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RESUMEN

Las espiroquetas intestinales del género Brachyspira ocasionan enfermedades importantes
en porcinos y aves. Se ha evidenciado un problema de incremento en la presentacion de
cepas resistentes a los antimicrobianos utilizados normalmente para tratar las espiroquetosis
intestinales en porcinos, y esto podria ser aplicable a los aislamientos de aves. Hay muy
pocos reportes de sensibilidad antimicrobiana in vitro de cepas de Brachyspira spp. aisladas
en aves. En este estudio se evalud la sensibilidad de doce aislamientos de Brachyspira pilosi-
coli obtenidos de granjas de ponedoras comerciales a los agentes antimicrobianos tiamulina,
tilosina y lincomicina, y se establecio la concentracion minima inhibitoria (CMI)mediante la
técnica de dilucion en agar. Todas las bacterias analizadas fueron sensibles a tiamulina (CMI
<0,1 pg/ml) y lincomicina (CMI 1 pg/ml) y resistentes a tilosina (CMI 5 pg/ml).

Palabras clave: Brachyspira, ponedoras comerciales, CMI, dilucién en agar, tiamulina,
tilosina, lincomicina.

ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY TEST IN Brachyspira
pilosicoli STRAINS ISOLATED FROM COMMERCIAL LAYERS
FARMS IN COLOMBIA

ABSTRACT

Intestinal Spirochaetes of the genus Brachyspira cause important diseases in swine and poul-
try. An increasing problem in the presentation of resistant strains to the antimicrobial drugs
usually used to treat the intestinal spirochaetosis in swine has been evidenced and this could
be applicable to the isolations from poultry. There are very few reports of in vitro antimicro-
bial susceptibility of Brachyspira spp. isolated from birds. In this study the antimicrobial
susceptibility of twelve Brachyspira pilosicoli isolates obtain from commercial layers was
evaluated against tiamulin, tylosin and lincomycin establishing the Minimum Inhibitory Con-
centration (MIC) by agar dilution technique. All bacteria analyzed were sensitive to tiamulin
(MIC <0,1pg/ml), and lincomycin (MIC 1pg/ml) and resistant to tylosin (MIC Spg/ml).

Key words: Brachyspira, commercial layers, MIC, agar dilution, tiamulin, tylosin, lincomycin.
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INTRODUCCION

Las espiroquetas intestinales
robias del género Brachyspira incluyen
una gran variedad de especies patdgenas
importantes, particularmente las que infec-
tan a porcinos y aves. En porcinos las dos
enfermedades mas comunes asociadas con
estas espiroquetas son la disenteria porcina
causada por Brachyspira hyodysenteriae
(1) y la espiroquetosis intestinal porcina
causada por Brachyspira pilosicoli (2). En
aves de corral, la espiroquetosis intestinal
aviar (EIA) se caracteriza por signos como
disminucion en la produccion de huevos, y
diarrea o heces humedas (3, 4, 5) y es oca-
sionada por una o mas Brachyspira spp.,
pero se destacan Brachyspira intermedia
y Brachyspira pilosicoli (6). Estos agentes
ocasionan grandes pérdidas econémicas en

anac-

las industrias porcina y avicola (7-9).

El diagnéstico microbiolégico de EIA
requiere el aislamiento de la espiroqueta y
su identificacion a través de pruebas bioqui-
micas. Este microorganismo tiene requeri-
mientos de cultivo exigentes, es de creci-
miento lento y de dificil identificacion ya
que las diferencias fenotipicas entre varias
especies de espiroquetas intestinales avia-
res son inconsistentes y por lo tanto no brin-
dan la posibilidad de realizar un diagnéstico
especifico (10, 11, 12). Por consiguiente se
han desarrollado diferentes técnicas de re-
accion en cadena por la polimerasa (PCR,
por su sigla en inglés) y de polimorfismo
de la longitud de los fragmentos de restric-
cion (RFLP - PCR, por su sigla en inglés)
para identificar estas espiroquetas de una
manera rapida, sensible y especifica. Los
genes utilizados cominmente como blanco
de amplificacion en estas pruebas son 16S
ARNTr, 23S ARNr y NADH oxidasa nox (10,
13, 14).

Debido a la ausencia de vacunas co-
merciales, el control y tratamiento de estas
enfermedades involucra el uso de antimi-
crobianos. Los medicamentos usados mas
comunmente para el tratamiento de las es-
piroquetosis intestinales en porcinos son las
pleuromutilinas (tiamulina, valnemulina),
el macrolido tilosina y la lincosamida linco-
micina (9, 15, 16, 17). Sin embargo, recien-
temente en Alemania, Australia, Finlandia,
Hungria, Reino Unido, Republica Checa,
Suecia y otros paises se ha reportado una
disminucioén através del tiempo en la sensi-
bilidad de B. hyodysenteriae y en algunas
ocasiones de B. pilosicoli a tiamulina (18-
21). De igual forma, altos niveles de resis-
tencia (89-100%) a tilosina y lincomicina se
han reportado en muchos paises (15). La alta
resistencia a tilosina no es sorprendente en
vista de la alta presion selectiva que se reali-
za con el uso frecuente de este medicamento
como agente terapéutico y como promotor
de crecimiento en la produccion porcina (15,
19). Ademas la resistencia a tilosina puede
desarrollarse in vitro en 2 semanas (16).
La resistencia antimicrobiana a macrolidos
y lincosamidas en B. hyodysenteriae y B.
pilosicoli se debe principalmente a mutacio-
nes puntuales en el gen 23S ARNr (18, 22).

En contraste con esta informacion, hay
muy pocos datos de sensibilidad antimicro-
biana de B. pilosicoli en aves. En escasas
ocasiones se llevan a cabo estudios de este
tipo ya que el tratamiento en gallinas pone-
doras infectadas es problematico debido a
los residuos de agentes antimicrobianos en
los huevos (15).

Hasta la fecha se han publicado solo dos
estudios que evaltian la sensibilidad anti-
microbiana de cepas de Brachyspira spp.
aisladas de aves, uno en Estados Unidos
(23) y otro en Australia (24). En el primer
estudio se demostr6 una alta sensibilidad a
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tiamulina, lincomicina y carbadox y resul-
tados altamente variables para clortetraci-
clina, oxitetraciclina, tilosina, bacitracina,
eritromicina, neomicina y penicilina. En el
segundo se evaluo un total de 42 aislamien-
tos y se encontro sensibilidad a tiamulina,
lincomicina, metronidazol y tetraciclina;
sin embargo, a pesar de no ser clasificados
como resistentes, algunos de los aislamien-
tos presentaron concentraciones minimas
inhibitorias elevadas para tiamulina (10%),
lincomicina (38%), tetraciclina (2%) y am-
picilina (14%). También se encontrd resis-
tencia del 26% de las cepas a tilosina y 5% a
ampicilina. Estos datos sugieren que puede
existir resistencia a antimicrobianos comu-
nes por las espiroquetas intestinales obteni-
das de ponedoras comerciales, y soportan la
necesidad de hacer analisis de sensibilidad a
los aislamientos clinicos antes de considerar
cualquier tratamiento.

En Colombia la EIA era considerada
una enfermedad exoética; sin embargo re-
cientemente se obtuvieron 19 aislamientos
de Brachyspira spp. de 306 muestras (6,2%)
de raspados de mucosa cecal obtenidas de
ponedoras comerciales; estas espiroquetas
se identificaron en 7 de 34 granjas (20,6%),
con signos de disminucion de la postura y/o
diarrea o gallinaza humeda, que remitieron
aves con fines diagnosticos al Laboratorio
de Patologia Aviar de la Universidad Nacio-
nal de Colombia en el periodo comprendido
entre mayo de 2007 a junio de 2008 (25). A
través de la realizacion de cultivos micro-
biologicos selectivos, pruebas bioquimicas
y de PCR se identificaron 12 aislamientos
como B. pilosicoli (25).

El objeto del presente estudio fue eva-
luar la sensibilidad frente a los agentes an-
timicrobianos usados mas comunmente en
el tratamiento de espiroquetosis intestinales
de 12 aislamientos de B. pilosicoli obteni-
dos en granjas de ponedoras comerciales en
Colombia.

MATERIALES Y METODOS

CEPAS BACTERIANAS

Se utilizaron 12 cepas de B. pilosicoli
aisladas en el periodo de mayo de 2007 a
junio de 2008 de 4 granjas de ponedoras
comerciales con historia de disminucion en
la produccion de huevos y/o diarrea que ma-
nejaban sistemas de encasetamiento en piso
y semipastoreo, aves de diferentes estirpes
marrén y con edades entre 23 y 32 semanas.
Todas las cepas se identificaron por pruebas
de PCR especie-especifica segtin lo descrito
por Phillips et al. (12).

Las placas utilizadas en la técnica de
dilucién en agar se probaron con dos cepas
control recomendadas por el Instituto de Es-
tandares de Laboratorio y Clinicos (CLSI,
por su sigla en inglés) para Escherichia coli
(ATCC 25922) y Staphylococcus aureus
(ATCC 29213). Este ultimo también se
incluy6 en el andlisis como un control con
CMI publicadas para pleuromutilinas (21,
26).

PRUEBA DE SENSIBILIDAD
ANTIMICROBIANA

Se realizé el método de concentracion
minima inhibitoria (CMI) por dilucién en
agar, descrito previamente (24). Las solu-
ciones stock se realizaron mezclando los
agentes antimicrobianos: tiamulina fuma-
rato hidrogenada (80%) (Novartis Animal
Health), clorhidrato de lincomicina (856 u/
mg) (Sigma Chemical Company) y tartrato
de tilosina (906 mg/g) (Sigma Chemical
Company); con agua estéril destilada. De
acuerdo con la potencia demostrada, todos
los antibidticos se manejaron en un ciento
por ciento de base. Estos medicamentos se
escogieron debido a que son los agentes an-
timicrobianos utilizados mas cominmente
en el tratamiento de espiroquetosis intesti-
nales en animales de produccion.

Las placas de sensibilidad antimicrobia-
na se realizaron con agar tripticasa de soya
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(TSA) suplementado con 5% de sangre de
ovino desfibrinada y las concentraciones
de agentes antimicrobianos descritos en la
tabla 1; como control de crecimiento se uti-
liz6 TSA sin agregar antibidtico. Las placas
se prepararon el dia anterior a su uso y se
almacenaron a 4 °C. Antes de ser inocula-
das se secaron por 15 minutos a 37 °C para
remover la condensacion.

Tabla 1. Concentraciones de agentes antimi-
crobianos utilizadas en el estudio.

de crecimiento se examind en el microsco-
pio de contraste de fase para confirmar la
pureza del cultivo y el punto de terminacion
de la inhibicion.

Los datos de puntos de corte utilizados
para la interpretacion de estas pruebas se
muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Puntos de corte clinicos de CMI para
la interpretacion de pruebas de sensibilidad
antimicrobiana in vitro de B. hyodysenteriae.

Agente

L . Sensible Intermedio Resistente

Antimicrobiano Concentracion (pg/ml) antimicrobiano
Tiamulina 01 05 1 2 5 10 Tiamulina <1 >1<4 >4
Lincomicina 1 4 20 36 80 150 Lincomicina <4 >4<36 >36
Tilosina 4 5 25 50 100 200 Tilosina <1 >1<4 >4

Fuente: (24).

Se suspendieron bacterias recolectadas
RESULTADOS

de cultivos en agar selectivo TSA durante 5
dias en 1 ml de PBS y se contaron en caimara
de Neubauer en un microscopio de contraste
de fase. Se llevaron a una concentracion es-
tandar de 10° células por ml y se inocularon
10 pl de esta suspension en una posicion
de cada placa incluyendo la placa control.
Se permitid que el indculo se secara antes
de incubarlo a 37 °C durante 5 dias en una
atmosfera anaerobia generada por sobres
AnaeroGen (Oxoid®). Se observaron las
zonas de hemolisis alrededor del indculo.
Cada aislamiento se sometio a la prueba por
duplicado. La CMI fue reportada como la
concentracion mas baja de antimicrobiano
que inhibid crecimiento evidenciado con la
presentacion de hemolisis. Toda superficie

Los valores de CMI de S. aureus ATCC
29213 en dilucion en agar fueron de 1 a2 pg/
ml para tiamulina, <4 pg/ml paratilosina y 1
pg/ml para lincomicina. Los valores de CMI
para E. coli ATCC 25922 fueron de 10 pg/
ml para tiamulina, 200 pg/ml para tilosina y
150 pg/ml para lincomicina (tabla 3).

El 100% de los aislamientos de B.
pilosicoli fueron sensibles a tiamulina y
lincomicina y resistentes a tilosina. El 67%
de los aislamientos presentaron un valor de
CMI de 0,1 pg/ml para tiamulina y el 33%
restante un valor <0,1 pg/ml. Todos los ais-
lamientos presentaron un valor de CMI para
lincomicina de 1 pg/ml y para tilosina de 5
pg/ml (tabla 3).
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Tabla 3. Sensibilidad frente a agentes antimicrobianos.

Procedencia CMI pg/ml
. Edad . .
Granja departamento semanas Aislamiento ~ __ . . . .
(municipio) Tiamulina Tilosina Lincomicina
1 0,1 5 1
Magdalena
! (Santa Marta) 28 2 0.1 5 1
3 0,1 5 1
4 0,1 5 1
Magdalena
2 (Santa Marta) 23 5 01 5 1
6 0,1 5 1
7 0,1 5 1
3 Santarlder 1
(Lebrija) 8 0,1 5 1
9 <0,1 5 1
i 10 <0,1 5 1
1 Cundlnamarca 39
(Tabio) 1 <0,1 5 1
12 <0,1 5 1
Cepas de referencia
S. aureus ATCC 29213 2(05-2) <4(1-2) !
E. coli ATCC 25922 10(>2) 200(>64) 150

() Rangos de referencia.
Fuente: (16).

DISCUSION

En este estudio se analizo la sensibili-
dad in vitro de aislamientos de B. pilosicoli
provenientes de ponedoras comerciales
frente a los tres agentes antimicrobianos
mas utilizados para combatir las infeccio-
nes ocasionadas por espiroquetas intestina-
les en animales de produccion. Se encontrd
sensibilidad de la totalidad de los aislamien-
tos evaluados a tiamulina y lincomicina y
resistencia a tilosina.

Los datos de puntos de corte utilizados
para la interpretacion de estas pruebas de
sensibilidad fueron los reportados para B.
hyodysenteriae ya que no hay datos dispo-
nibles aceptados en otras especies de Bra-
chyspira (24). Por otra parte, con el método
de dilucion en agar se obtuvieron datos de
sensibilidad de las cepas de referencia S.

aureus ATCC 29213 y E. coli ATCC 25922
que concuerdan con lo reportado por otros
autores (19, 26).

Las cepas evaluadas en este estudio
demuestran sensibilidad a tiamulina y lin-
comicina, resultados que concuerdan con lo
reportado por Hampson et al. (24) en espi-
roquetas intestinales de aves. Sin embargo,
estos autores mencionan que, a pesar de ser
catalogados como sensibles, algunos de los
microorganismos evaluados presentaron
valores de CMI elevados para tiamulina
(1-4 pg/ml) y lincomicina (10-50 pg/ml), lo
cual no se evidencid en este estudio donde
se obtuvieron valores de CMI de 0,1 pg/ml
para tiamulina y 1 pg/ml para lincomicina.

Los hallazgos de resistencia a tilosina
concuerdan con lo reportado anteriormente
por Hampson et al. (24) quienes encontraron
un 26% de los aislamientos de B. pilosicoli
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y B. intermedia resistentes a este macroélido.
Este hallazgo podria estar relacionado con
la utilizacion de este producto para el trata-
miento de las infecciones ocasionadas por
Mpycoplasma. Este es un problema de gran
ocurrencia en granjas avicolas de ponedo-
ras comerciales y de dificil control, dado el
manejo de diferentes edades que se presenta
en este tipo de explotaciones. Es posible que
la exposicion continua a este medicamento
permita el desarrollo de resistencia.

En Colombia en algunas ocasiones se da
un manejo inadecuado en los programas de
prevencion y control de la micoplasmosis
aviar en las explotaciones de ponedoras
comerciales, ya que en algunos casos se ad-
ministran medicamentos indicados para el
tratamiento de Mycoplasma en presentacion
premix cada 6 semanas; medida que solo se
recomienda para reproductoras pesadas,
debido a que estos productos no se deben
usar en aves que produzcan huevos para
consumo humano.

Sin embargo, a pesar de que los tres
productos evaluados estan indicados para
uso en el tratamiento de Mycoplasma, so-
lamente se encontrd resistencia a tilosina,
lo que podria sugerir una mayor utilizacion
de este producto en las granjas evaluadas,
informacion no disponible para este trabajo.

De acuerdo con la clasificacion de los
puntos de corte para tilosina, los aislamien-
tos se clasificaron como resistentes. No obs-
tante, presentaron valores de CMI inferio-
res a los reportados para cepas resistentes
(rango CMI entre 4 y 100 pg/ml) en otros
estudios en aves (24) y en porcinos (CMI>16
ug/ml) (18).

Los valores de CMI obtenidos en los
aislamientos analizados para tiamulina y
lincomicina sugieren que estos agentes anti-
microbianos son efectivos para el tratamien-
to. Otros estudios han demostrado que estos
medicamentos se han usado con éxito para

el control de espiroquetosis intestinal aviar
en lotes infectados naturalmente (24, 27).

Es muy importante destacar que esta
medicacion debe realizarse posteriormente
a un analisis detallado de la relacion costo-
beneficio en el tratamiento de los lotes
afectados, ya que durante el mismo no se
pueden comercializar los huevos de estos
animales para consumo humano. Por tanto
es de vital importancia buscar alternativas
para combatir esta y otras entidades patoge-
nas de tal modo que no se generen residuos
de antimicrobianos en los huevos; sin em-
bargo, todavia hace falta mucha investiga-
cion en esta area.

En el mundo se evidencia un fenomeno
de emergencia de cepas de B. hyodysente-
riae resistentes a lincomicina, tilosina y tia-
mulina (26). Esta situacion no se ha reporta-
do en aislamientos en aves debido a que son
muy pocos los estudios realizados. De igual
forma, hay pocos trabajos en que se evalle
la sensibilidad in vitro en B. pilosicoli (18).
Es necesario realizar mas investigaciones
con el fin de tener una mejor aproximacion
a la situacion de sensibilidad a antimicro-
bianos para Brachyspira spp. diferentes a B.
hyodysenteriae y de espiroquetas aisladas
en otras especies animales.

CONCLUSIONES

Todos los aislamientos de B. pilosicoli
que se sometieron a pruebas de sensibilidad
antimicrobiana fueron sensibles a tiamulina
y lincomicina y resistentes a tilosina. Esto
sugiere los dos primeros medicamentos
como posibles candidatos para combatir la
entidad en lotes afectados naturalmente. No
obstante, es necesario un analisis detallado
de la situacion de cada granja antes de to-
mar una decision de tratamiento.

Este trabajo permiti6 evaluar la sensibi-
lidad antimicrobiana de B. pilosicoli en aves
y por tanto servira como referente para la
realizacion de estas pruebas de manera ruti-
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naria en casos de espiroquetosis intestinales
en diferentes especies animales. De igual
forma, es el inicio de un trabajo constante
de estimacion de los valores de CMI para
diferentes agentes antimicrobianos de Bra-
chyspira spp. a través del tiempo, con el fin
de seleccionar los medicamentos adecuados
para el tratamiento de esta entidad.
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