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INTRODUCCION

Los antibidticos son agentes quimioterapéuticos
que se utilizan a nivel mundial, para el tratamiento de
enfermedades de origen bacteriano, teniendo algunos efec
to bacteriostdtico y otros bactericida.

Una vez determinado el ©¢ 1los microorganismos
patégenos, se puede elegir el antibidtico adecuado ya

. que estos pueden ser selectivos.

El uso inadecuado de las dosis de los antibidti
cos ha llevado & generar resistencia por parte de los mi
croorganismos. Por esta razdn es importante determinar
in vitro 1la conﬁentracién inhibitoria minima (CIM) y la
concentracién bactericida minima (CBM) de cada antibié-
‘tico sobre el agente infeccioso, ya que esto nos determi
na la cantidad que se debe administrar del mismo.

Para lo anteriormente mencionado 8e han reali-
zado estudios de técnicas adecuadas para la determina-
cién de dichas concentiraciones, como son las técnicas de
difusidén en agar y la de-dilucién seriada. '

Le importancia de este trabajo reside en la de-
terminacién de la concentracidn bacteriostdtica y bacte-
iicida de gentamicina, antibidtico que actia a nivel de
sintesis de proteinas, en las cepas de .Staphylococcus
aureus y Escherichia coli que son los microorganismos




mds conunmente aislados en infecciones de diferentes ti
pos de muestras como fuerons urocultivos, exudados fari_r_x
geos, exudado vaginal, espermocultivo, exudado nasal y
coprocultivo, que constituyeron los estudios efectuados
para la remlizacidn del trabajo de tesis. Dichos estu-
dios se llevaron & cabo en el "Laboratorio Médico Provi-
dencia".

En las muestras trebajadas, en un mimero total
de 108, se pueden observar las diferencias existentes en
las concentraciones del antibidtico gentamicina tanto en
la CI¥ (Concentrecidén Inhibitoria Minima) como en la CHM
(Concentracidn Bactericida Minima) de acuerdo al origen
de la muestra, lo gue probablemente nos indica la necesi
dad en primer término, de la realizacién del antibiogra-
ma para la administracién del antibidtico y su concentra
cidn a dosis terapéutica.



GENERALIDADES

Antes del conocimiento de 1la etiolog{a microbia
na, las posibilidades de influir favorablemente sobre
enfermedades infecciosas eran prédcticamente nulas. Con
los adelantos de la microbiologia se dieron los primeros
pasos para el control de las infecoiones, asi fué posi-
ble identificar & los microorganismos causales del pade=-
cimiento, se desarrollaron antisépticos y desinfectan-
tes, sge inirodujo la asepsia en la cirujia, los guan-
tes estériles, el autoclave, los filtros bacterianos y
se inicié el largo camino de las vacunaciones y la sero-
terapia. (33,43) ’

Bl descubrimiento y aislamiento de antimicrobia
nos, impusiercn cambios importantes en la evolucién de
ﬁarésitos; pero los frutos de la quimioterapia habian si
do limitados hasta 1935. Toda la confianza se habia depo
sitado en la manipulacién inmunolégica y las enfermeda~
des bacterianas o virales podian ser tratadas o preveni-
das con el uso de vacunag o sueros especificos. (32)

Con todo y ser muy importantes las contribucio-
nes de las vacunas, las tasas de mortalidad y morbilidad
eran muy altas. Algunas de las enfermedades méds graves
eran; neumonfa lobar, tuberculosis, rickettsiasis, menin
gitis, enfermedades venéreas, septicemias, fiebre tifoi-
dea y endocarditis.



Tal situacidn no era producto de la ignoran-
cia, se conocian casi todos los agentee causales, se ha-
bfan preparado cultivos puros, era posible obtener sue-
ros antiespecie y una infinidad de vacunaa. Bl conoci-
' miento de los mecanismos patogénicos y las vias de conta
minacién, parecian conocimientos poco prdcticos frente a
las necesidades terapéuticas. La proocupaciéﬁ era gene-
ral, ¥y el nacimiento de los institutos de investigacidn
a finales del siglo pasado y principios del presente
obedecieron al interés por las enfermedades.

Antecedentes histdricos

La secuencia de los acontecimientos no fué inesg
perada ni ilégica, hubo necesidad de conocimiento bési-
co, de tecnologia apropiada y de conceptos fundamentales
en el mecanismo de las bacterias, en la ecologia de las
floras microbianas y en la tozic:'.’dé.d selectiva, para

que pudiera contarse con antimicrobianos eficaces.

El trabajo publicado por Domagk em 1935, consti
tuyd el nacimiento de la quimioterapia moderna. Las con-
tribuciones de Ehrlich, fuercn la base del desarrollo
qué d.i.yo origen & la sintesis de sustancias con accion
antimicrobiana. (16,32,33,43)

La demostracidn del efecto antibacteriano de
las sulfonamidas resulté excepcional no slo por el nime
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ro de infecciones modificadas sino por la calidad de las
respuestas clinicas. (16,33,43)

Pasteur y Joubert desde 1877 reconocieron la po
sibilidad de emplear bacterias en la terapéutica de las
infecciones ¥y demostraron el antagonismo que existe
entre Bacillus anthracis y bacterias no patégenas. (33,
43)

Tyndall en 1881 descubrié un hongo del género
Penicillium, que al ser adicionado a soluciones tgr-
bias por el crecimiento bacteriano las transformaba en
transparentes; otros microbidlogos observaren el mismo
fendmeno, pero nadie pensé que pudiera tener las conse
cuencias conocidas hasta nuestros dias.

Vuillemin en 1889, inecluyd los términos ANTI-
BIOSIS o ANTIBIOTE, definiéndoles de la siguiente mane-
. rag "una criatura destruye la vida de oira para su super
vivencia, siendo la primera plenamente activa y la segun
da enteramente pasiva; una eatd en posicidn irrestricta
frente & 1a vida de la otra". Para Waksman el término
ANTIBIOTICO se aplica a "aquellas sustancias quimicas de
origen microbiano que en pequeiias cantidades ejercen
actividad antimicrobiana. (33,43).

Hasts 1890 el tratamiento realizado con extrac-
tos y hongos no tuvo éxito y la falta de reproducibili-
dad hizo que se abandonara esta terapia. El descubrimien
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to de Pleming en 1929 del egecto antimicrobianc de la pe
nicilina sobre el estafilococo dorado pasd desapercibido
durante 10 afios. E1 conflicto bélico de 1939 a 1945 fué
motivo para desarrollar, en escala nunca vista, la pro-
duccién de la penicilina y la prueba de sus efectos anti
microbianos y después producirla industrialmente.(16,43)

El descubrimiento de la penicilina planted mu-
chas preguntas como por ejemplo el porqué bacterias pat_é
genag como Vibrio cholerae o Salmonella no desarrollaban

en el suelo, ¥ cémo descubrir nuevos antibidéticos. La
respuesta de Waksman fue que la desaparicidn de las bac-
teriae patdgenas en el suelo se debia a la aceidn antago
nista de otros microorganismos, Selman Rutgers fue gquien
tuvo la idea de buscar en el suelo productos antibacte—
rianos; entre 10,000 cultivos de microorganismos proca
riotes del suelo, llegé ml descubrimiento de la csltrept_q
micina.'no cambiando la técnica original para 18 obten-
cién de antibidticos utilizada hasta la fecha. (33)

‘Bn el reino vegetal también se conocen numero-
sas sustancias que, generadas por las plantas, evitan el
crecimiento de todo ser vivo en cierto perimetro a su
alrededor. .

BEn la flora del ser humano, la produccién de
antibiéticos como la piocianina de Pssudomonas serugino-
88, microccina y colicina de Escherichia coli ¥y marces-




cinas de Serratia marcescens, inhiben el desarrollo de

otras bacterias y son parte fundamental de la flors mie
crobiana. (32,33)

La manipulacién quimica de lae estructuras natu
rales se inicid con la produccidn del dcido 6-aminopeni-
cildnico que se utiliza para la semisintesis de varias
penicilinas.,

Los resultados obtenidos con el antibidtico han
sido asombrosos y han sobrepasado lo encontrado con lap
sulfonamidas. Muchas enfermedades se controlan por el
empleo adecuado de antibidticos ¥y quimioterapduticoes,
algunas persisten largo tiempo antes de encontrarse los
agentea eficaces.

Una consecuencia no prevista fue el diagnéstico
de las inmunodeficiencias; antes de la disponibilidad de
antimicrobianos eficientes, las enfermedades en lactan-
tes, como septicemia, bronconeumonia y meningitis, daban
margen para la sobrevivencia o la muerte, asociadas con
tal cbndiei6n, la inmunidad desarrollada dejaba protec-
cién ante ulteriores exposiciones sin extrafiar dicha con
dicidén. (33)



Antibidticos

Los antibidticos son agentes quimioterapéuticos
‘procedentes del metabolismo de animales y vegetales,
principalmente hongos microscépicos y bacterias, que
ejercen accidn inhibitoria sobre microorganismos parési-

to8 llegando incluso a destruirlos.
Propiedades de un antibidtico ideals

Para que un antibidtico sea considerado como
adecuado o ideal como agents quimioterapéutico debe reu=-
nir las siguientes cualidadess ’

1) Serd capaz de deastruir o inhibir muchas
‘especies de microorganismos patégenos,

2) Deberd evitar la aparicién de formas resis-
tentes del microorganismec.

3) Ko deberd producir efectos secundarios
indeseables, como reacciones de hipersensibilidad o
alergias,‘leaién en el sistema nervioso o irritacién de
los sistemas renal y gastrointestinal.

4) No deberd modificar o suprimir la flora mi-
crobiana habitual del huésped, para no alterar el equili
brio de la naturaleza, ni permitir que los microorganis-~
mos no'patégenoa normelmente, o las formas patégenas re-
primidag por la flora habitual, establezcan una nueva
infeccidn. (17,28,43)



5) Deberd absorberse con facilidad en él'torga-
nismo. (14)

6) Deberd ser active en presencia de liquidos
tisulares y corporales esencialmente en 1la sangre,
orina, liquido cefalorraquideo y bilis. (17)

7) Deberéd tener una estructura estable, ;pero
metabolizable por el organismo humaneo. (14,17,43)

8) Cualquier droga qus sea wutilizada w©n el
cuerpo deberd ser de toxicidad selectiva, que sea ‘téxica
al microorganismo y no al huésped. Muchos agentes quimio
terapéuticos tienen un grado de toxicidad que interfiere
con el metabolismo del huésped. (13)

Mecanismo de accién de los antibidticom

La célula inhibida por un antibidtico estd en
estado dindmico. La interaccidn entre un antibidtico y
su sitio de unidn especifico en una célula sensible, po-
ne a funcionar una cadena de reacciones que finalmente
llevan a la inhibicién del desarrollo normal, de la di-
visién celular ¥y frecuentemente termina en una completa
autoligis de la célula, (40)

la actividad antibacteriana (13,32,40,43) de
los antibidticos, se pone de manifiesto por su capaci-
dad de afectar el metabolismo bacteriano en las cuatro
formas siguientess . |



1) 1Inhibicidn de la sintesis de la/ pared
celular,

La pared celuler bacteriana estd forumada por el
péptidoglucano o mureina, que consta de unidades peptidi
cas y de azicares, En el péptidoglucano, las cadenas li=-
neales polisacdridas estdn unides entrecruzadas por pép
tidos cortos. El péptidoglucano consta de tres unidadess
(1) wun disacdrido de N~acetilglucosamina y dcido N-ace-
tilmurdmico en enlace B-1, 4-glucosidico; (2) un tetra-
péptido de L-alanina, D-glutamina, L-lisina y D-alanina
¥ (3) wa puente peptidico de pentaglicina., La envoltu~
ra de péptidoglucano es més gruesa en la pared celular
de las bacterias Gram positivas que en la de las Gram ne
gativas. (32,34,40,47)

La penicilina, sus derivados, y todas las cefa-
losporinas, son inhibidores selectivos de la sintesis de
la pared celular, mediante el bloqueo del eslabonamiento
entrecruzado de los glucopéptidos lineales o sea que es
une reaccién de transpeptidacidn. Una vez que el medice-
mento se ha adherido a los receptopés celulares, se inhi
be la reaccién de tramspeptidacién y se bloquea la sin-
tesis de péptidoglucanos. Como consecuencia, 8e inhibe
la formacién de la pared celular. Esto implica que las
células sensibles cultivadas en presencia de penicilina
presentan formas grotescas filiformes. (32,40,47)

v La inhibicién de las enzimas de la reaccidén de
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transpeptidacién por las penicilinas y cefalosporinas,
puede deberse a la semejanza en las estructures de estos
medicamentos con la acil-D-alanil-D-alanina. La reaccidn
de transpeptidacién implica la pérdide de una D-alanina
del pentapéptido. (32,40,47)

La ausencia de toxicidad de las penicilinas pa-
ra las células de los mam{feros debe atribuirse & 1la
ausencia de pared celular con péptidoglucano en las célu
las animales. La resistencia a las penicilinas estd, en
parte, determinada por la produccién de la enzima beta~-
lactamasa por el microorgamismo gque destryye 1la peni-
cilina. La beta-lactamasa abre el anillo beta-lactdmico
de la penicilina suprimiendo la actividad aentimicro-
vb)iane.. (32)

- 2) Alteracién de la permeabilidad de la
membrana. .

La membrana actia como barrera, previniendo la
libre difusidén entre el medio ambiente interno y externo
y manteniende una presién osmética en equilibrio. Esta
membrana se counsidera como el sitio especifico de las

proteinas (permeasas) las cuales controlan el iransporte - ~

activo de aminodcidos y azicares dentro de 1la célula,
asi mismo es el sitio del traneporte de electirones,

La membrana bacteriana posee una estructura compleja cog

teniendo una glta pioporcidn de fosfolipidos y proteinas
Junto con algunos carbohidratoms,
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Es determinante que la desorganizacién de esta estructu-
ra puede ser letal para la célula. (32,40,47)

Algunos entibidticos, especialmente los polie-
nos, debiliten la membrana celular y dejan escapar el
. contenido celular. Las polimixinas se combinan con la
membrana celular y son causa de la desorientacidn en las
lipoproteinas e impiden que éstas funcionen como barre-
ra osmética. (13,32,40,43)

3) Inhibicién de la sintesis de protefnas.

Las bacterias tienen ribosomas 70S, las células
de los mamiferos poseen ribosomas 803, Las subunidades
dg cada tipo de ribosomas y sus especificidades funciona
les Bon l;) suficien'temente diferentes para poder expli-
car porqué los antimicrobianos pueden inhibir 1la sinte-
gis proteica en los ribosomas de las bacterias, sin te-
ner mayor efecto sobre los ribosomas de las células de
los mam{feros. (32)

El modo de ace¢ién de 1los aminoglugésidos se
efectia de la manera siguientes

Le primera etapa es la insercidn del a.tninogluc_é
sido & una proteina receptora especial (P10 en el caso
de la estreptomicina) sobre la subunidad 30S del riboso
ma microbiano. Bn la segunda, el aminoglucdsido bloquea
la actividad normal del complejo de iniciacién de 1la for
macién del péptido (ABN, + formilmetionina + ARN,).

12



Tercera, el mensaje del ABN es le{do mal’ gobre
la regioén de reconocimiento del ribosoma y como resulta-
do, se inserta el aminodcido equivocado en el interior
del péptido produciéndose una proteina no funcional,
Cuarta, la insercidén del amincglucdsido resulta en la
destruccién de los polisomas en su separacién en "monose
mas", incapaces de efectuar la sintesis proteica., Estas
actividades ocurren mds o nenos simultdneamente y el
efecto global es irreversible, destruye a la célula bac~
teriana. (30,32,34,40,41,47)

4) Inhibicién de la sintesis de 4cidos nu-
cléicos, .

Los medicamentos como la actinomicina (32,40,43
47), son los inhibidorés complejos de la sintesis de AIN
ligéndose a los residuos de dexosiguanosina. E1 complejo
AlN-actinomicine inhibe & la ABN-polimerasa dependiente
del ABRN y bloguea la formacién del ARN , inhibe tambidn
la replicacién del AIN de los virus. '

 Las pitomicinas producen el primer enlace cruza
“do de las complementariés de AIN y subsiguientemente blo
quean la replicaciSn del AIN. La rifampicina inhibe el
desarrollo bacteriano enlazindose intensamente a la ARN-
polimerasa dependiente del AIN bacteriano . inhibiéndose
as{ la sintesis de ARN. (32,40,43)
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Registencia frente a los antimicrobianos

El hecho de que las células bacterianas puedan
“Ilegar & hacerse resistentes a los antibidticos por mutsa
cién, implica que la supresién o modificacidn de una en-
zima, o la alteracién de las propiedades de algin otro
componente celular cuya sintesis esté bajo control, pue-
dan ser responsables de la respuesta alterada del farma-
co., Existen diferentes mecanismos mediante los cuales
los microorganismos podrian exhiﬁir resistencia & los me
dicamentos (27), se enlisten a continuaciéns

1) Los microorganismos cambian su permeabili-
dad al mediacmento, Ejemplo: la resistencia a la amike-
eina y algunos otros aminoglucdsidos puede depender
de la falta de permeabilidad a los medicamentos, al pare
cer debido a la alteracién del transporte activo a tra-
vés de la membrana. (32,43)

2) Los microorganismos producen enzimas que
destruyen al medicamenio activo. Bjemplos las bacterias
Gram negativas resistentes a los aminoglucéaidbn (debido
a los pléémidoa) proddcen enzimas gdeﬁilantea, fosfori-
lantes o acetilantes que destruyen al medicamento. Los
estafilococos registentes & la penicilina G producen una
beta-lactamasa que destruyen al medicamento, hidrolizén-
dolo. (3,8,9,20,21) '
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3) Los microorganismos desarrollan un blanco .
eastructural alterade para el medicamento. Ejemplos la
resigtencia cromosduica a los aminoglucdésidos estd aso~
ciada con la pérdide o alteracién de alguna proteina es-
pecifica sobre la subunidad 308 del ribosoma bacteriano,
el cual sirve como sitio eslabonante en microorganismos
susceptibles. (8,22,32,43)

4) Pormacién de una via metabélica alterna gue
soslaya alguna reaccién que es la que normalmente inhibe
al agente. Ejeuplo; algunas bacterias resistentes'a las
sulfonamidas no requieren dcido p-aminobenzoico {PABA)
extracelular, sino que, a seuwejanza de las células de
los memiferos, pueden utilizar el Acido félico preforma-
do. (27,43)

5) Inhibicidn competitiva entre el metabolito
esencial y un andlogo metabdlico (égante antimicrobiano)
Bjemplos la accidén selectiva de las sulfonamidas se ex-
plica por el hecho de que la molécula de PABA y la molé-
cula de sulfonamida son tan similares, que la sulfona-
mida puede entrar em la reaccién en lugar del PABA y ble
quear la sintesia de un constitﬁyente celulgr esencial,
que en este caso es el dcido félico. (27,43)
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Origen de la resistencia a 1los antimicrobianos

Para la mayoria de las acciones de los medica~
mentos entibacterianocs, se requiere la replicacidén acti-
va de las bacterias. Por consiguiente, los microorganis-
mos que eatén inactivados en su metabolismo {(no se en-
cuentran en la fase logaritmica de crecimiento) presen-
. tan caracteristicas fenotipicas resistentes al medica~
mento. No obstante, sus descendientes son totalmente sus
ceptibles,

Otra forma es que los microorgenismos pueden
perdexr 11:1 estructura de blanco especifico para algin me-
dicamento durante varias generacicnes y volverse en esta
forma resistente (32,49), ejemplos las bacterias sus-
ceptibles a la penicilina pueden transformarse en formas
L durante la administracién de penicilina, careciendo de
la mayor parte de la pared celular, por lo que se vuel-
ven resistentes & los medicamentos que actian por este
mecanismo inhibitorio del desarrollo de la pared celular
(penicilinas, cefalosporinas) y pueden bermanecer asi Gu
rante varias generaciones como resistentes. (uando estos
microorganismos regresan a sus formas bacterianas origi-
nales reanudando su produccién de pared celular, se vuel
ven nuevamente susceptibles por complefo 8 la penicilina
(23,3)
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La)mayoria de los microorganismos resistentes a
los entibiGticos se han presentado como resultado de cam
bios genéticos y procesos de seleccidn subsiguiente. Los
cambios genéticos pueden ser cromosémicos o extracromosd
micos y ser transferidos de una especie de bacterias a

otra por toda una gama de mecanismos., (8,32)

El material genético de las bacterias es forma
do por una molécula de AIN circular de doble cadena, su-
"~ perenrollado y plegado dentro de la célula. Se replica
en forma semiconservativa y bidireccional, -

1) Resistencia cromoadmica

Esta se desarrolla como resultante de la muta-
cién esponténea en un locus genético que controla la sus
ceptibilidad o resistencia. Las mutantes espontédneas,
que difieren genéticamente de la ﬁoblacién original, en
que ya son resistentes & la accidn del férmaco, sobrevi-
ven y den lugar a una poblacién completamente nueva, ré-
sistente al fdrmaco.

, El férmaco proporciona wne presién selectiva
muy fuerte en favor de las células resistentes, al evi-
tar el crecimiento de todas las células originales sensi
bles no mutantes. Este tipo de resistencia sparece por
alteracidén mutacional de wn componente celular, esto es
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muy comin en un mismo paciente. Ejemplos la protefna
P10 que se encuenira en la subunidad 308 del ribosoma
bacteriano sirve como receptor para la insercidin de la
estreptomicina. La mutacién en el gen que controls la
proteina estructural da como resultado 1la resistencia a
la estr.eptomicina. Una estrecha regidn del cromosoma bac
teriano contiene genes estructurales que fijan numerosos
receptores de medicamentos, incluyendo aquéllos para la
eritromicina, lincomicina, aminoglucfsidos, etcétera.
(8,27, 32)

II) Resiptencia extracromosomal

Andlisis genéticos han demostrado que la mayo-
ria de las bacterias patégenas aisladas poseen un elemen
to extracromosomal llamado pldésmido., TLos pldsmidos son
moléculas de AIN circular, tienen 1-3% del peso del cro-
mosomg bacteriano, pueden existir libres en el citoplas-
ma bacteriano ¢ pueden estar en ocasiones integrados en
el interior del cromosoma bacteriano., Algunos plésmidos
portan sus propios genes para la replicacién y la trans-
ferencia. 0tros dependen de los genes de otros plésmidos

‘32'43)

Los factores de resistencia (R) constituyen una
.¢lase de plédsmidos que portan genes que demuestran Tresip
tencia especifica para una variedad de antibidticos ¥y
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otras sustancias antibacterianas. Los genes del plésmido
pera la resistencia de los microorganismos controlan a
menudo la formacidn de enzimas capaces de destruir a los
medicamentos antibacterianos. Los plédsmidos transfieren
las enzimas que destruyen al cloramfenicol (acetiltrans-
ferasas); las enzimas que acetilan, adenililan o fosfori
lan diversos aminoglucdsidos y las enzimas que determi-
nan el transporte activo de las tetraciclinas & través

de la wembrana celular, y otros medicamentos. (8,19,22,
23,11) '

El material genético y los plésmidos pueden ser
trensferidos mediante los siguientes mecanismoss

1) Transduceidn

El plésmido es clonado en un virus bacteriano
Yy transferido por el virus a otira . bacteria de la misma
especie, Bjemplos el pldsmido porta el gen para la pro-
duccién de beta-lactamasa que puede transferirse de un
estafilococo resistente a la penicilina por algin bacte-

x_‘iéfa’go, a otro que sea susceptible al medicamento. (13,
32,43)

2) Transformacién

El AIN desnudo pasa de una célula a otra, alte-
“rando su genotipo. Esto puede ocurrir espontdaneamente, o
través de la técnica de recombinacién del AIN,
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1) Conjugucién bacteriana

La transferencia de material genético de una cé
lula a otra requiere un contucto real entre las bacte-
riés que se aparean. Esta transferencia es mediada por
el factor de fertilidad (P) que resulta de la proxime-
cién de los pelos sexuales de la célula donadora (P*) al
receptor. E1 pldsmido o algin otro AIN se trensfiere &
través de estos tdbulos de proteina del donador al recep
tor. Una serie de genes esirechamente ligados, determi~
nan cada uwno la resistencia & un medicamento, pudiendo
entonces transferirse de una bacteria resistente & una
susceptible. El factor de transferencia de 1resistencia
(FTR) constituye la forma méds comin de diseminacidén de
la resistencia a miltiples medicamentos entre diversos
géneros de bacterias Gram negativas. (13,32,43)

4) ‘fTransposicidn

La transferencia de secuencias cortas de AIN
v'(transposieiones, elementos transposables) ocurre entre
un plésmido y une porcién del cromosoma bacteriano den-
tro de alguna célula bacteriana. (32)
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Antibidticos aminoglueésidos

En la naturaleze, los azicares Yy aminoglucési-
dos estdn ampliamente difundidos como elementos molecula
res en forma libre o conjugada. Es por eso que no es ex-
trafio aislarlos también como - elementos constitutivoa de

antibidticos, por ejemplos los aminociclitoles.

Todos los antibidticos aminoglucésidos se dis-
tinguen por su estructura tri o tetrasacdrida sin forma-
cién de cadenas laterales mayores. Un componente' comnin
de la molécula de aminoglucdsidos es la estreptamina ¥
sus derivados, particularmente la 2-deoxiestreptamina,

Por medio del enlace de distintos azicares natu
rales que existen en forma de anillos, a través de gru-
pos hidroxilo, se obtienen glucésidos de diversos carac
ter{sticas. (38,49) |

‘Los antibidticos aminoglucésidos se clasifican
(8,49) segﬁn los azicares constituyentes, en los sgi=-
&guientes grupos (adlo de interés clinico)s
I) Contienen estreptaminas
Estreptamina y sus derivados.
II) Contienen deoxiestreptaminas
&) los sustituyentes estién en hidroxilos
adyacentess neomicinas, paromicinas, hi
brimi cina's ¥ lividomicinas.
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b) 1los sustituyentes estén en hidroxilos
no adyacentess
i) Kanamicina, amikacina, dibekacina.
ii) Nebramicinass gentamicina, tobrami-
cina, sisomicina y metilmicina.
III) Anminociclitoless espectinomicina.

Los aminoglucdésidos poseen el fendmeno de resig
tencia bacteriana, en el que bruscamente una cepa sensi-
ble gse torna resistente. ILa resigtencia presentaeda por
los microorganismos hacia los aminoglucésidos se encuen-
itra determinada por ciertos mecanismos comoe son hquélloa
que presentans
| a) Inactivacién enzimitica,

b) Alteracidn en algun sitio especifico,

¢) Presencia de factores de resistencia (RB). .

d) Alteracién de la permeabilided de la

membran‘a..

a) Inactivacidn enzimdtica.

‘ " Bl mecanismo radica en la biosintesis de
enzimas bacterianas capaces de inactivar a .los aminogl{a-
cdsidos a t:_ra.vés de reacciones que modifican grupos hi-
droxilo y amino, criticos para la accién antimicrobiana,
por la introduccién de grupos blogueadores que pueden
ser de tres clasess acetilo, fosfato y adenilo, mediante
reacciones de acetilacidn, fosforilacién y adenilacidn.
(8,10,48,49)
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La posicién de los grupos hidroxilo y amino ve~
ria segin los sminoglucdésidos; pero una enzima puede
inactivar varios aminoglucésidos si el grupo blogueado
es importante en el efecto del antibidtico. Las enzimas
responsables de la inactivacidn spn producidas por seg-
mentos de AN originados por pldsmidos R, caai siempre
en el espacio del citoplasma siendo de naturaleza cong-
titutiva. (20,21)

Davies y colaboradores (22) describieron en
1977, las caracteristicas de las enzimas activantes de
aminoglucésidos ( tabla 1).

Table {1t Enzinas determinadas por pldsmidos que inaotivan
& los aminoglucésidos

ENZIHA SUSTRATO
3°~0~fosfotransferass Niomioim, kanamioina.
3’ ’=Dufosfotransfexass Estreptomicina,
2°’<~O=fosfotransferasa Gentanicine.
2°°=0uadenililtransferasa Gentamicina, tobramicina.
4°~0-adenililtransferass Anikaoina, tobramicina.
3°%«adenililtrensfeorasa Estreptomioina, espeoti-
' nomicina.
6°~0-adenililtransferasa . Bstreptomicina.
6’<H-acetiltrensferasa ' Amikacina, tobremicina,
2°~F-acetiltransferusa Gentamicina, tobremioinas.
3°-H-apetiltransferasa Qentamicina, tobremicina.

23



b) Alteracién en algin sitie especifico.

Existe también evidencia que los antibidti-
cos aminoglucdésidos ejercen su efecto antimicrobiano de-
bido a que ocasionan una inhibicién irreversible en la
sintesis de proteinas en aquellas células sensibles o
susceptibles.

Como en el caso de la estreptomicina, en donde
se ha demcstrado que emstos antibidéticos se wunen a la sub
unidad 305 del ribosoma interfiriendo con la funcidn en
el sitio A del ribosoma. Existe cierta analogia en el mo
do de accién que tienen otros aminoglucdsidos como kana-
micina, neomicina, nebramicina y otros.

¢) Presencia de factores de resistencia (R).

Se considera que la resistencia que presen-
‘tan las bacterias a ciertos antibiéticos se debe a la
presencia de los factores de resistencia (R). (8,13,19,
22,23,42)

Bl factor R es considerado genéticameate como
un ejemplo de los llamados pldsmidos, elementos cromosé~
micos bacteriancs del citoplasma que presentan duplica-
cién suténoma. La caracterf{stica m4s importante de los
llamados factores de resistencia (R), es el que imparten
dicha caracteristica a ciertos microorganismos frente a
los entibiéticos, 10s cuales causan trastornos en el
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secanisne genético de aquéllos, similares a los que se
producen por mutacidn. (8,42)

d) Alteracién de la permeasbilidad de 1la
membrana.

Una propiedad comin de todos los aminoglucé
8idos es que poseen una carga positiva neta a pH fisiol$
gico, debido a los miltiples grupos amino con un elevado
pK. Cualquier molécula von carga positiva es transporta~
da de inmediato hacia el interior de la bDacteria a tra-
vés de su membrana, la que mantiene su potencial oléctr}
co negativo. Una reduccién en el potencial ;léctrico dis
minuye la velocidad de penetracién del antibiético y ge-
nera resistencia de la célula. (19)



Gentamicina

La gentamicina, se aisld por primera vez en
1961, de diferentes especies de Micromonospora, por sepa
racién cromatogrifica de particién, junto con numerosos
componentes adicionales en los laboratorios de investiga
cidn de Shering Corporation (EUA).

Purlerton en 1905 y Orskov en 1923, realizaron
observaciones que llevaron a clasificar taxondmicamente

las especies del género Micromonospora. Entre las 'espe-

cies de microorganismos productores de gentamicina del

género Micromonospora se encuentrans Micromonospora pur-

urea, ¥icromonospora echinospora, Micromonospora chal-

sea, Micromonospors fusca y Micromonospora sp. (36,49),

cuyas caracteristicas son las siguientess

No formen micelio aéreo verdadero. Tienen conidios pro=-
ducidos aisladamente en los extremos de conidiosporas es
peciales. Conidiosporas cortas, usualmente sapréfitos
que se encuentran en el suelo, en tierras abonadas ca-
. lientes, en el fondo de los lagos y en el polvo. No cre-
-~ ‘cen en medios liquidos.

Como ya se menciond anteriormente la gentamici-
na pertenece a la familia de aminoglucésidos y es una
‘_“_n:ez'lcla d‘o' cl, cl a’ 02, gentamicinas igualmente antimicre
bianas, son compuestos polibdsicos de estructura semejan
te a las kanamicinas y constituidas por 2-deoxiestrepta~
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mina, comin & todo este grupo de aminoglucdsidos, se en-
cuentra unida a dos mminoazicares, la purpurosamnina y la
garosamina o gentosamina. (24,35,49)

Bl complejo de sustancias activas, introducide
en la clinica, contiene esencialmente las fracciones de

gentamicina C,, en wn 29.5% (25-35%), Cia 27.8% (20-31%)
¥ C, 42.78 (40-45%). (tabla 2)

Tabla 23 Propiedades fisicoquimicas

Antibidtico Pego molecular Pérmula
Gentamicina cl 477.60 02 lH 4 316 507
Gentamicina cla 449,55 619H39H 507
Gentamicina c?_ 463,58 02 OH 41“ 507

También puede contener vestigios de otros compo

nentes de gentamicina. Las distintas composiciones mno

producen modificaciones esenciales, las diversas molé~

culas surten los mismos efectos ampliamente, de modo

que se menciona el complejo gentamicina genéricamente co

mo gentamicina, cuya férmula se presenta en la figura 1.
(35,49) |



Gentamicinas

B

A CE OE Of E OH
c,, W, ® E OB G,
©, ©°f, W, E E OB C§
E E OF CH

Fig. 11 1= estructura de las gentanicinass
Anillo I es purpurosamina, IT es 2-deoxies-
treptamina y III es gentosamina (gentamioci-
na A) o garosamina (gentamioina C°s),
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La gentamicina es un compuesto bdsico, estable,
muy soluble en agua (més de 20 mg/ml), etilenglicol, for
mamida, NaOH (0.1N) y HCl (O.1N). BEs insoluble o poco so
luble en solventes orgénicos como metanol, etanol, acato
na, benzol y carbohidratos halogenados.

La genta.miéina que se encuentre en el mercado,
es estable en solucién y su actividad no decrece a tempe
ratura de congelador, refrigerador, ambiental o de incu
badors. Resiste temperaturas de mds de 100°C y admite
una breve esterilizacidn en autoclave. La estabilidad se

mantiene entre un pH amplio con intervalo de 2,2 a 10,

Como antibiético de amplio espectro, la gentami
cina es de especial importancia clinica (ya que es efec-
- tivo contra Staphylococcus aureus penicilinasa positivo)
mostrando también su efecto antibacteriano contra micro-

organismos Gram negativos, incluyehdo Pseudomonas, Serra

3ia y coliformes resistentes a la kanamicina.

El ugo magivo de gentemicing ha alterado el es-
pectro de sengibilidad de las poblaciones bacterianas.
Por eso, el empleo de este preparado, tan importante pa-
ra el tratamiento de casos clinicos, deberia efectuarse
solo con especial consideracién del antibiograma.

El aumento del contenido de distintas sales de

+*
LE A o ’ l82+ y 032+ (carbonato, sulfato, cloruro, fosfa
to, nitrato) en el medio de cultivo, reduce hasta en més
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de 30 veces la actividad de la gentamicina. (18,24,25, .
26,27,28,33,49)

Mecanismo de accién

En forma similar & le estreptomicina, la genta-
micina altera la sintesis proteica de microorganismos en
proliferacidn logaritmica, produciendo wun mayor efecto
de falsa lectura en el dcido ribonucléico mensajero. De
acuerdo con ensayos in vitro, al cabo de pocos minutos
de agregar la gentemicina, se altera la sintesis de pro-
teinas en las poblaciones sensibles, resultando un efec
to bactericida. (29,39,46,52)

La cinética del efecto antibacteriano depende
de la concentracién, j)or lo cual la terapéutica con con-
centraciones variables, produce diferentes intensidades
de accidn bactericida de la gentamicina, que logra
actuar contra microorganismos Gram positives y Gram nega
tivos con conceniraciones de 1-2 (0-5.5) mcg/ml, estas
concentraciones se lograron con la dosificacién habitual
en el suero y otros liquidos orgénicos. La concentracidn
bacteriostdtica es api‘oximadamente dos o tres veces ma-
Yor que la concentracidn bactericida, el efecto dJdptimo
se obtiene con un pH de 7.8, con pH de 6.6 las concentra
ciones deben ser hasta 8 veces mayores y con un pH de
5.5 hasta mds de 30 veces. |
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La formacidén de resistencia in vitro se alcanza
con diferentes especies de microorganismos, que adquie-
ren valores de resistencia de 40, o mds de 80 veces el
valor inicial. El cultivo de microorganismos resistentes
a la gentamicina aparece pleomdrfico, las bacterias mues
tran un comportamiento variable en la coloracidn de
Gram. Al aumentar el empleo de la gentamicina, la resis=
tencia aumenta hasta un 30% y méds de las enterobacterias

aisladas, en los servicios de terapia intensiva.

Con la adminigtracién oral se absorben tan solo
pequefias porciones de gentamicina, ya que de wuna dosis
de 1.2 g se encontrard un 0.2% en la orina de 24 horas.
Por ello, la gentamicina puede administrarse sdélamente
por via intramuscular, intravenosa, intraventricular y
menos frecuente por aplicacién tépice. Se elimina princi
palmente por via renal (filtracidén glomerular) y como no
- hay manejo metabdlico poi‘ parte del organismo, se encuen
tra en la orina en forme antimicrobiana activa. (33,49,
51)

Toxicidad

Con la gentamicina, se presentan en primer tér-
mino los efectos colaterales tipicos de los antibid+ticos
aminoglucdsidos o sea la afeccidén del nervio auditivo ¥y

de la funcién renal, La frecuencia de los efectos téxi-

cos depende de la dosis y la concentracidn, pero sin que
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exista ninguna correlacidn absoluta entre la cantidad
total de gentamicina aplicada.

Las afecciones ototdxicas se conocen primordial
mente por disfuncidén vestibular, suelen aparecer en la
segunda semana de tratamiento, pero pueden aparecer min
algunos dfas o semanas despuds de terminada la medica~
oidns mareos, zumbidos, sindrome de Meniére, doloréi_ dp
cabeza, vimitos y ataxia. Cuando aparaecen los primerda
signos de reacciones tdxicas, a menudo son pintomas pre-

coces y justifican la suspensién del tratamiento.

v

En el 1 al 3% de los casos tratados se observan
reacciones nefrotdéxicas, sobre todo con aumento de los
valores de nitrdgeno em la sangre, més raras son ia pro-
teinuria y el sedimento urinario pateldgico.

Se ha observado que en experimentos hechos con
animales, la gentamicina provoca, después de la neomici-
na, una alta incidencia de blogueo neuromuscular que pue
de contrarrestarse mediante la administracién de calcio

y aumentarse con la aplicacién de curare. (35,49,53,54)

Usos

La gentamicina es wna ntibidtico importante pa-
ra el tratamiento de diversas infecciones, siendo de
amplio espectro, desempefia el papel principal entre 1los
" antibidticos aminoglucésidos para el tratamiento sobre
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todo de enfermedades causadas por microorganismos Gram
) negativoa. En primer lugar se aplica en caso de enferme-
‘dades causadas por Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella sp

~ Escherichia coli y Proteus sp. En ceso de enfermedades

crénicas del tracto urogenital sin formacién de cdlcu~
lbé, el tratamiento con gentamicina ofrece deun T0 a
80% de curacién, mientras que, en caso de nefrolitiasis,

las probabilidades de éxito disminuyen hasta por debajo
 del 40%, Bn caso de pielonefritis infantil, el efecto te
rapéutico se ve reducido a menudo por infecciones produ-
cidas por Candida sp.

Las enfermedades pulmonares ¥ subagudas por

bacterias Gram negativas Pseudomonas, Klebsiella, Entero

bacter, Proteus, Epcherichia coli, suelen reaccionar fa-
vorablemente a un tratamiento parenteral o inhalatorio
con gentamicina. Asi también en otros padecimientoa como
septicemias, infecciones cuténeas, osteomielitims,
infecciones articulares cqntfa infecciones poxr gonococos
¥y gastroenteritis. (38,49)
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Antibidticos inhibidores del ribosoms
baoteriano

Muchos antibiéticos (55) se ban identificado co
mo inhibidores de la sintesis proteica, asl también se
ha reportado que su principal sitio de accidn es el ribo
goma, encontrando una serie de efectos de inhibicidn muy
complejos & nivel funcional., Igualmente se ha estudiado
el papel que desempefian los aminoglucésidos como inhibi-
dores de la funcién ribosomsl, provocande informaciones
faleas en 1a subunided 308. .

Bxisten dos funciones asociadas & la subunidad
305 en la sintesis proteica: ,

1) Proveer un sitio de widn para el ABN que
es desplazado durante la transposicién, etaspa que se ile
va & cabo durante el proceso de traduccidén en la sfinte-
sis, v

2) Permitir la unidén de la N-formil-metionil-
Amit'{_._j_ otros tipos de amino_acil-mt. antes de formsr un
nuevo enlace peptidico, esto se he denominado como acep-
tor o bitio del mminoacil,

- Se han sugerido 3 mecanismos para inhibir 1la
sintesis protef{ca mediante la subunidad 3083



1) Prevenir la accién del Aﬂkm.

2) Interferir el camino del Axﬁm en la subuni-
dad 305 durante la transposicidn.

3) Bloquear el aminoacil aceptor.

Bfectos bioquimicos y mecanismos de accidn

Tomando en cuenta los datos a nivel de accidn
genética y bioquimica de los aminoglucésidos y particu-
larmente de la estreptomicina, se hace evidente que ol
ribosoma es el sitio de accién de éstos y los resultados
ge interpretan en base a log efectos que provocanl en la
s{ntesis de protefnas. (55)

Sensibilidad

No se hh encontrado el mecanismo exacto de
accién que tienen los aminoglucésidos, ya que la forma
de lesién no se ha interpretado claramente. Cuando se
han expuesto cepas gensibles a concentraeionég bajas de
aminoglucésidos, se han observado efectos comos

1) Suspensién de la respiracién.

2) Eliminacién de nucledtidos, aminodcidos ¥y
de potasio.

3) Inhibicidén de sintesis proteica.

4) Bstimulacidén para la sintesis de ARN. (55)

35



Resigtencia

Bxiaten cepas mutantes que resisten concentra-
eiones hasta de 1 mg/ml de algunos aminoglucésidos, la
mutacidén existe por haber un sitio de accién especifico,
8¢ detecta la mutacidn en las células que presentan re-
sistencia a loe aminoglucésidos, porque se observae 1la
eliminacidn del sitio activo.

Dependencia

Algunas bacterias mutantes son resistentes y su

gensibilidad se detecta haciendo uso de médios de culti
vo que contienen concentraciones de antibidticos.
Cuando en el medio no hay crecimiento se puede decir que
ya no existe sintesis de macromoléculas y se caracteriza
por una disminucién de actividad de la sfntesis de pro-
teinas.

El fendmeno de dependencia puede explicérae mne-
diante el uso de antibidticos aminoglucésidos catidnicos

que son capaces de ensamblar con el ribosona, (55)



Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

La quimioterapia baseda en el diagnéstico clini
co y el examen bacteriolégico determina 1la eleccidn y
dosificacién de los compuestos quimioterapéuticos que
"han de utilizarse en un proceso infeccioso. (3)
Ademds, las pruebas de susceptibilidad se realizan duran
te la terapia pare obéérvar las posibles variantes de re
sistencia del microorganismo frente al medicamento. (3)

La susceptibilidad de un microorganismo & un
antibidtico y a otros agentes quimioterapéuticos, =ae
determina por la prueba del disco (1,3,15,44) y la prue-
ba de dilucién. (2,5,6,11,17,45)

La prueba de susceptibilidad cuantitativa ae
puede realizar por la dilucién del antimicrobianc en me-
dio liquido. Esta es la que se utiliza en nuestro estu-
dlo. (4,12,17,50,5%6)

Se adicionan a un cultive de bacteriap en estudio, can-
tidades especificas del antibidtico, preparado en concen
{raciones decrecientes por la técnica dé dilucién seria-
da. Deapu(a de un periodo de incubacién adecuado, se de-
termina la concentracién inhibitoria minima (CIN) y 1lea
concentracién bactericida minima (CBN). (1,3,4,17,26,63)

Estas concentraciones generalmente se reportan
comos ' '
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wi crogramoe por mililitre }‘-g/nl
Unidades internacionales por mililitro UI/ml ¥y
picromoles por mililitro Mmoles/ml

Para establecer el procedimiento y para evaluar
los resultados, hay que considerar verios factoress

a) Seleccidén del medio de cultivo.

b) Procedimiento para preparar diluciones

geriadas.

¢) Preparacién del indculo.

d) Inoculacidén e incubacién,

e) Lectura de los resultados.

Seleccién del método apropiado

Para determinar cudl es la técnica mée apropia-
da para una gituacidn dada, hay que congiderar el equipo
disponible, el numero y tipo de microorganismos, antimi-
crobianos y la intencién para la cual ge efectian las
pruebas. (3)

Pueden ser utilizadas cualguiera de las técni~
cas, de difusién en agar o de dilucidén seriamda, ofreci-
endo las siguientes ventajass

1) La prueba para cada microorganismo propor-
ciona una gufa para la seleccion de la terapia.

2) BEl estudio relacionado con 1la actividad y

el espectro antimicrobiano de nuevos agentes antimiero-
bianos.
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3) El estudio de las poblaciones microbianas
para documentarse del cambio en los patrones de resisten
cia bajo efectos selectivos del uso de antimicrobianos,

4) Detervinacién de antibiogramas, sefial epide
mioldgica o por la identificacidén presuntiva de un micro

organismo.

En el laboratorio clinico, se realizan muchos
estudios por las razones 1 y 4. Generalmente, la prue-
ba de difusién en agar (discc) es adecuada, pero 1la
técnica de dilucién seriada se emplea en el 1lseborato-
rio clinico por su mayor exactitud.

La prueba de difusién en agar es la mds conve-
niente, su uso dia a dia, es generalmente satisfactorio.
La técnica de dilucidn sgeriada tiene la ventaja sobre el
método de difusién en agar, que se puede determinar 1la
concentracién bactericida minima (CBM) y se pueden combi
nar los antimicrobianos para su estudio.
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Principales caracteristicas de los microorganismos
utilizados en este estudio

Staphylococcus aureus

Pamilia I Micrococcaceas.,
Género II  Staphylococcus.

especie aureus,

Mide aproximadumente 1 micre de didmetro, au
agrupacidn es caracter{stica en racimos de uvas aunque
puede encontrarse en cadenas cortas o en pares, Se tifle
con colorantes simples, Es una bacteria Gram positiva,
no forma esporas, no tiene cépsula, es una bacteria inwd
vil, crece abundantemente en medios sélidos, las colo-
nias son redondas, lisas, elevadas y de aspecto brillan-
te. Porman pigmentos que dan a las colonias color amari-
1llo oro, son hemolfticas. (10,32)

Medios selectivos: La mayor parte de Staphylo-
coccus patégenos coagulasa positivos, son capaces de cre
cer en presencia de telurito reduciéndolo para dar colo-
nias de color gris-negro. Los medios de telurito t{ien-
den & ser selectivos y han sido Gtiles para aislar es~-
tafilococos de maferial muy contaminado, como muestras
fecales. Con propésitos diferenciales, aunque no selecti
vos, puede incorporarse manitol y un indicador fcido-bé-

40



gico como rojo de fenol. Los medios de aislamiento pue~
den hecerase selectivos agregando NaCl al 10%.

Necesidades nutritivass Los estafilococos cre-
cen fdcilmente en los medios usuales de extractos de car
ne y peptona, pero lo hacen més profusauente en agar san
gre. Bn medios semisintéticos que contienen hidrolizado
de caseina, se necesita por lo general dcido nicotinico
y tiamina y el crecimiento puede aumentar incluyendo vi
taminas como biotina. v
Bn medios quimicamente definidos, las cepas recién'aislg.
das necesitan un nimero considerable de aminodcidos, ge-
neralmente cistina, leucina, prolina, wvalina, glicins,
pero las necesidades pueden variar segin la cepa utili-
gada.

Toxinaas Los estafilococos pueden producir en-
fermedad tanto por su capacidad de multiplicacidén y dise
minacién en los tejides, como por la produccidén de di-
versasg sustancias extracelulares como song

a) Exotoxina; es una sustancia filtrable ter-
moldbil, letal para animales por inoculacién parenteral,
que provoca necrosis de la piel.

b) Hemolisinas:
Alfas actda sobre eritrocitos de conejo,
lesiona las plaquetas, también tiene accién sobre el mis
culo liso de los vasos.
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Betas es una esfingomielinasa que provoca
la reaccién frio-calor, consistente en que los hematies
hunanos y de carnero contenidos en caldo de cultivo o en
agar-sangre se lisan después de ser incubados a 3700.
siempre y cuendo hayen sido mantenidos durante 1la noche
a temperaturas frias.

Delta: es una fosfolipasa, téxica para los
leucocitos y eritrocitos humanos y de conejo.

Gammas posee menor potencia que las demds
¥ no ha sido adin bien caracterizada.

¢) Leucocidina; es una gustancid soluble que
destruye a los leucocitos de diversas especies de anima-
les; es antigénica y més termoldbil que la  exotoxina,
siendo incierto su papel en la patogenia.

d) EBnterotoxina: es un material soluble produ
cido por algunas cepas de estafilococos. Be una proteina
termoestable de peso molecular 3.5 X 104, que resiste la
ebullicién durante 30 minutos y la accidn de las enzimas
intestinales. La ingestién produce vémitos y diarrea so-
lamente en el hombre Y en los monos.

- @) Coagulasas la mayoria de los estafilococos
patégenos para el hombre producen esta sustancia protiiQ

ca que se comporta como enzima ¥ que coagula el plasma
oxalatado o citratado.

o
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Otras toxinas son, por ejemplo:; hialuronidasa y
estafilocinasa.

El prototipo de lesidén eatafilocéccica es el fu
rinculo u otro absceso localizado. Cuando los estafiloco
cos se establecen en un folfculo piloso dan lugar a ne-
crosis del tejido, se produce coagulasa que deposita 1la
fibrina alrededor de la lesién y en el interior de los
vasos linfdticos, dando lugar a la formascién de una pa-
red que limita el proceso inflamatorio y, posteriormen-
te, de tejido fibroso. Esta pared también inter:iefe con
el libre acceso de agentes antimicrobianos.

En el centro de la lesidén el tejido necrdtico
se licia y el absceso se rompe en la direccidn de menor
resistencia. A esto sigue el llenado lento de la cavidad
con tejido de granulacién & la curacidén eventual. A par-
tir de cualquier foco, los microorganismos pueden propa=-
garse por los vasos linfdticos y el torrente sanguineo a
otras partes del cuerpo lo cual da origen a la presencia

de trombos sépticos en el interior de las venas, (22)
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Eacherichia co_l;;

fa.milia I EBnterobacteriaceae.
Género I EBscherichisa.

especie coli,

Son bacilos cortos Gram negativos que miden a=-
proximadamente de 2 a 4 micras de longitud, por 0.4 a
0.7 micras de ancho, pueden formar cédenaa. BEo condicio=
nes desfavorables, presentian formas alargadas filamento-
sas, rara vez presentan cdpsula. Bs un microorganismo mé
vil. Las colonias son redondas, convexas, lisas con bor-
des definidos, algunas cepas son hemoliticas en agar san
gre. Bn los medios EMB y ENDO, las colonias presentan un
brillo metélico caracteristico. {10,32)

Caracteristicas de crecimientos PFermentan a ma
chos carbohidratos con produccidn de dcido y gas.

Para la identificacién de cepas de REscherichia
coli se emplean las siguienties pruebas bioquimicas llama
das "INViC"s

- 1) Reaccién del Indols. por la capacidad de
producir indol en caldo con triptofano. }

~ 2) Rojo de metilos se observa por el pH final

del medio de cultivo en caldo con 0.5% de glucosa des~

pués de 4 dias de incubacién a 37°C. Escherichia coli da
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la reaccidn positiva, obteniéndose un pH inferior a 4.5.

3) Reuccidn de Voges-Proskauers produccidén de
acetilmetilcarbinol a partir de la aextirosa. En presen-
cia de un 4lcali, este compuesto es oxidado & diacetilo
y da una coloracién rosa. la reaccién es negative paras
Bscherichia coli.

4) Prueba del citratos utilizacién del citra-
to como unica fuente de carbono caracteristica de micro-

organismos de vida libre. Esta pruebe es negativa para
Egcherichia coli.

Todos los cultivos contienen varientes y mutan-
tes estebles con respecto & morfologia colonial (rugosa
o lisa), caracteristica antigénicas, comportamiento bioc=-
quimico y resistencia a los virus.

La cepa K-12 de ggpherichié coli se ha estudiado exten-

pamento desde el punto de vista genético y se ha demos-
trado en ella recombinacidn sexual de caracteristicas he
reditarias.

Posee una estructura antigénica muy compleja ¥
las cepas son heterogénicas en su comportamiento serolé-
gico. la clasificacién estd determinada por sus antige-
nos "0" somdticos fermoestables (mds de 120 diferehtes)
por sus anfigenos cépsulaies K"  termoldébiles y por sus
antigenos flagelares vy,
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Becherichia coli constituye parte de la flora
anormal del intestino, 8élo se +transforma en patégena
cuando aloanga tejidos fuera del tracto intestinal, par-
ticularmente el tracto urinario, las vias biliares, el
peritoneo o las meninges, provocando inflamaciones en es
tos sitios. Cuando las defensas normales del huésped son
inadecuadas pueden alcanzar el torrente circulatorio ¥y
provocar septicemias, (32)

Las infecciones intestinales producidas por
Bscherichia coli se deben @& ciertos tipos de cepass

Bnteropatégenass estédn asociadas con diarreas
infantiles.

Bnteroinvasivass aquéllas capaces de invadir
las células epiteliales del intestino, y dar lugar a un
sindrome parecido al de la disenteria bacilar (colitia),
gimilar al que producen ciertas cepas virulentas de Shi
gella, ’ .

Enterotoxigénicass algunas cepas de Bscheri-
chia coli producen una exotoxina termoldbil que estéd ba~
Jjo control genético de un pldsmido transmisible. Actia
a nivel de la porcidn superior del intestino delgado pe-—
Tro no en el intestino grueso. Bs posible que estos micro
organismos tengan un papel importantisimo en los proce=
s0os diarreicos agudos de los nifios de corta edad, en la

diarrea del turista y en los episodios de intoxicacién
aligpentaria. (10) '
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PARTE EXPERIMENTAL
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MATERIAL

Cajas de Petri de 150 X 50 mm, tubos de ensaye de 16 X
150 mm, tubos de ensaye de 13 X 100 mm, tubos de ensaye
de 12 X 75 mm, matraces erlenmeyer de 250 ml, vaso de
precipitado de 1000 ml, pipetas graduadas de 1 ml, pipe
tas graduadas de 5 ml, pipetas graduadas de 10 ml, porta
objetos, cubreobjetos, agitador de vidrio, embudo, fras
cos para colorantes y reactivos, frascos limpios y esté-
rileé, asa microbiolégica, tela de alambre, mechero, tri
pié, gradillas, abatelenguas, espejo veginal, gasa, algo
dén, palillos de madera, hisopos estériles, papel manila

pepel pH, microscopio, autoclave, horno, incubadora, po~
tencidémetro.

MEDIOS DB CULTIVO

Caldo cerebro-corazén.
Caldo manitol rojo de fenol,
Agar con eosina y azul de metileno.
Agar gelosa-sangre.
Agar con sal y manitol.
Medio de Kligler.
Medio de SIN.
Caldo de urea.
. Caldo Mueller-Hinton.
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REACTIVOS

Colorantes de Gram.,

Reactivo de Ehrlich,

Plasma humano citratado o de conejo.
Solucién de NaOH al 0.1N.

Clorurc de sodio.

Ampolletas de Garamicina (equivelente a sul-
fato de gentamicina) de 80 mcg/2 ml.

MATERIAL BIOLOGICO

Muestras de:

Exudados faringeos.

Exudado nasal.

Secreciones vaginales.
Secresién de lesién cuténea.
Esperna.

Esputo.

Heces.

QOrina.
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TOMA DE MUESTRA DE LOS PRODUCTOS ESTUDIADOS

a) La muestra de garganta se recolecta con un
hisopo estéril, se humedece con caldo cerebro-corazén y,
mientras se mantiene baja la lengua del paciente con la
ayuda de un abatelenguas, la garganta bien expuesta o
iluminada, se frota enérgicamente la parte posterior de
la misma con el hisopo, ambas amfgdalas y la fosa tonsi=-
lar, y las partes donde heya inflamacién, exudado o ulce
raciones. Deberi tenerse cuidado para evitar tocar con
la torunda, los labios 0 la lengua. .
b) La recoleccién de esputo se realiza de dife

rentes maneras: |

i) Succién nasotraqueal o faringeotraqueal.

ii) Aspiracién transtraqueal.
iii) Esputo expectorados

1) Se prefirieron muestras de esputo expec
torado por la mafiana, 2) lavado de la boca con agus pa-
ra evitar la contaminacién con los residuos de alimentos
3) se dan inetrucciones a los individuos de que rednan
el esputo producido por 1la tos expulsiva profunda o
intensa (esputo traqueobronquiel), con el minimo de con-
taminacién por la saliva y sustancias o productos que
pueden proceder de la nariz y de la nasofaringe; 4) el
esputo tiene que ser depositado em frascos de boca ancha
'muy limpios, y que tengan taponee que se ajusten exacta

50



mente, teniendo precauciones necesarias para que no ae
contamine el exterior delh recipiente y no se produzcan
aerogsoles. Bn los infantes y los nifios de corta edad, la
tos puede ser provocada tocando las fauces para la obten
cidén del esputo.

c). El material wuterino o vaginal puede ser
obtenido después de 24 hores de que la paciente realizé
el dltimo lavado vaginal o la ducha vaginal. Mediante
el uso de hisopoa estériles y de espejos vaginales, se
hizo la toma de muestras de acuerdo con el caso.

d) Con respecto a la recoleccién del esperma,
se hizo lavando el glande y la fosa navicular con agua
¥y jabén neutro. Pué recolectado 96 horas después de la
Ultima emisidn seminal, por eyaculacién provocada o _c_c_:_i;?-
tus interruptus. Para esta muestra no deben usarse con-
dones, por los posibles resultados dudosos en lo que se
refiere al efecto espermaticida de los polvos en que se
enrolla el ldtex con que se fabrican los condones.

e) La toma de orina se realiza generalmente me
dieante miccidn media, siempre y cuando se tenga la coope
racién del paciente. BEn el caso de las mujeres limpiar
perfectamente bien la vulva con agua y jabén neutro; en
los hombres lavar el glande y las partes vecinas con e-
gua y jabén., Héy otros métidos para la toma de orina ¥
que no-fuercn realizados, comos cateterizacién, puncién
suprapdbica y bolsas estériles.
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f) Para la realizacidn de los coprocultivos se
requiere de materia fecal, recogida en frascos que no ne
cosariamente deben estar esterilizados. En caso de dia-
" rreas, se llevé a cabo una toma rectal introduciendo un
hisopo estéril o cucharilla de vidrio a través del ano
frotando sobre las paredes del recto para recoger la mu-
cosa rectal,

€) Bn el caso de lesiones en la piel, =se hizo
la asepsia previa con agua o solucidn salina estériles.
Por medio de un hisopo estéril ase toma la muestra Yy si

se requiere se hace presién hasta la obtencidn de secre~
cidn purulenta.

h) La toma de la muestra nasal, se efectué con
un hisopo estéril que se introdujo en las fosas nasales
froténdolo por las paredes.

2) A las muestras recolectadas, se les efectiia
un frote y la tincién de Gram, al observarlas &l micros-
copio se determina la morfologia y afinidad tintorial de
los microorganismos que supuestamente ocasionan la infec
cidn. Las muestras obtenidas se inocularan y estriaron
directamente en cajas Petri con medios de cultivos agar
gelosa-sangre, agar con sial y manitol y agar con eosina
¥ azul de metileno
En el caso de la orina se efectian técnicas cuantitati-
vas que son de mayor significado para el diagnéstico de
las enfermedades de las v{as urinarias, llevéndose a ca-
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bo la técnica de estriacién directa con asa calibrada;
la que se realiza empleando una asa de platino de 4 mm,
con la que se puede recoger 0.0l ml de muestra, se inocu
lan les cajas de agar sangre y agar eosina y azul de me-
tileno, eatriando toda la superficie de ambas cajas, se
incuba durante toda la noche a 37°C y efectia su lectura
a la mafiana siguiente., Se examinan y cuentan las colo-
nias de las cajas, e multiplica el recuento de colo=-
nias de las cajas, se multiplica el recuento de colonias
por 100{se ugé 0.01 ml) para eatimar el nimero por mili-
litro de orina., Cuando el nimero de colonias es menos de
104 bacterias por mililitxro de orina ge considera como

5

contaminacién, y mds de 10” indican una infeccidén del

aparato urinario.
Se incuban las cajas a 3700 durante 24 horas.

3) Se lleva a cabo la seleccidén de microorge-
nismos gupuestamente patégenos, que se confirma con las
pruebas bioquimicas que &stos realizan en los diferemtes
pedios de cultivo.

Staphylococcus aureus produce un halo de heméli
sis acentuada en agar gelosa-sangre cuando la cepa es
productora de la enzima hemolitica denominade hemolisina
o eatafilolisina.

El medio de agar con sal y manitol e indicador,
es selectivo para el aislamiento de estafilococos patége
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nos, ya que casi todas las demds bacterias som inhibi-
das por la elevada concentracién de sal. Las colonias de
estafilococoa patégenos se verdn rocdeadas de un halo de
oolor amarillo, que indica la fermetacién del manitol.
Eacherichia coli en el medio de agar con eosi-

na y azul de metileno (EMB), desarrolla colonias redon-
das, convexas, de color oscuro, hay un vire de colora-
oidn en el medio ¥y adaméa‘con reflejo metdlico caracte-
ristico.

4) Se realizan pruebas confirmatives pera ve-
rificar la identificacién de los microorganjmmos patége~
noss

Para determinar la patogenicidad de Staphyloco-
gcus aureus sé practican lag siguientes pruebass

Para identificar la enzima manitolasa que  se
gonsidera factor de patogenicidad de Staphylococcus
aureus, s¢ efectds la prueba del manitol que consiste
@ inocular una colonia previamente identificada por tin
0ién de Gram, en un caldo manitol rojo de fenol e incu-
mr.a 37°C por 24 horas. Pasado este periodo de incuba-
cién se observa un vire en la coloracién del medio de ro
jo a amarillo.

§e emplea también la prueba de la coagulasa que
e 100% confirmativa para saber si el microorganiamo es
patigenc. Bl fundamento de eeta prueba es como sigues
La coagulase libre es une sustancia semejante a la trome

54



bina que se haya presente en los filtrados de cultivos.
Cuando una suspensidn de bacterias productoras de coagu=—
lasa se mezcla en partes iguales con una poca cantidad
de plasma en un tubo de ensaye, se forma un codgulo visi
ble como consecuencia de la utilizacién de los factores
de coagulacidn del plasma de manera similar a cuando se
afiade {Yrombina.

Para llevarla & cabo se inoculan 0.5 pl de wuna
dilucidén 154 de plasma de conejo con una &sa que conten-
€ abundante material de la colonia sospechosa. Las ce-
pas coagulage positivas producen usualmente un codgulo
visible en 1 a 4 horas. Las pruebas que aparecen negati-
vas en 4 8 6 hoi‘aa, deben continuar incubdndose y  ser
leidas otra vez luego de 16 a 18 horas, ya que algunas

cepas de Staphylococcus sureus producen coagulasa wmuy
lentamente. '

Las pruebas bioquimicas que se realizen para le
identificacién de Bscherichia coli y otras enterobacte~

rias son en los siguientes medioss
a) Medio de Kligler,

El medio de Kligler contiene dos hidratos
de carbonos lactosa, con concentracidn del 1%, y glucosa
en concentraciones del 0.1%. La fermentacidn se produce
serdbicamente (en el pico de flauta) y anaerdbicamente
(en la capa inferior). ElL tubo se siembras em estria y pi
quete, cuyo desarrollo se interpreta por el vire del in-
dicador que cambia de rojo a amarillo.
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b) Medio semisdlido SIM (sulfuro-indol-motili-

dad) .

Se siembra por piguete, algunas especies
bacterianas heterotréficas son capaces de liberar azufre
enzimdticamente de los diferentes aminodcidos que las
contienen produciendo el dcido sulfhfdrico (SHZ)‘ El gas
incoloro SH2 reacciona con una sal pesadm, citrato férri
co de amonio para producir un precipitado negro insolu-—
ble, sulfato ferroso. La capacidad del microorganismo de
desdoblar el indol de la molécula de triptéfamno, se de-
tecta cuande al agregar reactivo de EBhrlich se forma un
anillo roea en la zona de contacto al momento o después
de algunos minutos, se da como positiva, i no hay ningu
na coloracién la prueba es negativa. Se determina la mo-
tilidad al observar la diseminacién del microorganismo
en el piguete.

¢) Caldo manitol rojo de fenol.

Las bacterias patigenas fermentan el D-mani -

tol. Cuando la reaccién es positiva, hay un vire de colo
racién del rojo al amarillo

d) Caldo de urea.

‘ BEn este medio s8e efectua la hidrdlisis de
‘la urea, formando dos moléculas de amonfiaco por accién
. "de la ureasa. Cuando el microorganiemo es ureasa positi-
vo se observa el cambio de coloracidn de rojo (pH = 6.8)
a rojo cereza (pH = 8.1 o més alcalinidad).
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La susceptibilidad a los antibidticos por 1la
técnica de dilucidén seriada se realiza de la manera si-
guientes

1) En 10 tubos de 13 X 100 mm limpios, esteri-
lizados y marcados del 1 al 10, se colocan con una pipe-
te 0.5 ml del caldo de dilucién (caldo Mueller-Hinton)
en los tubos marcados del 2 al 10, Repetir la operacidn
el mismo mimero de series de tubos como de muestras que
se tengan a prueba. El tubo marcado con el 1 se tieme co
mo control positive.

2) Para la preparacién del antibidtico se uti-
liza una ampolleta de Garamicina (nombre comercial) con-
teniendogéulfato de gentamicina (equivalente a gentamici
na base), cuya concentracién es de 80 mg/2ml, lotes MR8}
AMKZ 29, Laboratorio Scheramex. Se utiliza como diluyen=
te caldo Mueller-Hinton.

Cdlculoss 80 mg/2 mi 80,000 meg/2ml
0.5 ml 20,000 mcg/0.5 ml

0.5:20 1,000 mecg/l ml

1.0 ml 1,000 mcg/1 ml

1:5 200 meg/l ml
0.5 ml 100 mecg/0.5 ml

3) Bl inéculo se prepara, tomando de 2 a 3 co-
lonias en 6 ml de caldo Mueller-Hinton, que 8e lleva a
incubar & 37%C durante tode la noche. Se prepara una di-
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lucidn de 131,000 en caldo. Después de efectuar la dilu-
cién, se toma una muestra depésitandola en una celda fo-
tométrica para medir el % de transmitancia a 475 nm
(filtro azul), debiendo dar como resultado 98% y tomando
este velor como referemcim para que las demds muesiras
se estandaricen. Se tiene asi una concentracidén aproxime
da de 105 a :LO6 microorganismos por mililitro.

4) Agregar a la serie de tubos que se han mare
cado del 1 al 10, 0.5 ml del indculo. El volumen final
de cade tubo es shora de 1 ml, ¥y la concentracién del
antibiético va de 100 mocg/ml a 0.39 meg/ml,-en orden de-
creciente por diluciones al doble, (tabla I)

5) Incubar las series de tubos a 37°C durante
12 a 18 horas. El dltimo tubo, donde hay menor concentra
oién del antibidtico de la serie y que no pi‘esente creci
miento, se toma como indice de concentracidn bacteriosté
tica.,

6) Para determinar la concentracién bacteri-
cida, se lleva & cabo la resiembra de los tubos que pre-
senten inhibicidén, a tubos con 0.5 ml de caldo Mueller-
Hinton. El resultado se ootiene después de incubar a
31% durante 12 a 18 horas. (tabla II)
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Tabla It Dilwidn seriada de antibisticos

(preparaci6n de los tubos)

Diluyente Cultivo
Tubo &g:g;gg Antibistico 22‘“;:30 gzn:mbr:gﬁ:o
() agrogado ) final (wog/ml)
1 - 0.5 ml 0.5 100
2 0e5 0.5 ml 0.5 50
3 0e5 0.5 del tubo 2 0.5 25
4 005 0.5 del tubo 3 005 12'5
5 0e5 0.5 del tubo 4 0.5 6425
6 0.5 0.5 del tubdo 5 0.5 3.125
7 0.5 0.5 del tubo 6 0.5 1456
8 0e5 0,5 del tubo 7 0.5 0.78
9 0.5 0.5 a8l tubo 8 0.5 0,39
10 0.5 " nade 0.5 oexro

* Eliminar 0,5 ml del tubo 9.
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RESULTADOS

Se estudiaron 58 cepas de Staphylococcus aureus

frente a concentraciones decrecientes de gentamicina y
se agruparon de mscuerdo al origen de la muestras

En la tabla III se enlistan las concentraciones
bactericidas y en la tabla IV las concentraciones bacte~
riostdticas. Bn la tabla V se hace la comparacién entre
la concentracidén bactericida y bacteriostdtica, el niume-
ro de cepas y el porcentaje acummlativo.
Observando que la concentracidn bactericida oscila entre
0.76 y 100 mcg/ml y la concentracién bacteriostdtica en-
tre 0.39 y 100 mecg/ml,

En las 50 cepas de Escherichia coli estudiadas,
los resultados se clasificaron de la siguiente maneraes

Bn la tabla VI se dan las. concentraciones bacte.
ricidas y en la tabla VII las concentraciones bacterios-=
tdticas, que se enligtan de igusl forma a las anterio-
res. En la tabla VIII se realiza la comparacidn entre la
concentracién bactericida y bacteriostdtica, dando el nd
‘mero de cepas Yy el porcentaje acumuletivo. Se observa
que la concentracién bacteriostdtica oscila entre 1.56 y
100 meg/ml y la concentracién bactericida entre 6.25 y
100 meg/ml, '
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Tabla III: Las conoentraciones bactericidas de gentamicina en
forma decreciente que actdéan scbre

Staphylocooous aurens

NGmexo Origen de la 'a 0ol olen

de avestra geia| el s 3|5 R|S|7| 8
musstre '-a M| e [e QN =] 14

1 Exudado faringeo B

9 " B

20 ”" B

22 " B

19 " B

33 . B

4 " B

53 " B

8 " B

11 " B

1 5 ” B

28 " 3 i

34 " B

35 " B

42 " B

55 " B

2 " B

16 " B

23 " B

25 . B

3 " B

38 " B

40 " B

56 " B

58 * B

12 " B

36 " B

39 " B

57 " B

26 " 3

49 " B

37 " B

50 » B

51 " B

13 Exudado vaginal B

21 " B

29 " B

B - dactericida,
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CCETINUACION.

forma deoreciente que actlan sobre

Staphyloooocus aureus

-

las concentraciones bactericidas de gentamioina en

Néméro Origen de 1la d w | & vle | a
1 sl A |~ | W= M
de nuestra 88 Ol N} o] o .| o .
mstm - n| - | 0 m - O [e] (4]
3 Exudado vaginal B
44 " B
18 " B
B
;2 " B
27 Heces B
45 " B
46 . B
32 Orina B
52 Esperma B
10 " B
43 Exrudado nasal B
k) Exudado faxringeo Registpnt
4 " Respistpnt
5 " Repistpnt
T " Resistent
17 EBrudado vaginal Registpnt
6 Heces Repistpnt
24 " Repistent
14 Orina ReEie nt
47 " Repistent

B = bactericida.
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Tabla IV: Ias comcentraciones btacteriostdticas de gentamicinm
en forma decreciesnte que aotlan sobre

Staphylococous asureus

Mamexo . 8 n
Origen de la ) ninNie|l el
de el Nl | nN|] =|Mm
1 Exudade faringeo b
9 [} b
22 " b
15 " b
20 " b
3 " b
41 " 'b
53 " b
11 " b
19 " b
34 ] b
35 1" b v
55 " b
58 n b
8 " b
16 " b
23 " b
25 " b
28 » b
N " b
a8 " b
40 " )
42 1] b
51 " L
2 " b
36 * L
12 " b
37 . b
39 " b
49 " b
.50 " ]
56 " b
26 " b
51 " b
13 Exudado vaginal b
29 " b

b = bdacteriostético.
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CONTIIUACICN:

Xas conoentraciones bacteriostdtioas de gentamioine
on forma decreciente que aotian sobre
Starphyl coooccus aureus

BWero | oOrigendela | & A EIEIRIRIEIE
de muestra 8} o [N . . . ° .
muestre =} Nl Al |0 Mn) «~! OO | ©

30 Erudado veginal b
44 " b
48 1] b
54 " b
18 " b
21 " b
45 Heces b
46 " b
27 " bl
32 Orina b
52 Esperma b
10 " b
43 Nasal b
3 Exrudado farfngeo Registpnte;
4 " Resistpnt
5 " Regiatent
1 " Resistpnt
17 Exudado vaginal Registhnt
6 Heoes Resistpnt
24 " Resistent
14 Orina Resistpnt
47 " Re#isthnt

b = bacteriostdtico.
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Tabla Vi

Comparecién entre la concentrecién bactericida

Y bacteriostdtioa de gentamioina sobre
Staphyloooocus aureus.

Bcterioastdtioco Baotericida
wgs | St | 4 | wem | Ml s
100,00 1 2 100.00 11 19
50,00 10 17 50,00 9 15
25,00 8 14 25.00 10 17
12.5 8 14 12.5 10 17
6.25 10 17 6.25 4 7
3.125 2 3 3.125 - -
1.56 6 10 1.56 4 1
0.78 3 5 0.78 1 2
0.39 1 2 0.39 - -
0.00 - - 0,00 - -
Resistente 9 16 Resistente 9 16
Total 58 100 Total 58 100




fabls ¥Is las concentraciones bacterioidas de gentamicina en
forma decreciente que aotfan sobre
Edoheriohia coli

Ntmero Origen de la %
de mwestra Sg
muestn -

12,5
6.25
3.125
1.56
0.78
0.39

i &

CERO

v Exudado vaginal
vI "
VII "
X "
n n
nx "
xv 1]
. mI "
Xx "
Ixx n

YYD

Wt Ew W

w

B - bactericida.
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CONTINUACIONs las oonceniraciones bactericidas de gentamioina en

forma deoreciente que actlan sobre

Escherichia coli

Némero Origen de la d nin &) vlola
o N - nit=| ™M
e | OO %Raﬁsa:aaé
VI Exudado faringeo B
XXVII " B
xIx " B
ILvi v B
I11 " B
VIl " B
XXX " B
v " B
XvI Lesién B
xxvi Esputo B
VII1 Exudsdo vaginal Repistients
XITIX " Repisyents
I . Orina Repistiente

B ~ aoterioida.
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Tabla VIIs Las congentraciones baoteriostdticas de gentamioina
en forma deorsciente que aotlian sobre
Escherichia coli

7/

Ntmero : G win |Qlel oo
de oﬁfﬁtﬁh Salo (a9 |39 %28
nuestra Fa 0| o - | \O La R IR o110t o©
XXX| Exudado vaginal b
XIVIIX " )
v " b
71 " ]
I ’ " b
Ix " ‘b
b " b
xv " b
XIx " )
XXXVIIX " b
XXXIX " b
L " b
r " b
v " b
Xnvi " b
XLx " b
1 " b
XX " b
X " b
X " b
X111 " b
X " b
XXXV " b
IXVII1 Orina b
II " b
v " b
Xx1v " b
xxxa " b
XLIv " b
Ivixx " b
Il " b
Xxv " b
1z » b
L " b
XXXVl " b
I " b

- baoterioaté.ti_co.
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CORTIIUACIONS

en forma deoreciente que actfian sobre
Sgoherichia coli

las conoentraciones bacteriostiticas de gentamicina

‘Némero
de
muestre

Origen de la
mestre

q
=

&
8

50

25

12.5

6.25

3.125
1.56
0.78
0.39

CERO

XXVI1

XXIX
XVl
X1l
II1
V11

Exudado faringeo

"
n

b
b

g8

oo

istentd
Eis nie
istente

b - bacteriostdtico.
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Tabla VIIIs

Comparecidn entre la concentracién baotericida
Y bacteriostdtioa de gentamioins sobre
Zacheriohia coli

Baoteriostdtico

Bactericidas
/| e | F | e | e |
100.00 5 10 100,00 34 68
50:00 24 8 50400 4 8
25,00 10 20 25,00 3 6
12.% ] 10 12.5 3 6
6.25 1 2 6.25 3 6
3.125 - - 3.125 - -
1456 2 4 1456 - -
0.78 - - 0.78 - -
0,39 - - 039 - -
0,00 - - 0.00 - -
Resistente 3 6 Resistente 3 6
Total 50 100 Total 50 100




DISCUSION

El empleo exagerado de antibiéticos ha determi-
nado una variacién en la susceptibilidad bacteriana y
una disminucién en el valor quimioterapéutico de un anti
bidtico por la resistencia que ofrecen los microorganis

moSe

As{ queda determinado en el caso de gentamici-
na, considerada como un antibiftico de amplio espectro
con accidn sobre bacterias Gram positivas y Gram negati-
vas en dosis moderades y que ahora requierd de dosis al-
tas para llegar & actuar como bactericida.

Quizé para llegar a efectuar un estudio exacto
sobre la dosis bacteriostdtica y bactericida de un anti-
bidtico, haya que considerar una serie de factores que
intervienen en la susceptibilidad de una bacteria, como
son, el lugar de establecimiento de la cepa, tratamien=-
tos administrados con otros antibidticos y tal vez que
el microorganismo sea o no una cepa de tipo hospitala=-
rio, pues todo esto determina resistencia bacteriana y
variacién en 1la accién bacteriostdtica y bactericida del
antibidtico. |

Analizando los resultados encontramos que las
concentraciones bactericidas para Staphylococcus sureus
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estdn entre 0.78 y 100 meg/ml encontrendo cepas resisten
tes a la mdxima concentracidén. La accidn bacteriostética
fluctia entre 0.39 y 100 mcg/ml, lo que indica la adqui-
sicidn progresiva de resistencia de los microorganismos
ya que es a la concentracién de 50 mcg/ml donde se efec-
tia en mayor proporcidén la actividad bactericida y bacte
rioatdtica,

BEn el caso de Escherichia coli, la actividad

bactericida estd determinada en un porcentaje mis alto
¥, & la mayor concentracién para la actividad bacterios=
tdtica, el mayor porcentaje corresponde a la concentra-
cién de 50 meg/mi.

En resumen, estas determinaciones de la accidn
bactericida y bacteriostdtica sugieren une terapia & con
centraciones mds bien altas, aunque hay que tomar en
cuenta el lugar de la infeccidén sobre todo cuando se tra
ta de enterobacterias que adquieren fAcilmente resisten-

cia por presentar ya el pldsmido o factor de resistencia

(R).
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CONCLUSIONES

1) El empleo de la técnica de dilucién seriada
de un antibiético, permite determinar 1la concentracidén
bacteriostdtica y bactericida de gentamicina (presenta-
cién comercial sulfato de gentamicina "Garamicina") fren
te a Staphylococcus asureus y Escherichia coli, prove-
nientes de diversos tipos de muestras.

2) El medio de cultivo caldo Mueller-Hinton,
es el mds indicado para las pruebas de susceptibilidad
al no presentar el fendmeno de antagonismo.

3) La turbidez del indculo se determina median
te la medicidén del %£7T, empledndose esta técnica debido &
que al utilizar el sulfato de bario pars estandarizar
la guspengién bacteriana, se obtiene una concentracién
muy elevada lo que impide la medicién.

4)  Bs importante para la préctica médica deter
minar la accidén del antibiético sobre diferentes cepas
bacterianas.

5) El uso masivo de gentamicina ha alterado la
sensibilidad de las poblaciones bacterianas. Por conse
cuencia, se requieren concentraciones cada vez més eleva
das para que el antibidtico tenga aceidn bﬁeterioatética
Y bactericida frente a los agentes bacterianos.
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APENDICE

Caldo infusién de carne

Preparacidns

a) Poner 500 g de carne de res molida en 1,000
ml de agua y dejar macerar en el refrigerador entre 12
¥ 24 horas.

b) Espumar la grasa, filtrar por medio de gasa
Yy hervir vigorosamente durante 30 minutos.

¢) BRestaurar el volumen perdido de agua.

d) Piltrar a travée de gasa para seperar lag
particulas de carne y dejar que sedimenten.

e) A cada 1,000 ml de infusién ariadirs

Peptona de carne 10 g
Cloruro de sodio 58

f) Calentar para disolver la peptona y ajustar
el pH de 7.6 a 7.8.

g) Hervir durante 30 minutos, dejar enfriar a
unos 3000, filtrar a través de papel filtro, distribuir
en matraces erlenmeyer y esterilizar a 15 1b durante 15
minutos. |

15



Caldo Mueller-Hinton

Preparaciéng

Peptona de caseina 1.75 g
Almidén 0.15 g
Infusidén de carne 100 ml

Esterilizar a 15 1lb durante 15 minutos.

Caldo cerebro-corazén, caldo de .manitol rojo
de fenol, agaer con eosina y azul de metileno, agar gelo=-
sa-sangre, agar con sal y manitol, caldo de urea, medio
de Kligler, medio de SIM. (7)

76



1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

BIBLIOGRAFIA

Bailey W.R. and Scott E.G.
DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO

3era. Bdicidn.

Editorial Médica Panamericana (1973)

Bartlett R.C. and Mazens M.

"Analytical Variability in the Single Disk
Antimicrobial Susceptibility Test® _

Am, J. Clin., Pathol. 59/376-383 (1973)

Barry A.L.

THE ANTIMICROBIC SUSCEPTIBILITY TEST:
PRINCIPLES AND PRACTICES

Lea & Pebiger, Philadelphia (1976)

Barry A.L. and Lasner R.

"In-Vitro Methods for Determining Minimal Lethal
Concentrations of Antimicrobial Agents"

Am. J, Clin, Pathol. 71/88-92 (1979)

Barry A.L., Loyce L.J., Adams A.P. and Benner E.J,
"Rapid Determination of Antimicrobial Susceptibi-
lity for Urgent Clinical Situations"

Am, J. Clin. Ptahol. 59/693-699 (1973)

Bauer A.W., Kirby W.l.l., Sherris J.C., and Turck X,
"Antibiotic susceptibility testing by a standar-
dized single disk method"

Am, J. Clin, Pathol. 36/3/493-496 (1966)

BBL (Baltimore Biological Laboratorises)
Manual de Procedimientos de Laboratorio y de
Productos (1974)

Benveniste R. and Davies J.
"Mechanisms of intibiotic Resistance in Bacteria"
Ann, Rev. Biochem. 42/471-506 (1973)

7m0



9)

10)

11)

12)

13)

14)

15)

16)

Benveniste R. and Davies J.

"R-factor mediated gentamicin resistances A new
enzyme which modifies aminoglycoside antibiotics"
PEBS Lett. 14/5/293-296 (1971)

Bergey D.H.

BERGEY ‘S MANUAL OF DETERMINATIVE BACTERIOLOGY
Eighth Bdition,

The Williams and Wilkins, Company.

Baltimore (1974)

Blazevic D.J., Koepcke M.H, and Matsen J.M.
"Quality control testing with the disk antibiotic
susceptibility test of Bauver-Kirby-Sherrias-~Turck"
Am. J. Clin. Pathol. 57/592-597 (1972)

Branch A., Starkey D.H, and Power E.E.
"Diversifications in the Tube Dilution Test for
Antibiotic Sensitivity of microorganisms"

App. Microbiol. 13/3/469-472 (1965)

Boyd R. and Bryan N.G.
BASIC MEDICAL MICROBIOLOGY
Little, Brown and Company.
Boston (1977)

Bryan A.H., Bryan C.A. and Bryan C.G.
BACTERIOLOGIA: PRINCIPIOS Y PRACTICAS
Cia. Editorial Continental S,A. de C.V.
México (1982)

Bryant N.C.

ANTIBIOTICOS Y SU CONTROL MEDIANTE EL LABORATORIO
Bdi torial "El Manual Moderno" S,A. de C,V.

México (1976)

Carpenter P.L.
MICROBIOLOGIA
2da. edicién en espafiol

Nueva editorial Interamericana S.A. de C.V.
México (1982) ‘

78



17)
l§)
19)
20)
21)
22)
23)

24)

Collee J.B. and Path P,R.C,
VICROBIOLOGIA MEDICA APLICADA
H. Blume Ediciones.

Rosario 17 Madrid 5 (1978)

Coaper D.
"Recent Development in the chemistry of Gentami-
cin”

J. Infect. Dis. 136/3/342-350 (1971)

Damper P.D. and Epstein W.

"Role of Menbrane Potential in Bacterial Resis-
tance t0 Aminoglycoside Antibiotica"

Antimicrob. Agents Chemother. 20/6/803-808 (1981)

Davies J. and Davies B.D.

"Misreading of Ribonucleic Acid Code Words
Induced by Aminoglycoside Antibiotics"

J. Biol. Chem. 243/12/3312-3316 (1968)

Davies J., Gorini L. and Davies B.D.
"Migreading of BNA codewords induced by
Aminoglycoside Antibiotics"

Molec. Pharmacol. 1/93-106 (1965)

Davies J. and Kass E.H, _

"Bacterial Resistance to Aminoglycoside
Antibiotics"

J. Infect. Dis. 124 suppl/7S-10S (1971)

Davies J.E, and Rownd R.

"Transmisasible Multiple Drug, Resistance in
Bnterobacteriaceae"

Science 176/758-768 (1972)

Dowling H.

"Gentamicing Laboratory and Clinical Experlence
in México"

J. Infect., Dis. 119/443-452 (1969)

19



25) Bacédrzaga B.
"Gentamicins Laboratory and Clinical Experience
in Mexico from the Hospital General SSA. Insti-
tuto de Investigaciones Médicas"
J. Infect. Dis. 119/443-447 (1969)

26) Pinland M.
"The Symposium on Gentamicin"™
J. Infect. Dis. 136/3/537-540 (1971)

27) Goldstein A., Aronow L. and Kolman S.M.
PRINCIPLES OF DRUG ACTIONs THE BASIS OF PHARMA-
COLOGY
Second edition.

A wiley Biomedical-Health Publication (1974)

28) Goodman L.S. and Gilmen A.
BASES FARMACOLOGICAS DE LA TERAPEUTICA
4ta, edicidén. BEditorial Interamericana (1974)

29) Hahn F.E., Ciak J., Wolfe A.D., Hartman R.E.,
Allison J.L, and Hartmen R.S.
"Studies on the mode of action streptomycin®
Biochem. Biophys. Acta 61/741-T49 (1962)
30) Haselkorn R, and Rothman-Denes L.B.
"Protein Synthesis"
Ann. Rev. Biochem. 42/397-438 (1973)

31) Heller A.H.
"Efect of modium chloride on Gentamicin
Acumlation by Escherichia colis Correlation with
bacterial growth and inability®
J. Antibiotic. 33/6/604-613 (1980)

32) Jawetsz B., Melnick J.L. and Adelberg E.A.
MICROBIOLOGIA MEDICA
Decima edicidn.
Editorial "El anual Moderno" S.A. de G.V.
México (1983)

80



33) Kumate J.
ANTIBIOTICOS ¥ QUIMIOTERAPICOS
2da. edicidn.
Editorial Francisco Méndez Cervantes.
México (1981)

34) ' Lehninger A.L.
BIOWIMICA
24a. edicidn. Editorial Omega, S.A.
Barcelona (1978)

35) Litter M.
PARMACOLOGIA: EXPERIMENTAL Y CLINICA
Sta. edicidn. Editorial El Ateneo.
Buenos Aires (1977)

36) Luedemann G. end Brodsky B.
*Taxonomy of Gentamicin producing Micromonoapora"
Antimicrob. Agents Chemother. 1/116-123 (1963)

37) McPaddin J.P,
PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA LA IDENTIPICACION DE
BACTERIAS DE INPORTANCIA CLINICA
Editorial Médica Penamericana, S.A. (1980)

38) Meyer H.P. and Jawetz E.
MANUAL DE PARMACOLOGIA CLINICA
Editorial "El Manual Moderno" S.A. de C.V. (1977)

39) MNilanesi G. and Ciferri 0.
"Studies on the Mechanisa of Action of Gentamicin
Bffect on Protein Synthesis in Cell-Pree Extracts
of Bscherichia coli®

Biochemigtry 5/3926-3935 (1966)
40) Newton B.A. ’

"Mechanisms of Antibiotic Action"
Ann. Rev. Microbiol. 19/209-233 (1965)

81



41)

42)

43)

44)

45)

46)

47)

48)

Norris J.R, and Richmond M.H.A.
ESSAYS IN MICROBIOLOGY
Editorial John Wiley & Sons Inc.
N. Y. (1978)

Oliver P.L.
PUNDANENTOS DE GENETICA

14a. edicién. Bditorial McGraw-Hill S.A, de C.V.
México (1977)

Pelczar K.L, Jr., Reid R.D, and Chan E.C.S.
MICROBIOLOGIA

4ta. edicidn (segunde edicién en espaxiol)
McGraw-Hill S.A, de C.,V. México (1982)
Rose S5.B. and Berky J.A.

“A quality control system for disk antibiotic
teating”

Am. J. Clin. Pathol. 48/2/200-215 (1967)

Sanders C,C, and Sanders E.Jr.

"Effects of Procedural Variations on the Activi-
ty of Aminoglycoside In Vitro"

Am. J. Clin., Pathol. 63/438-445 (1975)

Sarre S.G, and Hahn F.E.

"Mode of action of gentamicin”

Trans, N.Y. Acad, Sci. 29/575-578 (1967)

Smith D.HO

*R~factors for aminoglycoside antibiotic from The
Departamente of Pediatrics Harvard Medical School

an Departamente of Medicine, Children Hospital
Boston, Massachuseits”

J. Infect. Dis. 119/378-387 (1969)
Stryer L.

BIOQUINICA

Bditorial Reverté, S.A. BEspafia (1979)

82



49)
50)

51)

52)
53)
54)

55)

56)

VYon H.O. y Plembel M.
ARTIBIOTICOS AMINOGIUCOSIDOS
4ta. edicidn.

Bditorial George Thisme (1975)

Waisbren B.A., Carr C. and Dunnette J,

"The tube dilution method of determining bacterial
gengitivity to en antibiotica"

Am, J. Clin. Pathol. 21/884-891 (19%1)

Waitz L.A., and Weinatein M.J.,
"Recent Microbiclogicsl studies with gentamicin®

Weinstein J. Drube C.G.

"Microbiologic studies related to bacterial .
Resistance to gentamicin®

J. Infect, Dis. 124 suppl/115-178 (1971)

Weinstein M.J. and Luedemann G.M.
"Gentanicin, A new Broad spectrum Antibiotic
Complex"

Antimicrob. Agents Chemother. 1/1-7 (1963)

wWeinstein R. and Nathan C.

"Endemic Aminoglycoside Registance in Gram
Negative Bacilli®

J. Infect., Dis, 141/3/338-345 (1980)

Weisblum B. and Davies J.
"Antibiotic Inhibitors of the Bacterial Ribosome"
Bacteriol. Rev. 32/4/493-528 (1968)

White A.
"In Vitro activity of gentamicin®
Antimicrob, Agents Chemother. 1/17-19 (1963)

83



	Portada
	Índice
	Introdución
	Generalidades
	Parte Experimental
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Apéndice
	Bibliografía



