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RESUMEN.
El complejo respiratorio ovino (CRO) es una de las principales patologias que afectan a corderos, especialmente a
los mayores de 20 dias, ademas es la patologia en corderos en la que mas se usan antibiéticos para su tratamiento.
Actualmente la existencia de resistencias a antibidticos es un asunto de gran preocupacion tanto en animales
como en humanos. Ante esta situacion y la importancia del CRO en corderos, se decidié realizar un estudio
retrospectivo desde el ailo 1997 hasta el 2017 para conocer el perfil de resistencias de los principales agentes del
CRO y su evolucion en Aragon.
Para la realizacion de este estudio se tomaron datos de cultivos y antibiogramas realizados durante los ultimos 20
afios por el Laboratorio Agroambiental de Aragdn a partir de muestras de animales muertos con cuadros
compatibles con CRO.
Se analizaron 3067 aislamientos con 63 agentes distintos. Los principales agentes asociados a esta patologia
fueron Mannheimia haemolytica (MH), Pasteurella multocida (PM), el género Mycoplasma (My) y Bibersteinia
trehalosi (BT). Los datos obtenidos muestran que los aminoglucdsidos son la familia que mas resistencias presenta
(MH 98,30%, PM 88,80% y 95,60%), mientras que la tasa mas baja la presentan los fenicoles (MH 4,50%, PM 3,10%
y BT 3,70%).
Se valord la presencia de multirresistencias, resistencia a mas de un antibidtico, en estos gérmenes para lo que se
estudiaron las familias de antibidticos de betalactdamicos, quinolonas, sulfamidas, aminoglucdsidos y tetraciclinas.
Los resultados mostraron que existian multirresistencias con un porcentaje mayor del 32% y que menos de un 5%
de los aislamientos de MH, PM y BT fueron sensibles a todo, mientras que la presencia de resistencias a las cinco
familias simultdneamente era mayor del 2,42%. Ademas, se encontraron asociaciones significativas en la aparicion
de resistencias entre las distintas familias.
Para completar el analisis, se valord la influencia del paso del tiempo, se observaron cambios significativos en MH,
reduciéndose la resistencia a quinolonas y aumentando a sulfamidas, y en PM aumentando la resistencia frente

a sulfamidas.

ABSTRACT.

Ovine respiratory complex (ORC) is one of the most important diseases in lambs, especially for the ones with more
than 20 days. Furthermore, among all the diseases in lambs, it is the ones in which more antibiotics are required
for its treatment.

Nowadays, antibiotic resistance is a major source of corcern in animals and humans. Given these circunstances
and the importance of CRO in lambs the resolution of carrying out a retrospective study, from 1997 to 2017 to
disclose the resistant rate situation and how the principal agents of the ORC in Aragon have changed , was taken.
To accomplish this objective, information of isolates and antibiograms done from death by ORC duringthe last 20

years was taken.



3067 isolates were perfomed with 63 different agents, the principal one associated with this disease were
Mannheimia haemolytica (MH), Pasteurella multocida (PM)), Mycoplasma (My) and Bibersteinia trehalosi (BT).
The results show the amynoglicosidesis family with presented highest resistance rate (MH 98.30%, PM 88.80%
and BT 95.60%), whereas fenicol iwas the lowest one (MH 4.50%, PM 3.10% y BT 3.70%).

The existence of multi-drug resistances of these agents was analised. To achieve this betactamis, quinolones,
sulfamides, amynoglicosides and tetracyclines families were studied. The results drawn from that study showed
the existence of multidrug resistances in above 32.00% of the isolates and also the low sensivity rates of the MH,
PM and BT isolates below 5.00%, whereas the existence of antibiotic resistance to the five families was higher
than 2.42%. Moreover, significative associations in the apparition of multidrug resistance were disclosed.

To complete the anylisis, the influence of the time in the development of the disease was evaluated. Significant
changes in MH were brought into light, with a decrease of the resistance rate to quinolones, an increase of the

rate to sulfamides and in PM showed the same growth in resistance rate to sulfamides.

INTRODUCCION.

En Espafia hay registrados 16.523.000 ejemplares de ganado ovino (19% del censo europeo) lo que la coloca detras
de Reino Unido como el segundo pais con mayor produccién ovina dentro de Europa. Dentro de Espafia, Aragon
cuenta con 1.789.439 cabezas de ganado ovino (MAGRAMA 2015), casi en su totalidad de aptitud carnica, en
concreto, produciendo corderos cebados.

Los procesos respiratorios son la principal causa de mortalidad en corderos de mas de 20 dias de vida y suponen
mas de la mitad de las bajas que se producen hasta la venta. Su peculiar asociacién con la edad del animal les
caracteriza como procesos onerosos en comparacion a otras posibles causas de muerte a edades mdas tempranas

ya que implican un mayor gasto en alimentacion tanto para la madre como para el cordero.

1. Complejo respiratorio ovino.

La primera referencia en la que aparece el término complejo respiratorio ovino (CRO) es relativamente reciente
(Lacasta et al., 2008), su uso pone de manifiesto la complejidad de este proceso de caracter plurietioldgico que
cuenta ademas con la implicacion de factores medioambientales y de manejo. La multitud de posibles interacciones
entre los agentes etioldgicos, factores ambientales y factores del propio animal dan lugar a una variedad de
presentaciones clinicas que abarca desde muertes repentinas sin sintomatologia previa hasta lesiones pulmonares
subclinicas detectadas en el matadero. El CRO incluye distintos procesos infecciosos que anteriormente en la
literatura cientifica han sido denominados con otros nombres como pasteurelosis, neumonia atipica, neumonia

gangrenosa, y procesos respiratorios de origen virico o parasitario.



1.1 Signos clinicos y lesiones.

Los signos clinicos del CRO que mas destacan son: fiebre, taquipnea con o sin dificultad respiratoria, descarga nasal,
lagrimeo, debilidad, tos, estornudos (Bell, 2008). Al ser una patologia que afecta a una comunidad de animales
podemos encontrar desde animales que presenten todos los sintomas hasta corderos con uno solo de ellos.
Aunque la sintomatologia presentada puede ser clara, la informacién aportada por las lesiones halladas en la
necropsia es mucho mas esclarecedora. A partir de estas lesiones se puede establecer una clasificacién de los
procesos como sobreagudos, agudos o crdnicos, aunque los limites no son faciles de fijar.

La forma sobreaguda o septicémica se hace patente en la explotacién por la aparicién de muertes repentinas, y en
la necropsia se aprecian hemorragias a todos los niveles, aunque se concentran en cabeza, cuello y tonsilas.
(Donachie, 2000).

Las formas crdnicas incluyen desde corderos aparentemente sanos, pero en los que se encuentran lesiones a nivel
pulmonar, hasta enfermos crdnicos. Estos ultimos se caracterizan por tener mal aspecto, poco peso y presentar los
signos clinicos ya citados. Las lesiones observadas en esta forma de presentacidn se localizan en la cavidad toracica
y consisten en lesiones pulmonares consolidadas y fibrosis (Jones y Gilmour, 2000).

Las formas agudas son cuadros intermedios entre los anteriores, los animales afectados presentan los signos
clinicos clasicos ya descritos. En esta forma las lesiones que se aprecian son congestion y hemorragias en la cavidad
tordcica, miocardio y la pleura, y la consolidaciéon de lesiones pulmonares en los Iébulos apicales y medio.
Atendiendo a las lesiones macroscépicas la forma aguda se distingue de las otras en la presentacién hemorragias
en comparacién con las formas crénicas, y, a su vez, en contraposicion a la forma sobreaguda destaca el hallazgo

de lesiones pulmonares consolidadas.

1.2 Factores que favorecen la aparicion del CRO.

El CRO es una enfermedad multifactorial, en la que estan interrelacionados multiples factores que afectan a su

presentacion y gravedad. Estos factores se clasifican en: propios del animal, estresantes y medioambientales.

1.2.1 Factores propios del animal.

Dentro de este grupo destacan: genética del animal, sexo, edad de la madre, peso al nacimiento, tipo de parto,
madre con poca produccidn lactea y modificaciones en la frecuencia respiratoria. En estudios realizados sobre
mortalidad por neumonia en corderos y los factores relacionados con ella se observé que los machos, nacidos de
hembras primiparas y de hembras con problemas en la producciéon de leche presentaban mayor mortalidad.
Ademas, los animales con un peso al nacimiento dentro de la media de la raza presentaban un menor riesgo de

muerte que los que nacian un peso superior o inferior, mientras que los corderos de parto simple tenian mas

posibilidad de sobrevivir que los de parto multiple (Southey et al., 2004).



1.2.2 Factores estresantes.

El estrés prolongado o repetido puede tener repercusiones negativas sobre las funciones biolégicas del animal.
Como respuesta a un estrés agudo se produce una liberacién de cortisol que conlleva un cambio en el perfil
inmunolégico (Caroprese et al., 2010). Esto nos indica que en el ovino de cebo los factores estresantes pueden
tener un efecto perjudicial, haciéndoles mas susceptibles a presentar CRO. Los factores que mas influyen en la
generacién de este estrés son: destete, cambios de alimentacidn, manejo e instalaciones durante el cebo y

presencia de enfermedades en la explotacion.

La presencia de enfermedades concomitantes es uno de los factores mds estresantes en los sistemas de cebo ovino.
Dentro de estos sistemas las enfermedades que mas repercusidn tienen son el ectima contagioso, las infecciones
agudas por virus border y la coccidiosis. En un estudio sobre la influencia de apariciéon de signos clinicos de
coccidiosis en sistemas de cebo, se encontré que la presencia de coccidiosis aumentaba 1,8 veces el riesgo de
presentar CRO. También se observd que en los animales parasitados los sintomas del CRO se manifestaban dos
semanas después de presentar sintomas de coccidiosis (Gonzéalez, 2015). En otro estudio se comprobd que los
corderos afectados por el virus border presentaban 2,1 veces mas riesgo de manifestar los signos clinicos del CRO

(Gonzalez et al. 2014).

1.2.3. Factores ambientales.

1.2.3.1 Factores climaticos.

Dentro de estos factores los que mas relevancia tienen sobre la aparicién de CRO son la temperatura, el viento y
las precipitaciones. De estos el mds importante en nuestras latitudes es la temperatura, observandose en las épocas
calurosas un aumento de la mortalidad (Hervas et al.1996) y también un incremento de lesiones pulmonares en
matadero (Luzén, 1999b). En referencia a los otros dos elementos se comprobd su relevancia en un estudio en el
que se evalué el efecto del viento sobre las bajas asociadas al CRO observandose un aumento de muertes asociadas
al CRO en los dias de viento y que la tipologia y orientacion de la nave tenian un papel significativo. En este estudio
también se demostrd que en los dias con precipitaciones y/u otros meteoros se producia un menor nimero de

muertes por CRO (Lacasta et al. 2008)

1.2.3.2 Factores ambientales ligados a la explotacién.

Las malas condiciones de estabulacién son consideradas uno de los principales factores de apariciéon del CRO. Los
factores de mayor importancia que dan lugar a esta consideracion son: orientacion de la nave, acceso a parques,
densidad de poblacién, acumulacion de gases nocivos, nivel de polvo en suspensidon, humedad relativa,

temperaturay la presencia de corrientes (Caroprese, 2008).

Las situaciones de estrés térmico en Aragon estdn ligadas a las altas temperaturas y cuando se superan los 302C de

temperatura en el interior de la nave se produce una situacién de estrés por calor que conlleva un riego de



mortalidad superior al estrés causado por el frio. Por ello se debe aumentar el ritmo de renovacion del aire para
reducir gases nocivos, la concentracién de microorganismos y también la temperatura. Esto ultimo evitara picos de
cortisol que provocan bajadas de inmunidad (Sevi et al., 2002). El efecto de este tipo de estrés es mas grave en
animales que lo sufren de manera repentina o al inicio de la época calurosa, lo que sugiere que existe una
aclimatacién por parte de los animales (Nienaber & Hahn, 2007). Debido a esto, si bien en las épocas de calor el

riesgo de muerte es mayor, este riesgo presenta picos mas elevados coincidiendo con las olas de calor.

1.3. Agentes etioldgicos implicados en el complejo respiratorio ovino.

Se ha encontrado una gran variedad de agentes asociados al CRO, bacterianos, viricos y parasitarios. Por su
importancia cabe destacar los bacteriano, principalmente Mannheimia haemolytica (MH), Pasteurella multocida

(PM), Bibersteinia trehalosi (BT) y Mycoplasma spp. (My).

En un estudio en el que se analizé en sueros ovinos la presencia de anticuerpos frente a virus se encontré que el
63,60% de los animales muestreados resultaron positivos a virus respiratorio sincitial, el 27,30% lo fueron a reovirus,
y el 24,00% y el 8,10% a parainfluenza 3 y adenovirus respectivamente (Giangaspero et al. 1997). Hay varios virus
que pueden provocar neumonia en corderos como el virus respiratorio sincitial, reovirus, adenovirus o el virus
border, y este ultimo podria tener una gran trascendencia en los cebaderos por la alta tasa de infeccién con la que
cuentan (Gonzdlez et al. 2014).

Dentro de los agentes etioldgicos de tipo bacteriano, MH, PM, BT y My han sido los aislados con mayor frecuencia
a partir de muestras tomadas en casos de muertes por CRO (Bell, 2008a; Lacasta et al.2008; Gonzalez 2015). En los
tres estudios la especie mas frecuentemente hallada fue MH, y resto de especies difirid en su importancia. En el
ultimo estudio citado anteriormente se trabajoé sobre un total de 1.126 muestras de corderos de cebo en las que se
identificaron 44 especies bacterianas distintas, y como puede observarse en la Figura 1 los crecimientos mas

frecuentes fueron: MH 24 %, PM 19%, Escherichia Coli (EC) 14%, My 14% y BT 9% (Gonzalez, 2015).

Aislamientos de corderos de cebo muertos por CRO.

W Mannheimia haemolytica (512)

W Bibersteinia trehaiosi {193)

w Pasteurella multocida (394)

® Género Mycoplasma (305)

u Escherichia coll (308)

i Género Pseudomonas (105)
Género Streptococcus (71)

Género Moraxella (47)

Género Staphylococcus (41)

Otras (155)

Figura 1. Principales agentes aislados de 1.126 cultivos y 2.131 aislamientos (Gonzalez, 2015)
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Sorprende el hallazgo de EC, aunque este germen no es propio del aparato respiratorio, su presencia ha sido
documentada en varios estudios (Luzdn, 1999; Lacasta et a/.2008) asi como también su capacidad para generar
neumonias de tipo fibrinoso (Orug, 2006). El aislamiento de BT se ha producido principalmente en animales de cebo

(Lacasta et al. 2012).

Dependiendo de la forma de presentacién del CRO se han encontrado diferencias con respecto a los agentes
aislados en las necropsias de los corderos de cebo muertos. En la forma crénica los gérmenes mas frecuentemente
aislados en los cultivos fueron PM+MH, en las formas agudas PM+MH+My y en la forma sobreaguda MH y BT en
pureza (Gonzdlez, 2015). Los resultados obtenidos en las formas sobreagudas corroboran los datos presentados en
estudios anteriores (De las Heras, 2001). Otro aspecto que cabe destacar es que solo el 23% de los crecimientos
fueron puros (un Unico agente y crecimiento masivo). Dentro de estos cultivos, los que predominaron fueron BT
(26%), MH (17%) y EC (14%); por el contrario, PM y EC solo representaron 7% y 2% de cultivos puros

respectivamente (Gonzalez, 2015).

1.3.1 Mannheimia haemolytica y Bibersteinia trehalosi.

Las bacterias MH y BT se corresponden con la antiguamente denominada Pasteurella haemolytica. El aislamiento
de estos agentes etiolégicos es frecuente en animales sanos ya que estos agentes son parte de la microbiota normal
del aparato respiratorio ovino (Zecchinon et al.2005). Respecto al momento en que aparecen estas bacterias en el
animal un estudio realizado con corderos recién nacidos y sus madres demostré que los corderos nacen libres de
ellas. Sin embargo, a las pocas horas de vida las tonsilas estaban colonizadas por MH, cuya procedencia podia ser
materna. A las tres semanas de edad, MH fue reemplazada por BT, de tal modo que a los 2-3 meses de edad el 80%
de los aislamientos correspondian a este germen. La colonizaciéon se relaciond con la interaccion de los corderos
con otros individuos y con el medio, y también se aprecié que a mayor edad mayor diversidad de aislamientos (Al

Sultan & Aitken, 1985).

Se han descrito 13 serotipos para MH y cuatro para BT (Blackall et al., 2007). En Espafia, se han encontrado ocho
serotipos de MH, entre los que destacan A2, A12 y Al, y dentro de los cuatro serotipos de BT el mas frecuentemente
detectado es T4 (Gonzélez et al. 2015).

Otros autores han valorado el poder patdgeno de los distintos serotipos mediante la realizacion de infecciones
experimentales con los serotipos A1, A2, A6, A7, A8, A9, T10y Al1, procediendo posteriormente a la estimacion de
los signos clinicos, lesiones, y capacidad de recuperacion del agente inoculado. Los serotipos A2, A7 y A9 mostraron
lesiones pulmonares mas extensas debido a una mayor virulencia, sin embargo, solamente se recuperaron en una
proporcién mayor a la administrada los serotipos A2 y A7 (Odugbo et al. 2004). De este estudio también se deduce
qgue la lesién producida varia en funcién del serotipo que provocd la infeccion. En este sentido, en un trabajo
posterior se encontrd que el serotipo T4 estaba asociado a formas de presentacion sobreagudas de CRO, mientras

que los serotipos T3 y T15 se asociaron con la presentacion aguda de esta enfermedad (Gonzalez et al. 2013).



1.3.2. Pasteurella Multocida.

Pasteurella multocida es un germen bastante heterogéneo, ya que se conocen 5 serogrupos capsulares (A, B, D, E
y F), que son clasificados a su vez en 16 serotipos (1-16), de acuerdo a distintos antigenos de tipo lipopolisacarido
(Dziva 2008). Se ha documentado que las cepas que poseen cdpsula son mas virulentas que las acapsulares y

también que existe una asociacion entre serogrupos y huéspedes y enfermedades especificas (Boyce & Adler 2000).

1.3.3. Mycoplasma spp.

La aparicion de lesiones pulmonares en el ganado ovino esta relacionada con una gran variedad de Mycoplasmas.
Los que mas destacan son Mycoplasma ovipneumoniae y Mycoplasma arginini, pero otros muchos han manifestado
su capacidad para producir neumonias en corderos (Nicholas et al., 2008; Chazel et al., 2010; Kilic et al., 2013).
Aunque se sabe que los Mycoplasmas son causantes de neumonias todavia se desconoce su papel en la patogenia
del proceso, aunque hay diversas hipétesis. Una de ellas propone que My actua sobre la respuesta inmune,
reduciendo la capacidad de fagocitar de los macréfagos y favoreciendo la infeccién por otras bacterias como MH y
BT (Niang et al., 1998). Por el contrario, otros estudios lo consideran como un agente oportunista debido a la alta
tasa de animales sanos de los que se puede aislar este germen. (Nicholas et al., 2008).

En Espafia se identific6 Mycoplasma ovipneumoniae como el agente mas frecuentemente detectado en lesiones
pulmonares encontradas en matadero (Moreno 1994). Sin embargo, su importancia fue mucho menor cuando se
uso el cultivo como método diagndstico en animales muertos por CRO (Luzdn, 1999; Lacasta et al., 2008; Gonzalez,
2015). En este ultimo estudio se vio que los cultivos puros eran muy escasos, por debajo del 2% y fue aislado,

principalmente en asociacion con MH y PM (Gonzalez, 2015)

1.4 Efectos sobre los corderos.

El CRO da lugar a que los corderos, debido a los signos clinicos y lesiones, presenten una reduccidn en su bienestar,
y provoqué pérdidas econdmicas. Estas se dividen en directas como serian las bajas y los decomisos, e indirectas
que incluyen los descensos de los crecimientos, peores indices de conversién, el gasto en tratamientos y una peor
calidad del producto vendido. Se ha estimado que en las explotaciones aragonesas el capital perdido como

consecuencia del CRO durante el afio 1999 supuso un 7% del valor del cordero (Gonzalez, 2000).

1.4.1 Mortalidad ocasionada por CRO.

La mortalidad asociada al CRO en corderos es elevada, de hecho, junto con los procesos digestivos son los
principales causantes de bajas (Luzén, 1999a). Sin embargo, la incidencia de bajas por CRO va aumentando con la
edad (Figura 2). Asi, se ha descrito que el porcentaje de bajas asociadas al CRO pasaba del 9,60% del total de
corderos muertos en la primera semana de vida hasta mas del 55,00% en los corderos mayores de 55 dias (Lacasta
2006). Este estudio también demostro que el CRO es la principal causa de muerte en corderos a partir de los 20 dias

de vida.
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Figura 2. Porcentaje de bajas producidas por el CRO sobre el total de bajas por periodos de edad. (Lacasta 2006)

1.4.2 Decomisos asociados al CRO.

Las lesiones que se observan en los animales que padecen la forma crénica pueden conllevar decomisos de pulman,
costillar e incluso la canal en su totalidad. Segun un estudio reciente, corderos que durante el cebo habian
manifestado sintomas compatibles con CRO tenian un riesgo 3,1 veces mayor de decomiso de su pulmén frente a

aquellos que no presentaron sintomas (Gonzalez, 2015).

1.4.3 Descensos de crecimientos y aumentos en el periodo de cebo y en el indice de conversién asociados al CRO.

Las lesiones pulmonares asociadas al CRO conllevan retrasos en los crecimientos. Las lesiones pueden ser muy
variadas, pero clasificdndolas por su gravedad se puede determinar un descenso de los crecimientos que se agudiza
conforme aumenta el grado de lesidn (Luzdn, 1999a). En un estudio realizado con corderos de Rasa Aragonesa, se
encontraron descensos significativos tanto en la fase de lactacion, con 20 gramos menos de la ganancia media
diaria, como en la fase de cebo con 36 gramos por dia menos (Gonzalez et a/.2001). El mismo estudio encontré
diferencias de 7 dias en crianzas medias de 73 dias, lo que supone un incremento de 9,60% para aquellos animales
con lesiones neumanicas en comparacion a los animales sin lesién (Gonzalez et al. 2001). A su vez, en una infeccidon
experimental, se vio que los corderos afectados por esta patologia mostraban un incremento del 25,00% en el

indice de conversién en comparacion con los corderos sanos (Jones et al., 1982).

1.4.4 Descenso de la calidad del producto final.

En el consejo regulador de la Indicacién Geografica Protegida (IGP) Ternasco de Aragdn se observd un rechazo 2,2
veces mayor en canales en las que se habia decomisado el pulmén. La causa de rechazo en estos animales fue

principalmente la falta de peso y/o grasa (Gonzalez, 2015).

2. Resistencias a antibidticos.

La resistencia a los antibiéticos es la capacidad de los microorganismos de ciertas especies para sobrevivir o incluso
crecer en presencia de una concentracién dada de un antibidtico.
La aparicion de resistencias, como se puede observar en la Figura 3, es un proceso que ocurre de forma constante

tras el descubrimiento de nuevos antibidticos y poco después de la entrada en uso de estos (Clatworthy et al., 2007)
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Figura 3. Afio de aparicidén de antibiéticos y posterior desarrollo de resistencias a estos antibiéticos (Clatworthy et al., 2007).

La aparicidon de resistencias no solo se ha visto en antibidticos, también ha sido documentada frente a los

antiparasitarios, encontrandose implicados un alto porcentaje de agentes parasitarios (Verissimo et al.,2012).

Recientemente la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), la Agencia Europea de Medicamentos y el
Centro Europeo de Prevencién y Control de Enfermedades han manifestado su preocupacién por el aumento de la
aparicion de resistencias, que relacionan con la interaccion de tres eslabones humano, animal y medioambiente.
Esta preocupacién se ve incrementada por el hecho de que los seres humanos pueden adquirir resistencias a los
antibidticos a través del contacto directo o indirecto, por la cadena alimentaria (Singer et al., 2003). Debido a esto,
la Organizacion Mundial de la Salud incluye a los antibidticos agricolas como capaces de producir la aparicion de
resistencia a los antibidticos humanos (World Health Organization, 2015).

Se estima que el consumo de antibidticos en los paises de la Unién Europea es 116,40 y 144,00 miligramos por
kilogramo de peso en humanos y animales respectivamente (European Medicines Agency [EMA], 2015). El uso de
antibidticos en animales se realiza en tres situaciones diferentes: tratamiento curativo de animales enfermos,
metafilactico (para impedir la infeccién) de un grupo de animales, cuando la enfermedad ha sido etectada en esa
poblaciéon y profilactico (impedir la enfermedad). Se ha estimado que el consumo anual de antibidticos a nivel
mundial es superior a los 57.000.000 kilogramos, pero se ha estimado que para el afio 2030 sera superior a los
90.000.000 kilogramos (Van Boeckel et al., 2015). Se ha observado que el uso compartido de farmacos como
pueden ser las cefalosporinas de tercera y cuarta generacién o las polimixinas conduce a una reduccién de su
eficacia ante infecciones acontecidas en los seres humanos. Este hecho es importante en farmacos como la
colistina, que se usa en medicina humana para las cepas multirresistentes. Con la idea reducir la apariciéon de
resistencias se decidid limitar el uso de antimicrobianos (Premanandh et al., 2016). Como consecuencia de esta
decisidon entre los afios 2009 y 2014 se ha producido un descenso del 58,10% en el uso de antibidticos en Holanda

(MARAN, 2015).
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Las resistencias antibidticas se pueden producir por: transferencia horizontal de genes a través de conjugacion,
transformacion o transduccién, paso en serie de las bacterias por medios que contienen el antibidtico (Samuelsen
et al., 2005) o la exposicién continua al antibiético (Perron et al., 2006). La aparicién de resistencias surge como
consecuencia de mutaciones por adaptacion al medio, ya que permite a las bacterias que las poseen sobrevivir en
presencia del antibidtico al que presentan resistencia, estas mutaciones siempre son adquiridas (Lofton et al.,
2013). El riesgo de adquirir resistencia a los antibiéticos esta influenciado por la tasa de aparicion de mutaciones,
el comportamiento del mutante resistente (probabilidad de que surja, fije, transmita y permanezca dentro de una
poblacion) y la fuerza de presidn selectiva (Andersson y Hughes, 2011). Una serie de estudios experimentales y
clinicos demostraron que la resistencia a antibidticos se puede ver reducida por la existencia de cepas que no
contienen la resistencia a los antibidticos. Por lo general, las cepas resistentes son menos eficientes desde el punto
de vista metabdlico. Asi las situaciones en las que no existe la presidn selectiva del antibidtico conducen a una
desapariciéon de las cepas resistentes por su menor eficiencia metabdlica y con ello la reversién de la resistencia, es
decir, la reduccion de la tasa de resistencias a un determinado antibidtico (Andersson y Hughes, 2010).

Para la medicién de resistencias los métodos mas utilizados son el uso de discos de difusién y el método de
gradiente de antibidticos (E-test). Los dos métodos se muestran en la Figura 4. El primero de ellos se basa en la
colocacién de discos con la concentracién minima inhibitoria de un antibiético y tras su cultivo medir el halo de
inhibicién para determinar si existe resistencia. El método de gradiente de antibidtico se basa en la colocacion de
una tira con distintas concentraciones del antibidtico a estudiar, tras la incubacién de las placas, se puede observar

una zona de inhibicién elipsoidal y simétrica (Taroco et al., 2006).

Figura 4. A) Antibiograma por difusion con discos en el que se observa la presencia de halos de
inhibicidn. B) Antibiograma por E-test en el que se observa una elipse de inhibicién (Cercenado y
Saavedra-Lozano, 2009).

Segun los datos aportados por el Centro para el Control y la Prevencién de Enfermedades (CDC), en 2013 dos
millones de personas en Estados Unidos presentaron una infeccién en la cual el agente causante era una bacteria
resistente y al menos veintitrés mil personas murieron debido a una bacteria resistente en el mismo afio (Center
for Disease Control and Prevention, 2016). Entre las bacterias en las que se ha producido un aumento de la
prevalencia de cepas multirresistentes destacan Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli (European Centre for

Disease Prevention and Control Antimicrobial resistance surveillance in Europe,2015). La colistina ha tenido un uso
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especialmente importante frente a enterobacterias, por lo que se destinaba a trastornos digestivos, principalmente
en la produccion porcina (Lu et al., 2010). Actualmente, para el tratamiento de las infecciones producidas por cepas
multirresistentes en los seres humanos se utiliza la colistina y desde el 2012 este antibiético se considera de vital
importancia por la Organizacién Mundial de la Salud (World Health Organization, 2012). Se ha descubierto en EC
que el gen mcr-1 confiere resistencia a la colistina, también se comprobé la presencia de este gen en el 14,90% de
EC aislados de carne cruda, 20,60% de los EC aislados de cerdos y 1,60% de EC aislados de pacientes hospitalizados
(Liu et al.,2016). En un estudio sobre explotaciones porcinas se encontré que el 1,60% de EC aislados del estiércol
y el 10,00% de los EC aislados del ambiente eran resistentes a la colistina (Costa et al., 2010). Otro estudio mostrd
que el 7,20% de los gérmenes Salmonella spp. aislados de los alimentos procesados porcinos eran resistentes a la
colistina (Figueiredo et al.,2015).

En 2014, se estimd que este porcentaje de resistencia a colistina era <1,00% para aislamientos de pollos de engorde,
gallinas, pavos, patos y conejos, y ligeramente mayor pero todavia inferior al 2,50% para aislamientos de lechones
con infecciones digestivas y terneros después de que las madres presentaran mastitis (Jarrige et al., 2014)

En corderos, el uso de antibidticos se dirige principalmente a tratar el CRO, suponiendo el 35,00% de los
tratamientos en animales joévenes (Gay et al., 2012). A continuacion, se realizard una revision muy breve sobre las
principales familias de antibidticos utilizados y haciendo hincapié en su mecanismo de accidn y a aparicion de

resistencias.

2.1. Principales antibidticos usados.

2.1.1. Betalactamicos.

Ejercen su accidon bactericida impidiendo la sintesis de las paredes bacterianas y destruyendo la integridad de las
mismas. Se unen a unas enzimas denominadas proteinas de unidn a penicilinas, que estan implicadas en la sintesis
de las paredes bacterianas. Esta unién también provoca paredes celulares defectuosas y osmdticamente inestables
(Waxman y Stronmiger, 1983).

La aparicién de resistencias a los betalactamicos se debe a tres factores, el principal de ellos es la produccién de
bectalactamasas. Hay dos formas de produccién de betalactamasas, la asociada a genes cromosémicos y la ligada
a plasmidos. También influyen la permeabilidad de la pared celular y la sensibilidad de las proteinas de unién a

penicilinas (Frere et al., 1991).

2.1.2. Sulfamidas.

Esta familia solo es eficaz frente aquellos microorganismos que sintetizan acido félico ya que inhiben la biosintesis
de este, sustituyendo erréneamente al 4cido para-aminobenzoico (PABA). Esto impide la produccién de ARN y la
reproduccion bacteriana, lo que conlleva un efecto bacteriostatico. Las sulfamidas tienen un amplio espectro de

actividad ya que afectan a bacterias Gram positivas, Gram negativas y a muchos protozoos (Richard Adams, 2003).
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Hay dos teorias respecto a la aparicidon de resistencias en esta familia, la primera indica que se debe a mutaciones
en el material genético de los gérmenes que dan lugar a que no actuen las sulfamidas, tengan poca penetracion o
haya una hiperproducciéon de PABA. La otra teoria postula la adaptacién enzimatica y con ello el consumo de

metabolitos distintos (Sumano Lopez and Ocampo Camberos, 2006).

2.1.3. Quinolonas.

Esta familia presenta poder bactericida porque actua sobre la ADN girasa o topoisomerasa Il, una enzima implicada
en la duplicacidn del ADN de los microorganismos. Esto provocaria la muerte de las bacterias por una combinacion
de inhibiciéon metabdlica y destruccidn del material genético. Ademas de actuar sobre la topoisomeras Il se ha visto
que las quinolonas tienen otro posible punto de unién que es la topoisomerasa IV (Richard Adams, 2003).

La aparicion de resistencias en esta familia se puede deber a alteracion de los poros hidrofilicos (disminucion de la
permeabilidad de la pared celular), aumento de la excrecidn de quinolonas de la célula o no poderse unir a los

puntos de unidn por mutaciones de la ADN girasa. (Richard Adams, 2003).

2.1.4. Tetraciclinas.

Esta familia da lugar a una supresidn de la sintesis proteica, por lo que tienen un efecto bacteriostatico. Esta
supresion se produce por una unién especifica a las subunidades 50S y 30S de los ribosomas bacterianos. Bloquean
la unién del ARN de transferencia (ARNt) con el ARN mensajero (ARNm) en el complejo ribosémico; de esta forma
se evita la elongacion de la cadena peptidica impidiendo la formacién de proteinas (Sumano Lopez and Ocampo
Camberos, 2006).

La resistencia surge como consecuencia de la adquisicion de genes tet (tetraciclina) y/o genes otr (oxitetraciclina)
(Chopray Roberts, 2001). Han sido descritos tres mecanismos principales de resistencia a tetraciclinas: eflujo activo,
proteccion ribosomal e Inactivacién enzimatica. Se describen 39 genes tet y otr que incluyen 25 genes que codifican

proteinas de eflujo activo, 11 de proteinas de proteccion ribosomal y 3 de una enzima inactivante (Roberts, 2005).

2.1.5. Aminoglucdsidos.

Los aminoglucdsidos se fijan en la bacteria mediante la unidn a proteinas en la membrana celular por diferencia de
cargas. Posteriormente, entran en la bacteria a partir del transporte activo oxigeno dependiente, esto altera la
permeabilidad de la membrana bacteriana, lo cual explica el sinergismo con los betalactamicos. Una vez en el
citoplasma se unenirreversiblemente a las subunidades 30S y 50S de los ribosomas, bloqueando la uniéon del ARNm
y ARNt, por lo que se generan proteinas incompletas y no funcionales. Por la suma de estos dos efectos, los
aminoglucésidos tienen caracter bactericida (Sumano Lopez and Ocampo Camberos, 2006).

Se conocen tres mecanismos de resistencia a los aminoglucdsidos: disminucion de la captacidén o disminucion de la
permeabilidad celular, alteraciones de los sitios de unidn al ribosoma y produccién de enzimas modificadoras de

aminoglucésidos (Wang et al., 2005; Jackson et al., 2013).
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2.1.6. Fenicol.

Esta familia de antibidticos interviene inhibiendo la sintesis proteica. Actlan sobre la subunidad 50S de los
ribosomas bacterianos y su actividad peptidiltransferasa, por lo que impide la unién de aminodcidos al impedir la
formacidn del enlace peptidico, y por ende la sintesis de proteinas (Richard Adams, 2003).

Han sido descritos tres mecanismos en la aparicién de resistencia a los fenicoles: permeabilidad reducida de la
membrana, mutacién de la subunidad ribosomal 50S y produccién de cloranfenicol acetiltransferasa (Civljak et al.,

2014).

2.2. Resistencias presentes en MH y PM.

Los gérmenes MH y PM son los principales agentes relacionados con la aparicidn del CRO por ello nos centraremos
especificamente en su tasa de resistencias.

Klima en vacuno de Estados Unidos, encontrd que el 72,00% de MH y 50,00% de PM presentaban resistencia a
algun antibidtico. Ambas bacterias presentaron mas de un 45,00% de resistencia a tres o mads antibidticos. También
se evidencio que la resistencia conjunta a siete clases de antibidticos (aminoglucdsidos, penicilinas, fluorquinolonas,
limcosamidas, macrolidos, tetraciclinas y pleuromutilinas) era del 30,00% en MH y del 12,5% en PM, y por lo tanto

ninguno de ellos servia para el tratamiento (Klima et al., 2014).

En MH se ha visto que los principales antibiéticos a los que presentaba resistencias son oxitetraciclina. ampicilina y
amoxicilina-clavulanico. Se ha encontrado una mayor proporcién de cepas resistentes en aquellas pertenecientes
al serotipo 1. Sin embargo, es susceptible a sulfa-trimetropim, ceftiofur, enrofloxacina y gentamicina (Klima et al.,
2011). Este ultimo dato confirma los resultados de otro estudio en el que se refiere, un 90% de sensibilidad frente
a gentamicina para este germen (Post et al., 1991). Entre los afios 2000 y 2009 se ha visto que ha bajado la

susceptibilidad de MH a los farmacos: danofloxacina, tilmicosina, tulatromicina y el florfenicol (Klima et al., 2014).

Los datos anteriormente citados sobre la tasa de resistencias detectadas en PM estan en desacuerdo con una
reciente encuesta paneuropea que dictamina que este agente presenta una baja frecuencia resistencias (de Jong,
2014). Ademads, una investigacidn realizada recientemente en Italia con diferentes especies animales hallé bajos
niveles de resistencia, con una completa susceptibilidad a ceftiofur y florfenicol, coincidiendo con lo descrito por
Berge y colaboradores (Berge et al., 2006). Sin embargo, sélo aproximadamente un tercio de los aislamientos
mostraron una total susceptibilidad a la tilosina y a la eritromicina. También se observaron cepas resistentes a
tetraciclina (7,5%) y a sulfa-trimetropim (4,8%) y se encontré un numero limitado de aislados resistentes a
gentamicina (3/180), ampicilina (7/180) y enrofloxacina (3/180) (Cucco et al. 2017). En otro estudio, Babetsa y
colaboradores detectaron resistencias de PM frente a sulfonamidas, tetraciclinas y estreptomicina. Estos autores
sefialaron la resistencia a las tetraciclinas era debida a la presencia del gen tetH y tetB y que la resistencias a las
familias de las tetraciclinas, tanto en MH como en PM, se puede deber al uso de estas en la profilaxis de las

explotaciones de ovino (Babetsa et al., 2012).
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Como se ha mencionado anteriormente, el uso principal de antibidticos en los corderos es el tratamiento frente al
CRO. Este hecho vy la situacion existente de alerta ante las resistencias bacterianas nos llevd a estudiar cual es el
perfil de resistencias actual de los gérmenes implicados, en la aparicién de este proceso. A partir de estos datos se
analizd los antibidticos frente a los que se observaron mas resistencias y cudl ha sido la evolucién de estas

resistencias a lo largo del periodo estudiado.

JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.

Teniendo en cuenta la complejidad del CRO y su marcado caracter multifactorial, se ha decidido realizar un estudio
retrospectivo para conocer cudles han sido los agentes de la enfermedad aislados en Aragdn durante los ultimos

afnos y su importancia.

Ademads, como se ha comentado en la revisién bibliografica el tratamiento del CRO es el uso antibidtico mas
frecuente que se hace en las explotaciones de pequefios rumiantes. Esto hace necesario conocer la eficacia de los
antibidticos frente a los agentes implicados en este proceso. Por ello, se decidié estudiar los resultados de los analisis
realizados por el Laboratorio Agroambiental de Aragén de los casos compatibles con CRO para conocer los

principales agentes bacterianos implicados, su perfil de resistencias y la evolucion de estas en el tiempo.
Los objetivos de este trabajo han sido:

e Conocer los principales agentes bacterianos implicados con el CRO y su frecuencia de aparicion durante los
ultimos 20 afios en Aragon.

e Analizar las sensibilidades que presentan las bacterias a las diferentes familias de antibidticos y la evolucidn
de estas durante las dos Ultimas décadas.

e Estudiar la frecuencia de aparicion de multirresistencias en los principales agentes etiolédgicos.

e Valorar la asociacidn entre las diferentes familias de antibidticos en la aparicién de resistencias.

MATERIAL Y METODOS.

1. Material.

Para realizar este trabajo se ha partido de una recopilacion de los informes de los andlisis realizados por el
Laboratorio Agroalimentario de Aragdn a partir de muestras de corderos muertos por cuadros compatibles con CRO.
Esta recopilacion la podemos dividir en aislamientos de gérmenes en los que se realizé antibiograma (1142) y

aislamientos sin antibiograma (1144), analizando en total 2286 cultivos, de los que se produjeron 3067 aislamientos.

2. Metodologia.

En primer lugar, se elabord una hoja de calculo en la que se incluyeron los datos afio, época del afio, resultado del

cultivo, tipo de cultivo, agente/s aislados, presencia/no presencia de resistencia a distintos antibidticos estudiados
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mediante el uso de discos de difusidon y valoracién del halo de inhibicién del crecimiento bacteriano. Estos

antibidticos fueron agrupados en distintas familias, incluyendo entre paréntesis las veces que se analizaron:

e Betalactamicos: Penicilina (870), Ampicilina (553), Amoxicilina (1544), Cefuroxima (21), Cefoxitina (3),
Augmentine (6), Cefalexina (303) y Cefalexin (448).

e Quinolonas: Enrofloxacina (665), Flumequina (199), Ceftiofour (738), Cefquinome (680), Marbofloxacina
(879), Acido nalixidico, (520) y Acido oxolinico (143).

e lincosamidas: Lincomicina-especitonomicina (1007) y Lincomicina (18).
e Sulfamidas: Sulfmida+trimetropim (1364).
e Polimixinas: Colistina (666).

e Aminoglucdsidos: Gentamicina (653), Apramicina (273), Neomicina (410), Estreptomicina (568) vy

Kanamicina (17).
e Tetraciclinas: Oxitetraciclina (375), Doxiciclina (68) y Tetraciclina (831).
e Fenicol: Florfenicol (896).
e  Macrdlidos: Eritromicina (421), Espiramicina (4) y Tilosina (12).
e Polipéptidos: Bacitracina (39).
e Rifamicina: Rifampicina (42).
o Glicopéptidos: Vancomicina (29).

Toda la informacidn obtenida de los cultivos de los ultimos 20 afos fue integrada en una misma matriz y procesada
con el paquete estadistico SPSS 22.0 con el fin de averiguar la relacidn estadistica entre los agentes etioldgicos,

resistencias y su evolucidn en el tiempo.
El estudio se centré en dos temas relacionados entre si:

e Gérmenes: se valord cudles fueron los principales agentes etiolégicos y su frecuencia. Ademas,

dentro de esto, se analizo:
1-Asociaciones y formas de presentacion.
2-Variacioén segun época del afio.
e Antibidticos: se estudié la aparicion de resistencias haciendo hincapié en:
1-Comparacion del perfil de resistencias en los principales agentes

2-Perfil de resistencias en las distintas familias
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3-Asociaciones entre las distintas familias.
4-Evolucidn del perfil de resistencias en los principales agentes.

El estudio estadistico se centrd en la estadistica descriptiva, utilizando principalmente cdlculo de frecuencias y
porcentajes, y el uso de tablas cruzadas para estimar la asociacién entre distintas variables. Para la valoracién de
asociaciones se empleé el estadistico Chi cuadrado con un valor p<0,050 para ser considerado como significativo, y
se calculé el riesgo relativo siempre que fue posible. Ademds, para el estudio de la variacién de las resistencias a lo

largo del periodo estudiado se empled el subprograma Tree del citado paquete estadistico.

RESULTADOS Y DISCUSION.

1. Gérmenes.

En las muestras recogidas se obtuvieron 1863 cultivos en los que hubo crecimiento y 422 (18,47%) en los que no se
produjeron crecimientos. De todos los cultivos en los que hubo crecimientos, 1084 (58,19%) fueron en pureza
mientras que 779 (41,81%) fueron crecimientos de mas de un agente. Cabe destacar que en el 26,95% de los cultivos

con crecimiento se identific6 MH, en el 14,87% PM y BT en el 2,84%.

Con respecto a MH se observé que el 38,05% de los crecimientos fue en pureza, en el 26,10% estaba asociada con
PM (MH+PM), en el 2,39% con BT (MH+BT) y con My en el 18,53%. En relacidon a PM cabe destacar que el 14,80%
de los crecimientos fue en pureza, en el 3,25% se encontré asociada a BT (PM + BT) y con My en el 32,49% de los
casos. Los crecimientos de BT en pureza fueron del 39,63% y la asociacion BT+My fue del 16,98%. Merece la pena
resaltar que el 92,59% (175/189) de los crecimientos de My fue de forma mixta y que del total de cultivos con
crecimiento solo hubo cuatro (0,002%, 4/1863) que incluyeron simultaneamente los tres agentes principales

(MH+PM+BT).

Como resultado de los analisis se obtuvieron 3067 aislamientos y 63 agentes diferentes aislados. Como puede
apreciarse en la Figura 5, entre los agentes aislados predominaron, Escherichia Coli con una frecuencia del 28,24%
de los aislamientos, seguido de Mannheimia haemolytica con 16,37 %, Pasteurella multocida 9,03%, Enterococcus

8,00%, Trupellera pyogenes 6,94% y el género Mycoplasma con 6,13%.
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Figura 5. Principales agentes patogenos hallados de 3087 aislamientos.

Estos resultados difirieron de los obtenidos en estudios anteriores, citados en la revision bibliogréfica (Lacasta et al,
2008; Gonzalez, 2015). Esto pudo estar causado porque las muestras de los analisis fueron tomadas por numerosos
veterinarios en condiciones de campo, lo que pudo dificultar las adecuadas medidas higiénicas y de esterilidad
necesarias para una correcta toma de muestras. De esta forma se explicaria el elevado porcentaje de aislamientos
de Enterococcus y EC. Aungue este Ultimo agente ha sido descrito en aislamientos respiratorios (Orug, 2006), las
frecuencias de aislamiento obtenidas en este trabajo fueron mas elevadas que las descritas en otros estudios

(Gonzalez, 2015).

Ante la elevada probabilidad de agentes que podrian estar actuando como contaminantes durante el proceso de
toma de muestras se decidid dividir a los agentes encontrados en dos grupos: agentes respiratorios (Aspergillus,
Bibersteinia trehalosi, Corynebacterium pseudotuberculosis, Fusobacterium, Klebsiella, género Mycoplasma,
Nocardia, Pasteurella multocida, Pseudomonas, Salmonella diarizonae, Staphylococcus aureus, Trupellera pyogenes
y Streptococcus suis) y agentes no respiratorios, el resto. Los agentes respiratorios representaron el 49,36% del total
de aislamientos y sus frecuencias individuales de aislamiento se muestran en la Figura 6. Dentro de este grupo MH
fue el mas frecuente representando el 33,00% de los aislamientos, seguido de PM, My y BT con el 18,00%, 13,00%
y 3,00% respectivamente. Estos resultados son semejantes a los descritos por Gonzalez excepto para Truperella
pyogenes y BT (Gonzalez, 2015). Estas diferencias pueden responder a que en el estudio de Gonzalez se recogen
exclusivamente datos provenientes de corderos de cebo muertos por CRO mientras que en nuestro estudio se

incluyeron datos de animales de todas las edades.
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Figura 6. Agentes aislados considerados respiratorios (929 cultivos y 1514 aislamientos. La porcion correspondiente al género

Mycoplasma se ha delimitado por una linea roja, en ella se agrupan diferentes especies que componen este género.

2. Variacién segun la época del afio.

En este estudio también se planteé valorar si se producian variaciones en la frecuencia de aislamiento de los
principales agentes respiratorios relacionados con el CRO (MH, PM, BT y My) dependiendo de la época del afio en
que se tomaban las muestras. En la Tabla 1 se muestran las frecuencias de aislamiento de estos gérmenes,
agrupadas por estaciones del afio.

Tabla 1. Porcentaje de cultivos respiratorios en los que se ha identificado cada agente segln épocas del afio, realizado sobre

947 cultivos. Se marca en verde el minimo de cultivos positivos para esta especia y en rojo él maximo.

Invierno Primavera Verano Otofo

(277) (240) (253) (177)
MH (500) 53,07% 55,00% 53,75% 48,02%
PM (277) 27,08% 30,42% 29,25% 31,07%
BT (52) 6,14% 5,83% 5,14% 4,52%
My (170) 19,13% 21,25% 16,21% 14,12%

No se encontraron diferencias significativas entre las épocas del afio para ninguno de los 4 gérmenes. Sin embargo,
aunque las diferencias no llegan a ser significativas se aprecia que el otofio fue el periodo de menor frecuencia de
cultivos con crecimientos de MH, BT y My, mientras que fue maxima para PM. En invierno se produjo la mayor

frecuencia cultivos con identificacion de BT mientras que primavera lo fue para MH y My.
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3. Perfil de resistencias en las distintas familias y comparacion del perfil de resistencias en los

principales agentes.

Para este trabajo se han estudiado las resistencias de los gérmenes MH, PM y BT frente a aquellas familias de
antibidticos a las que pertenecen los productos registrados para tratar los procesos respiratorios en el ganado ovino.
Como se muestra en la Figura 7, en general, BT es el germen que mayor porcentaje de resistencia presentd frente a
la mayoria de familias antibidticas (exceptuando sulfamidas, aminoglucdsidos y macrdlidos), mientras que MH fue
el que registré un porcentaje menor. BT se aisla sobre todo en las formas sobreagudas de CRO (De las Heras, 2001),
por lo que la alta tasa de resistencias resulta menos importante, ya que aplicar un tratamiento resulta muy

complicado debido a la rapidez de la muerte del animal y a la dificultad para apreciar los signos clinicos previos.

Perfil de resistencias
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Figura 7. Porcentaje de resistencias para distintas familias de antibioticos en MH, PM y BT.

También se puede apreciar que las familias frente a las que mayor tasa de resistencias se encontraron fueron los
aminoglucdsidos (MH 98,30%, PM 88,80% y 95,60%) y las tasas mas bajas la presentaron frente a los fenicoles (MH
4,50%, PM 3,10% y BT 3,70%). MH fue el germen mas resistente a aminoglucdsidos (98,34%) y a macrdlidos
(77,78%), mientras que PM fue la mas resistente a las sulfamidas (53,30%). En el caso de MH se observé que
presentdé los mayores porcentajes de resistencias frente a aminoglucdsidos, macrdlidos y tetraciclinas, mientras que
las familias mas eficaces fueron fenicoles, sulfamidas y quinolonas. Con relaciéon a PM, en la Figura 7, los mayores
porcentajes de resistencias observados fueron frente a aminoglucésidos, sulfamidas y macrdlidos y en
contraposicion la mayor sensibilidad encontrada fue frente a fenicol, quinolonas y lincosamidas.

Ademas de las familias, se decidid comparar las tasas de resistencia y tipos de resistencias por antibidticos
individuales. En los resultados que se muestren en la Figura 8, podemos ver que BT fue la bacteria que mayor tasa
de resistencia presenté a la mayoria de los antibidticos estudiados (salvo estreptomicina y florfenicol). Los
antibidticos frente a los que aparecieron mas resistencias fueron: estreptomicina (MH 98,60%, PM 91,50% y BT
97,40%), tetraciclina (MH 29,60%, PM 20,30% y BT 58,50%) y penicilina (MH 22,30%, PM 26,20% y BT 45,50%).

Mientras que el menor porcentaje de resistencias se observé frente a florfenicol (MH 4,50%, PM 3,10% y BT 3,80%)
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y marbofloxacina (MH 4,30%, PM 2,70% y BT 3,40%). Resulta especialmente interesante que, aunque este uUltimo

no estd registrado como medicamento de uso en ovino, si que se aprecia la existencia de resistencias.

Los resultados encontrados, reflejados en la Figura 8, para MH estdn en contraposicién con los datos aportados por
Klima y colaboradores sobre ganado bovino en Estados Unidos. Estos autores destacaron la ampicilina y amoxicilina-
clavulanico como los antibidticos frente a los que MH presentdé mds resistencias, y gentamicina y la
sulfamida+trimetropim como antibiéticos mas eficaces. En nuestros resultados ampicilina presento 3,23% (8/248) de
resistencia, amoxicilina-clavulanico 3,49% (13/373), gentamicina 85,71% (30/35) y sulfamida +trimetropim 18,11%
(65/359). Sin embargo, nuestros resultados concuerdan en el caso del ceftiofur y el florfenicol, ya que los mismos

autores los citan como antibidticos frente a los que menos resistencias presentd dicho germen (Klima et al., 2011).

Los datos obtenidos respecto a los antibidticos coinciden con los aportados por Cucco y colaboradores en distintas
especies. Estos autores encontraron que eritromicina y tilosina eran los antibidticos menos eficaces frente a PM. En
nuestro estudio, la tilosina apenas fue utilizada para este germen si bien la tasa de resistencia fue del 100,00% (2/2)
y a la eritromicina del 70,73% (29/41), mientras que el germen presentaba la mayor susceptibilidad frente a florfenicol
y ceftiofur. Sin embargo, los resultados obtenidos para la gentamicina no se corresponden con los de nuestro estudio,
ya que estos autores la incluyen en el grupo de antibidticos frente a los que se observa una mayor susceptibilidad,
mientras que en este estudio la resistencia de PM frente a gentamicina fue del 77,78% (14/18) si bien el nimero de

analisis en nuestro caso fue discreto (Cucco et al., 2017).
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Figura 8. Porcentaje de resistencias y tipo (completa o parcial) frente a los principales antibidticos en MH, PM y BT.
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Frente la penicilina la mayoria de resistencias se produjeron de forma intermedia, al igual que frente a enrofloxacina
y el florfenicol. Por el contrario, la modalidad de resistencia completa predomina frente a amoxicilina y

estreptomicina. Para el resto de farmacos se vio predominio de una u otra forma de resistencia segln los agentes.

Llama la atencion que PM no presentd resistencias frente a enrofloxacina. También cabe destacar que los tres
gérmenes tengan una resistencia cercana al 100% frente a la estreptomicina. Un porcentaje tan alto a este

antibidtico fue previamente documentado para MH y PM en un estudio realizado en Etiopia (Marru et al.,2013).

Para completar el estudio de comparacidn entre los principales agentes implicados en el CRO (MH, PM y BT), se
decidié estudiar la frecuencia de multirresistencias frente a algunas de las familias estudiadas anteriormente. En
estos agentes se estudiaron las siguientes familias: betalactdmicos, quinolonas, sulfamidas, aminoglucdsidos y
tetraciclinas. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 9.

PM
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1%
e
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55K Sensible a todo

resistente aminoglucosidos 3%

resistente beta lactamicos, resistente sulfamidas, resistente aminoglucosidos y

resistente tetraciclinas
resistente sulfamidas y aminoglucosidos

resistente beta lactamicos, resistente aminoglucosidos
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Figura 9. Porcentaje de aislamientos de MH (330 crecimientos), PM (175 crecimientos) y BT (43 crecimientos) segun modo de
resistencia respecto a los antibidticos estudiados. Los antibidticos estudiados fueron inferiores a los originales dado que
contar con informacion sobre las 5 familias antibioticas estudiadas fue exigido para su inclusién en este apartado.

Con respecto a MH, el aislamiento que con mas frecuencia se obtuvo fue el resistente Unicamente a
aminoglucdsidos (55%), seguido del resistente a aminoglucdsidos y tetraciclinas (15%). Igualmente cabe destacar
que el 1% de los aislamientos fueron sensibles a todas las familias mientras que algo mas del doble presentd

resistencia a todas ellas simultdneamente.
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Solo el 5% de los crecimientos de PM no mostraron ningun tipo de resistencias, mientras que el 2% fue resistente a
todas las familias de antibidticos estudiadas. Destaca también que un porcentaje muy importante de los
crecimientos de este germen fueron resistentes a los aminoglucésidos (88%) siendo el 29% de los crecimientos
resistentes solo a esta familia y el 23% resistente ademas a las sulfamidas.

Los resultados obtenidos para BT muestran que el porcentaje de crecimientos de este germen sensibles a todos los
antibidticos estudiados (2,00%) fue mucho menor que el de resistentes a todos (14%). El mayor porcentaje de
resistencia que se encontro fue frente a los aminoglucdsidos en exclusividad (26%), seguido de resistentes a todos
y resistentes a betalactamicos, sulfamidas, aminoglucésidos y tetraciclinas, (14% para ambos). Cabe destacar que el
96% de los crecimientos de este germen fueron resistentes a los Aminoglucdsidos, bien en exclusividad o mostrando

ademas resistencia a otros antibidticos.

Debido a que EC fue el agente mas frecuentemente aislado en este trabajo y presenta graves implicaciones con
salud publica se decidid estudiar también su perfil de resistencias a antibidticos. En el estudio se incluyeron
betalactdmicos, quinolonas, lincosamidas, aminoglucésidos y polimixinas. Como puede observarse en la Figura 10,
donde se resumen los resultados obtenidos, el 9% de los aislamientos de este germen fue sensible a todas las
familias de antibidticos estudiadas mientras que no se produjeron aislamientos de EC resistentes a todos ellos. El
aislamiento que se obtuvo con una mayor frecuencia fue el resistente solo a los betalactamicos (21%), seguido del
resistente a betalactamicos y aminoglucdsidos (13%). Debe resaltarse que el 79% de los crecimientos de EC fue

resistente a los betalactamicos.

Sensible a todos
M resistente betalactamicos
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Figura 10. Porcentaje de aislamientos de EC segiin modo de resistencia respecto a los antibidticos estudiados en 494
crecimientos.

Con respecto a la resistencia de EC a las polimixinas, los resultados de este estudio difieren de los publicados por
Liu y colaboradores para la especie porcina. En nuestro estudio, solo el 1,24% (7/565) de EC aislado de los corderos
fue resistente a la colistina, mientras que estos autores encontraron el 20,60% de los EC aislados de cerdo (Liu et
al.,2016). Esto podria indicar que la resistencia a la colistina es menor en ovino debido a un menor uso del antibiético

en esta especie en forma de premix (Lu et al., 2010).
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A la vista de los datos obtenidos, se constata que los aminoglucdsidos fue la familia de antibiéticos frente a los que
se genera un mayor porcentaje de resistencias en los gérmenes estudiados, ya sea de forma Unica, como en MH con
un 55% de resistencias, o apareciendo en forma de multirresistencias. Entre las combinaciones de multirresistencias

destaca especialmente la de aminoglucésidos y betalactdmicos, que es la que aparece con mayor frecuencia.

En la Figura 11 se resumen graficamente las frecuencias de resistencias a una o varias de las familias de antibiéticos
estudiados encontradas para los diferentes gérmenes. Asi, el 1% de los crecimientos de MH fue sensible a todas
mientras que se encontraron resistencias frente a una, dos, tres o cuatro en el 55%, 26%, 12% y 4%,
respectivamente. Solo el 2% fueron resistentes a las cinco familias de antibiéticos estudiadas. En el caso de PM el
5% de los aislamientos fue sensible a todas, el 34% fueron resistentes a una, el 35% a dos, el 18% a tres, el 6% a

cuatro y el 3% fueron resistentes a las cinco familias de antibidticos estudiadas.
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30,00% M Resistente a 2
20,00% - Resistente a 3
10,00% - M Resistente a 4
0,00% T — L -
MH PM BT EC

MW Resistente a 5

Figura 11. Porcentaje de aislamientos de MH (330), PM (175), BT (43) y EC (494) segin numero de familias de antibidticos a
las que presentan resistencia.

Estos resultados difieren de los obtenidos por Klima y colaboradores para ganado bovino en Estados Unidos. En
nuestro caso se ha detectado un porcentaje de resistencia a al menos una familia de antibidticos (99% MH y 95%
PM) que fue superior al que describen estos autores (72% y 50%, respectivamente). En relacién a los datos
referentes a multirresistencias, en concreto a la presencia de resistencias frente a tres o mas familias, en nuestro
estudio se encontrd un porcentaje para MH del 18% y de 27% para PM, mientras que en ese mismo estudio los
otros autores describieron cifras mayores, 45% para ambas bacterias (Klima et al., 2014). ). Esto puede deberse en
parte a que ellos estudiaron un total de siete familias mientras que nuestro estudio trabajé con cinco familias.

Los datos encontrados en nuestro estudio para BT, como puede apreciarse en la Figura 11, reflejan que el 2% de los
aislamientos fue sensible a todas las familias de antibidticos, el 28% fue resistente a una, el 21% a dos, el 19% a tres,
el 16% a cuatro y el 14% fueron resistentes a todas.

Con respecto a EC, el 9% de los crecimientos fue sensible a todas las familias de antibidticos, y fueron resistentes a
una, dos, tres y cuatro familias el 30%, 34%, 20% 7%, respectivamente. No se encontraron aislamientos resistentes
a todas las familias estudiadas. Un dato de interés es que EC fue el germen que presentd un mayor porcentaje de
aislamientos sensibles a todas las familias estudiadas presentd, y ademas, no aparecieron crecimientos de EC con

resistencia a todas las familias de antibidticos estudiadas. Esto podria corroborar el papel de contaminante de este
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germen en nuestro estudio, ya que como se comenté anteriormente las resistencias antibiéticas pueden ser

consideradas como un factor de virulencia de las bacterias.

Con todos los datos recogidos en la Figura 10 respecto a MH, PM y BT, se puede concluir que para los tres gérmenes
el porcentaje de aislamientos con sensibilidad a todas las familias de antibidticos estudiadas es muy bajo, no
superando en ningun caso el 5,00%. Por otro lado, también se ha encontrado que estas bacterias presentaban cepas
resistentes a todas las familias que se estudiaron, apareciendo en los tres casos con una mayor frecuencia que la de
las cepas sensibles a todas. Teniendo en cuenta que se considera que hay multirresistencias cuando aparecen
resistencias a mas de un antibidtico (Klima et al., 2014), se puede deducir que en nuestro estudio la aparicion de
multirresistencias en los gérmenes estudiados es importante, ya que supera el 32,00% en todos los gérmenes

relacionados con el CRO.

4. Asociaciones en el perfil de resistencias entre familias de farmacos.

A raiz de lo observado en el apartado anterior, se decidid valorar la existencia de asociaciones entre las distintas
familias de antibidticos que dan lugar a la aparicidon de multirresistencias. Con los datos obtenidos de los perfiles
de resistencias encontrados para cada familia de antibidticos, se analizd la presencia de posibles asociaciones
entre familias que favoreciesen la presentacién de resistencias, calculando el riesgo de aparicién de las mismas

y se comprobd si eran significativas(p<0,05). Los resultados se recogen en la Tabla 2.

Tabla 2. Riesgo de asociacidn entre familias de antibidticos seglin agente patdgeno. Las celdas verdes indican p<0,050 y las

rojas p<0,001.

I Betalactamicog Quinolonas | Lincosamidzs | Sufamidas | Polimixinas | &mincglucasidos Femicol Macrolidos
Betzlactamicos 3,27 - 434 - - 5,72 -
Quinolonas 8,14 6,74 - - - -
Lincosamidas - - - - N
Sulfamidas - - - 4615
Polimixinas - - -
Aminoglucosidos - 5,73
Femicol -
Macralidos
PR Betalzctamicog Quinolonas | Lincosamidas | Sufamidas | Polimixinas | Amincglucdsidos Fenicol Macralidos
Betzlzctimicos - - - - - - 135
Quinolonas - 458 - - — -
Lincosamidss - - 1,28 -
Sulfamidas - - - -
Polimixinas - - -
Aminoglucasidos - -

BT Betalactamicod Quinolonas | Lincosamidas | Sulfamidas | Polimixinas | Aminoglucdsidos Femicol Azcrilidos

Betzlactémicos - - 467 - - - -

Quinolonas -- 8.8 - - - -

Lincosamidas - - - -

Sulfamidas - - -

Polimixinas - —

Amimoglucosidos - -

Fenicol -
I .

crolidos
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Como se ha comentado en la revisién bibliografica, la resistencia a los betalactdmicos se debe a cambios en la
permeabilidad de la pared celular que impide la entrada a los antimicrobianos, Esto provoca que no puedan actuar
en sus puntos de unién o dafiar la pared (Frere et al., 1991). Este mecanismo de resistencia podria ocasionar que
las cepas resistentes a los betalactdmicos fuesen igualmente resistentes a otros antibidticos que ejercen su efecto
en el interior de la célula como quinolonas, sulfamidas, fenicoles y macrélidos.
Segun nuestro estudio, si MH era resistente a betalactamicos:
e Seincrementaba 3,27 veces el riesgo de que también lo fuese a as quinolonas. El cambio de permeabilidad
al que se asocia la resistencia frente a los betalactdmicos podria actuar evitando la entrada de las quinolonas
al interior de la bacteria, lo que supone que no llegue hasta la enzima ADN girasa (Richard Adams, 2003).
e SeIncrementaba 4,34 veces el riesgo de compartir resistencia a sulfamidas. Esto puede ser debido a que las
sulfamidas no puedan penetrar en el interior celular y sustituir al PABA (Sumano Lopez y Ocampo Camberos,
2006).
e Se Incrementaba 5,78 veces el riesgo de ser también resistente a fenicol probablemente porque este no
pueda acceder hasta la subunidad 50s de los ribosomas bacterianos (Civljak et al., 2014).
Igualmente se observd que si PM era resistente a betalactamicos aumentaba 13,50 veces el riesgo de serlo también
a los macrodlidos. Una posible explicacion a este hecho podria ser, al igual que para los fenicoles, que este farmaco
no fuese capaz de llegar a la subunidad 50s de los ribosomas de las bacterias.
También se encontraron asociaciones para BT, cuando este germen fue resistente a betalactamicos, se incrementé
4,67 veces el riesgo de serlo ademads a las sulfamidas. El mecanismo mediante el cual esto podria suceder seria el
mismo que se ha citado para MH.
La resistencia a las quinolonas se produce principalmente por disminucion de la permeabilidad celular o mutaciones
de la ADN girasa (Richard Adams, 2003). En este estudio se observd que cuando MH era resistente a quinolonas:
e Aumentaba 8,14 veces el riesgo de serlo frente a lincosamidas. Las quinolonas penetran en el interior celular
a través del canal de las porinas (Sumano Lopez y Ocampo Camberos, 2006). Cambios en este canal pueden
conducir a que las lincosamidas no puedan penetrar en el interior celular y actuar sobre los ribosomas
bacterianos y su unidad 50s. Esto no afectaria a los betalactamicos, como se ve en la tabla de asociaciones,
ya que ellos se unen a proteinas de unién y no precisan de transporte activo.
e Aumentaba 6,74 veces el riesgo de ser resistente a las sulfamidas. Esta asociacion se puede explicar por la
imposibilidad de ambos farmacos de penetrar en el interior celular (Sumano Lopez y Ocampo Camberos,
2006). Esto haria que las sulfamidas no actuasen sobre el PABA.
También se deduce de este estudio que cuando MH era resistente a sulfamidas se incrementaba 4,62 veces el riesgo
de que sea resistente a los macrdlidos. Que ambos farmacos tengan esta relacidn es posible de explicar debido a

gue estos farmacos necesitan del transporte activo dependiente de energia para acceder al interior celular. Cambios
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en la membrana que impidan que se realice este transporte activo podrian dar lugar a esta asociacion. (Sumano
Lopez y Ocampo Camberos, 2006).

Con respecto a PM, si este era resistente a sulfamidas crecia 1,36 veces el riesgo de serlo a los fenicoles. La razén
de que esto suceda podria estar relacionada con alteraciones en los receptores del PABA, por lo que las sulfamidas
no podrian sustituirlo lo que originaria una mala formacién del ADN y ARN bacteriano, con la consiguiente alteraciéon
de los ribosomas bacterianos que impida su unién al fenicol.

Ademads de esto, se observé que si MH era resistente a aminoglucdsidos se incrementa 5,78 veces el riesgo de que
fuese resistente a los macrélidos. Ambos antibidticos actian sobre la subunidad 50S de los ribosomas bacterianos.
Por lo que, una posible causa de esta asociacion podria ser la existencia de modificaciones de la subunidad 50S
(Wang et al., 2005).

Tanto PM como BT aumentaron el riego de ser resistentes a las sulfamidas (4,56 y 9,80 veces, respectivamente)

cuando presentaron resistencia a las quinolonas.

5. Evolucion de la aparicidon de resistencias.

En este apartado se ha valorado la existencia de variaciones significativas, a lo largo del periodo de estudio, de los
porcentajes de resistencias frente a las familias de antibidticos utilizadas en los distintos gérmenes asociados al CRO.

5.1. Quinolonas.

Como muestra la Figura 12, para MH se encontraron cambios significativos en la tasa de resistencias frente a
quinolonas. Se pueden establecer dos periodos segun la tasa de resistencias. El limite entre estos periodos se
establece en el afo 1999. De 1997 a 1999 la tasa de resistencias fue del 16,70%, mientras que del 1999 hasta la

actualidad la tasa bajoé hasta un 4,60%.

Ferfil de resistencia a las quinolonas

Mode 0

_Category % n
oo El B Sensible 92,7 353
L Sen_sible : B Resistente 7.3 28
| B Resistente | Total 100,0 3286
I =
AHD

Adj. P-value=0,003, Chi-square=14,

139, df=1

== 19990 = 19990

Mode 1 Mode 2
Categony % n Categony i n

B Sensible 23,2 70 B Sopzible 954 222
B Resistente 16,7 14 B Resistente 46 14

Total 2182 24 Total 7a.z2 202

Figura 12. Evolucién durante el periodo (1997-2017) de la tasa de resistencias a las quinolonas en MH.
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Esta reduccion pudo estar asociada a la prohibicidn del uso de quinolonas en piensos de corderos a partir del afio
2000. Este descenso en el uso de dichos antibidticos pudo originar la pérdida de resistencias. Dado que por lo
general las cepas resistentes son menos eficientes desde el punto de vista metabdlico, como se ha citado en la
revisién bibliografica, esto conduce a una reversidn de la resistencia, al no existir la presion selectiva del antibiético

y tener una mejor eficiencia metabdlica aquellas cepas no resistentes al antibidtico (Andersson y Hughes, 2010).
5.3. Sulfamidas.

Para MH, se observa un crecimiento significativamente importante en la tasa de resistencias a las sulfamidas. Tal
como muestra la Figura 13, se aprecian dos periodos diferenciados en relaciéon a este crecimiento. Entre 1997 y
2011 el porcentaje de resistencias se situaba en el 14,50%, pasando desde este afio hasta la actualidad a ser del

41,80%.
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Figura 13. Evolucion durante el periodo (1997-2017) de la tasa de resistencias a las sulfamidas en MH.
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Con respecto a PM, también se ha producido un incremento de la tasa de resistencias a las sulfamidas. Como
muestra la Figura 14, se aprecian dos periodos con diferencias significativas. De 1997 al 2002 la tasa de resistencias
se situaba en el 40,20% y desde el afio 2002 a la actualidad esta tasa se ha incrementado hasta el 62,80%. Esta
evolucidn podria explicarse por el uso muy extendido en los ultimos afios de sulfamida+trimetropim, en el pienso
medicado para corderos. También podria haber contribuido el incremento del uso por via parenteral de sulfamidas

como parte de tratamientos.

El porcentaje de resistencias para aquellas familias que no tuvieron variaciones significativas en el periodo de
estudio fue del 75,50% frente a macrdlidos, del 95,10% frente a aminoglucdsidos (que representaron la tasa mas
alta observada), del 29,50% frente a tetraciclinas y del 9,50% frente a lincosamidas.

En el resto de familias antibidticas estudiadas no se han observado variaciones estadisticamente significativas para

MH, PM o BT.

Conviene destacar que para aquellas familias de antibidticos en las que se observaron variaciones estadisticamente
significativas en la tasa de resistencias se tiene constancia de su uso en piensos medicados para corderos. Es el caso
de las sulfamidas, cuyas resistencias aumentaron con el tiempo, las quinolonas en las que se ha producido un
descenso posiblemente por su prohibicion de su uso en forma premix. Sin embargo, esto no sucede siempre, por

ejemplo, el uso de las tetraciclinas en los piensos no ha implicado una variacién estadistica en su tasa de resistencias.

CONCLUSIONES.

Las conclusiones extraidas del presente estudio se citan a continuacién:

e Eliminando los agentes no respiratorios, por su posible implicacion como agentes contaminantes, los
principales agentes respiratorios encontrados asociados al complejo respiratorio ovino fueron Mannheimia
haemolytica con el 33,00% de los aislamientos y Pasteurella multocida, el género Mycoplasmay Bibersteinia
trehalosi con el 18,00%, 13,00% y 3,00% respectivamente.

e Las familias de antibidticos frente a las que se encontraron mas resistencias, en Mannheimia haemolytica,
Pasteurella multocida y Bibersteinia trehalosi, fueron aminoglucdsidos y macrélidos con el 95,10% y 75,50%
respectivamente de tasa de resistencias en el conjunto de los tres gérmenes

e En los tres gérmenes principales asociados al CRO se comprobé la aparicion de multirresistencias a
betalactamicos, quinolonas, sulfamidas, aminoglucésidos y tetraciclinas. Siendo mayor de un 32,00% la tasa
de resistencias a mas de una familia estudiada y superior al 2,42% la tasa de resistencias a esas cinco
familias..

e Se han encontrado asociaciones entre familias de antibidticos que favorecen significativamente la aparicion

de multirresistencias en Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida y Bibersteinia trehalosi.
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e En los ultimos 20 afios la tasa de resistencias en Mannheimia haemolytica para las quinolonas ha
descendido (posiblemente asociado a la retirada de esta familia de su uso como premix), mientras que para
sulfamidas se ha incrementado y en Pasteurella multocida se ha observado el mismo incremento para las

sulfamidas.

CONCLUSIONS.

The conclusions drawn from this study are cited below:

e Excluding non respiratory agents due to their posible involvement as contaminating agents, the main
respiratory agents associated with the Ovine Respiratory Complex (ORC) were: Mannheimia
haemolytica (MH), Pasteurella multocida (PM), Mycoplasma (My) and Bibersteinia threalosi (BT)
(33.00%,18.00%, 13.00% and 3.00% respectively)

e In cases where MH, PH and BT were involved aminoglycosides and macrolides were the antibiotic

families which showed the highest resistance rate (95.10% and 75.50% respectively).

e The study of resistant profile in the main agents associated with ORC to betalactamics, quinolones,
sulfamides, aminoglycosides and tetracyclines showed that more than 32.00% fo isolaments were

resistant to two o more antibiotics families and more than 2.42% resistent to all of them.

e There were significant associations between antibiotic families which trigger the apparition of new

multidrug resistances of MH, PM and BT.

e In the last two decades the resistance rate of MH to quinolones has decreased (could beassociated
with the removal of his family of antibiotics from the premix feed use) while the resistance rate to

sulfamides in MH and PM has increased.
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