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INTRODUCCION

Debido a la constante aparicién de cepas resistentes
en los medios hospitalarios frente & los antimicrobianos més
comunmente empleados en la terapedtica de una enfermedad in-
fecciosa, es conveniente la evaluacién contfnua de nuevos
antimicrobianos para aplicarlos, y asi poder evitar que se

manifieste dicha resistencia,

Por ello, cuando el médico ha llegado a la conclusién de que
se justifica la utilizacién de antimicrobianos en la terapey
tice de una enfermedad infecciosa, en muchas ocaziones surge
la necesidad de contar con un método reproducible y eficas,
que proporcione informacién clara, precisa y que sirva de
‘apoyo para szber cual es el antimicrobiano que se debe utili
zar pares eliminer al microorganismo que estd provocando di -

cha infeccién (9).

Para ello el procedinmiento més utilizado es el método de di-
fusidén apartir de un disco (Hétodo de Kirby-Bauer), el cdal

ha sido aceptado por la Pood and Drog Administration (FDA) ¥y
aceptado como esténdar por el National Committe for Clinical
Laboratory Standard (NCCLS) (14,19).

Este procedimiento es esencialmente una prueba cualitativa

que ubicaz a los microorganismos en la categoria de sensibles

(susceptibles), intermedios (indeterminados) o resistentes,
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Actualmente dicho procedimiento solo se encuntra fun
cionando en el Centro Médico "La Raza" y en el Hospital Gene
ral de la Ciudad de México, en donde se tienen sus propios

parédmetros de susceptibilidad y resistencia.

Sinemburgo, debido a que existe variacidén de una cepa bacte-
. riana a otra respecto 2« la susceptibilidad, mucho mayor va -

rizcién existe de un hospital a otro.

Por todo esto resulta conveniente la estandarizacibn de ésta
prueba dentro de la poblacién hospitalaria de la ciudad de
Héxico, con el fin de establecer cada uno sus propios valo -
res en cuanto a la susceptibilidad antimicrobiana; ésto ha

sido motivo para ser analizado en el presente estudio,



GENRRALIDADES -

1.- TECNICAS PARA EFECTUAR PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD
Estas técnicas son de tres tipos: ’ ' ;

a) de dilucién en agar o medio liquido
b) de difusibn en agar

c) Métodos automatizados

Cada una de ellas tiene ventajas y.de
dro 1), por lo que el procedimiento que se:preﬁi

que ser seleccionado de acuerdo a:

- Nimero de pruebas que se procesen en elrnoégital,,Labofaﬁg"

rio y Centros de Referencia.
~ Tipo de microorganismo y sitio de donde se aiasl6 (sangre,
Liquido cefalorraquideo, etc.); mecanismos de patogenici -

dad, susceptibilidad, etc,

~ Caracter{sticas del agente antimicrobiano: propiedaedes fi-

sicoquimicas, espectro, toxicidad, etc.

~ Huésped, su estzdo general, dosis, via de administracién,
localizacén de 1z infeccidn, blodisponibilidad, farmacoci-

nética, etc. (3).

Los métodos de dilucidén aon de tipo cuantitativo y se
priefieren para aquellos pacientes con infecciones severas en
los que no bagta suber si el organismo es susceptible o re -
sistente como lo inforaarfa el antibiograma, sino la concen—
trucién en microgramos del antimicrobiano pura inhibir su

crecimiento,
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Cuadro 1. Ventajss y desventajas de las difjér‘ﬁ’te_é‘pi"ixél':'as'
de susceptibilidad, ST

. PRUEBAS "DR° SUSCEPTIBILIDAD
Ceracteris Dilucién - Difusién  Automati
.tida. zadas,
Caldo Agar
‘fubo hﬁcrol
Proporeio _
nan CIM * * * *
proporcio— . + _ = -
nan CBUM.
Precisién o _
& 1 dilu- + + TR B e
cién, A : ik
Contamina }
cién visi - -
ble. ,;" 2 .
Tiempo S
{horas) 24 5 ,‘6
Costeabi- .
1idad. A
lyicro = Microdilucién ' . + = 51 proporciona esa ca

racteristica,

~ = No proporciona esa ca
racter{stica,



.2,- TECNICA DE DIFUSION EN iGiR O TECNICA DE

-Fundamento-de la Técnica.

i Utilizando discos de papel filtro con diferentes.
¢bﬁc¢ntracioues del antimicrobiano, se obtienen didmetros en
la zona de inhibicién proporcionales a la concentracidn, S5i
se grafica el didmetro de la zona de inhibicién contra el lo
garitmo de la concentrucién minima inhibitoria, se logra ca-
si siempre una recta que constituye una linea de regresién
que puede ser calculada mateam&ticamente, La intersretacién
de los términos sensible, intermedio vy resistente se obtie -

nen de la 1inea de regresién.

Efectuando estudios de varios microorganismos y su distribu~
cién en puntos sobre la recta, es posible establecer para cg
da antimicrobiano, un didmetro de zona minima para microorga
nismos estimados como susceptibles y un didmetro de zona

méxima para organismos resistentes (22).

Se considera tambida, lu farmacocinética del antimicrobiano
¥y se corrigen los errores de interpretacién de acuerdo a la
desviacién estdndar, para elaborar tablas dtiles como patro-

nes de referencia.

Objetivos de la Técnica.

a) Determinar la susceptibilidad o resistencia de un microor

ganismo a determinados untimicrobianos.

b) Buscar la relucidn entre concentracidén inhibitoria minima
y la concentracién crfitica, capdz de dar un halo de inhi-
bicidn cuyo didmetro en milimetros indica el grado de

susceptibilidad.
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?ara llevar a cabo esta prueba, es convéniente tomar
en cuenta ciertas caracter{sticas del material utilizado, co
mo puede ser las condiciones éptimas.del medio de agar, con-
servacién de los discos, modo de inoculacién de las placas,
forma de llevar a cabo lu lectura, saber cuales son las limi
taciones del método, as{ ccmo contar con un control de cali-
dad y sobre todo conocer ciales son las mis comunes fuentes

de error.

A continuucién se detallan cada una de estas situaciones.

a) Medio de. Agar

La téenica recomienta el uso del agar de hueller-Hin-
ton. Bl medio sin suplemento favorece el crecimiento de casi
todos los microorganismos para los que sSon més importantes
las pruebas de susceptibilidad. Otros microorganismos pueden
necesitar el ugregado de sangre de oveja desfibrinada al 5%,
de caballo o de otro animal (13,9).

Debido a que existe variacién de lote a lote en la utiliza =
cién de los agures de Mueller-HintonlB, cada nuevo lote debe
probarse con las cepas de control indicadas untes de autori-
zar su uso en lasg pruebas de susceptibilidadl7'18.

Los medios que no cumplan las condiciones de trabajo, no de-
ben utilizarse. Se consederard eceptable cuando las cepas de
control den zonas gue esten dentro de los limites de conbrol

especificados por 1la FDA,

El pH del medio debe verificarse al vertirse para su uso. ES
te debe ser de 7.2 a 7.4. E1l medio recién vreparado y enfria
do se vierte en placas de Petri sobre una superficie horizon

tal uniforme para alcanzar una misma profundidad aproximada-
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mente de 4 o por caja, Después se de ja enfriar el medio.a
temperatura awbiente, para posteriormente guurdaise en: un’'re
frigerador (2 a 8°C). Inmedictamente zntes de usarlas, lzs
placus deben colocarse en una incubadora (35°C) con 1as té -
pus entreabiertas, hasta que el exceso de huuwedud superfi -
cial se pierda por evaporacién (generalmente unos 10 2 .20 ami
nutos). No debe haber gotitas de agua sobre la éuperfibig,

del medio ni en la tapa de la caja Petri (13).

b) Seleccidn de Potencia de Disco

Para las pruebas de susceptibilidad por difusién en
agar es necesario uniformar la cantidad de antimicrobiano
del disco. Si el conterido del disco se cecmbia y las normas
de interpretacién de zona se ajustun debidamente, el resulta
do no se veri mayormente afectado. Los pequerios cambios del
contenido del disco, oproducen cambios también menores en los
didmetros de zona, El disco w4s apropiado ccntiene solo sufi

_ciente antimicrobiano para ovroducir zonas de 10 um de didme-
tro, por lo menos, con todas las cepas inhibidas vor la ma -
yor concentrz2cidén gue puede tener interés clinico, Por otra
purte, el disco no debe ser tan potente que las cepas suscep
tibles produzcan zonas demasizdo grandes de inhibicién (casi i

siempre < 30 mm, reramente > 40 mm).

Por razones précticas, el ndmero de antimicrobianos nrobados
1 B

rutinariumente debe ser limitado (5,13).

Los antimicrobiunos pueden clasificarse en femilias de
estructuras quimicus seme jantes, A su vez, es posible clasi-
ficar a los wienbros de cada fawilia quimicamente relaciona—

dz en clases de antimicrobiancs con esnectros de actividad
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éiﬁilares; Un solo representante de cada clase de antimicro-
ﬁi@hb buede usarse & menudo para predecir la susceptibilidad

0 registencia de los otros antimicrobianos de esa clase,

Cuando se introduce un nuevo antimicrobiano, su espec
tro de actividad debe compararse con el de otros antimicro -
bianos quimicamente afines, especialmente los representantes

establecidos de clase (13).

Esta comparacién de le actividad antimicrobiana es de
suma importancia, ya que para que se lleve a cabo la acepta-
cién de un nuevo producto, €ste debe mostrar un espectro de
actividad que le sea exclusivo y peculiar, E1l antimicrobiano
puede tener oiras ventajas, pero el espectro de actividad es

el dnico aspecto que se considera en las pruebas,

El representante debe ser el antimicrobiano menos active de

cada clase para que las diferencias que se produscaen se in -
clinen hacia la n"falga" resistencia y no a la "falsa" suscep
tibilidad. De éste modo, todos los aislamientos suscentibles
al representante de clase deben suponerse susceptibles a los

demds antimicrobianos afines,

Sin embargo, se debe tener mucho cuidado en este tipo de and
liais ya que algunas cepas que muestran resistencia al reprg
sentante de la clase pueden ser susceptibles a uno o més an-
timicrobianos dentro de esa clase, y si estd clinicamente in
dicado pueden requerirse pruebas contra esos antimicrobianos

con procedimientos de dilucién(l3).



13-
¢) Conservacién de Discos de Antimicrobianos

- o 'Para 1a realizacién de ésta prueba se utilizan discos
“de tpapel filtro impregnados con el antimicrobiano, para ello
existeh en el comercio cartuchos con el antimicrobiano y que
‘son especi{ficamente garantizados para pruebas de susceptibi-
lidad. Generalmente son individuales y contienen un agente
desecante, Estos deben guardarse bajo refrigeracién (2 a 89C)

o "congelados® a -14°C, para su conservacidn (13).

Los recipientes que contienen dichos antimicrobianos deben
sacarsge del refrigerador o congelador 1 é 2 horas antes de
gser usados sin ser abiertos, dejédndolos equilibrarse a tempe
ratura ambiente antes de abrirlos, Esto es pera minimizar la
cantidad de condensacién que se produciria cuando el aire am
biente cdlido entre en contacto con los recipientes frios,
Solamente deben usarse los discos que no han llegado a la fe

cha de vencimiento declarada por el fabricante (13).

d) Inoculacién de Placas de Prueba

Método Esténdar5. (Ver anexo 1).

e) Lectura e Interpretacién

Después de 16 a 18 horas de incubacién, las placas se
examinan y los halos de las zonas de inhibicién total se mi-

den hasta el milimetro entero mds cercanc (Ver anexo 1),
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. £) Dimitaciones Del Método
: Esta técnicn se recomienda para microorganismos de
crecimiento rédpido, por lo que no deberd empleurse en orga -
nismos de crecimiento lento, anzerobios obligados, ni en cap
nof{licos. Siempre se realizard ls prueba con cultivos puros.
Los microorganismos que de por s{ no requieren un zntibiogra

ma son: S. pyogened, 5. pneumonie, N. meningitidis, N. gono-

rrhoeze, B, pertussi, B. melitensig y otros. Bn condiciones

de investigacién o para datos epidewiolbgicos de 1z activi -
dad antimicrobiona de estos microorganismos, podrfa ser dtil

realizar la prueba (13).

g) Control de Calidad

Pare una mayor reproducibilidad en la técnica, se re-
comienda la utilizacién de cepas control, de las cuales se

deberd trabajar con lu cepa de Staphylococcus gureus ATCC

25923 y Bschericnea coli ATCC 25322, las pruebas con estas

cepas deberdn incluirse cada que se necesite probar nicroor-
ganismos problema (3,15).

La FDA también recomienda el uso de la cepa de Pseudomonas
aeruginosa ADCC 27353 susceptible 2 gentamicina 'y carbenici-
lina (2).

Deben emplearse siempre bajobias.mismas condiciones que las
cepas problemua, Zstas cepas'édhtxdl deberdn mantenerse conge
lodas a -60°C en caldO'gliééxdi al 15% o suero fetal de ter-

nera al 50% en caldo(B}; Se éviﬁéfénisubcultivos repetidos.
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Se récomienda que cada laboratorio estabiezca en forma
péralela sug propios valores, con desviaciones estdndar re -
calculadas cada 3 & 6 meses, 91 los valores obtenidos de 1a
mayorfa de los antimicrobianos probados es mayor, es proba -
- ble que el inbculo sea muy peguerio. Pequefins zonas de inhibi

cién en forma repetida sugiere un inéculo excesivo (6).

h) Fuentes Comunes de Brror

Aunque el método de difusidén con disco es un procedi -
miento bastante exacto, los errores técnicos pueden compro -
meter su exactitud y seguridad, y un error puede neutralizar
o complicar el efecto de otro tipo de error, Las siguientes

son algunas de las mds comunes fuentes de error: (9,13)

-~ Uso de otro medio que no sea el de Mueller-Hinton,

- Preparacién inadecuzda del medio de M-H, sobre todo el

que no se ajuste a lo requerido por la técnica,

~ Conservacidn inczdecuada de las placas de Petri con medio

de M-H,.
- =-Almacenamiento inadecuado de los discos anbimicrobianos,

~  Inbfculo inadecuado por error en el ajuste de le densidad

del microorganismo ¢n el caldo.

~ MNo gquitar el exceso de lfcuido del hisopo antes de inocu-

lar las cajsas.



rencia para turbiedad.,

Retardo excesivo entre la preparaci'

inoculecién,

(16 a 18 horas).

No leer cuidedosamente los limites de 1

‘zona ‘de inhﬁiv——
cién. Lo PR .
Intentos de probar cultivos mixtos.

Aplicacién del procedimiento a microorganismos de creci -

miento lento o anuerobios,

No utilizar cepas de control de calidad o no anotar los

resultados de las pruebas de control.

Error de transcripcién al anotar resultados de pruebas in

dividuales,
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S —;Bsfaﬁdarizar la prueba de Kirby-Bauer para sensibi
©71idad a los antimicrobianos en el Hospital General

~de Zona No, 1 de Cuernavaca lorelos,

~ Poner en prdctica el método de Kirdby-Bauer para
sengibilidad & los antimicrobianos utilizando mues

tras clinicas proporcionadas por dicho Hospital,

- Hacer un estudio comparativo en la utilizacién de
un multidisco y un unidisco en dicha prueba de sen

sibilidad a los antimicrobisnos,



IL.MATERTIAL

A Hateris

1Y

CMATERIAL Y METODOS

% ASe‘utilizarbn las siguientes’ miéstras qliéiéés:

-~ Exdados Paringeos

"= Urocultivos

.~ Coprocultivos

Se ‘trabaj6é con las siguientes Cepas Control: .

- $taphylococcus aureus ATCC 25323
- Escherichea coli ATCC 25322

- Pseudomonas seruginosa ATCC 27853

B. Liedios de Cultivo

a)

Medios Sélidos en Placa

- Agar Kac Conkey (Merck de México)

- Base de Agar sungre (Merck de México,
- agar SS (Merck de :uéxico)

~ Agar Mueller-Hinton (Merck de México)
- Agar Cerebro Corazén (Merck de México)

- Medio de S5IM (Merck de iléxico)



19

b) Medios S61idos Inclinados en Tubo.

- Agar hierro de Kligler (Merck de México)

- Base para agar Urea (Merck de México)
c) Medios Semisélidos.

- Medio de Oxidacién-Fermentacién (O/F) (Merck de
México)

~ Caldo para reduccién de Nitratos (Merck de Méxi-
co)

- Caldo Malonato (Merck de México)

d) Boluciones
- Caldo Tetrationato (ierck de México)
~ Caldo digesto de Soya~Casefina (Merck de México)
- Solucién Salina al 0.85%
C. Reactivos
.~ Reactivo de Oxidasa (ilerck de México)
- Reactivos para reaccién de Nitratos (Merck de M4
xico)

D. Antimicrobiunos

~ Ampicilina (Pot. 10 ug)
- Carbenicilina (Pot. 100 ug)
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~ Cefotaxima (Pot. 30 ug)

- Cefalexima (Pot. 30 ug)

~ Cloramfenicol (Pot. 30 ug)

~ Eritromicina (Pot. 15 ug)

- Gentamicina (Pot. 10 ug)

- Kanamicina (Pot. 30 ug)

- Ac. Nalidixico (Pot. 30 ug)

- Neomicina (Pot. 30 ug)

—~ Nitrofurantofna (Pot. 300 ug)
- Bstreptomicina {Pot. 10 ug)

- Tetraciclina (Pot. 30 ug)

- Trimetoprim-Sulfametoxazol (Pot. 25 ug)
- Penicilina G (Pot. 10 ug)

- Lincomicina (Pot. 2 ug)

- Dicloxacilina (Pot. 5 ug)

-~ Amicacina (Pot. 30 ug)

- Tobramicina {Pot. 10 ug)

NéTA;;Tbﬂos égtos antimicrobianos fueron una aportacién de
INVESTIGACION PARMACEUTICA S, A, DZ C. V, de Cuerna-

vaca Horelos.
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2. HET O0DOS
A, Aislamiento Primario

Se colectaron durante 6 meses (Diciembre B86-Mayo 87)
los microorganismos patégenos a partir de las mueas -
tras antes mencionadas, Para éste fin se trabajé un
total de 78 muestras, las cucles se tomaron en el

Hospital donde se realizé dicho estudio,

Las muestras clinicas se siembran de acuerdo a
los Esquemas 1, 2 y 3 seguin el tipo de muestra, para
el asislamiento de los microorganismos, & los que se
les corre 1n prueba de susceptibilidad o los antimi-
crobianos por la técnica de Kirby-~Bauer (ver anexo 1)

¥y la convensional del multidisco.

Una vez que se logra el crecimiento de colonias
de microorganismos segqin la metodologia empleada, se
procede e identificarlos: primero con 1a ayuda de los
medios de cultivo, la morfologfa de las colonias y la
afinidad tintorial que presentan, posicriormente, se
realizan las pruebas metabdlicas segdn los esquemas
4 y 5, y dependiendo de los resultados de esta serie
de pruebas primarias, los microorgenismos se someten
a pruebas bioquimicas méds especializadas para clasi-

ficarlos en género y especie,
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rabajo eﬁpleaddlpara el aislamiento

Esquema l Diagrama
: : e atégenos. apar ir~de muestras de Exudados Fa-

MUESTRA

3
[Gelosa sangre | ]Medio 110] [Protis]

sebuir / \
pasos pg IDENTIFICACION

zifigzi- [Hemolisis| lFrotis
Enteroro
bacterias
. y
Estreptococo Estreptococo | | Pneumococo Estrepto-
beta hemol{ alfa hemoli- | | Hem6lisis pay]| coco gama
tico. tico. cial o sin hemoliti.
Hemélisis to Hemélisis pa| | hembliais. co,
tal y clara, rcial y ver— No hemoli
dosa, z2a el me-
dio.
!
Sensibilidad
a la Bacitra
cina,

Tomado de: lManual de Procedimientos-Laboratorio Clinico del
Instituto Mexiceno del Seguro Social, (1974).



Esquema 2, Diagrama de trabajo empleado nara el aislamiento

de microorganismos patdgenos apartl’

de Urocultivos,

MUESTRA l
Cuenta de colo- SEDIMENTO:
nias empleando
agsa calibrada, Leucocitos
Bacteriag
Tricomonas
o}
Gelosa san Endo Agaer Levaduras
gre con
azida de
sodio.

lFrotisl Bioquimica

"IDERTIFICACION

Tomado de:'Manual de Procedimiento—Laboratorlo 01£nico del
Instlbuto Mexicano del Seguro Social. (1974).
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Esquema 3. Diagrama de trabajo empleado para el aislamiento
de microorganismos patégenos apartir de muestras
de Coprocultivos.

MUESTRA

[Tetrationato |

: '¥
'lVergg Brillante

SIM [Riigler]

‘ rSﬁrréco[kf

v
UDENTIPICACION

. Tomado de: Mahual de Procedimintos-Laboratorio Clfinico del
Instituto Mexicano del Seguro Social,

NOTA; Cuando se trata de una muestra de niio deberd ademéds
7,'$em5rarse en gelose sangre y se hace la identificacidn
de los gérmenes que se desarrollen, Para éste caso,

las muestras trabajades fueron de pacientes adultos.
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quuema 4. Diagrama de trabajo empleado para la identifica -
cién de los microorganismos aislados de muestras

de Exudados Faringeos y pruebas metabdlicas que
ayudan a su clasificacidn,

AISLAMIENTO
PRIMARIO

/ e -
:
4 Identificar
(+) () S :
Staphycoccug | Streptococcus
Hicrococcus )
/

[Oxidetivos| [Fermentativos|

[#icrococcus | [Staphvilococeus|

S

(+) ()
Staphy. aureus Staphy. epidermidise

\ Staphy. saprofiticum
/ ialt o’y

[Sensip, Novobiocing

Sensibles Resjistentes

o Urea /Il03-\
(+) (- (+) (=)
NOjy ifaltosa Rafnosa Sacarosa
Maltoaa Hanitol Ureasa Xylosa

Trehalosa Trenalosa
Manitol
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Esqu’ema'_‘s.'niagra.ma de trabajo empleado para la identifica -
E : cibn ‘de microorganismos aislados de muestras de

"Urocultivos y Coprocultivos.

AISLAMIENTO
PRIMARIO

“Identificar Kligler
SIH
751
Ureasa
Citrato de Simons
/VP MR
! No fermenta Fermenta glu
Glucosa en Kligler cosza en
Vligler
- Lactosa ~ Lactosa
- Maltogma ~ Xaltosa
- ldanitol ~ Manitol
- Rafnosa - Rafnosa
- 3acarosa — Jacarosa
- Prehalosa ~ PIrehalosa
~ Xylosa - Avlosa
- Lisina-descar - Lisina-descar

boxilesa. boxilasa,
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B. Caracterizacién Bioqui{mica de las Cepas Aisladas,

; Las cepas procedentes de exudados faringeos, uroculti
vos .y coprocultives, que con ayuda de la morfologfa colonial
o tinecidén de Gram y la bioquimice primaria, resultarom paté-
genos de acuerdo al tipo de muestra, se purificaron para con

ellos realizar lo siguiente:

- A las cepas de exudados faringeos creciéd.. en agar
110 que después de la prueba de O/F resultaron ser fermenta-
tivos se le realizaron las siguientes pruebas: Sensibilidad
& la novobiocina, ureasa, nitratos; y utilizacién de carbohi
dratos:. Maltosa, Trehalosa, lanosa, Rafnosa, Sacarosa, y Xy-
losa.

- A las cepas de Urocultivos y Coprocultivos que fer-
mentaron la glucose en el medio de Kligler, se le realizaron
las siguientes pruebas: Lactosa, Lisina descarboxilasa, Mal-

tosa, Menitol, Rafnosa, Sacarosa, Trehalosa y Xylosa.

Las lecturas se hacen después del tiempo indicado y se iden-

tifican segin las tablas 1 y 2.

C. Desarrollo de la técnica de Kirby-Bauer para las cepas

aisladas de las diferentes muestras trabajadas.

El método in Vitro, seleccionado para conocer ¢l com-
portaniento de los microorganismos ante los antimicrobianos
establecidos, fué el de difusibén en agar (Bauer,Xirbdby, She -

rris y Turk). Este método se puso en préctica primero con
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© Tabla’'l, Pruebas de diferenciacién de Staphylococcus aureus

de otras especies,

Staphy. Staphy. Staphy.
aureus epidermidis saprofiticum
Crecimiento en con
diciones enaerd- + w W
bicas. :
Oxidasa - - i f.
o/®
Carbohidrato, fci-
do de:
Glucosa
Lactosa
Maltosa
Manitol
Manitol
(aerdbico)
Sacarosa
Xylosa
Reduccidén de Nitra
tos
Ureasa ’ +
Coagulasa - ' e i
v = Reaccién retardszda y débil

Del 16-184 de aislamientos son positivos

L

Fermentativo

!

Tomado de: Cowan & Steel's, Manual for the Identification of
Medical Bacteria., 2, Edition. Cambridge University p.



: 'Tablg 2.

Idi‘:"nf‘i'ficé’c;ién‘ 'vBioﬁuip{sca de-los microorganismos
_Gramnegativos. .aislados.

29

Klebsie

a 22°C que a 37°C

= Piocianina

b
d
N No Prueba
(

P
)

creciniento lento.

16-18% de aislamientos positiﬁoa

= Reaccidn lenta en pruebas de

i ! P. vul|P. mira (P, mor|P.rett|Ps. ag
coli’| 1la spp garis |vilis gani geri ruging
: - R s 5a
‘ustilidad a e £ + + + N
Oxidesa xp NP { o NP | WP np e +
Pigmento NP - Sl - - - 4P
Catalasa + A 1 5 NP Np NP
¥Malonato - . NP '
‘Gas Glucosa + £
Formacién de &c :
Lactoaa +
¥altosa +
Manitol 4o
Rhamnosa a
Sacarosa a-.
Trehalogaj +&
Xylosa d
ve NP
Red. de KO3 a
Nitritos Ne
Indol +
Ureasa -
HyS en 2SI -
Hidr6lisis de a
la arginina
‘Lisina descer- |
hoxilasa
a = ufs aislamientos son positivo's"*” “Tomndo-des Cowan &

Steel's. Manual
for the Identifi
cation of Medi ~
cal Bacteria,
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‘1ds: cepas control, antes de trabajar las miestras clfnicas

aisladas

5 "L Los entimicrobianos usados fueron: Amikacina, Ampi-
cilina, Carbenicilina, Cefamandol, Cefotaxima, Cefalexima,
Cloramfenicol, Colistina, Lincomicina, AC. Nalid{xico, Diclo
xacilina, Kanamicina, Penicilina G, Estreptomicina, Tetraci-
clina, Tobramicina y Trimetoprim-3ulfametoxazol., Algunos de
egbos antimicrobianos se encuentran incluidos dentro del cua
dro bdsico de medicamentos del Intituto Mexicano del Seguro

Social (IMSS), los cuales se presentan en el cuadro 2.

- Una vez identificados los microorganismos, se procede

a realizar la prueba (ver anexo 1).

- La interpretacién de los didmetros de las zonas dé in
hibicién de las cepas se hace en base al Cuadro 3; las cepas
control se interpretan conforme a la tabla 3, y deberdn ser
tabulados segun las categorfas de susceptibles, intermedios

o resistentes,
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Cuadro 2. Antimicrobianos incluidos dentro del cuadro bdsico

de medicamentos del Instituto Mexicano del Seguro

Social,
Sulfadiazina
Sulfonanidas Sulfisoxazol .
y Trimetoprim-Sulfametoxazol
Trimetoprim Sulfone '
Nitrofurantoina -
N;trofuranos Purazolidona Aminoglﬁqgf V;Gentamic1ua
gidos "Kanagicina

Penicilina G sédica
Penicilina G procafna con peniciliné

- Lactémicos Dicloxacilina

Carbenicilina
Ampicilina
Macrélidos 4 Eritromicina Tetraciclinas:

CloramfenicélAibiérémI icol:
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R E S U L T A.DO S

1. PROPORCION DE AISLAMIENTO -

‘10s porc nt -

Jes de aisl miento ‘se encuentran enmarcados en el Cuadro 4.

2. SUSCEPTIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS

Los datos sobre la susceptibilidad a los antimicro-
bianos. de las cepas caracterizadas como patégenas aisladas
apartir de muestras de Exudados Faringeos, Coprocultives y
Urocultivos se disponen respectivamente en las Tablas 4, 5 y
6; y anexando a cada tabla una lista de las medias aritméti -

. cas (X) de los didmetros resultantes de cada cepa probada,

- Los didmetros obtenlidos para cada antimicrobiano
de las cepas aisladas se encuentran resumidos en la tabla 7

junto con la desviacién estdndar para cada antimicrobiano.

- En el Cuadro 5 se reportan los porcentajes de
identificacidén de microorganismos patdégenos para las muestras

de exudedos Vaginale&

3. CONTROL DE CALIDAD

La prueba con las cepas control de Staohylococcus
aureus ATCC 25323, Escherichea coli ATCC 25922 y Pseudomonas

aeruginosa ATCC 27853 se realizaron diariamente antes de co-
rrer las pruebas para las cepas aisladas y antes de probar un
nuevo lote de agar N~H. Los didmetros obtenidos se encuentran

en las tablas antes mencionadas
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- Los diémetros obtenidos utilizando el método del uni
disco y el multidisco para las cepas centrol se enlistan en
la table 3}, y los didmetros establecidos para estas cepas se~—
gin reportes de la B, D. A,
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Cuadro 3. Normas de interpretacién delas zonas y correla mm
cién.con la concentracién aproximada, semin revor
tes de la FDA, ’

i Didmetro de zona (milf{me{Correlatos
" jAgente Cont. del | tro entero mds cercano) |aprox. de CIM
Antimicrobiano | Disco Resig  Inter~  Suscep-

tentes medios  tibles Reais. Susgp.

Amikacina® Bug | M 3516 17 32 160
Ampicilinal 10 ug 11 12-13 14 32 gl
Anpicilina? 10 ug 20 21-28 29 *

Carbenicilina 200 ug | 17  18-22 23 oo

Carbenicilina® 100 ug 13 14-16

Cefoxitina 30 ug 14
Cefalotina 30 14
Cloramfemicol 30 12

Clinduaumicina 2 ug 14
Britromicina 15 3
Gentamicina 10 ug:
Kanamicina 30 :
Meticilina? 5 ug :

» .

Ac. Nalidfxico 30 ug

leomicina .30
Penicilina 66 WU
Bstreptouicina 10 ug "
Tertraciclina 30 ug
Trimetoprim-5 23.7 ug :

lobramicina
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Tabla 3. Diémetros de zonas de inhbicidn producidos con las

»",cepas control utilizando unidiscos y el multidisco ;

:: y-'los didmetros establecidos para las cepas control,

: cs;xtenido Didmetro de Didmetro de Didmetro de zg

'de“.l’." disco’ zona (mm) de zona (mm) de | na {mm) de con

control con control con trol de exacti

_Unidisco Multidisco tud estableci-

‘ T dos promedio.*

- ”l;‘lst;a}'nhy;.ococcvus‘ aureus. ATCC 25923

Ampiedilina | 10 ug 531 19 5.8 - 33,2
Cefoxitina 30 ug 2 + 23.8 = 27,2
Cefalotinat 30 ug 2Tt 25 -27.0 = 35.0
Cloraatenicol 30 ug ) ' 20.2 - 24.8
Clindamicina® 2 ug -25, 24,0 = 28.0
Eritromicina’ | 15 ug 26 23.3 = 28.7
Gentanicinal 10 ug 24 20,3 - 25,7
Kansaicinal 30 ug 22 20.2 - 24,8
Meticilina® 5 ug 20 17.8 - 21.2
Xeomicina 30 ug 19.3 -~ 24.7
Nitrofurantofna 300 ug 23 :20,0 - 24,0
Penicilina Gt 10 ug a5 127.8 - 35,2
Bstreptomicinal 10 ug 20 15,3 - 20.7
Petraciclina® 30 ug 24 20.5 - 26.5
[trimetoprin-s {23.7 ug 317 25,0 = 31,0

Continua ...,




Continuacién de 1la tabla 3.
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Antimicro Contenido Didmetro de Didmetro de Didmetro
biano del disco zona (mm) de zona (mm) 4 de zona (mm)
control con control con de control
Unidisco Multidisco de exacti -
tud estable
cidos prome
dioT*
Eschericeha coli ATCC 25922
Ampicilinat 10 ug 17 o 25.8-19.2
Carbenicilina 100 ug 26 + 25.0 - 28,0
Cefoxitina® 30 ug 23,8 = 27.2
Cefalotina™ 30 ug 18,8~ 22,2
Cloranfenicol) 30 ug 122.0°=26.0
Eritromicina 15 ug +:.9,0,.=°13.0
Gentamicinal 10 ug 2002 2-24.8
Fanamicinal 30 ug  ;18.3 - 23.7
Ac. nulidixicol'? 30 ug 23,0 - 28.0
Neomicina 30 ug 18.0 - 22,0
Nitrofurantofna 300 ug 21.0 - 26,0
EstreptomicinaJ 10 ug 13.3 - 18.7
Tetraciclinal 30 ug 19,2 - 23,8
Irimetoprim-S 23.7 ug 25.3 - 30.7
Pneudo;noxic; i aher'.'mg‘in‘osa ,ATCCr Z'iB 53
Amikacinat 0ug o205 19 18,0 - 26.0
Garbenicilinal 100 ug 24,5 + 20,0 - 24,0
gentamicinal 10 ug 17" 12 16,0 - 21.0
’I.‘obra:n!u:inm:L 10 ug - 13.0 -

2

25.0
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Descripeién de la fabla 3.

: 1. Antimicroblanos para prueba de susceptibilidad que

‘fdeben emplearse de rutine (entimicrobianocs de pri-

“’mer orden).
2, Hicroorganismos de infecciones urinarias.

+ Didmetros no determinados debido a no observarse
..con exactitud la inhibicidn producida ya que la cer
canfa 'de cada uno de los antimicrobiancs impide su

lectura,

=" Promedic

- Antimicrobisnes no ineluido eﬁfeizmultid9§c6;j'
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: Cuadro 4, Porcentajes de aislamientos de los tii)oa de muestras

trabajadas,
Tipo de {No. de C B P A S Mticroor
Huestra Muestras | 5. aureus]Proteus|E. coli|KlebsieiPs. ae ganis -
Trabaja- | cong. (+) Entero—{1la spp|rugino [mos no
das. patége- sa clasifi
na al cados.
poli B
~Bxuda=-
dos. Fa~ 25 15/25 /25 0/25 0/25 | 0/25 10/25
ringeos,
Copro - 3 /33 |6/33 a/33 | 2733 3/33 | 18/33
cultivo ’
Urocul-~
20 0/20 1/20 5/20 2/20 | 1/20 5/20
tivos . -
TOTAL 78 15 13 9 4 4 33
% de
Aisla - 100% 19.23% | 16.66% 11.58  5.124 5.124( 42.3%
miento

« Incluyen microorganismos mo patégenos, los cuales no son de

importancia en este estudio, ya que s6lo & las cepas patége

nas se les practica la prueba de susceptibilidad a los anti

microbianos,



tabla 4 diametros de inkibicion odtenidos d0 cepas de
staphyfococcus aureus por la Pécnica de kirby-bauer
datos reportados en milimetros

Antimicrobiono] Numero de (Cepa

i {m v v L v T vl e Tx Do [ xu [ xivixy .
R AR AR A VAT
A A A A A A AT A A A I
comoiotine |25 |23 125 |28 155 157 152 |55 |55 |54 |5 |25 |25 %0 125 |27
clorarenicol (32 25 125 8% |23 128 135 (33 |29 152 |35 129 133130 25| |#°
clindomiina |23 125 12% 155 155 125 |52 |23 13% 128128 15313338 1% | |25
Eritromicina |'9 |23 |11 |23 | |23 122 |58 |54 |52 |55 128 57155 |28 | |20
ownraricins |33 |51 |47 |35 |31 |27 |57 28 |20 |24 |23 |21 |22z |20 | |as
Roamone 21 (20122 |20 2T 2T 20 B B e S e
DI AL AT A LA A A AT A AP ANES
TEETr APAPAEAPAL AR A LTI
witroruraitoing53 | 55|55 125 148 |55 |23 155 | 251559157 |55 |37185 (53| |28
ponicitina @.|15 19 1415 1,5 1/511818 115115131181 1% 13118 36
Estroptronicind |7 | 25 |19 |15 129 |15 |15 118 | 18 |1 |17 |14 Lis | ia | 20| |20
Tosracicina |3 |§ | 5155 1 8 |17 | 5 |55 |29 | 24|59 35 135 § |35 24
rimerorin 33 23 | 32]2 8125 |35 137 35]37 | B0l 30| 2135 28125 |7

6¢



Medias aritmetica obtenidas de cepas de
staphylococcus oureus por la tecnica de kirby-bauer

dotos reportados

en milimetros

Antimicrobiono Nimero de Cepa

/ vV (e jvibiviniix | x o xr L xniximlxivixv =
Ampicilina NS (1 \nses| il [ns (13 sl t3s 13 (1o |13s e 8
Cefoxiting 235\ 21 (225|218} 21 |26 |285)245| 29 225:20 |25 | 28 |256p225 2494
Cefolotina 22 |22521.5] 20 225249 22823522 |24 :23.5 22221208 23 122,71
Cloramtenicol | 268|275\ 27 275\ 27 |20 1315|295\ 208285278 27 |26.5 30 | 28 ‘27.9
Clindomicina \23.5\235|22 | 24 | &9 28.5\24.5|25.5| 23 | 28 ;24.5255 3025|285 24.7
Eritromicine | 9.5(24.5( Il 285 10 |25.5125.8) 20 124.5\20.520.5|25527.85) 26 5 232
Gentamicing | 22 (225123522 )24 | 22 121512495 20.523.5;' 21 215120852248 22 22.5
Kanamicina 215 |205| 22 | 215) 22 (205|20.821.5215{23 | 2t | 21 (2385|2222 22.0
Meticilina 21 298| 22 | 19 328|205| 20 |225\21.5|205'22.5123.5) 2 21 21 122.3
Neomicina 2151|2222 |22 (225 21 | 25 124.5124.51295' 24 |23 (21 | 22| 2/ 22.5|
Nitroturgitoina; 24 |21.5(235| 24 |235|225| 22 | 22 235|249 295|255 B051225 235 233 1
Peniciting G 128( 9 | 149 [/125\11.5 1498|195 |155 | 14 /045} 19 118515114 |KS 13.9
Estreptomicing| 17 | 22 (18.5\18.5(2]1 [15.5(17.5(165) 17 I7.54/0.5 K.5165|1851 19 177
Trimetoprim-5.28512 75295295 30 30.51305|295\31.5 30 305, 29 (32528 ; 28 29.71
Tetracicina | 9 | 7.5)9.5|235| 8 | 115] 9 | 25 |245| 25 295235 |2a0] &8 | 22 171

oy



Lista de ‘antimicrobianos qie apgrpcanJeg;las:siguieﬁ-

-teg tablas,

9.

10.
i1
12.
13.
14,
15.
16.

Ampicilina
Carbenicilina
Cefoxitina
Cefalotina
Cloramfenicol
Eritromicina
Gentamicina
Kanamicina

Acido Halidixico
Heomicina
Nitrofurantoina
Bstreptomicina
Tetraciclina
Trimetoprim~Sulfametoxazol
Amikacina

Tobramicina

- 0



tablo. g Diametros de inniticion obtenidos de cepas de
coprocultivos por la tecnico do kirby- bouer
dotos reportados en milimetroa

CEPA ANTIMICROBIANG
t12|3 a5 |ea|7z|8lefwlnulizlilk
19 118 (34 |30 |13 (22 |22 |22 |20 (26|18 |27 |30 |34
E. coli 19 20|33 |30 |12 |23 {23 27 19 125120 |2/ |29|33
o O [0 |3 137 |0 |23 |21 |21 (1924917 |16 | 0|35
E. ool 0 |0 |22129(/0 |20 |21 |21 20|« |7 [1e |0 |38
£ ool 0 |0 |32 (28 |9 (222221 |18 230 [i8 |0 |34
. 010 |32 (30 110 {23 12] |22 |2012310 |16 |0 |33
0032270 |23 2229 2024120 (27137
Kisbsislia 0 |0 |32|28(0 (22|25 |24 (20 |28|12 |0 28|31
: 0|0 |[/0(M[|a (/7 |lo|23 (410 |11 |8 |0 |24
Kilebsiella olo i lialo |15 19 (22| lo 1712 10|25
: 17132 (31 |0 |23 |0 |79 @ [/8 R RE]
p. morgani 81223519118 15212 |58 12151515 35
: 0119 3 |21 |10 |23 |0 [I9|/0 /5|0 |0 |0 |3
p.morgani 0 éo 3112810 |23]0 1911 1186 |0 |0 0|38
; 0 |20 |29 |25| 0 |22|0 |20(il {1510 |0 |0 laqg
p.morgani 0120|3024 |0 |23|0 |i9li0i/5 10 0 |0|35
ps.aeruginoso 3 ; 8
10
pa8. aeruginosa 8 12
- 3 28 17 |21 (2212219 122]0 |17 |G |33
£. coli 3181521251 126|351221/618518 1161815
; K g Q|22 2711l 11l 101af0
p. morgani 9815919151815 18 157116116181512
- 27 27110 |/
p. morgani 9195136181818 1251813515116 181%18
; 11300 lojo |2l o|2ziio|iB|la|0]o
p.morgan/ 8 25135182 181818618122117 113131618
ps. aeruginosa 8 ,%
cc.ps.ourogmosa gg [ I

[44




Medios aritmeticos

obtenidas de cepos de

coprocultivos por 1o tecnica de kirdby-bouer

&y

datos reportodos milimetros
CEPA 1 ANTIMICROBIANO
1 Jelslals]lel7zis[olwoluliz][i3]mE [5]I6 [i7

E. cofi l19 |10 (335! 30 l125|225\225 216|195 |225] 19 | 21 |208335
\E. voli 0 0 315,20 |95l2i5]21 |21 195|24| 7 | 16|00 | 35

E. coli 0 32 |20 |95 225|215 |215] 19 |23 170 1335

Klebsiella 0 32 i275| 0 |225{225|29 | 20 |245 12 | 0 jzas5| 31

Klobsiolla 0 |0 lio6li4 |0 |16 |95235/ 149 |0 |11]8.5!0 |pas

p. morgani 0 |195iz25(31 |0 |225| 0 l@5|l85 175/ 0 [0 |0 P55

p.morgani o /9.5'55/ 23 |0 (230 |i9|l05,15 |0 o {255

\o. morgoni 0 120 IZQ.5 245t O 1225] O (195|108 15 0 395

ps. geruginosy l : 2] i 10 §

iDs. 08ruginosa ! |0 ; 1 Pob

\E. coli 0|0 |515285|10|205) 22 | 22 155|25 | 0 165 0 |535

\p. morgani 0 |16 305,0 0|0 2150 {27 05|15 ,0 [0 |0

|p70rgani 0 17 315/0 |0 0 |ei5]0 265/10 1550 {0 | O |
;'piorgani [0 195131510 (010 1205 0 127|051/55,0 ;0 | O |

ips. geruginosad, o ‘ ! ' : 9. . : [ i

¥ 10 108i315|203,34] 161]I57[15.9(183] 18 7.6 65| 0 |24.7,

lcc.ps.ouroginosal ;24’.5 i ! 1' 17 . l |205{ 27| |




fabla.(,  Digmetros de inhivicion obtenidos de cepas de
urocultivos por la tecnico de kirby - bauer
datos reportados on mllimetros

CEPA ANTIMICROBIANO
AR AEREREAY BRI AN AN AN
" 01381 IRy
p_mraviis |38 138135118 (3918 135137 145|721 751/8 8 1%8
o (7 11113616 23 0 |20l2] |22 1|13 |17 | O |27
P. mirabilis 1oy 12 |36 116 123 | 0 |22 121 {27 (201149 {16 | 0 |26
0 |0 (3711912210 |22122 |20 1911310 [0 |25
p.miravitis |9 19 135118 158513 155122129 (51/3 19 |8 143
; oI (327i770 00 [0 (26,9 ([8]/0(16]0
Kiobsiella 0 10|33 1190 |0 |0 10 |26!9 |20!11 11710
: "o liglZe i1z 221010 10 (24111 (/90180
Kiebsiolly 0 117134115153 10 i0 10 2019 18 |17 (1610
. 0 [0 (371212710 |25 2912625113 (20111 |27
P. wulgaris 0 |0 135112 |20 |0 |29 {29 |206(25(i13 |20i10 |28
T 1o jo[deto o o lielg jealil[/iliolir|o
P rottgeri 15 |g |30 10 |0 0 i1z 0 i’g 121 g L Lil 10
; 0 |0 |37 23 |26 21 (2112724919118 TI56 27
P. morgani 0 18 13615315512 15/ 150157157 12711513 27
; 0 4201 Q 281 9 121
|E, coli 19 1818515218 1918 13182/815,171319%
! . Q 5 124 10 2817 |23 [#]
1 E. coli 31812513512 1318 1812212 13518158
i . 0 o |27(25(29 111 12018 (320 |22|0 [0 |20
E. coli 0 |0 (30125 |28 12 {2/ |8 13010 {2210 |0 |20
i 1o 5 2o 2t 270 (221273918123 |18 (18 |4
E. coli /4 110 |28 124 |25 % 23121 129017 12212013 {26
; 0 10 (2912310 2010 [3r[Q 12/l ]a 8
E. coli 51915515316 161871513/18 185181814
i i I [}
Ps. aoruginose |8 18 19171815 12118.318181%51%181%
: 7O T2q 119 |24 g (2019 18119122117 (14 |20
P.morgani 18 18 15311315918 189 05,15 18,57 1611357
. (178 4119 (25 1102019 126,19 22 181827
cc. E. coli /8 155 L?s{zo‘.f_s 9 27120 27}2/}52 1612229

by




Madias aritme'ticas obtenidas de cepas de
urocullivos por la teécnica de kirby - baver
dafos reportados en milfmelros

CEPAS ANTIMICROBIANG
1 felalaq|s|e|7& |9 Jrwo|lulizli3jn
R mirobilis 205|120 305 181238| O |221208({22 1912 |16 |0 |28
R, mirabilis 19 |11.5 30188 23 | O |21 |21 |21.5(198|138/i08| 0 | 268
P mirabilis O |0 2685|185/ 22| 0 235|122 |20 1985{135| 0 | 0 258
Klebsiella o 0832581718, 0 {0 (0|0 1229 |108)l05\05 0
Klebsiella O |18|35(|135(225| 0 |0 |0 |(22/0|/85[105!17| 0
A vulgoris 0|0 |30 12 |265] O (235]24 (26 |25 {15 |20 |l052725
2 rettgers 0|0 |36j0 |0 |0 |l4i0 |285|/115|10 |I08]11]| 0
R morgani 0 |0 |308|23|208| O | 21 20527 |24 201725[17 )27
E.coli olotagi2r| o0 (72510 {0 (265 9 2.5(135! O
E.coli 0|0 |255|235| 0 10 |0 |0 |1265/75:23 |8 |0
E.colf 0 |0 |e85| 25 285|11.5120518 (31 |0 |22|0 |0 {20
E.coli 14.5|12.6285/ 249 | 26| O 225,21 (2957522519 |14 | 25
E.colf 0|0 |29i23i 0|9 2050 |3/ |0 225 0 {0 |20
Ps. aeruginosel 0 |0 (nsto lolo {niojolejo0 |0 |00
P morgeni O | 0 1235|19 [245) O |205(195(18.5185 215 |165] 14 205
X 0 48 303(/691148 0O ;14.5 1041234|132,10.8105, 6.0 I4.4i
cc. E.coll | 17 28|245)195] 25 |105] 2a519.5| 288 20| 22 | 17 | 20| 28]

(44
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Didmetros obtenidos de las cepas aisladas, Los valo-

fobramicina®

10 ug

‘3.5

Tabla 7.
res mostrados son un promedio de 15 valores parg ce—
pas de Staphylococcus fureus, 12 para entercbacte -~
rias y 4 para Pseudomonas aeruginosa.

' Agente Cont, del Didmetro de Didmetro de Didmetro de
Antimicro- Disco zona {mm) ob zona (mm} zona {mm)
bieno, tenidos para para entero para Ps.

: St. aureus bacteries aeruginose |

X D.E. X 1.E, X D.E.

g Ami.ka’cinai" 30 ug 10.9 0.83
appieilinal "~ |10 ug 0 0.
ampicilina? (10 ug 11.8  0.97
carbenicilina3| 100 ug
Carvenicilina® | 100 ug
Cefoxitina 30 ug
Cefalotina 30 ug
Cloramfenicol 30 ug
Clindamicina 2 ug
Britromicina 15 ug
Gentanicina 10 ug
Kanamicina 30 ug
Meticiline? 5 ug
ic., Nalidixico) 30 ug
Weomicina 30 ug
Nitrofurantoina 300 v;xg
pPenicilina G 10 ug
Estreptomicing 10 ug
fetraciclina 30 ug
Trinetoprim-5 23.7 ug

S 1.03
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pabla 7. Descripeién de la tabla,

1.

Cuando se prueban microorganismos entéricos gramne

gativos y enterococos,

Cuando se prueban cepas de Staphylococcus aureus,
Cuando se prueban especies de proteus y Escherichea
coli.

Cuando se prueban Pseudomonas aeruginosa,

Cuando se prueban Staphylococcus,

Tamafio de zona obtenido para pruebe de Pgeudomonas

aeruginosa,

Los datos de susceptibilidad para 4cido nalidfxico
y nitrofurantofna se zplican a microorganismos aig
lados de infedciones de vias urinarias,

Tamario de zona obtenidos para prueba de Pseudomonas
aeruginosa.

= Media Aritmética

E, = Desviacién Esténder
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Cuadro 5. Porcentaje de microorganismos patégenos observados
a partir de miestras de Exudados Vaginales durante
el periodo de Octubre de 1386 a Octubre de 1387.

Microorganismo Nimero de b del i :
Identificadoe Identificaciones Ident:.ficacién
N. gonorrhoeae 1,829 : 34,98%
H.vaginalis . 963 18.42%
C. albicans ) 679 12.98%
No Clasificados L7575 e 33.60%
TOTAL 5,228 | 39.98%
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4, DI s cCcUSsTI ON

~ Analizando la tabla 3 podemos percatarnos de la efec
tibidad que presenta la utilizacidén del unidisco ante el mul-
tidisco ya que en este udltimo no podemos apreciar la suscepti
bilidad de todos los antimicrobianos, debido a la cercania en
tre uno y otro antibibtico; lo cual ocaciona una interacciédn
que es muy significativa al interpretar las zonas de inhibi -
cién producidas. ¥stae distriBucién de los unidiscos es un he-
cho de mucha importancia en esta técnica ya que para obtener
resultados mds confiables es recomendable no usar mis de 4-5
antimicrobianos por caje para que la disusidn y el halo de in

hibicién de uno y otro no influya al hacer 1a lectura,

Por otro lado la misma metodologfa aue se emplea en la
realizacidén del antiblograme en el Hospital General de Zona
No. 1 de Cuernavaca Morelos origina en cada uno de loa pasos
errores que conducen a la interpretacién errénea de los halos
por este método (del multidisco). Como por ejemplo los siguieg =

tes.

1. ‘En muchas ocaciones no se trabaje con el agar'M-H;péra anti
biogramas. e . S

2. No se trabaja con cepas confrol en las pruebas,

3. No hay uniformidad en el grosor del agar {(que debe ser de

unos 4 mm).

A, No trabajar con cultivos puros.
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No se 1lleva a cabo una suspenaiéh‘ﬁaia:éuyﬁosteiiﬁf ajuste

turbidimétrico del microorganismo,:

14 inoculacién de la muestra se realiza con as

y no con hisopo estéril,

No descongelar los antimicrobiaﬁb unas

realizar la prueba,

Colocar el multidisco en una’ sola:cajt églo}-,”
can 12 antimicrobianos en ella; ‘1 :

ro excesivo,

A continuacién se muestra una repreéenfaciﬁn gréfica

la ineficiencia del multidisco y la .ventaja. del unidisco,

a,b = Difusidn de uno y
otro antimicrobia
no, que al difun~

dir, debido a su cerca-

nfa forman una lf{nea de
contravosicién,

a = La Difusién debido =
la distancia y mime-
ro de antimicrobia -
nos no permite que
se contrazpongan,
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- Cdmparando los didmetros establecido (Cuadro j) con

- los obtenidos para las cepus aisludas (Tabla 7), tenemos Que

para cepas de Staphylococcus aureus existe una marcada resis

tencia al grupo de las penicilinas, en donde podemos mencio-

nar que estas cepas resistentes @& este grupo de antimicrobia

nos. son capaces de elaborar la enzima g-lactamasa, la cual

hidroliza el anillo ﬁ-—lactémico de las penicilinas con lo

que se origina la resistencia para éstos; no asi para las

" otras fawilias de antimicrobianos en donde se observa unu

--susceptibilidad muy notorie de acuerdo a los didmetros de in-

hibicidn obtenidos., Esto resulta confiable si tomamos en cuen
ta los valores de desviacién estdndar cuyo bajo valor nos in-

dican un bajo porcentaje de error, esto exeptuando los valo -

‘res de Tetraciclina y Eritromicina,

- Con respecto a las cepas de enterobacterias podemos
notar una marcada resistencia a la Tetraciclina y Ampicilini,

en. contraste con la buena susceptibilidad ante las Cefalosvo-

rinas (Cefoxitina y Cefalotina), Gentamicina y Trimetoprim -

Sulfametoxazol., Los resultados restantes debido a clasificar

se cono intermedios y por otro lado las desviaciones elevadas

de. estos didmnetros, sugiere que csatos datos sean tomados como

‘tentativos hasta un nuevo evaluo por culaguier método de dilu

cidn,

~ De los antimicrobianos dtiles pera infecciones urine
rias el &e¢, nalidixico presenta una susceptibilidad interme -
dia mientras que con la Witrofurantoina la resistencia se po-

ne-de manifiesto,
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~ Algo muy notorio es la resistencia que se observa en

las cepas de Pseudomonas aeruginosg a los aminoglucésidos, tan

usuales’ 2n el tratamiento de éstas, Los didmetros reportados
indican resistencia a la Tobramicina, Gentamicina, ¥anamicina

y Amikacina,

Egstos datos de resistencia principalmente a enterobac-

terias y Pseudomonas aeruginosa resultan aun mds dramdticos

si tomamos en cuenta que las concentraciones que alcanzan a
nivel plasmético y tisular los antimicrobianos propuestos pa-

ra estos microorganismos son muy bajas,

= Como podemos observar la resistencia a estos tres
grupos de microorganismos es muy significativa si tomamos en

cuenta que tanto para las cepas de Staphylococcus aureus, pa

ra entcerobacterias y Pseudomongs aeruginosé; los antimicro -

bianos que resultaron resistentes representan y suelen ser
los antimicrobianos de eleccidén, por ser los establecidos co
@0 de primer orden en el tratamicnto de catos agentes patége

nos.

~ Con respecto a las muestras de exudados vaginales,
estas no se tomaron debido a la falta de medios de cultivos
necesarios 'y recursos para su identificacién, Por otro lado
en el lospital General de Zona No, 1 de Cuernavaca llorelos
les pacientes que requieren dicho estudio s6lo ee realiza por
observacién directa (a los pocos minusos.de tomada la muestra)

v en frotis,
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CONCLUSIONES

i1. la preporcién de microorganismos que se aislaron
en el Hospital General de Zona No, 1 de Cuernavaca Moreclos
en el periodo de Diciembre de 1986 a liayo de 1987 a partir
de las muestras trabajas, se observa semin los porcentajes

de aislamientos, que la proporcién de Staphylococcus aureus

es muy elevada si tomamos en cuenta el mimero de muestras
trabajadas de exudados faringeos; con respecto a las enbtero-
bacterias aisladas, se observa la misma situacién ya aue
al sumar los porcentajes de cada una de ellas hacen un to. --
tal muy significativo comparado con el total de muestras to—nl

madas,

Esto sugiere que la proporcién de alslamlentos de mi—f

.croorganismos patégenos es bastante clevada en dicho Hospi -

vtal para las muestra trabajadas.

2 Para un -me jor anélisis en este tipo dc pruebas de

"°en«1bilidad antlmlcroblana, y con el fln de’obtener resulta

‘~dos més exactos, sc sugiere trabajar por el ‘método del uni -

vd1qco que-

orilaﬂtécnlca brad1ciona1 dol multldlsco, gsegin

'*1os requltados obtenxdon.

3. Para el caso de microorganismos aislados apartir
de muestras de exudndos Taringeosm y'ente:obacterias es més
conveniente la utilizocién de los Am{nogiucésidos y Cefalog-
porinas por las zonas producidas’y por su baja desviacién

que presentan en la pruebsa, segin resultados obtenidos,
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4, Existe una marcada resistencia para las Pseudomonas
aeruginosa en la zona que comprende en el Hospital General
de Zona de Cuernavaca Morelos ante los antimicrobianos de
eleccién especificados para este microorganismo, lo cual nos
demuestra la importancia de este microorganismo en las infec

ciones intrahospitalarias.

5. La téenica, aun cuando sélo ubica a los microorgg
nismos como resistentes, intermedios o susceptibles (método
cualitativo) es bastante bueno y confiable siempre y cuando
se tenga un buen control durante la metodologia. Para el ca-
80 de¢ investigaciones epidemiolégicas es m#s recomendable
que cada laboratorio obtenga sus propios pardmetros de susg—
ceptibilidad (evaluadas periddicamente) mediante cualquier
método de dilucidén para poder establecer para cada antircicro
biano un didmetro de zona minima para organismos suscepti —-
bles y un didmetro de zona mdxima para organismos resisten —

tes.

6. A la par de los avances en las investigaciones
farmacéuticas en el drea de los antimicrobianos y su empleo
terapedtico, se ha puesto de manifiesto la capacidad de adap
tacién de los microorganismos ante los nuevos productos, Por
todo esto y los reportes acumulados se concluye que el uso
constante de antimicrobianos trae consigo, inevitablemente y
en mayor o menor grado, la resistencia bacteriana, La magni-
tud del problema se verd inflenciada, por la racionalidad en

la prescripcién de antimicrobianos, Para ello ésta prueba de



sensibilidad resultard una gufa importante siempre y cuando
se realice como prueba perfectamente estandarizada y los re

sultados se interpreten con suficiente criterio.

55
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RS U M E N

La résistencia que presentan ciertos microorganismos
frente a ios antimicrobianos comunmente empleados en la tera
péﬂtiba de una enfermedad infecciosa, fué la razén principal
pb;lalque dicho estudio se llev$ acabo, Bl cual se realizé

en el Hospital General de Zona No., 1 de Cuernavaca jforelos.

Al manifestarse dicha resistencia, es conveniente la
evaluacién continua de nuevos productos para conocer los pa-
r#metros de susceptibilidad frente a las cepas originalmente
resistentes. Para ello se puso en préctica el método de difu
sibén a pertir de un disco (método de Kirby-Bauer), el cual
ha sido aceptado por la FDA y aceptado como esténdar por el
NCCLS.

Para llevar & cabo dicho estudio, se trabajaron muestras cli
cas de Bxudados Faringeos, Coprocultivos y Urocultivos; ais-

léndose los siguientes microorganismos patbgenos:

- Staphylogcoccus aerus 19.23 %

- Proteus 16.66 %

-~ Escierichea coli 11.5 #

- ¥lebgiella spp. 5.12 %

-~ Pseundomonas zeruginosa 5,12 %

- Microorganismos no clasificados 42,3 #
Dicho aislamiento se realizé a partir de Diciembre de 1986 a
Meyo de 1987.

Una vez identificado a2l microorganismo se procedid a
realizar la prueba bajo los lineamientos que la técnica espe

cifica (anexo 1), ademds para mayor reproducibilidad de 1la
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prueba, se trabajé con las siguientes cepas control:

~ Staphbylococecus aerus ATCC 25323

- Bscherichea coli ATCC 25922
- Pseudomona aeruginos ATCC 27853

Los resultados obtenidos nos indican que existe una nar

cada resistencia de las cepas de staphylococcus aerus frente

al grupo de las penicilinas, no as{ para las demds familias
de antimicrobianos como las Cefalosporinas y Aminoglucésidos,

que presentan una marcada susceptibilidad,

Con respecto a las cepas de enterobacterias se nota una mar-
cada resistencia a la Tetraciclina y Ampicilina, en contras-
te con la buena susceptibilidad ante las Cefalosporinas, Gen

tamicina y Trimetoprim-Sulfametoxazol,

Algo muy nocorio fué lu resistencia que presentun las
Pseudononas aeruginosa frente a los untimicrobianos propues-
tos para estos microorganismos, c¢via0 la Amikacina, Carbenici

lina, Gentamicina y Tobramicina,

Por otro lado, el estudio comparativo realizado con el uni -
disco y el rmultidisco para lus cepas control, nos indican

una mavor eficiencia del unidisco frente 2l maltidisco.

Zste problema sobre la resisteuncia bacteriana se vera
influenciada por la racionzlidad en la disificacién de los
entimicrobianos. Para ello ésta prueba de susceptibilidad se
rd une gufa importante, siempre y cuendo se realice como
prueba perfcctasente estandarizada y los resultados sean in-

terpretados con suficiente criterio.
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‘Apaxo 1 -

Inoculacién.de Placas de Prueba.

Método Esténdar5. Con una aguja o asa de inocular se to
can cada una de cuatro o cinco colonias bién aisladas del mis-~
mo tipo morfolodgico y se inccula en 4 o 5 ml de medio de cal-
do de soya caseina, Los cultivos de caldo se dejan incubar a
35% haste que aparece una turbidez ligeramente visible (gene-
ralmente 2 a 5 nores). La turbidéz de cultivos de caldo en cre
cimiento activo se ajusta con solucidn fisioldgica o caldo pa-
ra obtener una turbidéz visualmente comparable 2l tubo Ko. 0.5
del nefeldmetro de MacFarland. La susvensidn de indculo no de-
be dejarse reposar més de 15 a 20 minutos antes de inocular

lzs placas,

Para inocular el medio de agar, se sumerge un nisopo de
2lgodén estéril sobre un aplicador de madera en la suspendsidn
estandarizada y el exceso de caldo se elimina presionando y ro
tando el hisopo firmemente contra el interior del tubo por en-
c¢ima del nivel del 1liquido. Luego el hisopo se pasa en franjas
uniformes en tres direcciones sobre la superficie de la placa
de agar para obtener un inéculo uniforme. Se vuelve a pasar
por el borde del agar ¢l hisopo de algodén por dltima vez, y
se deja secar la placu 3 a2 % minutos, pero no mds de 15 minu -
tos, antes de aplicar los discos. £1 indculo debe dar creci —-

miento confluente o casi confluente,

A los 15 winutos después de inocular las placas, se apli-
can discos impregnados de zntimicrobiano a la superficie de

las plecas inoculadas con dispensador mecdnico o a mano, con
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pinias esterilizadas, Todos los discos deben presionarse sua
mente sobre el agar con la pinza o aguja para. inocular, para
asegurar contacto total con la superficie del agar. La dispo
sicién espacial de los discos ddbe ser tal que no estén a me
nos de 15 mm de los bordes de la placa, y lo bastante separa
dos entre sf pata impedir la superposicién de zonas de inhi-
bicidn. Generalmente esto limita el mimero de discos que pug
den colocarse sobre una misma placa a 12 a 13 sobre 150 nmm

de superficie, y s6lo 4 o 5 en 100 mm de placa. A los 15 mi-
nutos de aplicer los discos las placas se invierten y se co-
locan en un incubador & 35°C. Cualquier demora mayor antes

de la incubacidn permite excesiva difusién previa del antimi
crobiano. La incubacidén en ambiente de mayor COp debe evitar
;. 86 porque el 002 altera el pH superficiul lo suficiente para

afectar la actividad de elgunos de los antimicrobianos,

 Tectura'e Interpretacién.

" para llevar acabo 1a medicién de los didmetros de inhi
-~ bicién, éstos se miden hasta el milfmetro entero mds cercano
con calibres, reglas o una matrig preparada especialmente,
El.dispositivo de medicidén se mantiene sobre el reverso de

la caja de Petri, iluminado con luz refleja contra un fondo

negro no reflejante3

. ¥1 punto terminal para todos los siste
mas de lectura es la inhibicidén total del crecimiento, sin

tener en cuenta las colonias diminutas que pueden detectarse
solo con una observacidn muy minuciosa o con luz transmitida

o amplificadores mecdnicos,
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En situaciones cl{nicamente urgentes pueden obtenerse
~lecturas preliminares a menudo en 5 o 6 horas después de la
inoculacién, pero las placas deben siempre reincubarse, no
omitiendo el informe definitivo hasta que hayan pasado de 16

a 18 horaslo.

Los didmetros de zonas para antimicrobianos individua
les se traducen a las categorias de susceptibles, interme --
dios o resistentes con referencia a una tabla interpretative,
Las interpretaciones para los antimicrobianos son aquellas
actualmente recomendadas por la Food and Drug Administrationl7

o por el National Committee for Clinical Laboratory Standards.,

Procedimiento para realizar la prueba,

1. Con una asa se tocan 4 6 5 colonias aisladas del mismo ti-
po morfolégico y se inocula en el tubo con caldo de soya™

caseina.

2. Incubar a 35°C hasta que ap

5 horas}).

3. Ajustar la turbidez tomando ééhoireferencia el tubo 0

del nefelémetro de MacFarland.

4, Sembrar el microorganismo'éhVEiaégide Hu;iig}—H1nt§£ usan
do un hisopo. )

a, Humedecer el hisopo con la suspensidén bacteriana, qui-
tando el exceso del caldo presiondndole y girandélo 80
bre la pared interna del tubo por arriba del nivel del
caldo,



b, Sembrar la placa en tres dire

sembrado uniforne,

c. Pasar el hisopo sdbre elbrebo

y el agar,

5. Dejar reposar la placayjﬁa

el indculo.

6. Colocar los sensidiscos.

klla oor el fondo de la caja, .; ;_ ‘p
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Anexo 2"

“ Pdra el c#lculo de la media aritmética del halo de in
“hibicién y las desviaciones esténdar, éstas se obtuvieron de

la siguiente menera (tomando como ejemplo la cefalotina):

a) Agrupar los datos obtenidos a partir de las lecturas de
los halos de inhibicién (para cefalotina en este caso),

dados po los Staphvlococcus aureus estudiados,

Se obtuvieron 30 lecturas para cada antimicrobiano,
en el caso de la cefalotina los halos de inhibicién varia
ron de 20,0 mm & 27.0 mm (se obtienmen 30 lecturas ya que
se sometieron a esta prueba las 15 cepas de Staphylococcus

aureus y por duplicado).



Ho. ‘de luestras -

15 muestras
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) b) Bstablecer una tabla de frecuencia y calcular 1a
‘media aritmétic; : et : i

‘V(k};lmyse ,Lim:klfy.es» F £ k ‘in
: inf - sup : = g -
2| 20.0-22.0{ 1 | 0,06 { ‘1 [0.06 | ‘20,51 20.5
_2° |21.5-22,5 | 8-1°0.53 |- 9:}0.60 | 22.0 | 176.0
.3 |23.0-24.0 | 51 0.33 | 3a(0.93 ] 23.5 | 7.5
45 |24.5-25,5 0| 0 J.0.] 0 | 25.0 0
-5 +26.0-27.0 |- 15001 o (26,5 26.5
= 340.5
tméti a) FXi 340.5 = 22,7

"No. total de datos ~ 15

Por lo-tanto el valor de la medla aritmética para el

:-caso de .la.cefalotina es de 22,7

Para calcular el valor de la desviacién estédndar pa-

ra este caso tenemos:

§°= = Desgviacion egténdar
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Donde ¢

" Xi = Didmetros de inhibicién obtenidos de las 15 cepas

de Staphylococcus aureus para el caso de la cefa-

lotina,

el
u

Media calculada

n = Nimerc total de datos

(i =% )2 =.8,27
molomd2
Lo 5?2 8l27/12 =0.89

.8 = 0,83

Por lo tanto el valor de la desviacién estdndar para
este caso es de 0.83 y con une media aritmética de 22.7.

De-igual forma se procedié con los demés antimicrobianos,
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