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RESUMEN

El cepario microbiano de la facultad de Ciencias quimicas se inicidé en Noviembre de
1992 con dos areas definidas, el area bacteriolégica y la micologica, en las cuales se
preservan cepas bacterianas y micologicas de importancia médica.

Para preservar a un microorganismo deben probarse diversos medios de soporte,
para encontrar €l o los que conserven las caracteristicas morfolégicas, fisiologicas y
genéticas que caracterizan a cada cepa.

Una vez que se han conservado las cepas bacterianas en los medios de soporte, hay
que probar periddicamente: su viabilidad mediante recuperaciones en medios liquidos, su
pureza resembriandolos en medios selectivos, la conservacion de sus caracteristicas
fisiologicas mediante pruebas bioquimicas, y la preservacion de su integridad genética
mediante pruebas fisiolégicas y de susceptibilidad a los antimicrobianos.

El cepario de la Facultad de Ciencias Quimicas de la U. A S L.P. se encuentra en la
etapa de evaluacién de medios de soporte para la conservacion de bacterias de importancia
meédica. Entre las pruebas para probar la presencia de alteraciones se encuentran;

Pruebas de actividad bioquimica.
Pruebas de sensibilidad a farmacos.
Pruebas morfologicas.

Los medios de soporte que se estan evaluando son:

Resiembras

Conservacion en aceite

Silice

Feldespato

Silica gel

Talco

Papel a temperatura ambiente
Criolita



Este trabajo tiene como objetivo determinar el patron de sensibilidad - resistencia a
los antibiGticos, que presentan 12 cepas bacterianas Gram positivas y 12 cepas de bacterias
Gram negativas de importancia médica, conservadas en el cepario bacteriano de la Facultad
de Ciencias Quimicas de la UASLP, con el fin de proporcionar los datos correspondientes a
cada cepa empleada en docencia y sentar un precedente para la comparacién de la
presetvacién de sus caracteristicas; datos que pueden poner en evidencia un cambio
genético no apreciable en Ia evaluacion de sus caracteristicas bioquimicas.

La metodologia seleccionada para estudiar los patrones correspondientes a cada
bacteria incluyen el empleo del método de Kirby Bauer por difusion de los antibiticos en
agar con sensidiscos, y la técnica estandarizada comercialmente en placa, en la cual se
expone una bacteria a dos concentraciones de cada antibiético (una alta concentracion y una
baja,

La concentracidon minima inhibitoria ( CMI ) se determin®é con equipos comercializados
UNICEP - MIC tipo 3, en el cual se emplea una placa plastica con una serie de pozos que
contienen diversas concentraciones de 40 antibidticos, ante los cuales se expone la cepa en
estudio obteniéndose los datos de la concentracién minima inhibitoria, por la ausencia de
desarrollo bacteriano a una concentracion dada. La concentracién mimma bactericida
(CMB) se obtiene por inoculacién del contenido de cada uno de los pozos en cajas de
Petri previamente preparadas, observandose cual dilucidén del antibiético presenté un efecto
bacteriostatico y / 0 bactericida sobre cada cepa, segiin esta misma desarrolle o no después
de ser expuesta a la serie de concentraciones de cada antibidtico.

Los patrones de sensibilidad y resistencia obtenidos fueron comparables con los
esperados ya que en general se reconoce a los Estafilococos y a los Enterococos como
resistentes a diversos antibidticos por ejemplo a la pentcilina.



INTRODUCCION

A partir de que los microorganismos desarrollaron
resistencia a los antibidticos nace la necesidad de hacer estudios de
Sensibilidad - Resistencia a los antibidticos. Esta necesidad aumenta
para obtener una mayor eficacia en el tratamiento de los pacientes, asi
como para saber a que concentraciones se inhibe el agente causal, y
evitar que se administren a los pacientes dosis disminuidas 6 elevadas
que pueden alterar o dafiar algin érgano o sistema.

Se han cometido muchos errores en el manejo de los
estudlos de laboratorio de microbiologia, dando por resultado estudios
incompletos, en los cuales después de determinar el agente causal solo
s¢ determina el patron de sensibilidad a antibidtico, a peticién médica,
en vez de acompafiar siempre el reporte del agente etiolégico con su
respectivo patron de sensibilidad.

En la actualidad no solo es necesario realizar el
estudio de el patron de sensibilidad a antibiéticos, también se requiere
conocer la Concentracion minima inhibitoria (CMI) para el antibidtico
ensayado, asi como su Concentracion minima bactericida (CMB),
relacionados a las concentraciones conocidas que alcanzan los diversos
antibioticos en los diferentes fluidos del cuerpo (diversos sitios
anatéomicos). -



ANTECEDENTES HISTORICOS

Durante los iltimos 100 o 200 afios la salud y la longevidad de las personas que
viven en los paises desarrollados han dado un gran paso adelante. Dos factores
interrelacionados han contribuido a ello: la mejoria de la nutricidn y el control de las
enfermedades infecciosas, que incluyen las medidas preventivas de purificacion del
suministro del agua, control de los deshechos humanos y de los vectores. La quimioterapia
como ciencia principia en 1870 con Paul Ehrlich, en Alemania introdujo la idea de la accidon
directa y selectiva de un fairmaco sobre los microbios infectantes. Lord Listar en 1880
observé que el desarrollo bacteriano era inhibido en algunos matraces de cultivos
contaminados con hongos; en 1889 Doehle Publica una fotografia que ilustra la accion
antibidtica de un organismo que denomind Micrococcus anthracotoxicus debido a su
accion litica sobre colonias de bacilos del antrax que desarrollaban en la misma placa en
cuitivo mixto, Alexander Fleming: en 1928 descubre la penicilina, observé que un hongo
contaminante no s6lo estaba desarrollando en una placa de cultivo que habia sido dejada
abierta por descuido, sino que las colonias de estafilococos adyacentes al hongo estaban
produciendo lisis por lo que dedujo que el hongo identificado era Penincillium notatum .
La literatura médica hasta alrededor de 1930 esta repleta de vividas descripciones de las
terribles infecciones causadas por los estreptococcus, los estafilococcos y los clostridios .
El comienzo de la era del tratamiento antimicrobiano, con la introduccién de las sulfamidas
en la década de 1930, permiti6 finalmente que los médicos curaran muchas de estas
infecciones letales. En 1935 Domagk. descubre las sulfonamidas, Chain y Florey: 1940
demuestran que la penicilina observada por Fleming podia convertirse en una susbstancia
guimiotérapica efectiva. La importancia de la resistencia a los farmacos antimicrobianos
esta ilustrada por las catastrdficas "epidemias” de resistencia al cloramfenicol que ocurrieron
en México a fines de la década de 1960 y comienzos de la de 1970 con la disenteria por
Shigella vy luego con las infecciones por salmonellas. En la epidemia inicial no se reconocio
que el motivo por el cual los pacientes no respondian al cloramfenicol era que las bacterias
se habian vuelto resistentes Mas bien se pensé que la enfermedad era causada por un
protozoario. Se observo un cuadro similar 2 afios mas tarde en una epidemia tifoidea
causada por microorganismos de la especie Salmonella typhi resistentes al cloramfenicol. Se
estima que murieron mas de 30,000 personas durante cada una de estas epidemias porque
fueron tratadas solo con ese farmaco. En 1960 Los laboratoristas utilizaron dispositivos
serolégicos para dispersar y diluir la muestra bacteriologica a fin de Hevar a cabo las
pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos. Esta mintaturizacion se conocié como
método de microdilucién en caldo, en 1975 se dieron a conocer equipos comerciales de
microdilucion en forma congelada en caldo y en placas secas que requieren la hidratacién de
los antimicrobianos con una solucion de caldo-inoculd.( 1, 6, 8, 10, 11 ).



GENERALIDADES

El principio fundamental de la quimioterapia es la toxicidad selectiva. Los agentes
quimioterapéuticos son sustancias quimicas que se usan para el tratamiento de
enfermedades infecciosas o causadas por la proliferacidn de células malignas. El término
antibidtico se aplica a aquellas sustancias quimicas de origen microbiano que en pequeiias
cantidades ejercen actividad antimicrobiana.( 11, 17 )

Propiedades de un antibiético util:

1)~ Ser capaz de destruir o inhibir muchas especies de microorganismos patégenos.
A este se le designa antibi6tico de amplio espectro.

2).- Debe impedir la aparicion rapida de formas resistentes del microorganismo.

3).- No debe producir efectos colaterales indeseables en el huésped, como
reacciones de sensibilidad, alergia, dafio al sistema nervioso o irritacién de los rifiones y
conducto gastrointestinal. .

4).- No debe eliminar la flora microbiana normal del huésped para no alterar el
"equilibrio de la naturaleza", ni permitir que los microorganismos no patégenos normales, o
las formas patégenas reprimidas por la flora habitual, declaren una nueva infeccién.(10, 11)

MECANISMOS DE ACCION DE LOS AGENTES QUIMIOTERAPEUTICOS

1.- ANTAGONISMQO COMPETITIVO:

Las sulfamidas impiden la utilizacion de acido p-aminobenzoico inhibiendo la sintesis
de acido folico. La inhibicion se lleva a cabo en los organismos que sintetizan el acido félico
a partir del dcido p-aminobenzoico ya que también son capaces de utilizar acido folico que
tienen a su disposicidon en los tejidos del huésped. La inhibicién es debida a la disponibilidad
de productos de las vias biosintéticas que necesitan coenzimas de acido folico.



Las sulfamidas son bacteriostaticas. La eliminacidn de las sulfamidas, o incluso, la
adicién de acido p-aminobenzoico al medio permitiran que se restablezca el crecimiento del
organismo sensible.

La inhibicion depende de un complejo de factores que interaccionan entre si:

- La capacidad de la bacteria para sintetizar acido folico

- Su permeabilidad al acido folico

- La presencia en el medio de compuestos no competitivos que puedan revertir la
reaccion.(4, 10, 11, 16 ) '

Ejemplos: Sulfonamidas: Sulﬁsoxaiol, Trimetoprim sufametoxazol,
Sulfadiacina Nitrofurantoina.

2.- INHIBICION POR ANTIBIOTICOS:
Los antibidticos inhiben 6 matan los microorganismos por diversas vias:
2.1 Inhibicion de la formacién de la pared celular:

Los antibidticos inhibidores de la sintesis de la pared celular son bactericidas ejercen
su accidon sobre las células en crecimiento, impidiendo la incorporacion del péptido 4cido
N-acetilmuramico a su posicion en la estructura mucopéptida que constituye la pared
celular rigida, produciendo lisis celular, perdiendo su citoplasma , quedando las membranas
citoplasmicas vacias.

Ejemplos: Penicilina, Cefalosporinas, Aztreonam, Meticilina, Ac. clavulanico,
Sulbactam, Ampicilina, Amoxicilina, Cicarcilina, Vancomicina, Bacitracina.

2.2 Dafio 2 la membrana celular:
Algunos antibidticos dafian la membrana celular destruyendo la barrera de

permeabilidad de la célula, dejando escapar el contenido de la célula.
Ejemplos: Polimixina B, Colistina, Novobiocina.



2.3 Interferencia con la sintesis de proteinas:

Varios antibidticos aminoglucésidos, aminociclitoles (AGAC) interfieren con la
sintesis de proteinas en la subunidad ribosomal 30s, impidiendo la fijacion del t-RNA, la
unidad ribosomal 50s actiia en la etapa de transpeptidacion, modificando los factores que
suministran energia, el proceso de translocacién impide la regeneracion inhibiendo la
repeticion del ciclo. Todos los antibidticos AGAC son bactericidas.

Ejemplos: Aminoglucésido: Gentamicina, Tobramicina, Netilmicina, Amikacina,
Estreptomicina, Espectinomicina, Tetraciclinas, Cloranfenicol, Eritromicina, Clindamicina,
Lincomicinas.

2.4 Inhibicion del metabolismo del 4cido nucleico: -
Formas en las que los antibiéticos inhiben la funcion de los acidos nucleicos:

- Interaccionan con el DNA molde y a veces con €]l RNA molde dificultando la
transcripcion o la replicacion.

- Interaccion con las polimerasas implicadas en la transcripcion o en la replicacién.

- Algunos antibioticos nucleosidos analogos de los acidos nucleicos, dificuitan la
sintesis del acido nucleico, o se incorporan a €l provocando alteraciones en su
estructura y funcion.( 4, 5, 10, 11, 16)

Ejemplos: Rifampicina, Metronidazol, Quinolonas: Ac. Nalidixico, Norfloxacina,
Ciprofloxacina, Cinoxacina, Ofloxacina.



RESISTENCIA BACTERIANA

La resistencta bacteriana a los antibidticos puede ocurrir por mecanismos no
geneticos 0 geneticos durante el tratamiento. Por lo general , la resistencia de tipo no
genetico suele atribuirse a la ausencia de los lugares de destino del farmaco dentro de la
bacteria, es decir si no existen receptores de unién al farmaco o falta la via metabolica’
necesaria para que este desarrolle su actividad, las bacterias mostraran una resistencia
intrinseca . La permeabilidad inadecuada también es responsable de la ineficacia de las
tetraciclinas frente a ciertas bacterias Gram negativas.

La resistencia genética puede ser de origen cromosémico © transmitida por
plasmidos extracromosomicos. La resistencia cromosomica a diversos antibioticos , se
puede transferir a los gérmenes sensibles por el contacto intercelular o la conjugacion . Las
bacterias contienen ADN extracromosomico o plasmidos de resistencia (R), que actGan
como si fueran virus sin envoltura externa.( 10)

PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS

PRUEBA DE DIFUSION: El método de difusiéon ha sido aceptado por la Food and
Drug Administration (FDA) y aceptado como estandar por el National Commitee for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS) es esencialmente una prueba cualitativa, que ubica
a los microorganismos en la categoria de sensibles (susceptibles), intermedios
(moderadamente susceptibles) o resistentes. Es una técnica simple, que generalmente se
aplica a microorgantsmos lamados de desarrollo rapido.

Ventajas de la prueba de difusion:
Eficaz para pruebas de rutina .
Reproducible
Econdémico

Desventajas:
Interpretacion no cuantitativa.
No aplicable a muchos microorganismos de crecimiento lento.
Inexactitud para predecir la susceptibilidad.



Los antimicrobtanos se aplican a las placas de prueba en forma de discos secos de
papel filtro.

Cuando se aplica el disco a la superficie inoculada se desarrollan varios eventos;

Los discos secos absorben agua del medio de agar; disolviendo asi la farmaco. El
antimicrobiano migra a través del medio de agar adyacente, obedeciendo a las leyes fisicas
que rigen la difusidn de moléculas a través de un gel agar. El resultado final es un gradiente
que cambia gradualmente de concentraciones de droga en el agar que rodea cada disco. Al
progresar la difusion del antimicrobiano también se produce multiplicacidén microbiana.
Después de una demora inicial se instala una fase de crecimiento logaritmico. En ese
momento la multiplicacion bacteriana es mas rapida que la difusion de la droga y las células
bacterianas no inhibidas por el antimicrobiano continiian multiplicandose hasta que puede
visualizarse una capa de crecimiento. No aparece ningiin crecimiento en el area donde la
droga esta presente en concentraciones inhibidoras, cuanto méas susceptible el
microorganismo probado, mayor la zona de inhibicion. ' '

El tamafio de la zona de inhibicién también depende de la velocidad de difusiéon de la
droga a través del agar.

Las zonas de inhibiciébn observadas con un fairmaco no pueden compararse con las
obtenidas con otro antimicrobiano.

El diametro de la zona de inhibicion es indirectamente proporcional a la
concentracién minima inhibitoria (CMI), y puede ser interpretada ¢como :

1.-Susceptibles ( ¢ sensibles ), significa que una infeccidén causada por la cepa
probada puede ser tratada con los antimicrobianos con las dosis recomendadas para ese
tipo de infeccién y de especie infectante, excepto si hay contraindicaciones formales.

2.- Resistentes, contienen cepas no totalmente inhibidas por las dosis terapéutica
habituales.

3.- Intermedias, comprenden una zona de sensibilidad-resistencia que impide
discrepancias interpretativas mayores que podran resultar de pequefios factores técnicos no
controlado.

Las tres categorias antes mencionadas se fundamentan en:

La relacion del halo de inhibicién v la concentracidon del sensidisco a la
concentracidn mimma inhibitoria { CMI) , con la concentracidon del antimicrobiano en la
sangre & en algunos casos en la orina u otro liquido obtenido por la dosis administrada.

La relacion de la susceptibilidad de la cepa probada con la de otros miembros de la
misma especie.



SELECCION DE POTENCIA DE DISCOS

Para las pruebas de susceptibilidad por difusién en agar se estandariza la cantidad de
antimicrobiano del disco. La potencia estandarizada del disco se elige después de examinar
los difusogramas y las lineas de regresion producidas probando discos de varias potencias.
Los pequefios cambios de contenidos del disco producen cambtos menores ¢n los diametros
de zona: la duplicacién de la potencia del disco aumenta generalmente los tamafios de las
zonas en solo 2 6 3 mm. El disco mas apropiado contiene solo suficiente antimicrobiano
para producir zonas de 10 mm de didmetro. La concentracion del antibiético no debe de ser
tan potente que las cepas susceptibles produzcan zonas demasiado grandes de inhibicién
(casi siempre <30 mm, rara vez >40 mm).

Los antimicrobianos pueden clasificarse en familias de estructuras quimicas
semejantes; también es posible clasificarlos en clases de farmacos con espectro de actividad
similar.

Un solo representante de cada clase puede usarse para predecir 1a susceptibilidad o
resistencia de un microorganismo a los farmacos de esa clase.

Las pruebas por dilucidn se usan para determinar la concentracion minima inhibitoria
de un antimicrobiano necesaria para inhibir 6 matar un microorganismo. La concentracion
minima inhibitorita (CMI) es la menor concentracion sin crecimiento aparente; no se toman
~en cuenta los botones de desarrollo apenas visibles.

El subcultivo en un medio libre de antibiotico demuestra a menudo que ésta
inhibicién es un proceso reversible ¥ que se pueden recuperar microorganismos viables
(sobrevivientes) de la microdilucion a nivel de la CMI y a varios niveles mayores de la
microdilucién ; esto puede esperarse con antibacterianos bacteriostaticos; en caso de
antimicrobianos bactericidas habra una concentracion en la cual no pueda recuperarse
sobrevivientes como consecuencia del efecto letal. Este efecto puede ser medido y se define
convencionalmente como la menor concentracién de un antimicrobiano que reduce la
poblacién de un microorganismo a 0.1% & menos de numero de células presentes en el
inoculo original y se designa como concentracion minima bactericida (CMB).

Las CMI y CMB son solicitados para establecer regimenes terapéuticos Optimos
para ciertas infecciones, dado que el éxito de la terapia antimicrobiana depende mucho de
los propios mecanismos de defensa del huésped, que en nltima instancia destruyen y
eliminan los microorganismos que han sido reducidos por los agentes antimicrobianos
bactericidas 6 bacteriostiticos. Para los antibidticos, de accion bactericida (principalmente
aminoglucosidos y beta-lactdmicos) puede ser mnecesario efectuar una evaluacién
cuantitativa del efecto bactericida.

La relacion de la CMB con la CMI se ha convertido en una cuestion de interés

practico y cientifico, especialmente cuandc se obtienen valores de CMB 32 & mas veces
mayores que la CMI con una combinacién dada microorganismo-bactericida. ( 11)
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL .-Conocer el patron de sensibilidad a los diversos
antimicrobianos que presentan las cepas bacterianas de importancia clinica,
conservadas en el cepario microbiano, instalado en el laboratorio de microbiologia
de la Facultad de Ciencias Quimicas, asi como su concentraciéon minima inhibitoria

(CMI) y concentraciéon minima bactericida (CMB).

OBJETIVOS PARTICULARES:

-Determinar la sensibilidad a los diversos antimicrobianos de doce cepas de
bacterias Gram positivas y doce cepas de bacterias Gram negativas, por el método
de Kirby Bauer en placa (recientemente comercializado) y el método de Difusidn

en Agar con sensidiscos.

-Establecer que método para determinar la sensibilidad a antimicrobianos es mas
apropiado para su uso en el cepario bacteriano de la Facultad de ciencias Quimicas
de 1a UASLP.

- Determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI) de las cepas por la
microtécnica comercial UNICEP, asi como también la concentracién minima
bactericida (CMB).

- Apoyar a los docentes de la materia Bacteriologia Médica, a la difusién entre los
estudiantes que cursan la materia de Bacteriologia Médica, del conocimiento y
manejo de las CMI y las CMB, en relacién a las diversas concentraciones que
alcanzan los antibidticos en cada uno de los sitios anatémicos.

- Proporcionar datos acerca de la sensibilidad a antimicrobianos de los diferentes
cepas conservadas en el cepario de la Facultad de Ciencias Quimicas U A.S.L.P.

- Sentar un precedente de los diversos datos de la sensibilidad, concentracién
minima inhibitoria y concentraciéon mimima bactericida para observar posibles
mutaciones que se llevaran a cabo en un futuro, a raiz de los métodos utilizados

para su conservacion.

11



MATERIAL BIOLOGICO

CEPAS BACTERIANAS UTILIZADAS:
BACTERIAS GRAM NEGATIVAS

Citrobacter sp
Enterobacter aercgenes
Escherichia coli

Hafhia sp

Klebsiella oxytoca
Klebsiella pneumonie
Klebsiella pneumonie capsulada
Proteus mirabilis
Proteus vulgaris
Pseudomonas acruginosa
Salmonelia typhi
Serratia sp

BACTERIAS GRAM POSITIVAS

Corinebacterium sp
Enterococcus avium
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium
Micrococcus sp
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus hontinis
Staphylococcus saprophyticus
Staphylococcus simulans
Streptococcus pyogenes

12



EQUIPOS Y REACTIVOS

Vortex

Hisopos estériles

Unidiscos que contienen los antibidticos
Estandar de dilucion No. 0.5 de Mac Farland
Tubos con 9 ml de solucién salina al 0.85%

Medios de cultiva:

Agar sangre

Agar Mueller-Hinton
Agar Nutritivo

Agar de Kligler

Agar Mac Conkey

Agar de Citrato de Simmons
Agar de SIM

Agar de Fenilalanina
Agar de Hierro y Lisina
Agar MIO

Caldo Urea

Caldo Vogues-Proskauer

Reactivos:

Solucién Madre de Cloruro de Calcio: Suplementar 0,005mg de Cloruro de Calcio
en 100ml de Agar Mueller-Hinton.

Solucion Madre de Cloruro de Magnesio: Suplementar 0.010mg de Cloruro de
Magnesio en 100ml de Agar Mueller-Hinton.
Reactivo de Kovack

Rojo de Metilo

Hidroxido de Potasio al 40 %
Alfa naftol

Cloruro Feérrico

I3



METODOLOGIA

. MUESTRA

U

AISLAMIENTQ DEL MICROORGANISMO

U

IDENTIFICACION

U
ENSAYOS DE METODQOS DE CONSERVACION DEL MICROORGANISMO

U

PRUEBAS DE PUREZA Y PRUEBAS BIOQUIMICAS

U

PRUEBAS DE SENSIBILIDAD

U U

METODO DE DIFUSION EN METODO DE KIRBY BAUER
AGAR CON UNIDISCOS EN PLACA
(Agar Sangre, Agar Mueller (Sistema UNISCEP)
Hinton)

U U
CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA

U

CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA
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PROCEDIMIENTO

Las cepas de bacterias de importancia médica conservadas en el cepario bacteriano
de la Facultad de ciencias Quimicas de la UASLP se recuperaron, por subcultivos en caldos
de los medios de soporte de preservacién . Posteriormente se determind la pureza de las
cepas bacterianas, ésta se llevd a cabo haciendo una resiembra en agar de Mac Conkey y
agar sangre para comprobar el desarrollo de un solo grupo bacteriano con base en la
uniformidad de las colonias, tinciéon de Gram y corroborando por medio de su actividad
bioquimica,

Los medios usados para probar la actividad bioquimica fueron los siguientes:

A).-Medios sélidos.
Agar hierro Kligler
Citrato de simmons
SIM
Fenilalanina
LIA

B).- Medios semisolidos
MIO

C).-Medios liquidos
Urea '
Vogues-Proskauer

En los medios solidos se sembroé por estria (citrato de Stimmons, Fenilalanina, LIA,
KIA), por picadura ( Urea, Vogues-Proskauer), por inoculacion (MIQ Y SIM). Se
incubaron en estufa bacteriolégica a 37°C por un pericdo de 24 a 48 horas. Al cabo de este
tiempo se observo en cada uno lo siguiente:

-KIA.- Produccion de acido y gas por fermentacion de los aziicares presentes,
observandose un viraje de color del rojo al amarillo, la produccion de acido sulthidrico
produce un precipitado negro.

-Citrato de simmons.- Crecimiento bacteriano, (ya2 que algunas bacterias utilizan el
citrato como unica fuente de carbono) y produccion de productos alcalinos, con cambios de
color de verde a azul.

-Urea.- Cambio de color debido a la presencia de ureasa bacteriana.

~SIM. - Produccion de écido sulfhidrico y motilidad. -

-Indol.- Se empleo el Medio de SIM; al cual se le agrego unas gotas del reactive de

Kovack para observar el anillo de color rojo en la interfase, el cual nes indica
si se degrado 6 no el triptéfano.
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-Vogues-Proskauer.- Se dividido el caldo en dos tubos, en el primer tubo se
agregaron unas gotas de Rojo de Metilo, el cual nos indica si hay produccion de icidos
mixtos en cantidad suficiente para observar el viraje de color rojo; Al segundo tubo se le
agregaron unas gotas de Hidroxido de Potasio y alfa naftol, observandose si hay 6 no la
presencia de Acetilmetilcarbinol por formacién de un complejo color rojo.

-LIA - En esta prueba se observa si hay descarboxilacion del aminoacido ya que ésta
libera aminas alcalinas, que dan un color rojo pUrpura intenso.

-Fenilalanina.- En ésta prueba se le agregan unas gotas de Cloruro férrico al medio y
lo que se observa es si hay presencia de acido fenilpirivico; éste es un producto de
degradacion de la fenilalanina que forma un color verde en la superficie.(1, 5 )

Una vez obienido el perfil de cada cepa se identifican género y especie en una tabla
de pruebas bioquimicas.

PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD

A las cebas puras y cuyo patron bioquimico ya ha sido probado se les determind la
susceptibilidad ante los antibioticos usando dos métodos:

1).- Método de difusion en Agar con Discos.
2).-Prueba de susceptibilidad Kirby-Bauer en placa.

1) DIETOﬂO DE DIFUSION EN AGAR CON DISCOS
Procedimiento:

1.1.- Preparar el medic de Agar Mueller-Hinton de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. El pH final a temperatura ambiente debera estar entre 7.2 y 7.4. Adicionar 0.005
mg de la sal de Cloruro de calcio en 100 ml. de Agar de Mueller-Hinton, y 0.01 mg de la sal
de Cloruro de magnesio en 100 ml. de agar de Mueller-Hinton.

1.2.- Colocar 25ml. det medio en cajas de Petri de 90mm. de diametro & 60 ml en
cada caja de 140 mm de diametro, de tal forma que la profundidad sea de 4 mm. Para
microorganismos exigentes, puede agregarsele al medio sangre desfibrinada al 5% de
borrego, de caballo o de otro animal.
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1.3.- Tomar con un asa 4 &6 5 colonias aisladas del mismo tipo merfologico e
inocular en 4 6 5 ml de solucidn salina, la turbidez se ajusta hasta tener una densidad
comparabie con el estandar de Mac Farland No. 0.5

1.4.~ Para inocular el agar se utiliza un hisopo de madera vy algoddn, el cual se
humedece con la suspensidn, se quita el exceso del caldo presionando y girando el hisopo
sobre la pared interna del tubo, por arriba del nivel del calde. Se estria el medio en tres
direcciones sobre la totalidad de la superficie de agar, para obtener un inoculo uniforme.

Se efectiia un Ultimo barrido del hisopo sobre el reborde de la caja de Petri .Cuando
el inoculo ha secade (de 3 a 4 min) se procede a colocar los discos.

1.5.- Los discos se toman con pinza estéril y se colocan ¢n ¢l medio en un periodo
menor de 15 min. después de haber inoculado la placa. Los discos deberan presionarse
ligeramente para asegurar un contacto completo con la superficie. Se debera prevenir una
sobre posicidn de las zonas de inhibicion con una distribucién adecuada de los discos y con
un limite no menor de 15mm. de los bordes de la placa .

1.6.- Después se 15 min. de haber colocado los discos, se invierte la caja de Petri y
se incuba a 35°C. El tiempo de incubacion es de 16 a 18 horas.

1.7.- La medida de los halos de inhibicién se hace con una regla, por el fondo de la
c3ja la cual se ilumina con luz reflejada. Cuando se utilizo el medio de agar sangre, la

lectura se efectila sobre la superficie del agar.

Los antibidticos que fueron utilizados en este método se observan en los cuadros 1 y 2
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CUADRO 1 ANTIBIOTICOS UTILIZADOS PARA BACTERIAS GRAM

NEGATIVAS
ABREVIATURAS CONCENTRACICN {mcg)
ANTIBIOTICOS '
Amikacina AN 30
Ampicilina \ AM 10
Acido Nalidixico [ NA 30
Carbeqcilina CB 100
Cefotaxime CTX 20
Cloranfenicol C 30
Colistina CL 10
Gentamicina GM 10
Kanamicina K 30
Neomicina y N ao
Nitcofurantoina F/M 100
Polimixina B PB 300 units
Tetraciclina l Te 30
Trimethoprim Sulfamethoxazol | SXT | 1.25 23.75

CUADRO 2 ANTIBIOTICOS UTILIZADOS PARA BACTERIAS GRAM

POSITIVAS

ANTIBIOTICOS JABREVIATURA [CONCENTRACION mcg |
Cephalotin CF 30 !
Cloxacilina CX 1 H
Eritromicina E 15 |
Lincomicina L 2
Penicilina P 10 units
Rifampin RA 5
Estreptomicina S 10

Después de haber llevado a cabo este método se vuelve a realizar las pruebas de
pureza de las cepas bacterianas por pruebas bioquimicas.( 1, 7, 17 )
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Colocacion de los senstdiscos impregnados con antibioticos sobre la superficie de una placa
de Agar de Mueller Hinton que ha sido inoculada con el organismo en estudio.

Medicién de los halos de inhibicion obtenidos por la difusion del antibiotico en el medio de
Mueller-Hinton




I).-PRUEBA DE SUSCEPTIBILIDAD KIRBY-BAUER EN PLACA

Procedimiento:

A).- PREPARACION DE LAS PLACAS KIRBY-BAUER
Sacar las placas de las bolsas y colocarlas en ¢l lugar que se va a trabajar.

B).PREPARACION DEL INOCULO

Usar un aplicador estéril, seleccionar suficiente numero de colonias de un cultivo
puro, suspender las colonias en 5 ml. de solucién salina al 0.85% Los resultados de la
suspension se estandarizan con el equivalente estandar de turbidez Mac Farland No. 0.5.. Se
usa pipeta estéril para preparar la dilucién 1:100 de una inoculacién, en un volumen
apropiado de solucion salina al 0.85% estéril; La concentracién final de éste inoculo es
aproximadamente 1x106 Unidades Formadoras de Colonias/ml (CFU/ml). Esta preparacion
debe usarse en un margen de 15 min. después de la preparacion.

C).- INOCULACION DE LA PLACA

1- Con una pipeta Pasteur estéril se toma una muestra de la suspensién y se
inoculan 100 microlitros en cada uno de los pozos.

2.- Usar el exceso de la suspension bacteriana en placas de agar sangre y agar Mac.
Conkey, como un verificador de pureza, incubar de 24 a 48 horas a 37° C.

D).-INCUBACION DE LAS BANDEJAS
1.-Incubar las placas en un incubador de camara o equivalente por 18 -24 horas a
una temperatura de 35 a 37°C.

E)-LECTURA DE LAS PLACAS
Después de la incubacion, las placas son leidas por la capacidad de los

microorganismos para crecer en presencia de los antimicrobianos. El crecimiento pued
presentarse como: -

-Denso o turbio; distribuciéon uniforme por todas partes del pozo

-Concentrado o difusamente abotonamientos de crecimiento bacteriano en el fondo
del pozo.

-Difusidon de bacterias dispersas por todas partes del pozo.

La ausencia de cualquier turbidez esta considerado como ausencia de crecimiento.

Los antibiéticos utlizados en este método se pueden observar en el cuadro 3 y 4
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CUADRO 3
ANTIBIOTICOS UTILIZADOS PARA BACTERIAS GRAM POSITIVAS POR EL
METODO KIRBY - BAUER

CONCENTRACION (mog/mi)

ANTIBIOTICOS ABREVIATURA B A
Penicilina P 8 0.1
Ampicilina AM 8 0.25
Amexicilina/acido Clavulanico AM/C 8/4 16/8
Nitrofurantina F/M 25
Ampicilina /Sulbaclam SAM 8/4 16/8
Oxacllina OX 2 4
Eritromicina E 0.5 4
Clindamicina CC 0.5 2
Rifampin RA 1 2
Vancomicina Va 4 | 18
Trimethoprin Sufamethoxazol SXT 2 /38 B 4776
Ciprofloxacina CIP 1 2
Norfloxacina NOR 4 8
Gentamicina GM 4 8
Amikacina AN 16 32
Cephalothin CF g 16
Cloranfenicol C 8 16
Tetraciclina Te 4 8
Imipenem IPM 4 0 8

B =BAJA CONCENTRACION
A= ALTA CONCENTRACION
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CUAPRO 4

ANTIBIOTICOS UTILIZADOS PARA BACTERIAS GRAM NEGATIVAS

CONCENTRACION {mcg/ml)
ANTIBIOTICOS ABREVIATURA B A
Trimethoprin /Sulfamethoxazol SXT 2/38 4/76
Norfloxacina NOR 4 8
Ciprofloxacina CIP 1 2
A mpicilina ) AM 8 16
Ampicilina Sulbactam SAM 8/4 16/8
Acido Clavulanico/Ticarcilina TIM 16/2 64/2
Piperacilina PiP 16 64
Cefazolina CZ 8 16
Cefuroxime CXM 8 16
Cefotetan CTT 16 32
Cefoperazon CFP 16 a2
Cefotaxim CTX 8 32
Ceftriaxom CRO 8 32
Ceftaxidim CAZ 8 16
Amikacina AN 16 3z
Gentamicina GM 4 8
Tobramicina NN 4 8
Aztreonam ATM 8 18
Imipenem IPM 4 8

B= BAJA CONCENTRACION
A= ALTA CONCENTRACION

INTERPRETACION DE RESULTADOS:

Los resultados se interpretan mediante la observacion del desarrolle bactenano en
los pozos correspondientes a cada antibiotico presente en dos concentraciones.

BAJA CONCENTRACION  ALTA CONCENTRACION  INTERPRETACION

Sin desarrollo Sin desarrollo Sensible
Desarrollo Sin desarrollo Intermedio
Desarrollo Desarrollo Resistente

Sin desarrollo Desarrollo No valido
-Después de haber llevado a cabo este método, se les realizarédn pruebas de pureza y

pruebas bioguimicas las cepas bacterianas para observar el desarrollo uniforime de colonias;
y ademés de pruebas bioquimicas.( 15)
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Inoculacion de una cepa bacteriana en la placa de Kirby-Bauer
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DETERMINACION DE LA COI\'ICEN"I“RACI(')N MINIMA INHIBITORIA Y
CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA

Procedimiento:
A).- PREPARACION DE LAS PLACAS DE CONCENTRACION MINIMA
_ INHIBITORIA (MIC)
Sacar las placas de las bolsas y colocarlas en ¢l lugar que se va a trabajar.

B).- PREPARACION DEL INOCULO

Usar un aplicador estéril; seleccionar suficiente nimero de colonias de un cultivo
puro; suspender las colonias en 5 ml. de solucidon salina al 0.85%; los resultados de la
suspension se estandarizan con el equivalente estandar de turbidez de Mac Farland No. 0.5.
Se usa pipeta estéril para preparar la dilucion 1:100 de una inoculacién en un volumen
apropiado de solucion salina al 0.85% estéril; la concentracion final de este inoculo es
aproximadamente 1x106 CFU/ml. Esta inoculacion debe usarse en un margen de 15 min.
después de la preparacion.

C) INOCULACION DE LA PLACA

1.-Con una pipeta Pasteur estéril se toma una muestra de la suspension y se inoculan
100 microlitros aproximadamente en cada uno de ios pozos.

2.- Sembrar el exceso de la suspension bacteriana en placas de agar sangre y agar
Mac Conkey; como un verificador de pureza, incubar de 24 a 48 horas a 37°C.

D).- INCUBACION DE LAS BANDEJAS

1.-Incubar las placas en un incubador de camara o equivalente por 18-24 horas a
una temperatura de 35-37° C

E).-LECTURA DE LAS PLACAS

Después de la incubacidén; las bandejas son leidas por la capacidad de los
microorganismos para crecer en presencia de los antimicrobianos. El crecimiento puede
presentarse como:

-Denso 6 igual, umformemente distribuido por todas partes del pozo.

-Concentrado abotonamientos de crecimiento bacteriano en el fondo del pozo.

-Difusion de patrones de bacterias dispersos por todas partes del pozo.

La ausencia de cualquier turbidez esta considerado como ausencia de crecmuento

Observar la figura No. 1, 2.
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La figura 1. Es una microplaca que fue utilizada para la determinacidén de las
concentraciones minimas inhibitorias y bactericidas. Los nameros de la parte superior
indican los diferentes antibiéticos ensayados, las letras a lo largo de la hilera vertical
izquierda nos indican la concentracion de antibidticos contenida en cada concavidad. La
presencia de un boton de desarrollo bacteriano en cualquier concavidad indica Resistencia
a esa concentracion de antibidtico; y  su siguiente concavidad nos indica su concentracion
inhibitoria 6 bactericida.
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ANTIBIOTICOS UTILIZADOS EN LA DETERMINACION DE LA CONCENTRACION
MINIMA INHIBITORIA Y BACTERICIDA Y TIPOS DE BACTERIAS CON LOS QUE

SE RECOMIENDA SU USO
ANTIMICROBIANOS ABREVIATURA c""fﬁf;f“‘:‘f'o" || GRAM GRAM
NEGATIVOS | POSITIVOS

[Penicilina P 0.03-8 | X
ﬂﬁxacﬂina OX 05-4 X
[Eritromicina E 0.5-4 X
Clindamicina CC 0.5-4 X
Vancomicina Va 2-16 X
Gentamicina GM 1-8 X X
Tobramicina NN 1-8 X X
Amikacina AN 4 -32 | X X
Acido clavulanico/Ticarcilina TiM 16/2 - 128/2. X X
Timethoprin SXT 0.5/9.5 8/152 X X
bSulfamethoxazol

Ampicilina AM 0.12 - 186 X X
Ampiclina /Sulbactam SAM 21 -16/8 X X
Amoxicilina/Acido clavulanico AM/C 2/1-16/8 X X
Cephalothin CF 2-16 X X
Imipenem IPM 1-8 X X
Ciprofloxacin CIP 0.5-4 X X
Mezlocilina MZ 16- 128 X

jAztreanam ATM 2-16 X

Piperacilina PIP 8-128 X

Norfloxacina NOR 4-186 X X
Cefazolina cz 2-16 X

Cefuroxim CXM 2-16 X

Cefoxitin FOX 2-16 X

Cefoperazon CFP 4-32 X

Ceftazidim CAZ 2-186 J X

Cefolaxim CTX 4-32 I X

Ceftriaxom CRO 4-32 1 X X




F).- DETERMINACION DE CMB.

1.- Los pozos que no presentan desarrollo visible se muestrean para la
determinacion de CMB. Tomar una asada y diseminarla con un asa calibrada estéril en
placas de Agar Sangre para Bacterias Gram positivas; y en Agar Mac Conkey para
Bacterias Gram negativas.

2.- Incubar las placas de 18 - 24 horas a 37°C

3.- Contar las colonias de las placas de CMB; cualquier nimero menor 6 igual al que
representa el 0.1% del inoculo original, se considera el resultado 99.9% letal 6 bactericida. {
14)

- La determinacién de concentracion minima bactericida se hace después de obtener
os resultados de la concentraciéon minima inhibitoria, inoculando en cajas de Petri con agar
Sangre o Nutritivo las muestras correspondientes a una dilucion del antibibtico anterior a la
que se determiné como CMI y todas las posteriores.
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RESULTADOS

Las cepas bacterianas conservadas en el cepario de la Facultad de
Ciencias Quimicas se expusieron a diversos anfimicrobianos para determinar
los patrones de sensibilidad - resistencia de cada una de las cepas, usando el
método de Difusidn en agar con sensidiscos (Tablas no.1 y 2 Grafica no. 1, 2,
3,4 )y el método Kirby Bauer en placa (Tablas no. 3 y 4 Gréficas no 5, 6, 7,
8). Comparandos¢ ambos métodos en cuanto a la respuesta de la cepa
bacteriana a los antimicrobianos (Tablas no. 5 y 6). La CMI y la CMB (Tabla
no. 7 Gréafica no. 9 y 10) se determinaron mediante la aplicacion de la
microtécnica UNICEP - MIC tipo-3 .
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BACTERIAS GRAM POSITIVAS

ANTIMICROBIANOS

SENSIBILIDAD CON UNDISCOS
GRAFICA 1

Streptococcus pyogenes _

Staphylococcus simuians
Staphylococcus saprophyticus

Staphylococcus hominis |

B SENSIBLE
B INTERMEDIO
B RESISTENTE

Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus ATCC )
Micrococcus sp )
Enterococcus faecium .
Enterococcus faecalis |
Enterococcus avium ’

Corynebacterium sp

=
-
E
-
o —
~

RELACION SENSIBILIDAD - RESISTENCIA DE BACTERIAS GRAM POSITIVAS

SENSIBILIDAD CON UNIDISCOS
GRAFICA 2

Estreptomicina

Rifampin

Penicilina

Lincomicina

H SENSIBLE
H INTERMEDIO
B RESISTENTE

Eritromicina

Cloxacilin

Cephalothin

-

RELACION SENSIBILIDAD - RESISTENCIA DE ANTIMICROBIANOS

31



LINILSISTH =4
OITINYIINI =1
TTHISNIS =S

ds pijwaaag

1434} Dpj2UoUBs

der_.___Mx_Lmb spuoniophasd

SMUSINA SN0 S

SHIGDAIN SRBJOA]

vpupisdoa atuowinoud p21Sqary

awiownaud vjjaisqary

p20}Ax0 D})218qa1Y

ds by

1102 DIYI1YOSTT

sauadodan A}20QO4 U

vaflwva e flos (o = (e fon e fra | &

S

mmwn:mmmmmmilmm

Nnjunjjuranjicnlvajlzaflvnjivrgon o v Hun

= e e o o o g—fon [on o e

rrflecnlle [ Jen = et femr for e (o fd

flrnllcnll—feaflenjomnfjecnflen fen |on |

ds daonqoiy
=

g;‘.'.cow-—'n:mrn-mmmmmcd

IL.,
ad | wa

Zllerlf—lcnfcrnl[— vz jor v o d— Jon Bon

Mnmcbcam-—-mmmmn:mn::

=
&)

D ]| 0 XD

w0 | W

NV

z.
-«

SYALLY AN WVAD SYIHALOYE

SYRIULOVY Hd SOOSIAIN{ OGOLIN TH ¥0d SOAINALEO VIDNALSISTH - AVAITIIISNAS 30 SINOYLVI

SVAILVIIN WVHD

TVI4dvL

32



BACTERIAS GRAM NEGATIVAS

ANTIMICROBIANOS

SENSIBILIDAD CON UNIDISCOS
GRAFICA 3

Serratia sp

Salmonelta typhi |
Pseudomonas aeruginosa
Proteus vuigaris |

Proteus mirabilis
Klebsiella pneumonie capsulada ‘
Kiebsiella pneumconie B
Kiebsiella oxytoca |

Hafnia sp

Escherichia coli
Enterobacter aerogenes
Citrobacter sp

W SENSIBLE
M INTERMEDIO
B RESISTENTE

RELACION SENSIBILIDAD - RESISTENCIA DE BACTERIAS GRAM NEGATIVAS

SENSIBILIDAD CON UNIDISCOS
GRAFICA 4

I SENSIBLE
B INTERMEDIO

I RESISTENTE

1©

RELACION SENSIBILIDAD - RESISTENCIA DE ANTIMICROBIANOS

33




ALNALSIST =Y
OITAWIIINI =1

A THISNAS = §
SISISISESISUSSiESyS)PsSyrsy|sys 9 S g I ~ sauaBodd snososordang
SyS{S|I1fSsfisy{sypsSf{syfrprprpiraigl 8 S S s  suvjnus sno0000}1ydols
s S S S S 1 1 I S | S i b < g S sno2tiydeo.dps snaao0pydniS
SIS S|{SPSYISISIS)S|SISS)SpS S ) ) SIULNIOY SHO2020]1YdDS
SISdI[SISIsi{SySgs{sfistsisys]s 8 S S | S SIPHaPIdD SHI2000[(HADIS
s{SsS|Ssf{StSsSps|{sUEsS|fsSsiIs|{s|syjr¢ts S S S $na24nv Sn22020[1YdIs

[ S | "mﬂ n.m g s ﬂnmnn l%i slsl s L .Ik!“m s s mln LS | H.Hm. g w"_ "mmm JDLY Shaanp S120000014dvis
Sjlyjaafsgsqgsqysfgrjapapapapapr |y RER: ds $122050.01f]
Sflaf{afT1hRsysafgasirfisi{da|safs S S 41d w220 Sn330040)U7
sjajuyrjJu] Jujujujuyjafirfsqgajfs|u s jufu sijpaanf snaz0o04aiug
SIS [ S|SsfsSsqgapajga)spr|sjajrjags S S a1 HIRIAD SHIO00049]U3

L u]mﬂ S1AaAfS I I [ S|y Ss|a]spafy S | S ds wenisgongaudion

Wdlf| 3L | O [ 4D § NV .\ﬂ.. UON | 412 d_ xs | wa fvafoof a fxo|wvs|| wa ||[omv [wv] 4 SYAILISOd WVHD SYRIZ1OVE
SYALLISOd NVYD SYRIALOVE

I0 YOV'Id NT 4ANVE - A94IM OGOLIN T 40d SOUINALEO VIDNILSISHTY - AVAITIAISNAS A0 SINOULYd

€ VIEVL

34




0¢

SVALLISOd WVYHD SVIMALIVE Ad VIDNILSISTY - AVAITIGISNAS NOIDVTIY

81 91

JLNALSISTY N
OIGHINYIINIE
ATAISNIS W

Pi

(4!

§ VOIAVED
- 4I0VE - AQD Od0IIN

ds wmnpaBgauLL)

WNJAB $NII00IJU Y

sjjedaw] SNII0I0INUY
WNyIIuY SNI20300030 Y

ds sn2a0300 W

3D LV snatne snyaodojdydels
snaine sn020[igdwyg
sipjwaapyda snazozejiydeyg
spuywoy sn33030jAndnyg
snaapagdoades snarosoidydeg
sugin wys snasvro[Ayders

ssuadoad snasesoydayg

SVALLISOd WVdD SVIFALODVE



1]

0L

SONVIGOMDINLINY 30 VIONZLSISTY - AVAITIAISNIS NOIDVTIH

ERLERRAEELL
OlG3WYILINIE
374ISNISH

njeed

Bpldwy

OO|UB|NABID opjay} BM[||3 Ko Wy
wujOIUBAN LN
wujoug)ag; wujoiduy
wPmd

Rujowoluy

LITETTL TR

updweiy

WUD| WOIUBA
wnprgRg Kpdojewpy

nujenoyoidjy

T BUOIKOJON

[TTUTTLITTEN
susey wy
BUIOINYD
LU LTI
PUIBIINILL

9 VOIIVID
ANV - A94T OdOLTIN

SONVIHOHDINLINY

36




HALNALSISTY =4

OLAANYAINI =1

ATHISNAS =S
sl 1 flujuafjusisjufsuajafjslafalsisjuaju ds pipaiag
S 1 S s S| S S R ) I S S S S S sSYs 1ydA} ppjUoNDg
S I§dafsSjsS|S I S gdjafalsfgspyafsfsfyais DSOUIBNLAL SoLONOPNaS ]
) d (] 4 k| ) S I S i S d | d 5 b | S S d ki | SMOSINA SRJOL
s slalsisisisisisis sysislisis]s]sfuls SIIQUAN ST2104]
I d 1 q | dalafdafjafapaly O O Y O | S | S vpuynsdeo awontnaud vjjaIsqary
SIS S|SfS|SfS|{S)SSySpishsjaijapsys|s]s aruotnaud vjjaisqary
SIS P SUESISISESEISSHESIS]S|S |1 I S| S|S!S p20)AxX0 Ujja1sqaLy
SqgdgsSsjtappafAd|fsistafspaagajaprAaysfjsidyy ds vuyfory
S p ¥ SiIsfisfslafsfajuafquafajalsyfsyfsty 1103 DIOLAYIST]
S 1 S| S S ) S Sla)la)a)|day]s o s |y s SPUIB0AID 1310VG0NY
ﬂ-mnﬂ _nnm SIS IS {iSstsSsygsSgsSspgdpaga|s 1 Jd4} s st sSiq{s ds 4212090411

SYALLVOIN IWVHD SYIALOVE
Wl [Wav ] NN | W | Nv [[ZvD oud | X0 || 440 | 110 WX | 20 | a1id | wiL [ iwvs | iy || 410 [doN || 1xs
SYALLVIOIN WVHD SYIIALOVY

1J VOVId NA MMD<M AR OQOLAN TH HOd SOUQINHLEO VIONILSISTY - AVAI'TTHISNIS 3d SINOULVd

FVI4VL

37



SVAILVIEIN WD SYIHALOVE 3Q VIONILSISTY - AVAIIgISNES NOIDV1AY

. .. ..
de fapovgeia
FINILSISTH R sausfiolen 1aj08goIeiug
DIASNHALNIE SUSS—
JgishNas

de wjujey

woo)Axo wj|eyeqeyy

ojuowneud v eqoiy

. wpenedes euownsud ejjejeqeiy

#iqeajw snejoly

SYALVIAR AWE) SVIHHEOVE

selinA ansjold
reou|Brias SHIOWSDNEsY
14dAg wjeuow)eg

CORTHETIT

L VOIAVHaD
HANVE - A9IDI OdOLIN

38



SONVISOUDIWLINY 3d VIONILSISTH- QVAITIISNIS NOID V1T

BLNZLLSISTY N
CICaWMALNIE
. SFIBISNIS W |

a

Biwramun vy Ao

TuCTR

Ll T ]

W iduty

WNpsNg Uy

B  OtwmnARD ORITY | R RO

Wipoendy

8 VOIIVYD
ANV - AP OdOLIIN

SONVIHOSDIRLLNY

39




HINALSISTY =Y
OITIINHALINI =1

A THISNAS = 5
| A b b S S S b Y ¥ ds DIDadaS
) § S S S S S S S I Aydy vjjaucuug
S S S S S g 3 A g d USOUIZNADD SOUOMIOPIISS
| S ) S S S S S | i SUDZIA SN0I]
S S S S ) S S s S S SIIQDAINE S1AJ04S
pponSay2?
| S S S A s | | S S avruownaud vjjarsqayy
S S I S S S S I S I apjuontnaud vjjarsqary
S S S S S S B S S k! pooJAxo vjjisqary
i A 'l I S S S q A il ds biyfvyy
S S S S S S | A g 1102 DIY21DYIST
S S S S S S S S S 3 SaUIBOLIY dFFIDGOADIUT]
8 S S ) ) S S S 8 S ds 4212004117y
qanvd | SOD | ¥ianvd | SOO | dyIAvE | SOD | ¥INVE | SO0 danvd S SYALLYDAN
A SIAINA| ASAIM || SIAINA| ASYI | SIAINQ| AgEIM SIAIND] AT ODSIAIND NVID SVIHALOVE
ju e [w/3ou [TETTT w/dowgL/p | SowsL'LT
Bamg-p [Bowor| ze-91 [Fowog| ze-8 | Fowog -8 dowoy | -gent -STT
D NV XLO Ny LXS§

SOIDSIAINA OQOLAN A VOVId NI HdNVd

§ VIAVL

- AR OQOLTN T3 40d SYAINILEO SYALLVOIN WVHD SYIRIALOVE 3d SOAVLTASHY 30 NODDVIVAINOD

40



HINALISISAd =¥
OITINYAINI =1
TTAISNIS =S

%

b

(=

—

:

sauaBodd sn22020jdagg

suppruls sno20201 ydvig

W
i

stolidydoddus sna2000)Aydvis

S0y s102030)Aydols

sipiutapida sno2020)Aydois

Snadnp sn22000)AydoIs

£26$7 DOIF Snainp snoaoo)Aidolg

o)

ds sna0020005y

Wn120f Sn200064247

SH{poatf sn23020421U7

)
S
S
S
S
8
;|
S
|
S

~ et |22 |12 lled fum flon fen flon jled

e e e e [fem

e [ied A2 1ed fon fom e et e fee

r— ffen lvn |z g f— fzn o

A
§
§
S
g
§
i
I
b
I

UIRIAD SHOD0D043)U)

Ly 1

o

=

(=4

e H

'Mmmn—tnﬂmwmmw“:—.'m

WANYH AHHIN

SOOSICINN

AANVE AHEIN

S00SICQINNA

Tu/3owz-1

Sowg

Jwi/8ouw] '0-8

siun 01

30 ATy

SOOSIAING

ANYH AHHN

ds winiiaopqaukio”)

SODSIKINA
oam

w/Eowe-5'0

gowgy

Jou/8our 91-8

Sourgg

SYALLISOd VY5 SVITLOVE

Vi

d

!

i 10

"‘SOOSIAINA NOO HANVE - AT A VOVId NT 4ANVe
- ADI QUOLAN TA H0d SOUINALIO SYAILISOd WVYD SYIIALOVE Ad SOAVLINSTA I NOIDVIVINO0D

9 VIHVL

41



Tabla7

PENICILINA mcg/ml NORFLOXACINA mcg/ml |OXACILLINA mcg/m A
2 4 8 4 8 16 0.5 2 0.25 0.5 i
Citrobacter sp I B -
Enterobacter aerogenes |-B 3
Escherichia coli I-B g
Hafnia sp I-B L
Klebsiella oxytoca | I-B -
Klebsiella pneumoniae .
Klebsiella pneumoniae capsulada | 4:
Proteus mirabilis I I-B ‘j_
Proteus vulgaris I-B j_
Pseudomonas aerogenes | I-B i
Salmonella typhi I-B ; &
Serratia sp | 1] -
Enterococcus avium | B I I 5
Enterococcus faecalis I-B I-B 3
Enterococcus faecium B I B =
Micrococcus sp | | =
Staphylococcus aureus 1-B I-B I-B | 7
Staphylococcus epidermidis B I B |-B =
Staphylococcus hominis I-B -B =
Staphylococcus saprophyticcus |-B I-B | g
Staphylococcus simulans I-B &
Streptococcus pyogenes I-B I-B I-B =

Relacién de la concentracién minima inhibitoria y Bactericida de

bacterias Gram positivas y Gram negativas.




o

'AMPICILINA mcg/ml ERITROMICINA mcg/ml AMPICILINA/SULBACTAM mcg/mi CEFAZOLINA mcg/m!
| 2 4 8 16 0.5 2 4 21 412 gia | 168 2 4 8 16
I | |
i | |
1 i .
4{ | I-B | B
| |
|
1 |-B B 1-B
7 B | B I-B | 1-8
3 B | B |-B ene |
1 B [ B B
l |
i | 1-B GE ' 1E e
R |-B |-B I-B
4 = e l - 1 : |
it I-B I-B
B | | B I-B e
— I-B | I-B




CLINDAMICINA mcg/ml

AMOCILINA/ACIDO CLAVULANICO mcg/

CEFUROXIM mcg/ml

VANCOMICINA mcg/

0.5 > 4 21 412 8/4 16/8 2 4 8 16 2 4 8 16 2
| B = A
| I-B .
z =
| | B
I-B |
. 2
= 3
B
I B ! g
| I-B I-B | B =
1-B | B -
| il
I-B I-B I-B 1-B . B
1-B I-B |- B |-B I-B B
: | B | B I-B T
| I-B | B R
I-B | e
B I-B I-B 1-B i

e



o

i
:

___CEFALOTINA mcg/ml CEFOXITIN mcg/ml GENTAMICINA mcg/ml IMIPENEM mcg/ml CEFOPERAZONE mq
2 4 8 16 2 4 8 16 1 2 4 1 2 4 8 4 8
| B I-B |-B :
1-B |
: | |-B | B
r I | B
| - | B |-B |-B |
I-B 1 B
o | 1 B : B |
4 |-B |-B |-B |- B |-B
531 I B 1-B
L | B ! B
i | B |-B | B |-B I-B
) |
3
2 |-B | B | B |
. I-B 1-B | B |
3 1 B |-B [ B |
___1 I | | |
-B_| |-B |-B I-B |-B
8 4 |-B |-B 1-B |-B
B |- B 1-B |I-B |-B
£ |-B I-B I-B
1-B |-B |-B |-B
B 1B I-B 1-B 1-B B




E meg/ml TOBRAMICINA mcg/ml CIPROFLOXACIN mcg/ml CEFTAZIDIM mcg/ml AMICACINA mcg/ml |
16 1 2 4 0.5 1 2 4 2 4 8 16 4 8 16 32 1t
B |-B 1 B |-B |-B
|-B |-B |-B
|-B |-B |-B | B ;
|-B
|-B |-B |-B |-B
; | B I-B o
gls | B | L -
r |-B |-B |-B |-B -
; |-B |-B |- B g
|-B 1-B | B | B | B - R
1-B |- B |-B |- B i o1
I ;
B | ' | B i
s 1-B I-B | B | B i
B ! B | | | B i -
: |-B | | B |-B o
; |-B 1-B I-B 1.
1-B |-B | B 1-B 0
1-B | B I-B o
I-B I-B e
|-B |-B |-B |-B i
I-B I B -8 1-B o




AZTREONAM mcg/ml

MEZLOCILINA mcg/ml CEFOTAXIMA mcg/ml TICARCILINA/Ac. CLAVULANI
32 64 128 4 8 16 32 16/2 3212 64/2 2 4 8 16 4 ¢
I-B |-B I-B e 8
I-B I-B i
I-B |-B |-B
I-B | B I-B I-B
-B | B I-B B
| ' :
I-B |-B |-B I-B
| |-B
I | ] |
I-B I-B I-B |-B
2 |-B |-B :
: I-B l B -B 1-B
gy 1-B I-B
- | B | B I-B |-B |-B
Bl -8 1-B I-B I
] -8 1-B I-B e
|-B I B I-B
il 18 8
| B | B | B |-B L
1E B 1-B I-B I J




PIPERACILINA mcg/ml

nl CEFTRIAXOM mcg/ml TRIMETHOPRIM/SULFAMETHOXAZOL mcg/ml
16 4 8 16 32 0.5/9.5 119 2/38 4/76 8/152 8 16 32 64 128
|-B I-B
r I-B
g I
I-B | B
- B I =B
|
|-B 1-B |-B
1-B
| |
I-B 1-B I1-B
-B I B
I-B I-B
|-B I-B
I-B |-B '
|-B [-B 1-B
|-B (B I-B
1-B I-B 1-B
|-B 1-B
i I-B
| |.B I [ B




BACTERLLS GRaM PGRTIVAS Y ¥ BACTERILS GRAN NEGATIVAS

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA Y BACTERICIDA
GRAFICA 9

M INHIBITORIA
i BACTERICIDA

RELACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA Y BACTERICIDA DE BACTERIAS GRAM

POSITIVAS Y BACTERIAS GRAM NEGATIVAS.
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CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA Y BACTERICIDA
GRAFICA 10

Pipyractiing

Trim stopsin Sulfam stexszol
Ceftraxons

ATiTeonas

TeercilniAgido Cluvolanico
Colfotazima

Hedsxeiing

Amikackns
e

Giprofioxacin 2 B
Tokramicina
Cofopermon
T ipstiem
Gantamicim
Cofaxitin
Cafslotina

ANTIMCROBIANOS

Vancomicina

Celuroxima

B INHIBITORIA
W BACTERICIDA

Amoxiciin /Ackio Glyulanise

CHndamicin

Cotazatin

Ampiciin r2ulbactam
Erftromigina
Amplediins

Cxmchiin

Morfloxacina

Perlatine

1
]

RELACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA Y BACTERICIDA DE ANTIMICROBIANOS
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OBSERVACIONES

En el método con sensidiscos encontramos un alto grado de resistencia a los
antimicrobianos ensayados, lo cual es evidente en la tabla no. 1 y la Grafica no. 1. en las que
puede notarse el patron mayormente resistente de algunas bacterias Gram positivas como
el Staphylococcus simulans y el Micrococcus sp { que raramente produce enfermedad en el
hombre) y la ya reconocida multirresistencia del género Enterococcus.

Los mismos patrones de resistencia se obtuvieron por el método en placa, con
excepcion del Staphylococcus simulans en el que se encontrd sensibilidad intermedia para
varios farmacos . Tabla no. 3, Grafica no. 5.

En la Grafica no.2, puede observarse en general, la gran resistencia que las bacterias
Gram positivas presentan ante algunos antibiéticos como la esireptomicina ( un antibidtico
ampliamente usado como antifimico ), y la penicilina a la que el género Staphylococcus,
Micrococcus y Enterococcus son resistentes por la produccion de la enzima beta-lactamasa.

La Tabla. no. 2, Grafica no. 3 muesira en general la gran sensibilidad que las
bacterias Gram negativas presentaron ante los farmacos comunmente usados en infecciones
ocasionadas por ellas, encontrandose un completo patréon de sensibilidad ante la cefotaxima
.( una cefalosporina de tercera generaciéon empleada en infecciones causadas por resistentes
a penicilina) y un alto grado de resistencia a trimetoprim-sulfametoxasol, el que es muy
empleado como antibacteriano de amplio espectro. El patrén de sensibilidad ante los
aminoglucésidos como la gentamicina, kanamicina, amikacina, etc. fue muy amplio.

En la Tabla no. 3 y su respectiva Grafica no. 5 correspondientes al método de
sensibilidad de kirby Bauer en placa para bacterias Gram positivas es notable la marcada
resistencia a amoxicilina - 4c. clavulanico que es un antibitico de amplio espectro untdo a
un anillo beta-lactamico distractor de [a enzima beta lactamasa. Note la marcada resistencia
a oxacilina una penicilina semisintética que se emplea en resistentes a penicilina.

El Streptococcus pyogenes exhibe un total patron de sensibilidad a los antibioticos.

El IMIPENEM un poderoso antibidtico recientemente usado presenta un patrén de
sensibilidad total por el método de K.B. en placa Tabla no. 3 y no. 4, Grafica6y 8

La kilebsiella pneumoniae { capsulada ) se muestra ampliamente resistente a los
diversos antimicrobianos ensayados. Tabla 4, Grafica 7.

El trimetoprim - sulfametoxasol por €l método de unidiscos mostré gran resistencia
que no fue comparable al perfil presentado por el método en placa. Tabla no. 4 Grafica no.8.
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Se realizo un estudio comparativo de los métodos Difusion en agar con unidiscos y
el método Kirby Bauer en placa en relacion a la respuesta que ambos métodos presentan a
los mismos antibidticos a las cepas bacterianas tomandose en cuenta que no se esta
utilizando la misma concentracidn del antibidtico asi como tampoco la misma concentracion
del inoculo de la bacteria ya que en el método de unidiscos la concentracion de los
antibidticos es dada en mg. siendo la concentracion del inoculo de 1.5 X 108 mcg/ml, en el
método de Kirby bauer la concentracion de los antibiéticos es dada en mcg utilizando una
concentracion del inoculo bacterias de 1 X 106 colonias formadoras de bacterias/ml, lo cual
era de esperarse, ya que uno de los métodos incluye la difusién de los antibidticos -en un
medio de cultivo sdlido, en tanto que la otra expone directamente a la bacteria a una
concentracién baja y una alta de cada uno de los farmacos ( Tablasno. 5y 6 ).

Encontramos que en la determinacion de la sensibilidad a antimicrobianos usando
las dos técnicas, las diferencias se deben a factor humano, debido a que poseen puntos que
dependen del observador, por ejemplo ambos métodos se comparan visualmente con el
Nefelometro de Mac Farland de 0.5, el cual es un patrdn que corresponde a 1.5 X 103
mcg/ml, por el método de Kirby Bauer se realiza una dilucién 1:1000 para obtener una
_ concentracion de 1 X 106 colonias formadoras de bacterias /ml.

Por el método de difusion en agar con discos se observd que algunas cepas
bacterianas presentaron un patron de heteroresistencia (halo de inhibicién y desarrollo
dentro del halo ) por lo cual firte necesario probar 1a pureza de la cepa tomandose muestras
representativas dentro y fuera del halo de inhibicidon y posterior inoculacién de ambas en
agar Mac Conkey, en el que desarrollaron el mismo tipo de colomas, por lo que se procedié
a realizar pruebas bioquimicas, comprobando que se trataba de la misma cepa que mostraba
heterorresistencia a los antibidticos. Esto puede ser debido a mutacidén en la cepa, lo que
desarrolla resistencia al farmaco, pero que en el momento de su estudio coexisten dos
poblaciones, la cepa sensible y la resistente.

la Tabla no 7 se encuentran los datos de la determinacién de la CMI y la CMB en
donde se puede constatar que estas no siempre coinciden a la misma concentraciéon del
antibidtico, y en general puede decirse que la CMI se encuentra en una concentracion menoy
ala CMB.

En la misma tabla se encontré que ningiin grupo bacteriano se inhibié a una
concentracion menor de 1 mcg/ml para la penicilina.

Algunos géneros bacterianos que no habian mostrado sensibilidad por el método
K.B. en placa exhibieron una inhibicidn a la maxima concentracion del antibiotico en las
placas MIC. Tal es el caso de la Norfloxacina.

El Trimetroprim - Sulfametoxazol funciono como un antibacteriano bactericida, a
pesar de que es reconocide como bacteriostatico, ver tabla no 7
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Para las concentraciones estudiadas de cada antibidtico, se encontraron cepas bacterianas
que desarrollaron inhibicién para una concentracién dada, pero que no preséntaron accién
. bactericida a ninguna concentracién incluida en el equipo UNICEP - MIC tipo 3. Observe
esto en la Tabla no. 7, concentraciones de 2 y 8 meg / ml de penicilina para Klebsiella
oxitoca , Proteus mirabilis y Proteus vulgaris 'y concentraciones de 1 y 2 meg / ml de
ampicilina para Klebsiella oxitoca'y Proteus mirabilis . etc.

En otros casos la CMI y la CMB coincidieron 2 la misma concentracién por ejemplo

en la concentracién 0.5 mcg / ml de eritromicina para Staphylococcus epidermidis ,
Staphylococcus hominis y Streptococcus pyogenes.
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DISCUSION

Con el objeto de implementar un método confiable para Ia determinacién de los
patrones de sensibilidad - resistencia de diversas cepas bacterianas de importancia médica se
probaron dos métodos de Kirby Bauer, por difusién en agar y en placa (método comercial),
los cuales se consideraron confiables ya que proporcionaron el patron de sensibilidad
esperado para el Staphylococcus aurens ATCC no. 25923. Al inicio del trabajo se
montaron por duplicado algunas determinaciones observandose que bajo nuestras
condiciones de uso fue mas reproducible el método de sensidiscos. Sin embargo debido a
que los métodos en placa son caros no se pudo estudiar el total de las cepas por duplicado.

Se esperaba encontrar un patron de mayor sensibilidad de las bacterias Gram
positivas que de las Gram negativas ya que estas ultimas poseen una pared mas compleja
que se cree les proporciona mayor resistencia ante los antibidticos sin embargo en general
fueron mas resistentes las bacterias Gram positivas. Hacemos notar que las cepas
multiresistentes obtenidas cada vez mas frecuentemente en drea hospitalaria no se incluyeron
en este estudio pues las cepas ensayadas seran las empleadas en docencia.

Fue muy notable la marcada resistencia a ciertos antimicrobianos de uso comun
como €l Trnimetoprim - sulfametoxasol y la amoxicilina - dcido clavulanico. Estos
antimicrobianos se emplean para el tratamiento " en escopetazo", es decir cuando se
desconoce la identidad del agente causal de un cuadro infeccioso y se proporciona al
paciente un antibidtico de amplio espectro.

Por el método de uso de sensidiscos pueden detectarse cepas heteroresistentes, que
no son detectables por el método en placa.

En el método de Kirby Bauer en placa ( recientemente comercializado ) las
concentraciones que se tienen del antibidtico en cada pozo, no siempre igualan las
concentraciones requeridas para comparar con el método de difusidon con sensidiscos,
generalmente las concentraciones que se tienen en la placa son menores a las que se tienen
en los sensidiscos, esto ocasiona que en algunos casos no se observa la sensibilidad
correspondiente. Sin embargo considerando que esto ya fue tomado en cuenta al
estandarizarse el método podemos suponer que es un error despreciable.

Una ventaja del método kirby Bauer en placa comercial es la gran cantidad de
antibidticos que pueden ensayarse a la vez. Y una desventaja es el alto costo de los equipos.
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CONCLUSIONES

Por €l método unidiscos de obtuvo que las bacterias Gram negativas presentan un
62.90% de sensibilidad, 11.29% son intermedios y un 25.80% presentan resistencia.

En este método se observé que el Citrobacter sp y el Proteus mirabilis presentan
respuesta semejante a los antibioticos.

Los Enterococcus presentaron un alto indice de resistencia, lo cual se esperaba pues
son reconocidos como bacterias multirresistentes.

Los Staphylococcus presentan en su mayoria una respuesta de sensibilidad (excepto
el Staphylococcus simulans ),obteniendo un perfil general de las bacterias Gram positivas
de un 39.28 % de sensibilidad, 48.80 % de resistencia y 11.90 son intermedios.

En el método de Kirby Bauer se encontré que un 60.71 % son sensibles; 5.80 % son
intermedios y un 33.48 % son resistentes para bacterias Gram negativas, para bacterias
" Gram positivas 63.28 % son sensibles, 10.74 % son intermedios y 21.96 % son resistentes.

En la comparacion de ambos métodos se encontré que un 68.5 % mostraba el mismo
patron de sensibilidad y un 31.48 % no mostrd el mismo patréon de sensibilidad. Las
bacterias Gram negativas mostraron un 75 % el mismo patrén y un 25 % no mostré el
mismo patrdn de sensibilidad. En el caso de las bacterias Gram positivas 60.41 % mostrd el
mismo patron y un 39.58 % no mostro la misma respuesta de sensibifidad.

La CMI y CMB coincidieron en un 63.82 %. Tomandose en donde hubo inhibicion
como un 100 % la CMI es de un 100 % y la CMB es de 83.77 %

Se establecid el precedente determinando la susceptibilidad a los antimicrobianos de
cada una de las cepas conservadas en el cepario de la Facultad de Ciencias Quimicas en la
UASLP

Para los fines practicos de empleo en el cepario microbiano de la Facultad de
Ciencias Quimicas, sugerimos el empleo del método de difusion de los antibidticos en agar y
el uso de las placas MIC TIPO 3 para la determinacién de la CML
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