
para ampliar la accion y dar sinergia a
micoplasmicidas de mayor especificidad
(17,18). Debido al gran uso de estos
antimicrobianos, a nivel internacional se
describe una alta resistencia surgida como
consecuencia de la adquisicion de genes Tet
(tetraciclina) y/o genes Otr (oxitetraciclina) por
parte de las bacterias, tanto comensales como
patdgenas (19). Los resultados de este estudio
no coinciden con otros reportes, pues al
considerar el efecto de la oxitetraciclina (grupo
de primera generacion) y la minociclina grupo
de segunda generacién) sobre los aislados
cubanos de M. gallisepticum se observo que los
valores de CIM fueron 0,5 pg/ml y 0,031 pg/ml,
respectivamente, para cada antibi6tico.

Gautier-Bouchardon et al. (20) refieren que
cuando la CIM de estas tetraciclinas es<l
pug/ml, los aislados se pueden considerar
susceptibles; en cambio, cuando presentan
valores >1pug/ml se consideran resistentes. En
tal sentido, se puede afirmar que los aislados,
que se obtuvieron en el presente estudio son
susceptibles a estos antibidticos. Una
explicacion posible a este comportamiento
puede ser que en los Ultimos afios se emplean
con mas frecuencia antibioticos como las
quinolonas, lo que propicia una menor presion
de seleccion sobre la microbiota bacteriana vy,
con ello, menor riesgo para la presentacion del
fendmeno de resistencia a las tetraciclinas.
Resultados similares se reportaron por Rivera-

Tapia (21).

Por otra parte, la tilosina pertenece al grupo
de los macrdlidos, moléculas que se emplean
desde hace muchos afios, son bacteriostaticos,
inhiben los procesos de traslocacion vy
transpeptidacion de la sintesis proteinica y
pueden presentar resistencia cruzada entre
tilosina y eritromicina (22). Los principales
mecanismos de resistencia a este grupo son
alteraciones de la diana (el gen 23S rRNA),
aumento de la expresion de sistemas de
expulsion  activa, disminucion de la
permeabilidad celular e inactivacion enzimatica
(23). En micoplasmas se describen alteraciones
en el gen 23S ARNr de M. gallisepticum; estas
mutaciones estan descritas como responsables
de resistencia adquirida a macrélidos vy
lincosamidas (24).

Segun el criterio microbioldgico reportado
por Hannan (13), las cepas de M. gallisepticum
se consideran susceptibles cuando la CMI de la
tilosina es <1 pg/ml. En el caso del presente
estudio, los resultados coinciden con esta
clasificacion, pues se obtuvieron valores de la
CIM de 0,0625 pg/ml. Cuando comparamos el
comportamiento de la tilosina, se observa que
este antibidtico demostr6 poseer un efecto
inhibitorio in vitro mas potente en comparacion
con el resto de los antimicrobianos probados.
Estos resultados coinciden con lo sefialado por
Forrester et al. (25), quienes obtuvieron un
comportamiento similar con valores de la CIM
entre 0.008 pg/ml y 0.002 pg/ml; de igual
manera coinciden con lo referido por Gido
Antunes cuando estudio el comportamiento de
la tilosina frente a diferentes cepas de
micoplasmas (26).

Solo unos poCos estudios en
M. gallisepticum informan la emergencia in
vitro de resistencia a macrolidos; este fendmeno
se debe a las interacciones de estos farmacos
con la subunidad ribosomal 50S (27,28). Es
importante sefialar que el desarrollo de las
estrategias terapéuticas eficaces depende de una
comprension precisa y detallada de los
mecanismos de resistencia a antibidticos.

Las quinolonas son de origen sintético y uno
de los grupos de antimicrobianos que mas se
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utilizan por su eficacia frente a los micoplasmas
(29). Su mecanismo de accion interfiere con la
replicacion del ADN porque actta sobre las
topoisomerasas bacterianas. Actualmente, las
mutaciones en las topoisomerasas bacterianas,
el aumento de la expresion de sistemas de
expulsién activa, las alteraciones en la
permeabilidad celular y los plasmidos estan
reconocidos como los responsables de la
resistencia adquirida a las quinolonas (30,31).
Para los micoplasmas solamente se describen
las mutaciones en las topoisomerasas y los
sistemas de eflujo como los responsables de la
disminucion de la susceptibilidad a estos
farmacos (29).

La CMI de Ila enrofloxacina vy
ciprofloxacina, frente a los aislados de campo
de M. gallisepticum, fue de 2 pg/mly 32 pg/mi,
respectivamente. Cuando se comparan los
resultados alcanzados con lo descrito por
Hannan (13), se aprecia que ambos
antimicrobianos presentan valores elevados
relacionados con la resistencia. Estos resultados
también coinciden con los descritos por otros
autores, quienes reportan un incremento
significativo de la resistencia de aislamientos de
M. gallisepticum a la enrofloxacina y a la
ciprofloxacina: Gerchman (32) obtuvo una
CMI superior a 1 pg/ml en 23 aislados y
Gharaibeh una CMI de 2 pg/ml en siete aislados
de campo (33).

La Tabla 1 resume los valores medios de la
CIM de M. gallisepticum a los antibidticos
testados. Como puede  observarse,

el comportamiento resulté variable, lo que
evidencia la existencia de resistencias
adquiridas a los antimicrobianos que se
testaron. Esto se puede explicar debido a que en
las producciones de aves existe una amplia
utilizacion de antimicrobianos, lo que implica
una gran presion selectiva sobre las poblaciones
bacterianas y provoca la aparicion con mayor
facilidad de cepas resistentes.

Aunque son varios los trabajos que refieren
la utilidad de una gran variedad de antibidticos
para el control de M. gallisepticum, entre los
que se incluyen estreptomicina, oxitetraciclina,
eritromicina,  espiramicina,  tilosina vy
lincomicina debido a su susceptibilidad
(1,17,21,25,27), también  existen otros que
reportan la aparicion de aislados de M.
gallisepticum altamente resistentes a estos
farmacos  (5,20,24). La aparicion de
microorganismos resistentes puede ocurrir
durante o después de tratamientos, ya que los
residuos de antibidticos pueden establecerse
durante grandes periodos de tiempo posteriores
al tratamiento, lo que favorece la inactivacion
de los antibioticos y la diseminacion de genes
de resistencia (22,33).

Los resultados de este estudio permitieron
conocer la resistencia antimicrobiana de los
aislados cubanos de M. gallisepticum frente a
los diferentes antibioticos que se utilizan en la
avicultura; ademas, brinda una informacion
practica sobre la conducta a seguir en el
tratamiento de la infeccion contra este agente
como parte de su control, especificamente en
cuanto a la seleccién de farmacos con una
actividad apropiada in vitro.

TABLA 1. Actividad in vitro de aislados de M. gallisepticum frente a oxytetraciclina,
minociclina, tilosina, enrofloxacina y ciprofloxacina./In vitro activities of M. gallispeticum
isolates against oxytetracycline, minocycline, tylosin, enrofloxacin, and ciprofloxacin.

In6culo concentracion

(@)1

Min Til  Enro Cipro

Aislados

MG

(UFC/mL)
2.8 x10°

0,5 0,031 00625 2 32

Leyenda: Oxi: oxitetraciclina; Min: minociclina; Til: tilosina; Enro: enrofloxacina; Cipro: ciprofloxacina
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