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INTRODUCCION

La seleccién de un antimicrobiano para el tratamjento de las enfermedades
infecciosas, con frecuencia esté supeditado al conocimiento de la suscep-
tibilidad del microorganismo infectante, misma que habitualmente es facti
ble determinar mediante pruebas in vitro

Cuando ésta se estandariza de manera adecuada, sus resultados suelen ser
congruentes en la respuesta al tratamiento que se observa en la préctica
clinica (68).

Las pruebas de susceptibilidad in vitro, miden la capacidad de un antimi--
crobiano para inhibir el desarrollo bacteriano.

Estas pruebas se pueden hacer por procedimientos de difusi6n o de dilucion,

sin embargo, se prefiere hacer uso de los procedimientos de difusién de dis
cos y no de los de dilucion para uso rutinario, ya que son los mds sencillos
y ademds que se pueden practicar con rapidez.

Para que se obtengan resultados fidedignos, Gtiles para la selecci6n de agen
tes terapéuticos, es necesario que los procedimientos que se empleen, se en
cuentren estandarizados de manera adecuada, es por ello, que la food and -
Drug Administration en los Estados Unidos, public6 un Reglamente, mismo que
se bas6 en la técnica de Bauer y colaboradores (6).

En México, la Farmacopea se basa en lo anterior, en ella se indica que las
pruebas de potencia de discos impregnados con antimicrobianos, deben efec
tuarse realizando curvas de calibraci6n, en las que se miden el diémetro de
Inhibici6n obtenido al poner en contacto una suspensién de bacterias con
cinco diferentes concentraciones del antimicrobiano.

Este trabajo servird escencialmente en el Laboratorio de Control de Calidad
de Bigaux Diagnostica, en virtud de la necesidad de contar con un método re



producible y eficaz que proporcione informacion fidedigna y sirva de apo-
yo en la certificaci6n del contenido antimicrobianc por disco. Sin embar
ga, también puede tener aplicaci6n préctica en otras situaciones ; como
son:

a).- En los Laboratorios de Iastituciones Hospitalarias o de Andlisis -
Clinicos que efectlen Control de Calidad, ya que se les permitird dicpo
ner de una metodologia sencilla, que requiere material y cepas de use
diario, para asegurarse de la potencia de los discos que reciben del -~
proveedor. Debido a que, dadas las condiciones del medio, en ocasiones
un almacenamiento defkciente, provoca variaciones importantes en la po
tencia de los discos que inicialmente era adecuada,

b).- Al tnvestigar concentracién de antimicrobianos, previamente ad-
ministrados en diferentes fluldos corporales (suero, liquido céfalo -
raquided, orina)}.



0BJETIVOS

Establecer las condiciones para simplificar las
pruebas de potencia de discos de papel filtro impregnados
con distintos antimicrobianos.

Proponer la metodologia adecuada para establecer
en base 3 é&sta , valores similares de contenido por disco
a los establecidos con la técnica de referencia.

Establecer 12 correlaci6n existente entre la téc-
nica de referencia y la técnica de siembra en superficie
para diferentes lotes de antimicrobianos.

Comparar los resultados que se obtienen al cal-
cular por un método gréfico y uno matemdtico, el conteni-
do por disco de los antimicrobianos a evaluar.

Establecer lineas de regresi6n para cada antimi-
crobiano, de una mapera mds sencilla y econbmica que siguien-
do la técnica de la Farmacopea.



CAPETULD I
GENERAL IDADES
EMPLEQ DE ANTIMICROBIANOS EN EL TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES INFECCIOSAS

Las posibilidades de influir favorablemente sobre la evolu -
cién de las enfermedades infecciosas, eran précticamente nulas antes -
del conocimiento de la etiologfa microbiana; y es a partir de 1878 -
con Koch y Pasteur (15) que se dan los primeros pasos para el control
de las infecciones (17) . Se descubrieron y aislaron compuestes - -
como la quinina y la emetina y se desarrollaron productos sintéticos -
como los arsenicales orgdnicos y las aminoquinolefnas . A pesar de -
estos avances, y de las contribuciones de las vacunas y sueros antit6-
xicos, permanecieron altas las fasas de morbilidad y mortalidad por -
enfermedades infecciosas como neumonfa, tuberculosis, rickettsiasis, -
meningitis, enfermedades de transmisién sexual, septicemias por bacte -
rias gram positivas, gram negativas, fiebre tifoidea , estreptococcias,
endocarditis, etc., ya que a pesar de conocer los agentes etiolégicos,
no se alcanzaban a cubrir las necesidades terapSuticas { 34 ).

ORIGEN DE LOS ANTIMICROBIANOS

Es en base a esta preocupacién que se funda el Instituto Pasteur (Paris}),
as{ como una larga serle de Instituciones similares en todo el mundo -

(58 ), en los que se realizaron una serie de investigaciones que tenfan
como objetivo encontrar la forma de curar las enfermedades infecciosas.

Es asi, que en 1877, Pasteur y Joubert reconocen la posibilidad de utilizar
algunos organismos, especialmente las bacterias, en la terapéutica de las
infecciones (58). En 1881 Tyndall descubrié que con utilizar un hongo dei
género Penicillium se aclaraban soluciones enturbiadas por el crecimiento
bacteriano {17). En 1900 se descubre un precurser de antibiético relativa
mente puro llamado piocianina (17). En 1904 Ehrlich buscéd sustancias qui-



micas especificas que pudieran presentar mayor actividad frente a los
pardsitos que frente a las células del huésped e introduce el término

quimioterapia. (17).

En 1929, Fleming describe la accién del hongo Penicillium
rubrum sobre el estafilicoco dorado. En 1935, Domagk descubrié un coloran-
te, inactivo in vitro, que curaba infecciones por estreptococos, al cual
le di6 el nombre de Prontesil {17). En 1936, Tréfouel, encontrd que 2 los
pacientes a los que se les aplicaba el colorante, eliminaba por la orina
un producto inccloro, la sulfemilamida, active in vitre.

Este compuesto pronto fue sustitufdo por derivados mds activos
que en conjunto se les conoce como sulfonamidas. (B4)

En 1939, Thom, clasific6é correctamente el hongo descrito por -
Fleming como Penicillium notatum (58). En 1944, Waskman descubrié la estrep
tomicina {producida por Streptomyces griseus), sin embargo, fue e} hongo
descrito por Fleming el que empled a gran escala debido a su mayor efecti-
vidad comparacda con los otros sntimicrobianos entonces disponibles: estrep
tomicina y sulfonamidas (58, 84).

Es conveniente aclarar el significado de tres términes que se
empleardn a lo large de la presente investigacién: Antimicrobiano, anti-
bi6tico y quimioterdpico. El térnino antimicrobiano se refiere a cualquier
sustancia con capacidad de sctuar sobre un grupo mds ¢ menos amplio de -
microorganismos; por tanto, incluye a los antibi6ticos y a los quimiote-
répicos. Un antibi6tico es toda aquella sustancia producida por el meta-
bolismo de microorganismos que tienen, a bajas concentraclones, accién in-
hibitoria contra microorganismos y en ocasiones afectan también células
animales (25, 46). Por altimo, un quimioterdpicc es toda aguella sustarcia
sintetizada quimicamente, que puede interferir directamente con la prolife-



racién de los microorganismos a concentraciones toleradas por el hués-
ped. (63)

La caracteristica fundamental de los antimicrobianos es la -
toxicidad selectiva y representan el campo mds importante de la especia
lizacion farmaceltica, pueden clasificarse en base a su origen o efica-
cia, a su biosintesis o modo de accién; sin embargo, la clasificacién
que mds se emplea estd basada en su estructura quimica, como se obser-
va en la tabla #1 {32, 69).

GRUPOS PRINCIPALES DE ANTIMICROBIANOS.
TABLA # |
Cilasificacion de los antibibticos en base a su estructura quimica (32, 69)

Rifamicina SY
[ Rifamicinas
Rifamidas

Cloramfenico!
Polimixinas
Vancomicina

11 Misceléneos

111 Tetraciclina

Eritromicina
Novomiocina
IV Macrdlidos
Ctindamicina
Lincomicina

—Ab— A=A
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L.
V1 Betalactamicos Penicilinas

Neamicina
Paranamicina
Estreptamicina
Kanamicina
Gentamicina

Higramicina
Anikacina
Sisomicina
Tobramicina
Retilmicina
Espectinanicing

,l— Penicilina G

Haturales
T Penicilina v

Oxacilina

. ili
Tsoxazol i1penicil inas chloxaCf ina

Cloxacilina

Flucloxacilina

- .
Semisintéticas __— Ainopenicilinas J— Apicilina
r Carbenicilina

Aleciling

Uretdopenicilinas Mezlocilina
TPiperaciHna




Cefaloriding Cefuxiting
Cefalotina Cefaclor
L Cefazolidina Moxalactan
Cefapirina Cefotaxima
VI BETALACTAMICOS  Cefalosporinas ~]  Cefacetrilo Cefoperazona
Cefalexina Cefsulodin
Cefadring Ceftizocim
Leftazidim Ceftrizxona
Cefmenoxima

A continuacibn se mencionardn las caracter{sticas mds sobresa-
lientes de cada uno de los grupos de antibidticas,

Las rifamicinas fueron aisladas por Sensi en 1959 y a partir de
Streptomyces mediterrani. Su estructura bdsica es la de un compuesto -
anular cromético sebre el que se extiende un puente alifatico, constitu
yen una mezcla de 5 fracciones (A, B, C, Dy £}, de las cuales 13 frac
cion B es la més activa. (66).

Para su difusidn se unen a las proteinas del plasma y actGan
interfiriendo con gran especificidad sobre las enzimas bacterianas y -
algunos virus que estdn involucrados en la biosintesis de polinucledti-
dos. A pesar de presentar gran actividad contra cocos gram positivoes,
Neisseria, H. influenzae, Mycobacterium tuberculosis y M. feprae no son




férmacos de elecci6n en procesos comunes de patologia infecciosa (1).

De este antibidtico se derivan dos compuestos: Rifamicina SY
y Rifamida (10, 49},

El cloramfenicol fue aislado en 1947 a partir de Streptomyces
venezuelae. Estd constituido por un anillo bencénico, con un grupe --
p-nitrobenceno y una cadena lateral que por tener 2 carbones asimétricos
permite la existencia de 4 isémeros de los cuales s6lo uno de ellos, el
d{treo) levbgiro, es el activo. (43).

En bacterias sensibles, se une estereoespecificamente a la subu
nidad 50 s de los ribosomas 70 s, bloqueando ia actividad de la enzima -
peptidiltransferasa, con lo que se detiene la sintesis de protefnas(40,84)

Por su gran empleo, se han creado diversos métodos para cuantifi
car su concentracién en los diversos flufdos orgdnicos., (3, 75).

Los antibi6ticos de naturaleza polipeptidica fueron aislados en
1947 a partir de Bacillus polymyxa, presentan estructura ciclica que con-
tiene aminodcidos unidos a través de enlaces peptfdicos; son decapéptidos
ciclicos, catidnicos, que contienen aminodcidos de tas variedades d{ - ) y
(- ) (46). :
Las Polimixinas constituyen el grupo mds numeroso de estos com-
puestos, de las cuales s6lo se usan clinicamente las polimixinas 8 y € -
(74). Ejercen su accién por el cardcter anfipdtico de sus aminodcidos -
que distorsionan la membrana celular y se comportan como detergentes -
catidnicos (28).

Otro antibi6tico es la vancomicina, ésta se obtfene a partir
de Streptomyces orientalis,su estructura quimica se desconoce, Gnicamen-
te se sabe que contiene aminodcidos (18), su accién estd dirigida contra
bacterias gram positivas, hecho opuesto de lo que sucede con las polimi~
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xinas .

En otro grupo de antibidticos tenemos a las tetraciclinas, son
compuestos policiclicos, su anillo bdsico es el naftacenc en donde la ~
substitucion en 1as posiciones C-5, C-6, y C-7, establecen las diferen-
cias entre las tetraciclinas conocidas (62): Clortetraciclina, oxitetra-
ciclina (corta accién) y metaciclina, desmetiltetraciclina, minaciclina
(larga accitn).

Las cepas resistentes a las tetraciclinas, son capaces de -
inhibir el transporte del antibiftico a su sitio de acci6n en el cito-
plasma bacteriano, e incluso efectuar transporte activo al exterior de
la bacteria (62).

Los antibiéticos denominados macrélidos son producidos por -
especies de Streptomyces y se caracterizan por un anillo lact6nico macro
ciclico al cual se le adicionan azdcares especiales.

Se clasifican con base al tamafio del anillo, En esta clasifica-
ci6n se encuentran mas de 40 miembros, los cuales inhiben a muchas bacte
rias gram positivas y algunas gram negativas. Los principales representan
tes de este grupo son la eritromicina, lincomicina y clindamicina.

ta eritromicina fue aislada en 195! a partir de Streptomyces
erythraeus. Su molécula contiene dos azcares: desosamina y clidinosa-
(34).

Presenta accion bactericida - bacteriostdtica. Se le puede en-
contrar formando diferentes sales, de las cuales la que se¢ absorbe con -
mayor facilidad es el estolato (57). Ademéds de presentar actividad sobre
los microorganismos incluidos en el espectro de la penicilina natural, es
el antibibtico de eleccidn en enfermedades causadas por Bordetella pertu-
ssis, Mycoplasma pneumonise, Legionella pneumophila y Campylobacter fetus.
{a1}.




La lincomicina fue aislada en 1962 a partir de Streptomyces
lincolnensis, es el resultado de la fusi6n de un aminodcido y un azicar
aminado. Modificando ligeramente su estructura se obtuvo la clindamicina,
la cual tiene una accién extraordinaria en contra de los microorganismos
anaerobios. Considerando su estructura quimica, ambos compuestos no for-
man parte estricta de los macr6lidos. Presentan un espectro antimicrobiano
semejante a la penicilina natural y a la eritromicina,

Los antibiéticos llamados aminoglucésidos poseen répida accién
bactericida, la cual obedece a su poder de penetracién, ya que atravie-
san la membrana celular e inhiben la sintesis protéica (38, 51), de -
acuerdo con el tipo de aminoglucésido de que se trate, varian las posi-
ciones de los grupos hidroxilo y amino. (9); sin embargo, una misma enzi-
ma es capaz de inactivar & varios aminogluc6sidos. Aln cuando se caracte
rizan por presentar nefro y ototoxicidad, son utilizados en procesos sis
témicos severos, ya que se debe considerar que diches fen@menos téxicos
estdn directamente relacionados con 1as dosis y concentracion de amino-
gluctsido que se emplee. Con base en los azficares que los constituyen, -
los aminogluctsidos se clasifican de 1a siguiente manera: (61)

1}.- Contienen estreptidina: Estreptomicina.

2).- Contienen desoxiestreptamina.

a).- Los sustituyentes estén en hidroxilos no terminales

- Kanamicina, amikacina, dibekacina.

- Nebramicinas: gentamicina, tobramicina, sisomicina,

netilmicina.

b}.- Los sustituyentes estén en hidroxilos adyacentes.

- Neomicina, Pramomicina.

3).- Aminociclitoles: espectinomicina.

La estreptomicina fue aislada en 1944, a partir de Streptomyces



griseus, de acuerdo a su azGcar constituyente se clasifica dentro del
grupo de la estreptidina. Existe asociada con diferentes sales, la que
presenta efectos colaterales, es el sulfato. Su espectro antimicrobiano
incluye: Mycobacterium tuberculosis, Brucella sp., Streptococcus faecalis,
Streptococcus viridians, Franciscella tularensis y Yersinia pestis. (52)

La kanamicina fue aislada en 1957 por Omezawa, a partir de ----
Streptococcus Kanamyceticus. Su consumo ha sido muy elevado, fue muy utili
zada hasta la aparicién de otros aminoglucésidos como la gentamicina, la-
cual ofrece mayor biodisponibilidad y farmacocinética.

l.a kanamicina se !iga poco a las protefnas del plasma, difunde
bien en los If{quidos orgdnicos y no penetra bien la barrera hematoencefa-
lica, Actda eficazmente contra E, coli, Klebsiella, Proteus, Enterobacter
(16).

El primer aminogluc6sido semisintético fue la amikacina, el cual
se obtuvo a partir de la kanamicina A con el fin de evitar los problemas
ocasionados por la resistencia de las enterobacterias y Pseudomonas -----
aeruginosa a las nebramicinas, originada por la presencia de un gran ntme-
ro de enzimas inactivantes {23). Es utilizada donde las cepas multirresis
tentes ocasionan problemas terapéuticos. Presentan un mayor espectro anti
microbiano que incluye a Klebsietla, P. aeruginosa y Providencia. (59)

La gentamicina es producida por los hongos Micromonospora purpG-
rea y Micromonospora echinospora (20,86). Es una mezcla de tres gentamici-
nas: C1 , C1a‘ y C2 (71).

Presenta un amplic espectro antimicrobiano, ya que actla contra
1a mayor parte de bacterias gram negativas. Circula ligada a las protefnas
plasmdticas y alcanza niveles adecuados en los tejidos. Su utilizacién ha
sido muy amplia desde el momento de su aparici6n en procesos de patologfa



grave, 3 pesar de su elevada nefro y ototoxicidad (2, 42, 86).

La tobramicing es producida por Streptococcus tenebrarius, presen
ta un espectro antimicrobiano similar al de gentamicing difiriendo Onicamen
te en presentar mayor actividad contra P. aeruginosa. Es ligeramente nefro

y ototoxica.

La sisomicina es producida por Micromonospora nyoenesis, se consj
dera muy semejante a gentamicina y no ha aportado ninguna novedad, su utilj
zacidn es escasa (35).

La petilmicina es un derivade de 13 sisomicina (etil sisomicina)
Presenta comportamiento similar al de gentamicina con escasa utilizaci6n -

(35).

La neomicina y la paramomicina son azGcares complejos, generaimen
te se les administra por via oral o en forma superficial, dado a que no se
absorben. Presentan elevada nefro y ototoxicidad, por lo que no son antibid
ticos de eleccifn para ninguno de los microorganismos de las enfermedades
comunes, pero en algunos casos son usados en las gastrointestinales (12},

L3 espectinomicina es obtenida a partir de Streptococcus specta-
bilis y de Streptococcus flavopersicus. No se 1iga casi nada 3 las protel
nas del plasma. Presenta acci6n definida contra Neisserie gonorrhoese y tie-
ne gran éxito teraputico en el tratamjento de gonococcias uretrales y ang

les (56).

Dentro de los antibidticos beta lactémicos se incluyen: a las

penicilinas y a las cefalosporinas.

La penicilina G es producida por 1os hongos Penicillium notatum



y Penicillium chrysogenum (29). Este compuesto presenta una estructura quimica
que consta de un anillo heterociclico de tiazolidina unido a un anillo betalac
témico con una cadena lateral, la cuai da lugar a la diversidad en la familia.
El nicleo bésico es el &cido 6 aminopenicildnico (64). Circula combinada no co
valentemente con la albGmina plasmitica alcanzando niveles adecuados en los --
flufdos intersticiales y tejidos.

Su acci6n se lleva a cabo inhibiendo 1a sintesis de la pared celular
(5). Es el antibi6tico de primera eleccion contra 5. pyogenes, Treponema palli-
dum, Corynebacterium diptheriae, C. tetani, Streptococcus pneumoniae, Neisseria
meningitidis, N. gonorrhoeae(no productoras de beta lactamasas), Streptococcus
beta hemolfticos {grupos B, C, F, y G) y microorganismos anaerobjos (7).

Se puede presentar en tres formas:

.- Como sal sodica o potésica llaméndose penicilinas cristalinas.

2.- Penicilina G procaina, a la cual se le adiciona procaina lo que

ocasiond una absorcién lenta y un retardo en su eliminacifn.

3.- Penicilina G benzatina que es un producto de la modificacién
de la penicilina G con una base de amonio, presentando mucho
menor absorcion.

La penicilina V u oral, es producida por los mismos hongos que biosin
tetizan la variedad G {29). Esta penicilina es la fenoximetil penicilina, se
presentd en forma de sal potdsica con un eSpectro antimicrobiano similar a la
variedad G. Para su circulacién se liga a las proteinas del plasma (5).

Otro de los grupos de la penicilina se halla constituido por las
isoxazoliipenicilinas, que son un grupo de antibi6ticos semisintéticos. Qui-_
micamente el grupo se encuentra constituido por el é&cido 6 aminopenicilénico
y un radical isoxazolil (oxacilina), con un &tomo de cloro adicional (cloxa-
cilina) o con dos &tomos de cloro (dicloxacilina). Jodos estos compuestos pre
sentan caracterfsticas terapéuticas similares (64}, Para su circulacibn: se -



ligan a las protefnas de! plasma y estdn indicadas exclusivamente en las in-~
fecciones originadas por los estafilococos productores de beta lactamasas

(7).

Otro de los grupos de la penicilina son las aminopenicilinas en
la cual se incluyen a la ampicilina y a la carbenicilina

La ampicilina se obtiene al incluir un radical amino er el puente
metilénico de la cadena lateral de la bencil penicilina (alfa amino bencil,
penicilina) (8). Presenta un espectro antimicrobiano mds amplio que el de
1as penicilinas naturales, ademds de penetrar con menor dificultad por lo
que su uso ha sido muy grande. Sin embargo, resulta ineficaz contra Pseu-
domonas, algunos microorganismos del género Proteus, M. pneumoniae y S. -
aureus, betalactamasa positivo. Las cepas de Salmonella (especialmente Sal-
monella typhimurium) y Shigella, presentan recientemente menor sensibilidad
a ests farmaco (81).

La carbenicilina se obtuvo a partir de la inclusién de un grupo
carboxilo en la cadena lateral del 4cido 6 aminopenicildnico (71). Presen
ta un espectro antimicrobiano mayor que el de la ampicilina debido a que
ademés actGa contra P. deruginosa y Proteus indol positivo.

El ¢ltimo grupo de la penicilina lo constituye las ureido penicl
linas, todas ellas derivan de la ampicilina. Dentro de este grupo se incluye
la azlocilina, la mezlocilina y la piperacilina (24, 51).

La azlocilina presenta actividad frente a organismos gram positivos
excepto Staphylococcus beta lactamasa positiva y actividad bactericida contra
gram negativos (24). La mezlocilina presenta actividad semejante a la car-
benicilina. La piperacilina presenta su mixima eficacia contra P. aeruginosa
y su accidén se ve potencializada al actuar conjuntamente con los aminogluc6-
sidos (51).



El otro grupo que integra a los antibi6ticos beta lactdmicos son
las cefalosporinas, éstas fueron aisladas en 1952, a partir de un hongo del
género Cephalosporium. Actualmente existe una gran variedad de estos com--
puestos los cuales se caracterizan por la presencia de un ndcleo 7 aminoce
falospordnico (60). Considerando sus propiedades, se les ha dividido en --
tres generaciones, las cuales son directamente proporcionales al espectre
antimicrobiano (14). ’

Primera generaci6n: la constituyen todas aquellas cefalosporinas
que presentan accién similar a las isoxazolil penicilinas y se tiene a:
cefaloridina, cefalotina, cefazolina, cefapirina, cefacetrilo. Todas ellas
no son mejores que la penicilina natural, y en cambio, su costo es mds
elevado.

Segunda generaci6n: la constituyen todas aquellas cefalosporinas
que presentan acci6n semejante a las ampicilinas, en éstas, se incluye:
cefoxitina y cefaclor,

Tercera generacion: abarca todas aquellas cefalosporinas que pre
sentan accién contra bacterias beta lactamasa positivas y anaerobias. En este
grupo se incluye a: moxalactem, cefotaxima, cefoperazonz, cefsulodin, cefti
zoxima, ceftriaxona, ceftazidima, cefmenoxima.

Todas ellas, se caracterizan por su gran facilidad para difundir
a diversos 6rganos y por presentar el espectro antimicrobiano mas amplio;
sin embarge, su utilizacion no se ha extendido, ya que cada uno de estos
compuestos son sumamente costosos.

Las cefalosporinas pueden ser inactivadas por la apertura del --
anillo beta lactémico, por desaminacién, y por desacetilacion (60).

En la tabla #2 dzl anexo, se muestra la proliferacion que han te-
nido los antimicrobianos desde su aparici6n en 1929, hasta la explosiva -
pendiente que muestran para los afos 80s (70). Se puede observar facilmen
te el incremento que han tenido los antimicrobianos en las dos Gltimas dé-
cadas, hecho que si bien ha sido Gtil para la humanidad, también ha propi-



clado alteraciones en el equilibrio de las floras, aparicién de cepas resis-
tentes, selecci6n de clonas bacterianas que emergen como "nuevos microorga-
nismos" debido al uso muchas veces indiscriminado que se ha hecho de los -
mismos.

En todo proceso infecclose es muy importante la seleccidn del an
timicrobiano adecuado, lo cual requiere del conocimiento de la susceptibi-
lidad de! microorganismo causante, entender la farmacocinética y considerar
los fenémenos de absorcibn, uniones con protelfnas, penetracién en tejidos,
metabolismo, excrecibn y toxicidad,

La accion de los antimicrobianos se lleva a cabo principalmente
sobre: las sintesis de la pared celular y de dcides nucléicos, en el fun-
cionamiento de la membrana citopldsmica y en la sintesis de proteinas,
esto se esquematiza en la figura #1 del anexo.

Las bacterias se caracterizan por ser células procariotas de --
gran sencillez estructural, ya que no presentan membrana celular, sistema
retfculo endopldsmico, aparato de Golgi, ni mitocondrias. Sus componentes
estructurales basfcos se pueden dividir de la siguiente forma (74):

1).- Material Genético: todas las bacterias tienen el equivalente de una
célula eucariGtica, aunque ia composicibn de proteinas es diferente, asf
como el material extracromosémico integrado en los llamados pldsmidos.
Tanto el material cromosémico comp el extracromosdmico estédn constituidos
por ADN en cuyo conjunto se encuentra toda la potencialidad genética de
una célula, codificando para los componentes estructurales y también para
los que intervienen en la fisfologfa del microorganismo. Esto se logra me-
diante los procesos de transcripci6n y traduccién.

2).-Citoplasma: contiene ribosomas y multitud de sistemas enzimiticos que
intervienen en diversas rutas metabélicas.

3).- Membrana citoplasmética: en su composicion presentan diferencias en
el contenido y tipo de Ifpidos con respecto a las células eucariotas. Fup
ciona como una barrera de permeabilidad selectiva,

4).- Envoltura externa: constituida por la pared celular y otras estructy
ras que la envuelven. Les confiere forma y la reaccidn caracteristica con
la tinci6n Gram {excepto micoplasma). Su componente primario es el mucopéptide,



polimero ramificado que tiene cadenas lineales que se entrelazan para for
mar yna especie de malla,

Cada antimicrabiano exhibe ventajas y desventajas al momento
de ser elegido para emplearse en determinade proceso infeccioso. Ko es
posible contar con el antimicrobiano ideal, el cual se cree que debiera
presentar las siguientes caracteristicas (32, 33):
- Mostrar toxicidad 100% selectiva, inhibiendo o destruyendo microorga-
nismos pero sin dafar al huésped.
- No propiciar la selecci6n de cepas resistentes.
- Ser efectivo contra un nimero especifico de microorganismos,
- Ser hidrosoluble,
- Presentar adecuada capacidad de penetractén.
- Carecer de las propiedades alergénicas, y no mostrar efectos adversos

a pesar de su administracion en dosis elevadas.

- Continuar can su actividad a pesar de ser metabolizado.
- Mantener sus concentraciones por perfodos prolongados.
~ Permanecer activos en diversos flufdos orgdnicos.

Como se puede apreciar, el antimicrobfano ideal es muy dificil
que llegue a existir, ya que en algunas infecciones el agente etiolégico
es inhibido por ciertos antimicrobianos, por ejemplo: la penicilina inhibe
a Streptococcus beta hemolitico, C. diphtherise, mientras que en otros casos
hay hetereogeneidad en 1a sensibilidad, este es el caso de las Enterobacte-
rias, Enterococos y Pseudomonas (47, 50); por 1o que se considera necesa-
rio continuar desarrollando técnicas in vitro que nos permitan correlacionar
los resultados, estas técnicas deben ser desarrolladas en el faboratoric
clinico {79).

Como se ha visto, los antimicrobianos tienen un papel relevante
en el tratamiento de las enfermedades infecclosas, por lo cual, a través
del tiempo han existido diversas métodos cada vez més exactos, a fin de
cuantificarlos en los diferentes fluidos biolégicos. Entre estos métodos
se cuentan {48):



.- Métodos microbioldgicos: difusidn en agar, turbidimetrfa, inhibicién en
el cambio de pH y métodos radiométricos.
2.- Métodos quimicos clésicos.
3.- Métodos inmunoidgicos: radioinmunoensayo, ensayo inmunoenzimético, ensayo
inmunofiuorescente, inhibicidén de aglutinacion de particulas.
4.- Métodos enzimdticos: ensayos radioenzimdticos, ensayos colorimétricos.
5.- Métodos potenciométricos.
6.- Métodos cromatogréficos: cromatografia liquida de alta presién, y cro
matograffa gas-1fquido.

Entre todos ellos el mds usado es el método de difusién en agar,
sin embargo, hay que destacar que Ja cromatograffa de alta presion y los
ensayos radioenziméticos estdn adquiriendo gran popularidad.

[MPORTANCIA DE LAS PRUEBAS DE SENSIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS.

Antes de elegir el método para evaluar al susceptibilidad bacte
riana a determinado antimicrobiano, se deben considerar los siguientes
factores:

- Nomero de pruebas a efectuar.

- Tipo de microorganismo y lugar de aislamiento.

- Caracterfsticas del agente antimicrobiano que se va a empiear.

- Caracterfisticas generales del huésped,

Una vez que se ha tomado en cuenta lo anterfor se tienen a dispo
sici6n varios métodos para evaluar dicha susceptibilidad bacteriana, hecho
del que se tiene conocimiento desde 1952, afio en el cual Humphrey y --
Leighbown (37) dieron una descripcién detallada para la difusi6n de antibig_
ticos en un medio a base de agar. Cooper y Gilespie {19) ampiiaron poco
después esta informacién con la presentacién del concepto " tiempo critico"
el cual es la condicién para que después de un cierto intervalq un microor
ganismo pueda ser capaz de crecer a diferentes etapas de la concentracidn
minima que se utilice de un determinado antimicrobianc. Cooper {19}, nos
tré claramente que las pruebas de susceptibilidad bacteriana en disco no
dependen solamente del microorganismo y su susceptibilidad, sino también
de su difusién,
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fass et. al. (27, 67) describieron pruebas de diluci6n en caldo
simplificadas, Hsuser {36) desarrolid una modificacion a este método, en
1966 este método vuelve a ser descrito por Wayne y Krasnow (80) para prue
bas de susceptibilidad de antimicrobianos para las cepas de Mycobacterium
y usaban discos de papel como acarreador del agente antimicrabiano. Mas
recientemente se ha descrito un procedimiento similar para bacterias faculta
tivas. Wilkins y Thiel (83) usaban también discos de papel filtro como a
carreadores del antimicrobiano en un procedimiento llamado “"disco en caldo",
el cual es un procedimiento similar al realizado por Wayne y Krasnow (80).
Ahora bien, los métodos microbiolégicos mas usuales para evaluar
13 susceptibilidad bacteriana, as{ como las técnicas emplaadas en cada
uno se muestran ensequida ( 48 ) :

Food and Drug Administration
(F.D.AL)

Estudio de Colaboracion Inter-
nacional (€. C. I.)

\

>
1}.- METODOS DE DIFUSION EN AGAR —T Stokes

Gradiente en placa

Tripticasa Soya Agar (1.S.A.)

Agar

1\
\\

2).- METODOS DE DILUCION
Caldo

3}.- METODOS AUTOMATIZADOS.
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METODOS PARA DETERMINAR LA POTENCIA DE DISCOS.

Para el métode de difusibn en agar, se utilizan discos de pa-
pel absorbente, el cual no debe interferir ni con la cepa ni con el an
timiocrobiano en estudio. Cada disco se impregna con la concentracién
del antimicrobiano que se requiera para luego colocarse sobre una capa
de agar, a fin de permitir su difusidn; esta capa se encuentra sembrada
o inocuiada previamente con el microorganismo en estudio.

Una vez que ha difundido el antimicrobiano, aparecen zonas
claras alrededor de cada disco a las cuales se les llama "zona de inhibi
cién", el didmetro de esta zona estd generalmente determinado por los
siguientes factores: composicién del medio, pH del medio, grosor del
redio en cada una de las placas, enzimas bacterianas, concentracion bac
teriana, cantidad de antimicrobiano que presenta cada disco, tamafio del
disco y difusibilidad (6, 22)

La susceptibilidad se mide en funcién de la menor concentracidn
del antimicrobiano capaz de inhibir el desarrollo visible, parimetro co
nocido como "concentracion inhibitoria minima® (CIM) la cual puede va--
riar en funcién del método que se emplea. La correlacitn entre esta con
centracion inhibitoria minima y el didmetro de la zona de inhibicién
determinan lo que se conoce como "linea de regresitn®, la cual no es
més que la expresién gréfica de la susceptibilidad (68, 78).

Este método nmormalmente es el més usado por ser sumamente
sencillo y rapido(4).

Existen diferentes técnicas dentro del método de difusién del
disco en agar:

- Food and Drug Administration (F.D.A.}; se apoya en la técni
de Bauer y colaboradores (6) y se aplica a microorganismos de crecimien
to répido, no debe aplicarse a microorganismos de crecimiento lento, anae
robios obligados, o capnofilicos y se debe realizar en cultivos puros.
Clasifica a los microorganismos, en base al didmetro de la zona de {nhi

bicién que presenten, en:
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a).- Resistente -1— ‘
b).- Susceptible _1__ éngsggg?gge

La técnica de 1a F.D.A. se acepta toda vez que al aplicarse se
observa susceptibilidad in vitro y ademds por su simplicidad, es necesa-
rio mantener fijos diversos pardmetros para obtener resultados reproduci
bles (31).

- Estudio de Colaboracién Internacional (E.C.1.): en esta téc
nica también se describen procedimientos de referencia, medios de cul
tivoycepas patron. Es muy similar a la F.D.A., 1a Gnica diferencia es
triba en la magnitud de la siembra y la técnica empleada. Clasifica a
los microorganismos en base a la zona de inhibicién que presenten, en
(65):

Grupo 1: Susceptibilidad elevada

Grupo 2: Susceptibilidad moderada.

Grupo 3: Susceptibilidad leve.

Grupo 4: Resistente.

- Stokes: Esta técnica se realiza para el control interno de
. cada disco y/o examen directo de las muestras, en ella sus resultados se
expresan en tres categorfas {81):

a).- Sensibles.

b).- Moderadamente resistentes.

c).- Resistentes.

- Gradiente en placa: esta técnica se fundamenta en obtener el
gradiente del antimicrobiano en la placa; aquf la susceptibilidad de las
- cepas es inversamente proporcional a la distancia a lo largo de la cual
aparece el desarrollo en la placa (77).

- Tripticasa Soya Agar (T.S.A.}: Esta técnica es muy utilizada
a pesar de no ser buena como método estdndar debido a que se utiliza un
cultivo sin diluir de bacterias en caldo, el inbculo generalmente suele
resultar excesivo (39).
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Para el mé&todo de dilucién se realiza una siembra con un nimero
especifico de bacterias, cada tubo se inocula con 104 - 105 bacterias/mi,

Se aplica la dilucién en caldo o en agar seghn sea la inestabilidad del an-
timicrobiano. {73).

Los métodos automatizados estdn presentando gran auge en otros
pafses debido a su rapidez y al elevado nGmerc de determinaciones que con -
ellos se pueden realizar. Las cepas se clasifican como resistente o suscepti
bie. Su costo es elevado.

Con estos equipos se requieren perfodos de incubacibn de 4 a
24 horas; sin embargo, se estudian sistemas para acortar este tiempo a 2 ho-
ras, todos estos métodos tienen su base en el Autobac (30}, equipo que usa -
fa luz para detectar el crecimiento de las bacterias y c6mo éste es afectado
por el antimicrobiano.

Para darngs idea de lo avanzado de estos sistemas, mencionaremos
uno de los estudios realizados con este método, el cual consisti6 en verificar
c6mo y en qué proporcidén microorganismes contaminantes alteraban la interpre-
tacion de la susceptibilidad original observéndose que niveles de contamina-
cién de més del 5%, son los que se requieren para que aparezcan estos cambios.
(786).

TECNICA DE BAUER - KIRBY,

De todos los métedos mencionados anteriormentc para evaluar
la susceptibilidad bacteriana a determinado antimicrobiana, como ya se dijo,
el més usado es el de difusion de disco en agar y dentro de 6Bste, la técnica
de Bauer - Kirby (6,55} cuyo objetivo es determinar la susceptibilidad o resis
tencia de un microorganismo a un determinado antimicrobiano. El medio empleado
para la prueba es Muller - Hinton cuyo pH final deberd ser 7.2 2 7.4, realizép
dose la prueba de la siguiente manera {6,13): con una asa se toman 4 6 5 colo-
nias aisladas del mismo tipo morfolégico y se inoculan en 4 6 5 ml de medio de
cultivo, pudiendo ser caldo Muller - Hintan o Caldo soya triptica~--------



24

sa . Se incuba a 33°C hasta que aparece una leve turbiedad, usualmente de 2 a
5 horas o bien 18 horas a 37°C. La turbidez se ajusta con caldo estéril,
tomando como referencia el tubo 0.5 de la escala de Mc Farland. Se ajusta

por comparacion visual, agitando los tubos antes y durante el proceso. En

el momento del ajuste, se recomienda utilizar un fondo blanco con una 1{-

nea negra de contraste. Una vez preparado el estdndar de turbidez, se pue-

de almacenar por 6 meses pero si se sellan los tubos al calor, la vida media
es mayor.

Cuando el tiempo no permita el desarrollo completo de la técnica
ésta podrd abreviarse suspendiendo las colonias aisladas en solucién salina
estéril para ajustar la turbiedad. La suspensién ajustada del inoCulo NO
debe permanecer mds de 15 a 20 minutos antes de proceder a sembrarla en la
caja de Petri.

Para Inocular el agar, se utiliza un hisopo de madera y algod6n,
el cual se humedece con la suspensién, se quita el exceso de caldo presionan-
do y girando el hisopo sobre la pared interna del tubo, para arriba del nivel
del caldo. Se estria el medio en tres direcciones sobre la totalidad de la
superficie de agar, para obtener un inéculo uniforme. Se efect@a un Gltimo
barrido del hisopo sobre el reborde de la caja de Petri y el agar.

Se deja reposar 3 a 5 minutos, para que se seque el in6culo, pero
no mis de 15 minutos. Los discos se colocan presionando ligeramente sobre el
agar para asegurar un contacto compieto con la superficie. Se deberd prevenir
una sobreposicion de las zonas de inhibicién con una distribucién adecuada de
los discos y con un lfmite de 15 mm de separacién de la pared de la caja de
Petri { en una de 150 mm podrén colocarse 12 o 15 discos y sélo 4 0 5 en una
de 100 mm ).

Después de 15 minutos de haber sido colocados los discos, se in-
vierte la caja de Petri y se incuba a 37°C. Cualquier retardo de la incuba-
cién dard una excesiva predifusién de los antimicrobianos. La incubacién en
atmésfera con alto contenido de C02 afecta el pH de la suparficie del medio
alterando la actividad de algunos antimicrobiancs, por lo que NO deberd em-
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plearse. E! tiempo de incubacibn es de 16 a 18 horas, al cabo de los cuales
se realiza la medicidn de los halos de inhibici6n con compases de calibraci6n
Vernier, regla o plantilla disefada para este prop6sito, por el fondo de la
caja, la cual se ilumina con luz reflejada.

£l punto final de todos los sistemas de lectura serd una completa
inhibicién del crecimiento determinada visualmente, ignorando colonias tenues
0 muy pequeias que pueden observarse con minuciosidad. Las colonias grandes
que aparecen entre 1a zona clara de inhibici6n pueden ser variantes resisten-
tes o bien un in6culo mezclado por lo que se recomienda verificar la pureza
de é&ste con un frote o tinci6n, o aln una reidentificacién completa.

Cada fabricante de discos impregnades con antimicrobiano, al efec-
tuar la técnica de Bauver - Kirby, deberd contemplar como requisito que cada
una de 1as lineas de regresion, obtenidas como consecuencia de la evaluacitn
de un gran nGmero de cepas a diferentes concentraciones, presenten un coefi-
ciente de correlacion lo més cercano a uno,

TECNICA DESCRITA EN LA FARMACOPEA

Asimismo, es necesario realizar pruebas de control para comprobar
que efectivamente el contenido por disco de antimicrobiano es el correcto,
para esto se requiere desarrollaruna técnica descrita en la Farmacopea, en
la que se utiliza una capa base y una capa sembrada con las cepas y medios
especificos para cada antimicrobiano { ver tabla #6 del anexo }.

Para la realizaci¢n de esta técnica se requiere, ademds, de una
suspension de bacterias ajustadas a una determinada concentracién; se ino-
cula uno de los medios con esta suspensidn y luego se vierte sobre la capa
base, se deja solidificar. Se colocan los discos problema y los de diferen-
tes concentraciones de antimicrobiano,

Después de incubar, se determinan los halos de inhibici6n con la
ayuda de un Vernier, Se realiza la l1inea de regresi6n correspondiente, inter-
polando el valor del disco problema, a fin de obtener el contenido por disco.



Por todo lo anterior, se puede deducir que la técnica descrita
en la Farmacopea requiere de un gran nGmero de requisitos :

Preparar medios diferentes, de acuerdo al antimicrobianc que
se trata ( ver tabla # 6 del anexo }.

Emplear una cepa espec{fica para cada antimicrobiano ( ver
tabla # 6 del anexo ).

Colocar un volumen especffico de medio en la capa base y en
la capa sembrada.

Ajustar el pH, de acuerdo al medio que se trate.

26
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CAPITULO II
PARTE EXPERIMENTAL

MATERIAL

Antimicrobianos: elegidos de acuerdo al uso y disponibilidad de
las cepas y medios necesarigs:

Amikacina
Ampicilina
Cloramfenicol
Cloxacilina
Eritromicina
Gentamicina
Lincomicina
Penicilina G
Tetraciclina

Medios de Cultivo recomendados por la F.D.A. para la realizacién
de la técnica de referencia {ver formulaciones er la tabla # 7 del anexo):
Medio A
Medio C
Medio E
Medio |
Medio Muller - Hinton
Medio Agar de Soya Tripticaseina
Caldo de Soya Tripticaseina

Estandard de Mc Farland 0.5 M 0.5 ml de H2504

Cepas:
Sarcina lutea ATCC 9341
E. coli ATCC 25923
S. aureus ATCC 25922
S. aureus ATCC 13150
Streptococcus faecalis ATCC 14506



Soluciones:
Metanol  Q.P.
Solucién salina 0,85 %
Agua Destilada
Amortiguador de fosfatos pH
Amortiguador de fosfatos pH =
Hidr6xido de Sodio I N

Discos virgenes de papel filtro

Tubos de ensaye

Placas de Petri de 100 mm

Embudo

Goteros

Frascos de vidrio

Pipetas 10 ml, 5 ml, 0.1 m]

Pipeta Pasteur

Asa de platino

Mechero

Hisopos de algodén

Pirzas

Yernier

"
o @

METODOLOGIA

1) Técnica de Referencia {48,78).
1) Preparar los medios indicados para cada antimicrobiano {ver tabla # 6
del anexo).
2) Sembrar masivamente cada una de las cepas recomendadas (ver tabla # 6
del anexo) en medio Muller - Hinton. Cosechar y ajustar visualmente la
turbiedad con el esténdar de Mc Farland 0.5 M.
3) Ajustar la concentracién bacteriana como sigue:

Amikacina 8.82 x 10% ufc/m}
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28.3 x 10° ufc / ml

Ampicilina s
Cloramfenicol 10.8 x 106 ufe / ml
Cloxacilina 32.6 x 10 6ufc / ml
Eritromicina 18.42 x Ig ufc / ml
Gentamicina 8.82 x !06 ufc / ml
Lincomicina 12,9 x 10 6ufc / mi
Penicilina G 18.42 x 106 ufc / ml
Tetraciclina 12.39 x 107 ufc / ml

4) Colocar en una placa de Petri 42 ml del medio recomendado de acuerdo
al antimicrobiano que se va a trabajar. Dejar solidificar ( ver tabla #6
del anexo ).
5) Colocar 8 ml del medio recomendado ( segGn el antimicrobiano que se va
a trabajar ) con la concentracién bacteriana previamente recomendada { ver
tabla # 6 del anexo ).
6) Colocar en una placa de Petri 3 disces de papel filtro con una misma
concentracién y 2 discos de papel filtro con la concentracién de referen-
cia.
Trabajar por duplicado ( los discos ya impregnados se encuentran a tempera-
tura ambiente ).
7) Incubar las placas de Petri 24 horas 37°C.
8) Anotarlos didmetros de los halos de inhibicién que aparecen airededor
de cada disco de papel filtro. La lectura debe realizarse con un Vernier.
9} Realizar las gréficas de las Ifneas de regresién para cada uno de los
antimicrobianos.
10) Calcular el punto de méxima concentracion ( H ) y el punto de minima
cencentraci6n ( L ) para cada antimicrobiano por medio de las siguientes
formulas ( 48 ).

H=(3e+2d+c-a)/5

L=(3a+2b+c-a)/5

Donde
a,b,¢,d,e = Promedio del diémetro de las zonas observadas para cada concen-
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tracién ;a. corresponde al valor de la minima concentracibn,
11) Graficar los puntos anteriores.
12) Interpolar el valor del didmetro del disco problema a fin de conocer
el contenido de antimicrobiano en cada uno de ellos.
Ensequida, a través de la ecuacidén de la recta se debe de determinar matemd-
ticamente el contenido de antimicrobiano en cada disco, obtener matemdti-
camente el grado de correlacion de cada una de las lfneas de regresién ob-
tenidas y determinar la proporcionalidad existente entre este método y el
método de siembra en superficie.

Il Técnica de Siembra en Superficie
1) Sembrar cada una de las cepas E. coli ATCC 25922y S. aureus ATCC 25923
en Medio Agar de Soya Tripticasa.
2) Alslar colonias de cada una de las cepas.
3) Tomar 5 colonias aisladas de cada cepa y colocarias con un asa de plati
no en tubos de ensaye, Incubar 4 - 5 horas a 37° C,
4) Ajustar visualmente la turbiedad de cada uno de los tubos incubados con el
esténdar de Mc Farland 0.5 M. Este ajuste se hace con caldo de soya triptica-
sa estéril.
5) Colocar 50 ml de medio Muller - Hinton esterilizado, pH 7.2 - 7.4 en pla-
cas de Petri. Dejar solidificar.
6) Tomar un hisopo estéril y sumergirlo en el tubo de la cepa ya ajustado, -
escurrirlo y sembrar cada una de las placas de Petri. Se debe usar un hisopo
par cada placa.
7) Colocar en cada placa de Petri 3 discos de papel filtro con una misma -
concentracién y 2 discos de papel filtro con la concentracién de referencia.
Trabajar por duplicado. {Los discos ya impregnados se encuentran a tempera-
© tura ambienta).
8) Incubar las placas de Petri 24 horas a 379 C.
9) Anotar los di&metros de los halos de inhibici6n que aparecen alrededor
de cada disco de papel filtro. La lectura se realiza con un Vernier,
10) Calcular el punto de méxima concentracién (H) y el punto de minima con
centracion {L) para cada antimicrobiano, por medio de las siguientes formy
las (63):
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H={3+2d4+c-a)/s

L={3+2b+c-e)/5
donde a,b,c.d,e, = promedio del didmetro de las zonas observadas para cada cop
centracifn; a, corresponde al valor de la minima concentracifn.

1) Graficar los puntos anteriores.
12} Interpolar el valor del didmetro del disco problema a fin de conocer
el contenidc de antimicrobiano en cada uno de ellos.

Ahora, a través de 1o ecuacibén de la recta se debe determinar matemd
ticamente el contenido de antimicrebiano en cada disco, obtener matemiticamen-
te el grado de correlacién de cada una de las lineas de regresién obtenidas y
determinar la proporcionalidad existente entre este métedo y el método de re-
ferencia.

[I1) Establecimiento de un Factor.

Establecer un factor para que a partir de un valor de referercia
(c) se establezcan puntos por arriba (e.d) y por debajo (b,a) del mismo.
El factor adecuado es 1.5; debido & que ccn &1 se obtiene una linea de regre-
sion lineal a partir de un valor méximo y de uno minimo, ademis de que nos
permite cumplir con el rango de aceptaci6n indicado en la Farmacopea (78).

V) Preparacién de las Diluciones e Impregnacién de los Discos.

Preparar las diluciones apropiadas para cada antimicrobiano toman-
do en cuenta la potencia del antimicrobiano, el volumen que se desea prepa-
rar, asf como el disolvente y el diluyente adecuado a cada antimicrobiano
{(ver Tablas # 3 y 4 del anexo). Se trabajard ccn 2 valores por arriba y por
debajo del valor de referencia, de este modo se tendrdn 5 valores de conte
nido por disco y 5 valores de concentracitn para cada antimicrobfano, es
decir:



Amikacina

Puntos
Contenido/disco (mcg)
Concentracién {mg/mi)

Ampicilina

Puntos
Contenido/disco {mcg)
Concentracion (mg/ml)

Cloramfenicol

Puntos
Contenido/disco (meg)
Concentracion (mg/ml)

Cloxacilina

Puntos
Contenidoe/disco (mcg)
Concentraci6n (mg/ml)

Eritromicina

Puntos
Contenido/disco {mcg)
Concentracion (mg'!ml)

Gentamicina

Puntos
Contenido/disco (mcg)
Concentracion (mg/ml)

32

22,5
2.25

67.5
6.75

2.25
225

33,75
3.375

22.5
2,25



Lincomicina

Puntos
Contenido/disco (mcg)
Concentracion (mg/mi)

Penicilina 6

Puntos
Contenido/disco (meg)
Concentracién {mg/ml)

Tetraciclina

Puntos
Contenido/disco (mcg)
Concentraci6n (mg/ml)

.88
.088

3.3
.33

d
13.3
1.33

6.6
.66

20
2

Cada disco se debe impregnar con 10 lambdas.
Contenido/disco / 0.0] ml= Concentracion

meg

Concentraci6n/ 1000 = Concentracitn
mg/m}

mcg/ml

V) Selecci6n de cepas y medios.

meg/ml

10

30

15
1.5

45
4.5

33

4.5
.45

22,5
2,25

67.5
6.75

Seleccionar las cepas y medios de cultivo de acuerdo @ la Tabla

# 5 del anexo.

METODO ALTERNATIVO

Por lo anteriormente expuesto, propongo una técnica alternativa
que se caracterice por la exactitud y sencillez, asi se tiene esta técnica
alternativa que utiliza Gnicamente dos cepas: €. coli ATCC 25922 y S.aureus
ATCC 25923, un solo medio de cultivo (Muller - Hinton ), realiza la siembra
en superficie y establece 1ineas de regresion para cada antimicrobiano,



CAPITULO 111
RESULTADOS Y ANALISIS

Se efectuaron tres pruebas por duplicado con cada una de las concen
traciones establecidas, ohteniéndose seis valores para cada concentracion,
con estos valores se obtuvo un promedio para cada concentracion, lo cual se
reporté como Grupo Una (Gl)' siguiéndose el mismo procedimiento para el Gru
po Dos (62) y el Grupo Tras (63)‘ asf como para el resto de los antimicro-
bianos.

Se calculd el punto de mixima concentracibn (H}, el punto de minima
concentracion (L), y el coeficiente de correlacitn lineal (r) para cada uno
de los grupos, 2 fin de conocer la proparcionalidad existente. Ver Tablas
#8-16.

Con una Calculadora Texas Instruments T [ Programable 59 adiciona
da de un mbdulo de estadfstica, se tlev6 a cabo un andlisis de variancia de
blogues con un nivel de significancia {Q F) del 1% con el fin de conocer la
variacién entre los Grupos (Q Fc) de ung misma técnica. Esto se realizé para
ambas técnicas. Ver Tabla # 17.

Expresando lo anterior en forma matemética se tiene

eF =
Lo cual se interpreta gréficamente de la siguiente manera:

-~ § {F)

Para efectuar dicho andlisis se plantearon las siguientes hipbte
sis:

Ho : No hay diferencia entre los grupos

Hi : Hay diferencia entre los grupos

Ho : Ho hay diferencia en el contenido por disco

Hi : Hay diferencia en el contenido por disco.

34
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Hay que recordar que para poder aceptar la Hipotesis Nula (Ho),
es necesario que los valores encontradcs se localicen dentro del drea de
aceptacién (tener presente que se estd trabajande con un nivel de signifi
cancia (Q F del 1%) , por lo que el drea de aceptacion es de 99%, ya que de
no ser asi, se aceptard la Ripétesis Alternativa (Hi).

Al analizar la variacién del contenido por disco {Q F) en cada uno
de los antimicrobianos por ambas técnicas, se encontrd que en ambas los valg
res son inferiores al VI con lo cual se cae en la zona de rechazo de la Hipd
tesis Nula, y por lo tanto, se acepta que existen diferencias en el centenido
por disco de ambas técnicas.

Por otro lado. al comparar el valor F de 13 Tabla ANOVA para un in
tervalo de confianza de 99%, 4 gradcs de libertad en el numerader y 8 grades
de libertad en el denominador, con los valores obtenidos (ver Tabla # 17),
se ratifica que existe diferencia en el contenido por disco en cadz uno de
10s antimicrobianos en ambas técnicas, dado que el valor F de la Tabla ANOVA
es de 7.01.

Posteriormente, se realizé la variacion entre los grupos {Q Fc) para
cada uno de los antimicrobianas per una y otra técnica. En la técnicz de refe
rencia, se encontrd qué en Ampiciling, Eritronicina, Gentanicina, Lincomicina,
Penicilina Gy Tetraciclina, los valores son inferigres de 1%, por 1o que se
recheza la hipdtesis de que no hiy diferencia entre los grupos de estos seis
antimicrobianos. Mientras que en la técnica de Siembra en Superficie, dnica-
mente Eritromicing presents un valor inferior al 1%, Ahor2 bien, al comparar
el valor F de la Tabla ANOVA para un intervalo de confianza ¢el 99%, 2 grados
de libertad en el numerador y 8 grados de liberted en el dencminador con los
valores obtenides (ver Tadl: # 17), se tiere que las 2iferencias encontradas
entre los grupos de algunos antimicrodbianos carecen de importincia, y2 que,
el valor F de la Tatla ANCVA es de 8.65 y que por lo tanto, nc hay diferen-
cias entre los grupos Je cada ung de 1os antimicrobiangs 2n ambas técnicas.

Realiraremos una Prusba t para comparacidn de medias en muastras in
dependientes antre 12 técnica de Referencia y la Técniza de Siembra en Super-
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ficie tanto para el método gréfico, como para el método matemdtico.
Ho: La Técnica de Siembra en Superficie no se distingue de la
Técnica de Referencia.
Hi: La Técnica de Siembra en Superficie se distingue de la Téc
nica de Referencia.
Expresando lo anterior en forma matemdtica, se tiene;

t
P (1) = S_f (0) du

Lo cual se interpreta graficamente de la siguiente manera:

P(t)

Al analizar la diferencia entre estas dos medias de poblaciones,
obtenemos valores que caen en la regi6n de rechazo de 1a Hipbtesis Nula
(ver Tabla # 18), lo cual nos conduce a aceptar la Hiptesis Alternativa:
La Técnica de Siembra en Superficie se distingue de la Técnica de Referencia.
Ahora bien, para un intervalo de confianza de 99% y 14 grados de libertad, se
tiene un valor t en tablas de 2.62 y al comparar los valores de t obtenidos,
{ver Tabla # 18), con este valor se ratifica que la Técnica de Siembra en Su-
perficie se distingue de la Técnica de Referencia, y por consiguiente, se --
trata de técnicas estadisticamente diferentes,
Finalmente, se realizard otra prueba para verificar si a partir de estas dos
técnicas con valores de contenido por disco diferentes, grafico y matemtico,
se pueden llegar a establecer resultados similares.

Para efectuar esta prueba, se trabajarad con un intervalo de confian
za P (t) del 99% con las siguientes hipotesis:

Ho: El valor de contenido por disco de la Técnica de Referencia

' no presenta variacién con respecto al valor de contenido por

disco de 1a Técnica de Siembra en Superficie.



Hi: El valor de contenido por disco de la Técnica de Referencia
presenta variaciér con respecto al valor de contenido por -
disco de 1a Técnica de Siembra en Superficie.

Después de analizar los valores obtenidos (ver Tabla # 19), po-
demos aceptar la Hip6tesis Nula y ratificar este hecho al comparar estos
valores ccn el valor t de las Tablas # 6 y 9, con excepci6r de Lincomicina,
ya que este antimicrobiano es gréfica y mateméticamente significativo,
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TABLA N° 8

AMIKACINA

TECNICA DE REFERENCIA

TECNICA DE SIEMBRA EN SUPERFICIE

Cont/Disco didmetro Cont/Disco didmetro
{ocg) (mn) {mcg) {mm)
,GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 GRUPO 1 GRUPO 2 [GRUPO 3
67.5 - 27,6 28 27.9 67.5 22.6 22.4 22.7
45 26.3 26.6 26.3 a5 21.3 21.3 21.4
30 24,4 24.8 24,4 30 19.7 19,9 20
20 23.1 23.2 23 20 18,6 18.7 18.7
13,3 21.6 2.4 21.5 13.3 19.5 17.5 17.4
r i &7 96 .98 r .94 .97 .97
L 21,5 2.4 21.5 L 172.2 174 17.3
H 27.6 28.1 27.9 A, 22.5 22.4 227
¢ 24.6 24.5 24.5 o 20 20.5 20
CONT CONT
D15co Bisco
Grafico 29.6 29.5 32 Grafico 30.2 33 29.5
Mat, 35.1 32.7 34,1 Mat, 30.6 40,7 34.7

8E



DONDE

r

"

coeficiente de correlacién lineal.

Punto de minima concentracidn
Punto de mdxima concentracién

Didmetro del disco problema

39
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TECNICA DE REFERENCIA

Y=mx +b

Y = 8,76 (24.6) + (-180,38)
7.96 (24,5) + (-162,32)
8,33 (24,5) + (-169,94)

L

TECNICA DE SIEMBRA EN SUPERFICIE
Y=mx +b

Y = 12.83 (20) = (-225.94)
Y = 10,73 (20.5) + (~179.17)
Y = 10.04 {20) + (-166.05)



TABLA N° §

AMPICILINA

TECNICA DE REFERENCIA

TECNICA DE SIEMBRA EN SUPERFICIE

Cont/Disco

difnetro Cont/Disco Didmetro
{meg} mm) {megl Logd
GRUPQ 1 Grupe 2 Grupo 3 Grupo 1 Grupo 2 | Grupo 3
22.5 43,5 43 a3 22.5 29.8 28.9 28.4
15 a2 41.8 a1 15 28.7 27.8 27.4
10 40.5 38,1 38.6 10 2B.3 26,8 26.7
6.6 38.5 36.1 36,3 0.6 24.2 26.3 25,9
4.4 37,5 33.8 32 4.4 22.7 24.3 24.1
e .97 .85 .96 r .86 .96 92
L 37,3 33.7 34.04 L 23 24.2 244
H 43.5 43.3 43.1 H 23,8 21811 3.4
] 40.2 39.5 39.4 I 27 26,7 26,5
Cont Cant
Bisco Disco
Grafico 10.6 11 11 frafice 11 306 188
Mat, 10.7 13.2 13.3 Mat. 11.6 11,9 11.6

13
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TECNICA DE REFERENCIA

Y=mx +b
Y = 2.86 (40.2) + (-104.24)

(39,5) + (-57.89)
Y = 1.95 (39.4) + (-63.67)

<
[

-
g

TECNICA DE SIEMBRA EN SUPERFICIE

Y=mx+b
¥ = 1.91 (27) + (-39.89)

Y = 3,77 (26.7) + {-88.76)
Y = 4.13 (26.5) + (-97.83)



TABLA N° 10

CLORAMFENICOL

TECHICA DE REFERENCIA

TECKICA DE SIEMBRA EN SUPERFICIE

Cont/Disco didnetro Cont/Dista didmetro
{mcg) {mm) {ncg} (rmy
GRUPO 1 GRUPQ 2 GRUPO 3 GRUPQ 1 GRUPD 2 | GRUPO 3
67.% 37.3 37 37,5 67,5 27.7 29.1 28.8
45 34.8 34.3 34.5 45 25.9 26,3 26.6
3G 31.6 3.8 31,5 30 24,9 25 24.8
20 29.1 28.9 29 20 22.9 24 22,9
13,3 25,4 25.5 25.3 13.3 21.% 22.1 18.8
r .9 .96 .96 r V96 .98 93
L 25,7 25.8 25,5 L 2.5 22,04 19.6
H 37.5 37.1 2.5 H 276 28.5 29,1
¢ 319 3.6 32 ¢ 24,5 24.6 241
Cont Cont
Disco Disco
Gréfico 29 23 30 Grafico 28.3 24 27
Mat, 36.2 35.4 36.8 Mat. 34.4 29.3 3.5
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TECNICA DE REFERENCIA
Y=mx +b
Y = 4.45 {31.9) + (-105.73}

Y = 4.62 {31.6) + {-110,56)
Y = 4.42 (32} + (-104.56)

TECNICA DE SIEMBRA EN SUPERFICIE
Y=mnx+b

Y = 8.58 (24.5}) + (-175.81)
Y = 8.15 {24) + {-171.16)
Y = 5.29 (27) + (-93.97)
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TABLA No 11

CLOXACILINA

TECNICA DE REFERENCIA

TECNICA DE SIEMBRA EN SUPERFICIE

Cont/Disco Didnetro Cont/Disco Didmetro
(mcg) (mm) {meg) {mm}
GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 GRUPO 1 RUPQ 2 GRUPO 3
2,25 30.5 32.6 31.3 2.25 22 22.9 a3
1.5 29 30.2 29,3 1.5 2.2 20.7 21.9
1 26.1 28.1 27.3 1 19.6 18.6 19.4
0.66 25,2 25.4 25.3 0.66 17.1 16.2 16.7
0.44 23.6 23.2 23.3 0.44 13.2 13.9 14.2
r .97 .97 .97 c___.B7 .96 .93
L 23.3 23.1 23,3 L 14.2 13.9 14.4
L} 30.4 32,6 31,3 H 22.9 22.9 23.6
¢ 27 27.3 27.3 g 19 19.3 19.3
Cont Cont
Disco Disco
Gréfico 1.05 .9 1 Gréfico 1.1 1.1 1.05
Hat. 1.1 1.06 11 Mat, 1.2 1.3 1.2

St



+TECNICA DE REFERENCIA

Y=mx +b

Y = .2541 (27) + (~5.67)
Y = ,1884 (27.3) + (-4.08)
Y = .223 (27.3) + (~-4.91)

TECNICA DE SIEMBRA EN SUPERFICIE

Y=mx +b

Y = .17.87 (19) + (-2.15)
Y = .1972 (19.3) ¢+ (-2.47)
Y = .869 (19.3) + (-2.38)
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TABLA N° 12

ERITROMICINA

TECHICA DE REFERENCIA

TECNICA DE SIEMBRA EN SUPERFICIE

Cont/Disco Didmetro Cont/Disco Djdmetro
(mcg) (mm) (mcp) (o)
GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 GRUPO 1 GRUFO 2 [GRUPO 3
33.7 32.5 30 32 33.7 25.3 25.4 23.9
22.5 30.5 27.5 30.7 22.5 23.5 24.8 22,1
15 28,2 26,2 29.5 15 23 21.8 21.4
10 26,5 24 28.1 10 21.3 20.8 19.7
6.6 24.4 23 26.6 6.6 20,5 19.8 18.9
r .97 .98 .96 r .97 .95 .98
L 24,3 22.6 26.6 L 20.3 19.4 18.7
H 32.4 29.6 32 H 25.08 25.5 23.6
1] 27.8 26.8 28 ¢ 22.3 22.1 21.5
Cont Cont,
Disco Disco
Gréfico 13,2 18.5 10 Grafico 13 13.5 16.2
Mat. 15,2 19.8 10.5 Mat. 15.03 15.7 19.1

w
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TECNICA DE REFERENCIA

Y=mx +b

Y = 3.30 (27.8) + (-76.50)
3,82 (26.8) + (-82.55)
Y = 4,92 (28) + (-127,22)

<
[}

TECNICA DE SIEMBRA EN SUPERFICIE

Y=mx +D

<
|

= 5.58 (22.3) + (-109.40)
Y = 4.20 (22.1) + (-77.07}
Y = 5.36 (21.5) + (-96.09)



TABLA N° 13
GENTAMICINA

TECNICA DE REFERENCIA

TECHICA DE SIEMBRA EN SUPERFICIE

Cont didmetro Cont diametro
Disco Disco
{mcg) mn} ineg) nm)
GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPQ 3 GRUPO 1 GRUPO 2 [ GRUPO 3
22,5 28.4 29.1 28.7 22,5 23.2 22.7 21
15 26.1 27,4 26.6 15 21.8 21,1 19.7
10 24,3 26.3 24.5 10 20 19.6 18.3
8.6 22,7 25.1 22 6.6 17.3 17.3 16.9
4.4 20.1 23.8 20.2 4.4 15,3 15,7 15.8
r .96 .98 .97 v .95 .96 .97
20.3 23.7 20.08 L {15.4 15,7 15.7
H 28.3 28.9 28.7 H 123.7 22.8 20.9
@ 24.3 24.8 24.8 @ 19.4 18 19
cont Cont
Digco Disco
Grifico 10 6.3 11 Grafico 9.8 9.5 12.2
Mat, 11.6 6.3 12.4 Mat, 1.1 10.8 13,9

6%



TECNICA DE REFERENCIA

Yamx + b

Y = 2.21 (24.3) + (-42.10)
Y = 3.48 (24.8) + (-79.98)
¥ = 2,06 (24.8) + {-38.64)

TECHICA DE SIEMBRA EN SUPERFICIE
Y=mt+b
Y = 2.08 (19.4} + {~29.17}

Y = 2,46 {19) 4+ (~35,90)
Y = 3,39 {19} + {-50.48)
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TABLA e 14

LINCOMICINA

TECNICA DE REFERENCIA

TECNICA DE SIEMBRA EN SUPERFICIE

Cont/Disco

Didmetro Cont/Disco Difmetro
(meg) (rm) (meg) (mm}
GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3
4.5 23 22.9 23.6 4.5 23.5 22.8 2.1
3 21 20.4 22,5 3 20.4 21.7 21.3
2 l9.6 19.7 21 2 17.6 17.3 19.2
1.33 17.8 18 19.5 1.33 15.1 16.2 17,2
0.88 16.3 16.5 18.2 .88 12.9 18.3 15.3
r .98 .97 .96 r .98 .96 .94
L 16,2 16.4 18.2 L le.6 14.5 15,4
H 22.8 22,5 23.7 H 23.2 2.7 22,5
'} 20 19.3 20.5 ¢17 17.5 17.4
Cont Cont
bigco Disco
Grafico 2.2 1.9 1.7 Gréfico 1.7 1.6 1.3
Mat. 2.5 2.2 2,04 Mat, 2.03 1.86 1.56

15
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TECNICA DE REFERENCIA

Y =mx +b
Y = ,5615 (20) + (-B.66)
Y = .5817 (19.3) + (~9)
Y = .6395 (20.5) + {~11.06}

TECNICA DE SIEMBRA EN SUPERFICIE

Y=nx+b
Y = .3398 (17) + (~3.74)
Y = ,4125 {17.5) + {-5.35)
Y = .482) (17.4) + (-6,82)



TABLA N° 15

PENICILINA G

TECNICA DE REFERENCIA

TECNICA DE

SIEMBRA EN SUPERFICIE

Cont/Disco Difmetro Cont/Disco Dimetro
(mcg) {mm} (meg) {mm)
GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 GRUPO 1 GRUPO 2 | GRUPO 3
22.% 44 43.2 43 22,5 33,2 34.4 33.4
15 a2.2 41 41.% 15 3.4 32 32.2
10 40.5 38 40 10 31.4 e 30.6
.6 38.5 a7 kL 6.6 30.3 30 29.2
3.3 36 34 35 3.3 28.9 28.4 27
r +96 .97 .94 r .95 .98 .96
L 36.3 34.3 35.6 L 29.1 28.4 27,3
H 44.1 42.3 43.4 H 33.3 34 33,6
[ 30.4 30.5 30.4 [ 3t.4 3.4 30.4
CONT CONT
DISco DISCO
Gréfico 9.3 9 9.2 Grdfico 9 9.3 9
Mat, 11.6 11.4 11.1 Mat. 11.8 1.9 1.2

£S5
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TECHICA DE REFERENCIA

Y=mx+b

Y = 2.18 (30.7) + {-55.28}
Y = 2.21 (30.5) + (-55,85})
Y = 2.38 (30.4) + (~61.29)

TECNICA DE SIEMBRA EN SUPERFICIE

Y=mx + b
Y = 4.24 {31,4) + (~121.27}
Y =.3.31 (31.4) « {-91.96)

= 2.88 (30.4) + (-76.36)

-~



TABLA No. 16
TETRACICLINA

TECRICA DE REFERENCIA

TECHICA DE SIEMBRA EN SUPERFICIE

Cont/Disco Didmetro Cont/Disco Didmetro
o imcq ) {mm) {mcg) (.om ) .
67.5 19.8 21.9 2.4 67.5 18.7 1B.6 18.8
45 18.7 20.4 19.6 45 16.7 16.8 17
30 17.2 18.9 18.8 30 14.9 15 15
20 i7 17.2 17.4 20 12.9 13 13.1
13.3 14.5 15.7 15.8 13.3 10.9 1 3]
r 92 .97 .91 r .97 .96 9%
L .9 . 187 15.8 L 9.9 1. 19 i1.8
SN U . 23 SRS N4 L TSN SO 2 B I 8.7 186 _ | 8.8
8 7.2 17,8 18 ¢ 14.6 14.6 14.4
Cont Cont.
Disco Disco
Grifico 27 23 25 Grafico 28.5 26.5 26.5
Hat 1.6 26.4 3.5 Mat, L6 33.8 31.1

i
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TECNICA DE REFERENCIA

Y=mx +b
¥ = 10.02 (17.2) » {-139.65)
Y = 8.52 {17.8) + (-125.23)
Y= 9.05(18 ) + (-131.31)

TECNICA DE SIEMBRA EN SUPERFICIE
Y=mx+b
Y = 6.86 (14.6} + (-66.54)

6.97 (14.7) + (~68.58)
Y = 6,80 (14.4) + (-66.73)

-
"



TABLA N° 17 ENSAYO ESTADISTICO DE DOS COLAS.

TECNICA DE REFERENCIA

ANTIMICROBIANO Q(Fc) Q (Fr)
Amikacina 118262 1x10710
Argicilina .009034 8.9x10°°
Cloramfenicel 534197 8.04x107 12
Cloxazilina 057977 . 7,6x107"
Eritresicina 00007911 5.1x1078
Gentamizina .004645 1.9x107°
Lincoricinz 000136 9.9x10”°
Penicilina 5 000261 4.8x107°
Tetraciclira .00155 1.ax1978

TECNICA DE SIEMBRA ER SUPERFICIE

ANTIMICROBIANO Q(Fc} Q (Fr)

anikacina 552736 5.,4x1070
Ampicilina . 781159 9.ax10™
Cloramflenicol 2676 2.3x107°
Cloxacilina ,217035 1.2x107
Eritromicina 1003761 1.ax10™>
Gentamicina .03473 6.6x10™°
Lincomicina 132036 1.2x107%
Penicilina G .09133 8.9x10"°
Tetraciclina .01444 a.6x10"14

DONDE :

Q(F¢) = variacién entre los grupos.

Q{Fr) = variacién del cont/disco.



ANTIMICROBIAND

Amikacina
Ampicilina
Cloramfenicol
Cloxacilina
gritromicina
Gentamicina
Lincomicina
penicilina G

Tetracicling

DONDE :

TABLA N° 18 PRUEBA T

T v
21,4665 14
26,8726 14
16.0966 14
32,9798 14
10.6473 14
17.5165 14
4,3885 14
13.3680 14
12,0750 14

Frueba t.

v = Grados de livertad
p(t) = Intervalo de confianza

Plt)

1
1
,999999
1
999999
1
999690
999899
999999
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ANTIMICROBIANO

Amikacina
Ampicilina
Cloramfenicol
Cloxacilina
Eritromicina
Gentamicina
Lincomicina
Penicilina G

Tetraciclina

ANTIHICROBIANO
Amikacina
Ampicilina
Cloramfenicol
Cloxacilina
Eritromicina
Gentamicina
Lincomicina
Penicilina G

Tetraciclina

DONDE:

TABLA N° 19 pRuesa T.

P{t}

n

[

GRAF ICAMENTE

-,307863
277350
2,22350
-2
-.102748
-1.419048
6,928203
.359210

-3.25

LS B SR VI S I S )

MATEMATICAMENTE
t

-,388939
.B03459
3.008058
-2,01992
-.384623
-.1295582
8,693182
-1,8%7142
-1.094733

NN N DN DD <

Prueba t
Grados de libertad

Intervalo de confianza

P (t)

.393644
596225
927643
091751
.463768
145843
989897
.623091
.041525

P (t)

.367412
.748378
952487
.09040%
368781
.162248
.983512
102206
.193938
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CAPLTULO TV

CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados observados, es posible llegar a
establecer curvas con coeficientes de correlacién similares en téc-
nicas estadfsticamente diferentes, como son: la técnica de referen-
cia y la técnica de siembra en superficie, y, por lo tanto, lograr -
valores de contenido por disco simiiares con todos los antimicrobianos
trabajados.

Para un intervalo especifico de tiempo de f{ncubacién, se
observa proporcionalidad en la dosis - respuesta con los antimicro-
bianos empleados.

No existen diferencias significativas en los métodos grafi-
co y matemitico entre ambas técnicas, con respecto a la cuantifica-
cién de contenido por disco en cuanto a los antimicrobianos trabaja-
dos, a excepcién de Lincomicina, ya que este antimicrobiano es mate-
méticamente significativo a un nivel de .006.

Las ventajas de la técnica propuesta (siembra en superficie)
se hacen evidentes al comparar los parémetros principales con la téc-
nica de referencia; se usa un solo medio de cultivo en lugar de cuatro
y dnicamente son necesarias dos cepas en lugar de cuatro, por lo que
se convierte en una técnica mds préctica; es mds sencilla dado que se
siembra con la misma concentraci6n bacteriana en lugar de buscar la
conceniraci6n bacteriana més adecuada, y ademds de las razones anies
expuestas, resulta ser mds econdmica.
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ANEXO



FIGURA # 1, MECANISMO DE ACCION DE LOS FARMACOS ANTIMICROBIANOS

SINTESIS DE LA PARED CELULAR SINTESIS DNA Y REPLICACION
cicloserina novobiocina
fosfomicina griseofulvina

Acido nalfdixico
ficidos quinolinearbioxf{licos
vancomicina

ristocetina

bacitracina

ADN - DEPENDIENTE

penicilinas POLIMERASA ARN

cefalosporinas rifamicinas

SINTESIS DE PROTEINAS (inhibidores
30 s)

tetraciclina

estreptimicina

METABOLISMO DEL ACIDO FOLKLO kanamicina
gentamicina
trimetropin tobramicina
neomicina
sulfonamidas espectinomicina

MEMBRANA CELULAR SINTESIS DE PROTEINAS

pelimixina {inhibidores 50 §)

colistina 7 (fosfatos) eritromicina
cloranfenicol
clindamicina

nistanina l lincomicina

anfotrecina B] (esteroles)

3]



TABLA # 2,- LA EVOLUCION DE LU3 ANTIMICROBIANCS,

PENICLLINA

tionobactamicys

tnoxuscina
borfloxacina
Litekacina
Ceftazidima
Tienamicina
Moxalactam
Amtkacina
Cefotaxima
Ri tampicina Ac. Clayulanico
Clindanicina Cictacina
Hezlocilina
Gentanicina hzlociling
Doxicilina
Linconicina Tobranicina
Kanamicina Cefuroxima
Ac. Fusfdico Cefoxitina
Epfcilina Hectlinam
Flucloxacilina
Amoxiefling Piperacilina
folimixinas Cefalexina Cefamendol
Cefaloridina Carfecilina
Eritromicina Cefalotina Pivmexilina Hetiimicina
Cloranfenicol Cloxacilina Tatarpiciling Bocampicilinn
Tetraciclinasn Aspicilina Cafradina Cefaclor
Metilcilina Cefozolina Plvampicilina

Estreptonicing

Fenicilina Penicilina V Carbencili

na Ticarctlina

1940

1050 1860

1980

29
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TABLA # 3

SOLVENTES Y DILUYENTES RECOMENDADOS PARA CADA ANTIMICROBIANO

ANTIMICROBIANO SOLVENTE DILUYENTE
Amikacina H20 HZO
Ampicilina Buffer POZ Buffer PO:
pH = 8 pH = 6
Cloramfenicol CH_OH H 0
3 2
Cloxacilina H20 HZO
Eritromicina CHSOH CH30H
Gentamicina H20 HZO
Lincomicina HZO HZO
Penicilina G Buffer PO~ Buffer PO =
a 4
pH = 8 pH = 6
Tetraciclina B0 H,0

2 2



POTENCIA Y CONTENIDO / DISCO DE CADA ANTIMICROBIANO

ANTIMICROBIANO

Amikacina
Ampicilina
Cloramfenicol
Cloxacilina
Eritromicina
Gentamicina
Lincomicina
Penictlina G

Tetraciclina

TABLA # 4

POTENCIA /meg/mg)

915
914
100
894
100
798
863

968

CONT /DISCO {mcg)

30
10
30

1
15
10

2
10
30

unidades
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TABLA # 5

CEPAS RECOMENDADAS PARA CADA ANTIMICROBIANO POR LA F.D.A. EN LA TECNICA
DE SIEMBRA EN SUPERFICIE.

ANTIMICROBIANO CEPA

Amikacina E. coli ATCC 25 922
Ampicilina S. aureus ATCC 25 923
Cloramfenicol E. coli ATCC 25 922
Cloxacilina S. aureus ATCC 25 923
Eritromicina S. aureus ATCC 25 923
Gentamicina E. coli ATCC 25 922
Lincomicina §. aureus ATCC 25 923
Penicilina G S. aureus ATCC 25 923
Tetraciclina S. aureus ATCC 25 923




TABLA # &

CEPAS Y MEDIOS DE CULTIVO RECOMENDADOS PARA CADA. ANTIMICROBIANQ EN LA

TECNICA DE REFERENCIA.
ANTIMICROBIANG

Amikacina
Ampicilina
Cloramfenicol
Cloxacilina

Eritromicina

Gentamicina
Lincomjcina
Penicilina 6

) Tetraciclina

CEPA

S. aureus
ATCC 13 150

S. aureus

ATCC 13 150

Sarcina lutes
ATCC 9 341

S. aureus
ATCC13 150

Streptococcus
Taecalis
ATCC 14 506

$. aureus
ATCC 13 150

S. aureus
ATCC 6 538

S. aureus
ATCC 13 150

S. aureus
ATCC 6 538

CAPA BASE

Medio C

Medio £

Medio E

Medio E

Medio €

Medio C

Medio A

Medio £

Hedio £

CAPA SEMBRADA

Medio €

Medio A

Medio A

Medio A

Medio €

Medio C

Medio

Medio A

Hedio A

NOTA.- Ver formulaciones de los medios en la Tabla # 7 del anexa.
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TABLA # 7

FORMULACIONES DE LOS MEDIOS DE CULTIVO RECOMENDADOS POR LA F.D.A. PARA

LA TECNICA DE REFERENCIA,

Medio A:

Medio C:

Medio £:

Peptona 6g
Digerido Pancredtico de Casefna 4g
Extracto de Levadura 3g
Extracto de Carne {.5. g
Dextrosa lg
Agar I5g
Agua Desiilada 1000 mi

pH 6.5 - 6.6 después de la esterilizacion.

Peptona 6g
Digerido Pancredtico de Caseina 4.59
Extracto de levadura 3g
Extracto de Carne 1.5 g
Dextrosa : lg
Agar 15¢g
Agua Destilada 1000 mi
Peptona 6g
Extracto de Levadura 3q
Extracto de Carpe 1,59
Dextrosa ) lg
Agar 15 g

Agua Destilada ) 1000 mi
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pH  6.5/6.6 después de la esterilizacion.

Medio I:
Peptona
Extracto de Levadura
Extracto de Carne
Dextrosa
Agar
Agua Destilada
pH 6.6 después de la esterilizacién.

Medio Muller - Hinton:
Infusién de Carne de Res
Peptona de Caseina
Almidén
Agar
Agua Destilada
pH 7.4

Medio Agar de Soya Tripticaseina:
Peptona de Caseina
Peptona de Soya
Cloruro de Sedio
Fosfato Dipotésico
Dextrosa
Agua Destilada
pH 7.3

Caldo de Soya Tripticasefna:
Peptona de Casefna

Peptona de Soya
Cloruro de Sodio

649
39
1.5 ¢
lg
15 ¢
1000 ml

300 g
i7.6¢
1.54¢

179

1000 mi

174
39
5¢
2.5¢
2.5¢

1000 ml

17 g
Jg
5g
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Fosfato Dipotasico
Dextrosa

Agua Destilada

pH 7.3

69

2.59
2.5¢
1000 ml
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