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RESUMEN

En el presente trabajo se estudia el efecto que ejerce el florfenicol sobre la flora
ruminal de ovejas gestantes. El objetivo del estudio fue la reproduccién de una serie de
cuadros clinicos acontecidos a nivel de campo en diferentes rebafios, tras la administracién de

este antibidtico.

Para intentar reproducir los casos fueron necesarias diez ovejas en ultimo tercio de
gestacidén, de las cuales cinco se utilizaron como control y a las otras cinco se les administré
florfenicol por via intramuscular siguiendo la pauta y dosis terapéuticas. Para poder valorar el
efecto del florfenicol sobre la flora del rumen se estudiaron los parametros y caracteristicas
basicas del liquido ruminal en las diez ovejas. Para ello, se realizd la extraccion de liquido
ruminal mediante ruminocentesis en cuatro momentos distintos del estudio y se analizd a
través de métodos laboratoriales, procediendo a la medicion del pH de la muestra, la
observacién de la cantidad, el tamafio y la movilidad de infusorios mediante microscopia

Optica y la realizacion de extensiones de liquido ruminal teiidas con la tincidon de Gram.

Los datos fueron analizados posteriormente con el paquete estadistico SPSS 20.0 (IBM,
Michigan, lllinois). De los resultados obtenidos en las mediciones de pH y en todos los
pardmetros estudiados de los infusorios, ninguno resultd ser estadisticamente significativo
(p>0.05), ni entre los datos de ovejas control y ovejas tratadas, ni en los datos recogidos en las
diferentes extracciones de liquido ruminal. Por otro lado, aunque el 60% de las ovejas tratadas
experimentaron variaciones en sus poblaciones bacterianas del liquido ruminal, produciéndose
un incremento en las bacterias Gram positivas, estas diferencias tampoco resultaron

significativas.

Palabras clave: florfenicol, flora ruminal, ovejas gestantes.




FLORFENICOL EFFECT OVER RUMINAL LIQUID IN PREGNANT
EWES

SUMMARY

In this work the effect of florfenicol on the ruminal flora of pregnant ewes is evaluated.
The objective of the study was the reproduction of the clinical events occurred in three
different commercial flocks after administration of the antibiotic in response of an abortion

outbreak.

Ten pregnant ewes were necessary to perform the study. Five ewes were used as
control group and the other five were treated with florfenicol through the intramuscular route
by following the general guidelines of the product. To assess the effect of florfenicol on the
ruminal flora, the basic parameters of ruminal fluid were analyzed in all ewes. In order to
perform it, the ruminal fluid was extracted through ruminocentesis and pH was measured, as
well as the characteristics of the infusoria present in the samples (amount, size, and mobility),
by using optical microscopy and preparing smears from the ruminal fluid, stained with Gram

stain, to observe the different bacteria population.

Subsequently, the data were analyzed with the statistical package SPSS 20.0 (IBM,
Michigan, lllinois). Neither pH measures nor the rest of the studied parameters concerning
infusoria and bacteria were statistically significant (p>0.05), between the control and the
treated ewes. Although 60% of the treated ewes suffered changes in their ruminal bacterial
population, increasing their Gram positive population, neither these differences were not

statistically significant.

Keyword: florfenicol, ruminal flora, pregnant ewes
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1. INTRODUCCION.

Los ovinos son animales rumiantes y herbivoros, alimentdndose fundamentalmente de
pastos, forrajes, silos, cereales etc. que contienen componentes como la celulosa, la
hemicelulosa o la lignina (polisacaridos insolubles). Los rumiantes, al igual que otros animales,
no pueden degradar los enlaces glucosidicos -1,4 de la celulosa, por ello han desarrollado una
compleja microbiota simbionte, que implica una asociacién intima de organismos de especies
diferentes para beneficiarse mutuamente en su desarrollo vital. Esta microbiota, incluye
bacterias, protozoos, hongos y arqueas (Van Soest, 1994). Esta asociacion les ha permitido
adaptarse al consumo de vegetales pudiendo hidrolizarlos y de esta forma obtener energia de

ellos.

Los rumiantes poseen una cdmara fermentativa que estd compuesta por tres
compartimentos o preestémagos: el reticulo, el rumen y el omaso. Estos se caracterizan por no
tener epitelio glandular, a diferencia del abomaso que posee un epitelio excretor y que realiza

la misma funcién que el estémago de los monogastricos.

El rumen es el preestémago de mayor capacidad, conectado en su parte posterior con el
reticulo mediante el pliegue reticulo-ruminal. La parte anterior estd conectada a través del
es6fago con la cavidad oral, existiendo un continuo flujo de material que entra y sale de él

mediante el proceso de la rumia.

El rumen posee unas caracteristicas que permiten que la microbiota que se desarrolle sea
abundante y diversa, lo que es fundamental para una correcta fermentacion y digestion de los
componentes de la dieta de los rumiantes. Igualmente, posee una temperatura que suele
encontrarse en un rango entre 38 y 41°C, uno o dos grados por encima de la temperatura
corporal (Silva et al., 2007). El flujo de la comida, el agua y la saliva, la cual posee gran cantidad
de fosfatos y bicarbonatos que proporcionan propiedades tampdn, mantienen el pH del
liquido ruminal y la ingesta en valores cercanos a la neutralidad, levemente acidos (Manson,

1951). Estos valores se encuentran entre 5,5 y 6,9, siendo el pH uno de los factores mas

variables. A pH 6 las bacterias celuloliticas quedan inhibidas, mientras que a pH 5,5 la funcién
ruminal es anormal debido a la acidosis. Las ovejas pueden producir entre 10 y 15 litros de
saliva al dia (Czerkawski, 1986). La osmolaridad del rumen se encuentra en valores entre 260 y
340 mOsm, la cual permite que se lleve a cabo una correcta fermentacion de los alimentos.
Ademas, el potencial redox se mantiene en valores bajos (-0.4V) y la concentracién de oxigeno

es practicamente inexistente, lo que permite el desarrollo de una microbiota anaerobia

estricta, aunque también hay presentes bacterias anaerobias facultativas (Silva et al., 2007).




El conjunto reticulo-rumen es un ecosistema abierto, lo que permite la entrada continua
de sustratos y la salida de microorganismos muertos y deshechos. El rumen, ademas, contiene

un medio acuoso que permite que se lleven a cabo todas las reacciones bioquimicas.

Finalmente, es importante saber que el nimero de microorganismos, asi como las
funciones que estos desempefian, estdn intimamente asociados tanto con desdrdenes

metabdlicos como con el bienestar de los animales (Bryant, 1959).

Para poder entender con mayor claridad el ecosistema ruminal, a continuacién se pasara a

describir con mayor detalle los tres tipos de poblaciones que integran su flora.

1.1 Poblacion ruminal.

La gran mayoria de las bacterias son Gram negativas y el numero de bacterias Gram

positivas tiende a aumentar con dietas que tienen niveles elevados de energia.
La microbiota del rumen puede ubicarse en tres localizaciones distintas:

1. Adherida a la pared.
2. Asociada a particulas alimentarias (SAB: solid adherent bacteria).

3. Libres flotando en el liquido ruminal (LAB: liquid associated bacteria).

Las bacterias que se desarrollan adheridas a la pared ruminal suelen ser anaerobias
facultativas, pueden utilizar el O, ya que el epitelio ruminal estd bien oxigenado e irrigado (Van
Soest, 1994). Ademas, esta poblacidn tiene acceso continuo a los sustratos del fluido ruminal
debido a las contracciones ritmicas que ocurren en el complejo reticulo-rumen. Igualmente,

tienen acceso a los metabolitos que atraviesan el epitelio (McCowan, 1978).

Las SAB Se encuentran adheridas al sustrato que utilizan, y abandonan el rumen cuando
estas particulas de alimento reducen suficientemente su tamafo. Pueden constituir entre el 70
y el 75% del flujo microbiano que abandona el rumen, constituyendo asi la comunidad
microbiana mas importante en cantidad y la que mayor actividad fibrolitica desarrolla. Algunos
gérmenes frecuentes en este grupo son Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus flavefaciens y

Borrelia spp. (Martinez, 2009).

Las LAB se encuentran en el liquido ruminal y consumen componentes solubles del mismo.

Las mas comunes son Bacteroides spp., Streptococcus spp. y Megasphaera spp. Todas ellas se




caracterizan por una alta velocidad de divisidn celular, lo que permite su mantenimiento en el

medio con elevadas tasas de renovacion (Czerkawsky, 1988).

Varias investigaciones han demostrado que la unién de los microorganismos ruminales a
los sustratos es un requisito previo para la digestion de las particulas de alimentacion en el

rumen (McAllister, 1994).

Por otro lado, las bacterias también pueden clasificarse en base a los sustratos que
emplean y los productos finales de su fermentacidn, si bien, una misma especie bacteriana
puede cumplir mas de una funcidon metabdlica.

Tabla 1. Agrupacion de las especies bacterianas presentes en el rumen de acuerdo al tipo de sustrato de
fermentacion. (Parra, 2010)

Grupo de bacterias

Caracteristica

funcional

Principales productos
finales de su

metabolismo

Ejemplo

Celuloliticas Fermentan hidratos de Acidos grasos volatiles — Fibrobacter succinoges
carbono estructurales AGV- (especialmente Ruminococcus flavefaciens
de la pared celular acetato)
(celulosa, hemicelulosa
y pectinas)
Amiloliticas Fermentan hidratos de AGV (especialmente Streptococcus bovis

carbono de reserva de

granos (almiddn)

propionato)

Bacteroides amylophilus

Sacaroliticas

Fermentan hidratos de
carbono simples

(azlcares vegetales)

AGV(especialmente

butirato)

Lactobacillus vitulinus

Treponema bryantii

Lipoliticas

Metabolizan las grasas

Acidos grasos libres y
AGV (especialmente

propionato)

Anaerovibrio lipolytica

Treponema bryantii

Proteoliticas

Degradan proteina

AGV y amoniaco (NH3)

Bacteroides amylophilus

Metandgenas Producen metano Metano (CH,). Methanobacterium
ruminantium
Methanobacterium formicium
Ureoliticas Hidrolizan la urea CO, y NHs. Succinivibrio dextrinosolvens

Bacteroides ruminicola




1.1.2 Protozoos.
Los protozoos conviven en el rumen junto con hongos y bacterias, estando bien
adaptados a vivir en ese habitat, lo que los ha convertido en microorganismos endosimbiontes

de los rumiantes (Zapata et al., 2010).

Los protozoos ruminales se encuentran en una concentracién, tanto en vacuno como
en ovino, en un rango de entre 6x10* y 4x10°/ml (Hungate, 1996), por lo que constituyen un
50% de la biomasa viable del rumen. Por todo ello, se estima que es la segunda poblacion mas
abundante del rumen. Su densidad y diversidad esta influenciada por factores como la edad, la

genética y la dieta.

Los protozoos son anaerobios estrictos y se clasifican fundamentalmente en dos
grupos: holotricos y entodiniomorfos. Los holotricos tienen la superficie del cuerpo cubierta de
cilios, por lo que son mdviles, y de forma ovalada o redondeada. Otra caracteristica es que
utilizan carbohidratos no estructurales, fundamentalmente solubles, en su alimentacién. Los
entodiniomorfos se caracterizan por tener una pelicula rigida, espinas, placas esqueléticas y
mechones ciliados en su superficie dorsal (Kumar et al., 2015). Para su alimentacién pueden
utilizar almiddén, almacendndolo en ocasiones en forma de vacuolas, celulosa, hemicelulosa,

pectina y azUcares solubles (Van Soest, 1994).

Imagen 1. Infusorios ruminales (Lorente, 2017).




Los rumiantes no poseen protozoos en sus estdmagos al nacer, pero los obtienen
mediante la regurgitacién de los alimentos con contenido ruminal y su mantenimiento en la
boca durante la rumia. También, la cria puede recibirlos directamente de la madre mediante la

limpieza a través del lamido.

Sin embargo, los protozoos, aunque estdn presentes en el rumen en condiciones
normales, no son imprescindibles para la funcién ruminal ni para la supervivencia del animal,
ya que los animales defaunados pueden sobrevivir sin ellos y los procesos de fermentacién
siguen igualmente sin su presencia. No obstante, se ha visto que cuando disminuye el nimero

de protozoos, el nUmero de bacterias tiende a crecer (Martinez, 2009).

Los protozoos contribuyen activamente al control de la poblacion bacteriana y a la
formacién de productos finales de la fermentacién (Nsabimana et al., 2003). Desde el punto de
vista metabdlico, los protozoos se diferencian de las bacterias porque poseen menor
capacidad celulolitica y, ademas, no son capaces de sintetizar proteinas a partir de nitrégeno
no proteico (NNP). Otra importante funcién esta relacionada con la ingestion de bacterias
amiloliticas y fragmentos de almiddn, los cuales son englobados en su interior, protegiéndolos
de la fermentacién bacteriana y manteniéndolos en su interior hasta que son digeridos por el
propio protozoo. Cuando los protozoos mueren o son arrastrados por el bolo alimenticio, hacia
el intestino delgado, son digeridos por las enzimas, prolongando la digestién de estos sustratos
(Alvarez et al., 2009). De la misma manera, con su muerte en el rumen también aumentan el
valor biolégico de la proteina, ya que liberan proteina al medio que es utilizada por las

bacterias, degradandola en cadenas carbonadas y amoniaco para cubrir sus necesidades.

Por ultimo, cabe mencionar que los protozoos son empleados como indicadores del
estado del rumen. Su desarrollo se da preferiblemente a un pH superior a 6, mientras que
cuando se dan trastornos digestivos, como acidosis ruminales, éstos presentan menor
motilidad y desaparecen progresivamente: en primer lugar los grandes, luego los medianos y

finalmente los pequefios (Ramos et al., 2007).

Los primeros hongos ruminales fueron descubiertos por el cientifico britanico Colin
Orpis en 1975. Aunque en el rumen también existen hongos aerobios, la gran mayoria son
microorganismos anaerobios y suponen entre un 5 y un 20% de la biomasa microbiana total. El
hecho de que su descubrimiento fuera algo mas tardio al de resto de microorganismos,
probablemente se debe a los métodos de trabajo empleados durante mucho tiempo, en los

que se retiraba las particulas sélidas del liquido ruminal para el andlisis de éste. Gran parte de




los hongos, principalmente los anaerobios, se encuentran adheridos a las particulas sdlidas e

incluso en el interior de las particulas vegetales (Bauchop, 1985).

Se ha observado que la colonizacién del rumen por los hongos se da a edades muy
tempranas. En corderos de dos semanas de vida, se han encontrado hongos anaerobios incluso
cuando estos eran separados de otras ovejas adultas. Esto sugiere que la madre juega un papel
importante en la transferencia inicial de estos organismos al cordero, siendo la saliva una via
relevante (Fonty et al., 1987). Sin embargo, también existe intercambio a través de los
aerosoles y materia fecal, siendo el pasto una zona de transferencia habitual incluso entre

rebafos.

Los hongos estan asociados con bacterias y protozoos, aunque las interacciones
directas con éstos pueden ser limitadas cuando los hongos desarrollan sistemas rizoides
extensos dentro de las particulas de las plantas (Gordon, 1998). Son capaces de hidrolizar y
utilizar la celulosa y la hemicelulosa (Martinez, 2009), debido a que producen todas las
enzimas necesarias para que se produzca la descomposicion de la biomasa de la planta
(Kumar et al., 2015). El grado de presencia de estos microorganismos en el rumen también
esta relacionado con el tipo de dieta de los animales, estando asociados normalmente a dietas

con un alto contenido de forraje (Bauchop, 1985).

Toda la flora ruminal descrita hasta ahora es sensible a los cambios que puedan
modificar las caracteristicas internas del rumen, siendo los cambios de dieta y los procesos

patoldgicos los factores que con mayor frecuencia producen estos cambios.

Aunque son muchos los elementos capaces de provocar estas alteraciones de la flora
este trabajo se centra en el efecto de los antibidticos sobre ella, de manera que sera lo que se

trate con mayor profundidad.

Entre los multiples estudios que han demostrado la alteraciéon de la microbiota
ruminal y de sus procesos debido a la administracién de antibidticos, en 1995 Van Nevel et al.
demostraron que los antibidticos promotores del crecimiento, como los iondforos y la
amoxicilina disminuyen la lipdlisis de un 10 hasta un 20%, pero también se observd la
influencia de algunos antimicrobianos sobre diferentes patrones de fermentacién, como son la
proporcién de AGV y la produccién de CH,. Por otro lado, en otro estudio, determinaron el
efecto de antibidticos como la bacitracina, terramicina y los ionéforos sobre la eficiencia de

crecimiento microbiano (Van Nevel et al., 1990).




En el estudio de Nagaraja et al., realizado en 1987, se demuestra la susceptibilidad o
resistencia de las bacterias ruminales a antibidticos promotores del crecimiento. En él se pudo
observar que las bacterias productoras de acido lactico, generalmente, eran mas susceptibles.
De la misma forma, la mayoria de bacterias productoras de acido butirico fueron sensibles a
los antibidticos, con la Unica excepcién de Megasphaera elsdenii, la cual, fue resistente a todos
los antibidticos probados en el estudio. También hubo susceptibilidad por parte de las
bacterias productoras de dacido férmico, con la excepcidon de Bacteroides ruminicola y
Bacteroides succinogenes, que producen acido acético, acido férmico y acido succinico, las

cuales también fueron resistentes.

En general todas las bacterias productoras de acido lactico, formico, butirico o
hidrogeno como productos finales fueron susceptibles a los antibidticos, mientras que, las

bacterias productoras de acido succinico o fermentadoras de acido lactico fueron resistentes.

Asi pues, la bibliografia refleja desde hace tiempo una relacién légica entre la
administracién de antimicrobianos a rumiantes y la posibilidad de que estos desarrollen una
disbiosis al producirse un desequilibrio entre sus poblaciones ruminales (Munch-Petersen et

al., 1985; Bryant et al., 1965).

Finalmente, también hay descripciones de casos clinicos derivados del uso del
florfenicol. En el afio 2011, se expuso un caso en el que la administracion de este
antimicrobiano se relacionaba con una disbacteriosis en terneros. Este antibidtico
administrado con la raciéon produjo una destruccidn masiva de la flora bacteriana ruminal
(Rojas et al., 2011). En otro estudio, también se describié que la administracion de florfenicol a
terneros reducia de manera intensa la fauna microbiana, mientras que en terneros que no

habian recibido el antibidtico la flora tenia un comportamiento normal (Oultran et al., 2016).

1.2 Florfenicol.

El florfenicol pertenece a la familia de los anfenicoles. En este grupo también se

encuentran el cloranfenicol y el tianfenicol (Pérez, 2010).

El florfenicol es un antibiético de amplio espectro, eficaz contra un amplio nimero de
bacterias Gram positivas y negativas (Pérez, 2010). Estd descrito que la actividad
antimicrobiana del florfenicol, del cloranfenicol y sobre todo del tianfenicol, es menor frente a

algunos microorganismos Gram positivos (Popova et al., 2001).




Estos tres compuestos actian inhibiendo la sintesis de proteinas bacterianas uniéndose a
las subunidades 50S y 70S de los ribosomas bacterianos (Cannon et al., 1990). Debido a esta
unién se inhibe la enzima peptidiltransferasa, impidiendo la elongaciéon de la cadena
polipeptidica. El resultado es la inhibicion de la multiplicacién bacteriana, ejerciendo una
accion bacteriostatica (Bregante et al. 2004). Aunque los tres antibidticos comparten el mismo
mecanismo de accidén, presentan ciertas diferencias que hacen que haya modificaciones en sus
efectos clinicos. Por ejemplo, el principal mecanismo de resistencia bacteriana al cloranfenicol
y al tianfenicol se debe a la presencia de la cloranfenicol acetiltransferasa (CAT) en los
microorganismos resistentes. La acetilacion por la CAT impide la interaccion del cloranfenicol
con los ribosomas bacterianos, desactivando asi el mecanismo de accidn antibacteriana. En el
florfenicol la presencia de un atomo de fldor en la posicién C-3, en lugar de un grupo hidroxilo,
hace a este antibidtico eficaz para aquellas bacterias con CAT ya que impide su acetilacidn. Por
lo tanto, varias cepas bacterianas que son altamente resistentes tanto al cloranfenicol como al
tianfenicol son sensibles al florfenicol (Pérez, 2010). Segun algunos autores, su seguridad y
eficacia convierte al florfenicol en el farmaco ideal para sustituir a los dos anteriores

(Jianzhong et al., 2004).

Este antibidtico actua, principalmente, como bacteriostdtico, aunque estudios in vitro han
demostrado que puede actuar como bactericida frente a Mannheimia haemolytica, Pasteurella

multocida, Actinobacillus pleuropneumoniae e Histophilus somni (AEMPS, 2012)

A continuacién se explicara la farmacocinética del florfenicol mediante la revision de
diferentes estudios, ayudandonos a comprender el funcionamiento del farmaco en el

organismo.

Existen varios trabajos en los que se estudia la farmacocinética en la especie ovina. Asi
pues, en el estudio realizado por Ali et al. (2003) se compara la farmacocinética y la tolerancia
del florfenicol en distintas especies en funciéon de la via de administracién (intravenosa e
intramuscular). En el caso del ovino, siguiendo un modelo bicompartimental y administrando
el antibiético a una dosis de 20 mg/kg, los datos obtenidos para la via intramuscular
consistieron en un pico de concentracidn de plasma (Cn.x) de 1.04+0.10 pg/ml que se alcanzé
(tmax) €n 1.4410.16 horas y una vida media terminal (t;,;) de 137.0+12.16 minutos. La fraccién
de absorcién del antibiético (F) fue del 65.8216.71%. Asi pues, los valores de t;, mediante
administracién intramuscular del antibidtico fueron de 127-151 minutos, mientras que por via

intravenosa fueron de 71-89 minutos. La administraciéon intramuscular puede, por lo tanto,
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proporcionar un extenso periodo con aproximadamente la misma concentracion del farmaco

en la sangre (Ali B.H et al, 2003).

En el estudio de Soback et al. (1995) se compara la farmacocinética del florfenicol después
de su administracién por las vias intravenosa, intramuscular e intramamaria en vacas lecheras.
Se les administré a todos los animales una Unica dosis de 20 mg florfenicol/ kg de peso vivo
para la inoculaciéon por via intravenosa, dos semanas mas tarde recibieron la misma dosis pero
por via intramamaria y cuatro semanas tras la primera administracién, los animales recibieron
de nuevo la misma dosis, inyectada en la regidon del cuello, divida en dos volimenes
equitativos, mediante via intramuscular. Entre los resultados se obtuvo una C.x por via
intramuscular de 2,3 ug/mL y por via intramamaria fue de 6,9 pg/mL, que se alcanzd (tmax) en
3 horas por via intramuscular y en 6 horas por via intramamaria. La vida media terminal fue 3,9
veces mayor por via intramuscular que por via intravenosa. La fraccién de absorcién del

antibidtico (F) por via intramuscular fue de 38+18% y por via intramamaria 54+18%.

Los valores de t;/, fueron de 180 minutos para la via intramuscular, de 231 minutos por via
intramamaria y de 751 minutos por via intramuscular. Por lo tanto, reafirma los resultados del
estudio de Ali B.H et al. (2003), pudiendo decir que el florfenicol tiene una mayor t;;, si es
administrado por via intramuscular que por cualquiera de las otras dos vias, proporcionando

un mayor periodo de presencia del farmaco en el organismo.

En el estudio de Jianzhong et al., (2004), comparan la viabilidad y farmacocinética del
florfenicol administrado por via intravenosa e intramuscular en un Unica dosis de 20 y 30 mg/
kilo de peso vivo en ovejas. Se usé un modelo abierto tricompartimental para describir los
datos de la concentracién del farmaco en el plasma tras su inoculacidn intravenosa. Sin
embargo, se utilizé un modelo monocompartimental para describir los datos obtenidos por via
intramuscular. Entre los resultados obtenidos para la via intramuscular se obtuvo una C,,,, de
4,1310,29 y 7,04+1,61 pg/mL. Una F de 84,09% con la administracién de 20 mg/mL y de

85,52% con la administracion de 30 mg/mL.

No se han encontrado estudios que expliquen el efecto del fdrmaco sobre la flora ruminal
de las ovejas, ni su distribucidon en este tejido. Sin embargo, se sabe que ciertas sustancias
lipofilicas y alcalinas, como es el caso del florfenicol, tienden a acumularse en lugares cuyo pH
es inferior al del plasma y al de su pK,, como es el rumen, debido al mecanismo conocido como
“ijon trapping” (lerzsele, 2012). Esto podria explicar los efectos reportados de este

antimicrobiano sobre el rumen.
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2. OBJETIVOS Y JUSTIFICACION.

El objetivo de este trabajo fin de grado es valorar el posible efecto del florfenicol sobre el
aparato digestivo, y mds especificamente sobre flora ruminal de ovejas en ultimo tercio de

gestacion.

Este trabajo se planted después de que fuera remitido al SCRUM (Servicio Clinico de
Rumiantes de la Universidad de Zaragoza) un caso de mortalidad en ovejas adultas,
presuntamente asociado a dicho antibiético, el 4 de abril de 2016. Ademas, se tiene
constancia de otras dos explotaciones en las cuales aparecieron ovejas muertas de forma
sobreaguda tras la administracién de florfenicol a una dosis de 20mg/kg de peso vivo por via
intramuscular durante 3 dias, tal y como estd indicado en la ficha técnica del producto. En
todos los casos el antibidtico fue administrado como tratamiento terapéutico a un problema
de abortos que las explotaciones estaban sufriendo, causado por Salmonella enterica

subespecie enterica serotipo abortus-ovis.

Varios de estos animales se analizaron en la facultad de Veterinaria de Zaragoza,
realizdndose las necropsias en la sala del departamento de Anatomia Patolégica. Todos los
animales presentaban el mismo cuadro lesional con hemorragias y congestidon generalizada,
aunque éste era especialmente relevante en el aparato digestivo. También mostraban una
intensa ruminitis con pérdida de integridad de la mucosa y una grave enteritis hemorragica y

se podia observar una necrosis difusa afectando a los higados.

El contenido ruminal también fue objeto de andlisis e igualmente, se analizaron tres
muestras de liquido ruminal de animales de la misma explotaciéon que no habian sido tratados

con el antibidtico para poder comparar los distintos pardmetros ruminales.

Por ultimo, se analizaron 10 muestras de sangre de animales que habian sido tratados y
presentaban una sintomatologia de atonia ruminal grave, asi como otras 10 muestras

sanguineas de animales tratados que no presentaban ninguna clinica.

El estudio de todas las muestras obtenidas en este caso llevd a la conclusién de que los
animales padecian una disbiosis ruminal severa. Dentro de las caracteristicas del liquido
ruminal, se observd que las muestras provenientes de animales que padecian un cuadro
severo tendian a presentar una cantidad menor de bacterias Gram negativas respecto a las

muestras provenientes de animales sanos.
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3. MATERIAL Y METODOS.

Para intentar reproducir el caso comentado anteriormente y valorar el efecto del
florfenicol sobre distintos parametros del liquido ruminal de la especie ovina, se llevd a cabo
un estudio sobre diez ovejas en ultimo tercio de gestacidén a las que se les realizaron cuatro
ruminocentesis, con el fin de valorar el efecto del farmaco sobre la flora ruminal. Los animales
implicados en el estudio fueron hembras adultas con una edad superior a cuatro afios. Todas
ellas permanecieron el mes previo y el tiempo que duré el estudio en las instalaciones de la
Facultad de Veterinaria. La alimentacidn que se proporciond a todas ellas fue idéntica,
consistiendo en paja y agua ad libitum y pienso concentrado racionado en 600 gramos

diariamente.

Tras realizar el diagndstico ecografico de gestacion, aquellos animales que se encontraban
en el dltimo tercio de gestacién fueron seleccionados para el estudio y distribuidos en dos

grupos:

Cinco ovejas fueron utilizadas como animales control y a las cinco restantes se les
administré 20 mg de florfenicol por kilo de peso vivo por via intramuscular durante 3 dias
consecutivos. La eleccién de los animales que formaron parte de cada grupo fue realizada al

azar.

A cada animal, tanto del grupo tratado como del grupo control, se le realizaron cuatro
extracciones del liquido ruminal, distribuidas en los dias 1, 3, 5 y 10, siendo T, la extraccion
anterior a la inoculacién del farmaco, T, la toma de muestra obtenida el dia 3, al finalizar la
pauta de tratamiento, T, la tercera extraccion de liquido ruminal, 48 horas tras la finalizacién
del tratamiento (dia 5 del experimento) y T; tras una semana de la finalizacién del tratamiento
(dia 10 tras el inicio del estudio). Todas las extracciones fueron realizadas a la misma hora del
dia (17h) para evitar la aparicion de diferencias en los resultados debidos al manejo. El dia uno
la ruminocentesis (T,) se realizaba antes de la inoculacién del farmaco y a continuacion, se le

administraba el florfenicol por via intramuscular.

3.1 Procedimiento de la ruminocentesis.

Previamente a la extraccion del liquido ruminal todos los animales eran
completamente depilados en un &rea de 5 x 5 cm” (Ramos et al., 2007) del lado izquierdo, por
detras de las costillas, desde mitad del abdomen hacia la parte ventral, zona donde se localiza
el rumen. Posteriormente, dicha zona era insensibilizada mediante la aplicacién por via

subcutanea de 2 ml de lidocaina al 2% (Anesvet, Laboratorios Ovejero©). A continuacion, la

13



zona era desinfectada con povidona yodada (Braunol®, Braun) y finalmente, se realizaba la
ruminocentesis para la extraccién del liquido ruminal. Para ello, a unos diez centimetros
aproximadamente, por detrds de la ultima costilla y a mitad del abdomen, se introducia una
aguja de 2,1 x 60 mm y 14G conectada a una jeringuilla de 20 cc, en direccidn ventrocraneal. La
cantidad de liquido ruminal extraida fue, en el 80% del total de las extracciones, superior a 6
ml. Una vez extraido el liquido se aplicaba una jeringa con 5 ml de suero fisioldgico estéril.
Dicho suero se introducia a la vez que se retiraba la aguja para evitar arrastrar contenido

ruminal al abdomen.

3.2Valoracion laboratorial del liquido ruminal.

Tras la extraccion de las muestras de liquido ruminal, el primer pardmetro en ser
estudiado era el pH. Los valores de éste eran obtenidos con un medidor de pH electrdénico, el
cual se calibraba todos los dias utilizando las soluciones tampdn proporcionadas por el
fabricante. Posteriormente, se procedia a medir el pH de las muestras, introduciendo el
electrodo en el liquido ruminal. El electrodo se lavaba con agua destilada entre una mediciony

otra para evitar mediciones erréneas.

En el estudio de los infusorios ruminales se valoraron los parametros mas importantes
como son la cantidad, el tamafo y la movilidad de los mismos. Esto, se realizd mediante la
observacioén directa a través de un microscopio éptico. Para la preparacién de las muestras se
depositd sobre un portaobjetos una gota de liquido ruminal, la cual era cubierta con un
cubreobjetos. Las muestras fueron observadas a 40 aumentos. La movilidad fue valorada
otorgando a la muestra una puntuacion entre 1y 3, dando el menor valor a las muestras que
presentaban una movilidad nula y el mayor en el caso de tener la movilidad adecuada.
Respecto al tamaiio de los infusorios, éstos eran divididos en pequefios, otorgdndoles una
valoracion de 1, medianos con un valor de 2 y grandes, con un valor de 3 y con las posibles
combinaciones de tamafios que podian aparecer en la muestra. Finalmente, para la cantidad
de infusorios presentes en la muestra se dieron los valores 1 para muestras con ausencia de
infusorios, 2 para muy pocos infusorios, 3 para pocos infusorios y 4 cuando habia una cantidad
adecuada. Ademds, en cada muestra se tomaron cuatro fotos de distintos campos para

obtener una visidn objetiva de la muestra.
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Imagen 2. Infusorios de distintos tamanos (Lorente, 2017).

Todos los datos fueron analizados en el programa SPSS 20.0 (IBM, Michigan, Illinois),
donde se agruparon en los pardmetros a estudiar (pH, infusorios, bacterias Gram) y se
analizaron mediante tablas de contingencia y pruebas Chi cuadrado. Algunos de estos
pardmetros fueron simplificados para realizar un segundo andlisis, reduciendo las variables del

pardmetro a “normal/alterado” o “bien/mal”.

3.2.3 Valoracion de la proporcion de bacterias Gram positivas y Gram
negativas:

Por ultimo, para poder valorar la relacidon entre las poblaciones de bacterias Gram
positivas y Gram negativas presentes en las muestras, se realizé la tincion de Gram sobre
extensiones de liquido ruminal. Para ello, se afiadid una gota de liquido ruminal sobre un
portaobjetos, extendiéndose por arrastre y posteriormente se fij6 mediante calor, para

finalmente, proceder a su tincion siguiendo el protocolo habitual.

Todas las muestras fueron identificadas con el nimero de identificacion de la oveja, fecha

de extraccién de la misma y nimero de extraccion a la que correspondia.

Estas muestras, una vez tefiidas, fueron observadas al microscopio a 100 aumentos con
aceite de inmersion. Las bacterias Gram positivas aparecen tefiidas de un color azul, mientras

que las bacterias Gram negativas se observan teiidas de color rosaceo.
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Imagen 3. Tincién de Gram. (Lorente, 2017).

Todos los estudios de los pardmetros del liquido ruminal se realizaron en los laboratorios
de la unidad de Patologia médica del departamento de Patologia Animal de la Facultad de
Veterinaria de Zaragoza. Los datos se introdujeron en una hoja de calculo del programa
Microsoft Excel y fueron analizados posteriormente con el paquete estadistico SPSS 20.0 (IBM,

Michigan, lllinois).

A lo largo del estudio se produjeron dos bajas, una en el grupo de las ovejas tratadas, que
muridé al noveno dia y otra en el grupo de las ovejas control, que murid al cuarto dia de
comenzar el estudio. A ambos animales se les practicé la necropsia, a través del departamento
de Anatomia Patoldgica de la Facultad de Veterinaria. Una de las ovejas presentd lesiones
compatibles con una peritonitis, mientras que la otra presentaba lesiones neumodnicas

consolidadas.

4. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1 Analisis de la cantidad de los infusorios ruminales.

Los resultados obtenidos tras el andlisis del liquido ruminal, previamente a la
administracién de florfenicol (Ty), fueron los siguientes: cuatro de los cinco animales control
presentaban muy pocos infusorios y la oveja restante tenia pocos. Mientras que, dos de los

animales tratados tenian ausencia de infusorios, otros dos tenian muy pocos y el animal
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restante presentaba una cantidad adecuada. Estos resultados pueden estar relacionados con la
dieta de las ovejas, basada principalmente en concentrado repartido en una sola toma, con
aportes de forraje de baja calidad como la paja, ya que la cantidad de infusorios se ve muy

influenciada por las caracteristicas de la dieta.

Tras la segunda extracciéon de liquido ruminal (T,), los resultados en los animales
control consistieron en una oveja con ausencia de infusorios y cuatro con muy pocos. En los
animales tratados, uno tenia ausencia de infusorios, dos presentaban muy pocos y los otros

dos tenian pocos.

Tras la realizaciéon de la tercera ruminocentesis (T,), los resultados de los animales
control consistieron en que uno de los animales presentaban muy pocos infusorios, dos pocos
y la oveja restante tenia un nimero adecuado. En los animales tratados, cuatro tenian pocos y

uno presentaba un nimero adecuado de infusorios.

Tras la ultima extraccién de liquido ruminal (Ts), los resultados obtenidos de los
animales control fueron, que 3 ovejas tenian muy pocos infusorios y una tenia un nimero
adecuado. En los animales tratados con florfenicol, los resultados fueron 3 ovejas con pocos y

una con niveles adecuados.
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Grafico 1. Evolucion de las ovejas con menor cantidad de infusorios a lo largo del estudio.*Muerte de
una oveja del grupo control. **Muerte de una oveja en el grupo tratamiento.

Como conclusidn, un animal de cada grupo, tratamiento y control, experimentd una

disminucién en la cantidad de infusorios a lo largo del estudio.
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Grafico 2. Resultado de la modificacidn de la cantidad de infusorios del liquido ruminal

Ninguno de los resultados obtenidos ofrecié diferencias estadisticamente significativas

entre los grupos (p>0,05).

4.2 Andlisis del tamaiio de los infusorios del liquido ruminal.

Los resultados del analisis de la Ty sobre el grupo control mostraron tres animales con
infusorios de tamafio pequefio y dos con infusorios de tamafio pequefio y mediano. Sin
embargo, en 2 de las ovejas del grupo de tratamiento, se observaban infusorios de tamafo
pequefio, una los tenia de tamafio pequefio y mediano y en las otras dos restantes se veian

infusorios de los tres tamafios.

Tras la segunda extraccion (T,), los resultados obtenidos mostraban que en tres de las
ovejas control los infusorios eran de tamafo pequefio, en una eran pequefios y medianos y en
la otra eran pequefios, medianos y grandes. Mientras tanto, en las ovejas tratadas dos poseian

infusorios pequeios y las otras tres ovejas tenian infusorios de los tres tamafios.

Tras la tercera extraccion (T,), se observé que 2 de las ovejas control tenian infusorios
medianos y grandes, y los otros dos animales poseian infusorios de los tres tamafios. En las
ovejas tratadas, dos poseian infusorios pequefios y medianos, otra medianos y grandes y las

dos restantes pequenos, medianos y grandes.

Tras la obtencidn de la Ultima muestra (Ts), todas las ovejas control tenian infusorios
de los tres tamafios. En las ovejas tratadas, una tenia medianos y grandes y el resto poseian

infusorios pequeiios, medianos y grandes.

18




5 \
4

\ === control
3

=@ tratadas

*
2
\\**
1
T3

T0 T1 T2

Numero de ovejas

Grafico 3. Evolucion a lo largo de las tomas y el tratamiento de las ovejas que no presentan los tres
tamanos de infusorios en las muestras.*Muerte de una oveja del grupo control. **Muerte de una oveja
en el grupo tratamiento.

Los resultados obtenidos acerca del tamario de los infusorios no son estadisticamente

significativos (p>0,05).

4.3 Analisis del movimiento de los infusorios del liquido ruminal.

En el andlisis de la movilidad de los infusorios del liquido ruminal, previamente a la
administracién del antibidtico (T,), se observé que el 100% de las ovejas control presentaban
una buena movilidad. Por otro lado, una de las ovejas que iban a ser tratadas presentd
infusorios con una movilidad nula, mientras que las cuatro ovejas restantes mostraron buena

movilidad.

En la segunda toma de muestras (T4), tras la Ultima administracion del farmaco, una de
las cinco ovejas control presentaba infusorios con una movilidad nula. Sin embargo, en el
grupo ovejas tratadas, una de ellas presentaba una movilidad media de sus infusorios,

mientras que en las otras cuatro se observaba una movilidad buena.

Con la tercera extracciéon de liquido ruminal (T,), se observd que de las ovejas control,
una presentaba movilidad media y 3 animales movilidad buena. En el grupo de tratamiento,

sin embargo, los cinco animales presentaron una movilidad buena.

Por ultimo, en la toma T los ocho animales, tanto control como problema,

presentaron una buena movilidad de los infusorios.
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Grafico 4: Evolucion por toma y tratamiento de las ovejas que presentaban menor movilidad en sus
infusorios ruminales.*Muerte de una oveja del grupo control. **Muerte de una oveja en el grupo
tratamiento.

La movilidad se vio reducida a lo largo del estudio en una de las 5 ovejas del grupo
control, mientras que ninguna de las ovejas del grupo de tratamiento presenté una reduccion

de la movilidad de sus infusorios ruminales.

H control

M tratadas

NuUmero de animales

no reduccién movilidad reduccién de la movilidad

Grafico 5: Numero de animales con variacion o no en la movilidad de los infusorios ruminales de
acuerdo al tratamiento recibido.

Asi pues, el cambio en la movilidad de los infusorios del liquido ruminal no ha ofrecido

diferencias significativas (p>0,05) entre los grupos en ninguna de las muestras examinadas.

4.4 Analisis del pH del liquido ruminal.

Al comienzo del estudio las ovejas control poseian el menor pH, con un valor de 6,08.

Este pH fue aumentando a lo largo de los dias alcanzando un valor de 6,17. Sin embargo, las
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cinco ovejas tratadas con florfenicol comienzan el estudio con un valor medio de pH de 6,16
disminuyendo hasta 6,10 tras la segunda inoculacién de florfenicol. Tras la tercera
administraciéon del antibidtico (T,) el pH sube hasta 6,34, alcanzando su maximo valor para

disminuir posteriormente hasta 5,99.
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Grafico 6. Variaciones del pH ruminal a lo largo del estudio.

A pesar de que se observaron diferencias entre los valores de pH de las ovejas del
grupo control y las ovejas tratadas a lo largo del estudio, estas diferencias tampoco fueron

estadisticamente significativa (p>0,05).

4.5 Analisis de las bacterias Gram del liquido ruminal.

Los resultados obtenidos en las tinciones de Gram realizadas antes de la inoculacion de
florfenicol (To) muestran que el 100% de los animales presentaba un predominio de bacterias

Gram negativas al inicio del estudio.

Tras la segunda toma de muestras (T;) el 100% de las ovejas control tenian un
predominio de bacterias Gram negativas. Sin embargo, en una de las ovejas tratadas, se

observé un viraje, con un 50% de bacterias Gram negativas y un 50% Gram positivas.

Tras la tercera extraccion de liquido ruminal (T,), 2 de las 4 ovejas control presentaban un
predominio de bacterias Gram negativas, mientras que, en las otras 2 se observé que el 50%
de las bacterias eran Gram negativas y el otro 50% eran Gram positivas. En tres de las ovejas
que habian sido tratadas se vio que presentaban un predominio de bacterias Gram negativas,
otra oveja tenia de forma equitativa bacterias Gram positivas y negativas y en el otro animal

restante prevalecian las bacterias Gram positivas.
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Tras la dltima toma de muestras (T3), en 3 de las ovejas control dominaba la presencia de
bacterias Gram negativas en las muestras analizadas, mientras que en la oveja restante, las
bacterias Gram positivas y negativas se encontraban de forma igualitaria. Por otro lado, 3 de
las ovejas tratadas presentaban un predominio de bacterias negativas y en la otra oveja del

grupo de tratamiento prevalecian las bacterias Gram positivas.
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Grafico 7. Numero de ovejas que han presentado viraje en sus poblaciones bacterianas seguin su tincion
de Gram por toma y tratamiento.*Muerte de una oveja del grupo control. **Muerte de una oveja en el
grupo tratamiento.

Se puede concluir que, 3 de las ovejas control no han presentado variaciones en las
poblaciones bacterianas Gram, mientras que 3 de las 5 ovejas tratadas si que mostraron
cambios a lo largo del estudio. A pesar de que se esperaba encontrar cambios significativos en
este pardmetro entre las distintas tomas, no ha sido asi (p>0,05). A pesar de ello, parece
observarse una mayor tendencia al viraje en las poblaciones bacterianas de las ovejas tratadas

que en las ovejas control.
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Grafico 8. Ovejas del grupo control y de tratamiento que han presentado viraje o no en sus poblaciones
bacterianas segun su tincion de Gram.

5. CONCLUSIONES.

Las conclusiones extraidas de este estudio acerca del efecto del florfenicol sobre la flora

ruminal de ovejas gestantes son las siguientes:

e El uso de florfenicol de acuerdo a la pauta recogida en la hoja técnica del producto no
ha provocado reacciones adversas destacables en el presente estudio.

e No se observan diferencias significativas entre los pardmetros referentes a los
infusorios (cantidad, tamafio y movilidad) de animales tratados con florfenicol y
animales sin tratar a lo largo del estudio.

e En el estudio realizado no se ha observado que el florfenicol produzca cambios
significativos en las mediciones del pH, ni en las poblaciones Gram de las bacterias del

liguido ruminal.

CONCLUSIONS.

These are the conclusions extracted from the study about the effect of florfenicol over the

ruminal flora of pregnant ewes :

e The use of florfenicol according to manufacturer guidelines of the product has not

caused any adverse reaction in the present study.
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e Significant differences between infusoria parameters (amount, size and mobility) of
control and treated ewes have not been observed.

e Significant changes in pH measurements and in the Gram bacteria population of the
ruminal fluid caused by florfenicol treatment have not neither been observed between

both groups.

6. VALORACION PERSONAL.

Con la realizacién de este trabajo he aprendido varias cosas: lo duro y costoso que resulta
realizar un estudio basado en datos que deben extraerse con trabajo de campo y lo importante
gue es ser meticuloso y preciso a la hora de analizar las muestras en el laboratorio, algo en lo

que fui mejorando con el tiempo.

He experimentado la sensacidn de que los resultados obtenidos a lo largo del estudio no
sean los esperados, aun asi espero que dichos resultados ayuden a otros profesionales o
animen a otros compafieros veterinarios a reproducir el estudio con mas medios de los que

nosotros disponiamos.

Ademas, quiero agradecer a varias personas su ayuda e involucracién conmigo en este
trabajo. Primero a mis tutores, Teresa Navarro, Luis Figueras y José M2 Gonzalez por tener
paciencia conmigo, por su gran profesionalidad y por ser unos grandes docentes. A Calasanz
Jiménez, por ser un gran becario, ademas de ayudarme y apoyarme en todo lo necesario a lo

largo de mi trabajo de campo, el cual hubiera resultado bastante complicado sin su ayuda.

Por ultimo, quiero agradecer al departamento de Patologia Animal por haberme facilitado
un laboratorio en el que trabajar y al departamento de Anatomia Patoldgica por la realizacién

de las necropsias de los dos animales que murieron a lo largo del estudio.
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