Universidad Nacional Auténmoma
g 3 o 2, PR
ST de México

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
CUAUTITLAN

AISLAMIENTO  DE Pseudomonos aeruginosa A PARTIR DE
DIVERSAS MUESTRAS  CLINICAS 'Y DETERMINACION DE SUS
RESISTOTIPOS EN . EL HOSPITAL DE ZONA No. 25 DEL I.M.S.S.

T E S 1 S

Que parc  obtener el titulo de
Quimico Formacedtico Bidlogo

pres enta

PEDRO SEGURA RAMIRE
- [¥ALLA DB ORWGEN

Director de tesis: MVZ. Gerardo. Cruz Jiménez

Cuautitlan. 1zcalli, Estado de México : 1989



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



‘INDICE

phg.

ReSUMONeecsescnacccctencssesendrosacsnnccns L'
A) ‘Introducclbnecssecccsecscscancassansecnes k8
a) Anteocedcentos Hiat8:r1C0B wvecescocscas 1

b) Importancia de la Pasudomonas ascruzinosa

en el ambientes hospitalariceeccecssces 2

~

¢) Mocanismos do Patogenicidad de Pscudomo

nos Aeruginost cessesessccascsvoaresns 6

d) Resistencia a los Antimicrobianosese. 11
B) ObJetivoBescesossscsacscrasasscsanvonnns 17
C) Material y MEtodOS.eecacacsooncccosvasmnne 18
D) RoBULtAAOSasecscssssarseccensocscsaconnae 26
E) Discusilneececcecrescrnarerccosonccnases 33

U

“sssesssacncrne 36

P i

GonclusionOBe.

G) APendice-cscssrccancecinssssvoiosonnanss A7

~

H) Bibliograffacicecccresonorscosennacroees 41




RESUMEN

La multiresistencia de¢ Psecudomonas agruginosa. a los An

timierobiasnos, ha despertado-el interfs en diferentes paises
pura doterminar los antibibticos de primera eleeccidn en el -
tratamiento de las infecciones producidas por este microprgg
nismo.

De 28 Cepas de Pscudomonas aeruginosa aisladas a partir

de diversas mucstras el 1007 fub resistente a 7 de los L8 An
tibibéticos probados que corresponde el 38.8845. Lo cunl nos -
permitid elaborar el =iguicnte patrbén de resistencia:
CTX, ND, TE, MM, KA, A, E. (ver lista de abreviaturas)
S5¢ obtuvieron 19 difsrentes patrones de resistencia en

28 cepas de Pscudomonas aeruginosa, repitiéndese 7 patrones,

2 e¢nsos se repiticron 5 veces y 3 se rcopitibé 2.

Ninguna de las cepas fud resistente a Polimixina B, el
10.71% fué resistontc a Cefoperazona.

La Ceftazidima, Carbenicilina y Amikacina inhibieron al
25,04, 17-57% ¥y 39.28% de las cepas nisladas rnsnncttéumcnte,
@l '39.28%, 46.423%, y 14.28% de las cepas Cuerot intermedias a
las mismas. La suma de Sensible ¢ Intermedio da resultadées Su
perioros en los 3 Antibibticos 64.28%, 63.99% y 53.36k respeg

tivamontoee

De las 2B copas:de Pseudomonas ncrucgincsa # fueron resis

tentes a 16 de 18 antibibdticos, 3 a 15 de 18, 5 a 14 de 18 otc.



lo . que demuestra 1 reosistencia tan marcada que tiene esta
bacteria-a los antibidticos.
L.os patrones de resistencin son una alternative en el

diagndstico bacteriolbgico.




A) INTRODUCCLON
a)e~ Antecedentes Histbricos

La familia Psacudomonadacene estd formada por 4 glneros,
Pseudomonas, Xanthomonns, Frateuria y Zoogluea.

El género psocudomonas estf formnde por 27 especies, de
laas ecuales 10 son recenocidas Ecmo importantes patdgenos en -

"humanos.. (18)

SCHROETER en 1872 llamd por primera vexz o este microor-

goanismo Sacterium aeruginovsum, ZUPF ean 18A% 1le Llamd Microco-

ccus pyocyaneus, {(ZOPF) Migula on 1895 Pscudomonas

ocyanea,

(SCHROETER) Migula en 1900 Pscudomonas aoruginogsa. (32)

Los micmbros de la familia Pseudomonadacene son bacilos
anm negativos no fermentadores, no ecsporulades, que a menudo
son incluidos dentro de los bacilos ontéricos, pero no perte-
necen . a esta familin. Su hibitat normal es el agua y el suclo,

algunas cspocies son patdgenos para cl hombre (4, 34)

A diferencia de las Enterobacterias, son oxidasa. positi

va, Gessard de (1882-1892) mostrd la formacibdn de 2 pigmentos,
una piocianina con estructura de fenazina de coler nzulado=-ver
doso no fluorescento, soluble en clorotormo y agun, y-la flao-
rescefina que es una pioverdina gque no <onticne 1; ustruGCuralfk:

de fonazina, de color verde-smarillento, que es insoluble'nn -

cloroformo pero soluble en agua, este pigmento se prescnta en



“Intececiones de guemados v de heridas, ostos pigmentos se di-
funden en ¢l medio ¥y colorean las colonias, dan alor uvomﬁci
identifCicacidn,

co debido a 1la trimetilamina, que ayuda a su

)
Pscudomonas aeruginosa o5 la e3pecie tipo {Scuroeter en

1872) Migula en 1900 fcitado ecn Morgey's Manuall.

Pgeudomonas apruginoess eos un wicreorganismo aportunista,

quu en lay Gltimas dbcadas ha incrementado su importancia per
la alta frocuencin de adislamsiento y miltiples factores de patp
genicidad y multiresistencia a agentes antimicrobiznos comin -

mente utilizados en c¢linica. (24}

b).~ Importancia do la Pscudomonas acruginosa en ol ambiente

hospitalario.
El términe de infecciones intrahospitalarias sirven para
designor aquelles procgeses infecciosos que se adquiecren o desa

rrollan en paclesites Bospitalizados, como consecuencia de idreg

ciones adquiridas en estas institucionos o debide a procesos pa

toldgicoes © a maniobras terapfuticas gue favorecen la disemina-
eibn de mieroerganismos previamente establecidoyg en el =sujeio -
enfermo y gue f{rocuentementn norréspoﬁden 2 la llamada fldrn -
nermal u portunista. '

En los Gltimos 30 afios las infecciones intrahospitalarias
han aumentado y constituyen en la actualidad un riesgo elovﬁdo
para casi todae tipo de pacientes, peroa eon particulig para ague

1l08 que por su edad, condiciones fisiolégicas o estados patb-
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1bégicos, tienen disminuidos sus mecanismes de dofensa. El}
problema es. tan grave, que . en ciertes asprcetos recuerda la

era anterior n lus tbenicas do enfermerfa y de¢ asceo, las -
de asepsia .y antisopsia y en general a la que pracedia al

conocimiconto del origen microblano de las enfermedados (11)

Las agentes etivldgicas de las infececiones nosocomig

les som muy variades, predominan las bacterias pero también
pueden ser agentes virales u honges, La frocuencia relativa

de cada una do ellos varfa de un hospital a otre, asf como

con el tiempe y e¢s debido a cambios an las caractorfisticas

ambientales y de los huéspedes.

La epidoemiologia de lax enfermedades infeccivsas se ha
ido modificando como resultado de un gran nfimere de factores,
Esta modificaci8n es »fin mas evidente en los hospitales en -

donde oxisto una presidn do svleccidn por los antimicrobia ~

nas, un desarrollo cada vez mayor de mbtodos invasivos de

diagnbstico y de tratamiento y un incremento en el niimeroc de

. pacicentos inmunccomprometidos. (10}

La freoguencia do las infeccliones nosocomiales vorfa m
c¢ho de un hospital a otro. En términos gencrales oscila entre

3y 4 cusos‘por cada 100 pacientes heospitalizados, pere pucde

‘plevarse a tasas mucho mayores, si son malas las condiciones

de aseo y de aislamiento o las tfcnicas de asoepsia y antiscp

sin,

particularmentoe en pacientes de alto rileago. Las frecuen
cias mfs elavadas se ven on losz hospitales o salas para nifios,



en salas de cirugfa, urologfa, traumatologfa y oncolagfa., As{
como en las &reas de culdados intensivos. Loz rocién nacidos
Y los ancianos deben. considerarse como grupos de alto riesgo,
Por ser muy elevadas las tasas de infeccibn hnspi‘aluria ob -

sorvnda .on ellos (11)’

Las fuentes de infoceidn o rerervorios pudden ser de muy
variada fndole; sin embargo los mis importantes son los mismos
trabajadores del hospital {personal médico ; paramédico) quie=
nes poscen floras microbianas habitualmente resistentes a mile

tiples antibibticos, tales como ostafilucocos y centerobacterias,.

También la flora normal o patbégeno de los propios cnfer -
mos pueden constituir una fuente deo infoccidn para otros pacien
tes o para §1 mismo, cn caso de diseminacidn hematdgena. o propa

gacidn do continuidade

Diversos productes biolbgicoes, principalmente sangre y sus
derivados, constituyen también fuentes de infeccién tal es el ca
50, dulVerus dé la hepatitis B, d91 pPlasmodium y de otros agen-
tes phtbgenos. Eventualmente los alimentos son ‘fuentes dec infeg
cién que generalmente dan origen a epidemias de mayor o menor -

'proporc16n, salmonelosis, intoxicacidn por toxina ostufiiocacci

ca, etc. (11)

Paseydaomonas aeruginesa es un patbgeno. cportunista que sc

asocia frecuontomente con infecciones sovoeras de pacientes com

prometidos (27)



Aproximadamente ol 1094 do las infeccionos intrahospi

talarins son. causadas por Pscudomonas

neruginasa (&)
Las septicemias producgidas por este microorganismo -

80 sbhserva con mayor f{rocuencia cen individuos dquomadoes, el

70% de .éstos si no son tratados con medicamentes locales -
antimicrobianos so colonizarfn con Pascudomonas acruginoess

W otros espocies en ne mis de 3 semanas despuds de la que-
madura {(27)

La frecucncia de Pucudomonas aeruginosa como agente

etiolbgico de endocarditis entre drogadictos se incromenta
egtadfsticamente 5 dc 22 pacientes en 1977 a 13 da 22 pa <
cientes on 1980 lo que represonta ol 23 y 60% respoctiva, -
mente,

Estas bacterins generalmenkte poseen una alta rosis

tencia intrinseca a 1os antibidticoa. (9)

El uso dec estos antibibticos pucde favoreccer la cole

nizacibn y subseguontemente lus infecciones generalizadas
B

El humano sano es altamente resistonte a la invaaibn
por Pseudomonas

agruginesa, leos animales do Laboratorio tig
non una respussta similar y sblo concontraciones elovadas -

del microorgeanismo por via intraveénocse o intraperitoneal o

en quemaduras desencadenan una infeccibn rlipidamente fatall

(35)




Pscudomonus aoruginousa  s5¢ ha aislado de exudados Ca

ringeos, orina heridas infectadas y de sangre do humanos -
inmunodeficientes (Prematuros)s. Inmunocomprometidos (C5n7~
cer, Fibrosis Q;xiscica. etc) y anomallas urinarias Distoens
Vsiﬁh de‘ia Vejiga, etc-) (15) Estas infecciones tumbidn sc
fhian detectado en individuos inmunosuprimidos (Transplanta-—
dos) y cn operados tratados con altas concentraciones de -

antibidticos (h)

- La Viruleneia de Pscudomonas aeruginosa o8 muy com =~

pleja, ya quo sec trata de un microorganismo invasivo y toxi
génico capaz do causar cuadros clinices muy variades, predo
minando  las infecciones urinarias, Oticas, oculares, hoeridas

quirdirgicas y de quemaduras. (33)

C).- Mecanismos de patogenicidad de¢ Pscudomonas aeruginosa

Psvudomonas aeruginosa produce varias substancias exe

tracelulares quo han sido relacionadas con. su virulencia.

(32,33,3%4) - entre &stas se oncuentran: -

a)e= LA EXOTOXINA A, lotal para ratones, que es un solo poli
pSptido con un PM de 66 Kd producido por un alto porcentaje
de las copas aisladas de pacientes y cuyna accibn es inhibir
“1a sintesis do protefnas por ADP -ribosilacibn del factor -
“de alargamiento 2(EF-2)} requerido ﬁara el pas& de trnnsiocﬂ

cibn durante la sintesis proteica (19,28,33,34)



b)}es LA EXOENZIMA S, que es una protefna con actividad de ADP

. =ribogiltransferasa gque contribuye a la virulencia de Pscudomo

nas acruginesa ya que so ha demestrads qua mutantes deficien -
tes en la produccifin de ecsata ¢nzima son significativamente mow~
nos virulentas que su cepa progenitora tantoe e¢n el modelo del
krutﬁn quemado (infeccibdn agudal, como en el modelo de infeccibn
pulmonar crbnica cn rata. (19,33,34)
c) o= PROTHEASA ALCALLNA y una ELASTASA aque han side implicadas
en la produccifén de hemorragias en brganos intornos, espocial-
mentoe on 108 pulmones y probablemente son los responsables de

la destruccibn del tejido cormoal en infeceiones ocularss pro-

ducidas por estc microorganismo. Aproximadamente el 85% de las

cepas clinicas de Pscudomonas aeruginosa producen elastasa, 1la

cual es una proteasa neutra que contienc zinc y es5 sensible a

quolantes de metales. La slastasa es producida como una proen

zima inactiva asociada a la pared celular y es activada por pro
teolisis limitada por otras proteasas de Psecudomonas o por la =
propia elastasa. La elastasa purificada inactiva a los factores
¢T,C3,C5,C8 y C9 dol Complemento in vitro, por lo que quizf in-
‘hibe ¢l movimiento de los Luucoci@oa polimor fonucioares al £i =~
tio de inflamacibn y disminuye su actividad fagocfticn. La olas
tasa tambifn inactiva a la proteina alfa-I, el principal inhi -

bidor de las scrinproteasas enddgenas (por ejem. de deoucocitos)

cuyn actividad aumcntada podrfa causar dafio tisular.

Tnmbiﬁn se ha demostrado que las proteasas de Pscudomonas

aocruginosa rompen a la Ig G y a la IgAIl; (23,33,3%)



d)o- LEUCOCIDINA, una protefna de 27.5 Kd, termolabil y acw~

tivabla por tripaina, gue destruye a les loucocitos paro ne

a los glbbulas rojos. (33,34)

¢)e~ HEMOLISINAS: un GLICOLIPIDO termoestable y una fosfoli

pasa termoldbil (FOSFOLIPASA C}, la cual es una proteina de

78 Kd que cataliza la hidrSlisis de la lFosfatidilcolina (el

componento principal del surfactante pulmonar) on fosforil-
colina y diacilglicerol. Se ha sugerido que la combinacién
del glicolfipide hcmoiitico v la fosfolipasa € puede produ -
ciy ofectos citoplticos considerablces en los pulmones de pa
cientes con inrccciunes'do estaos érganos. Aparcentemente ol-
glicolipido favorece la acti?idad de le fosfolipasa actuando

como deteorgente para solubllizar a loy fosfolfpidos.

Ambas hemolisinas son preducidas durante la fase eosta-

cionaria en medios Je cultivo con bajas concentracionces de -
fosfato perc son reprimidas en medios con alto contenido do
fos{nto. La observacibn de quc en esta bacteria la sintesis

de fosfatasa alecalina tambifn an Eeprimu por fosfato, permi-

e ) tid -a KURIOKA y LIU proponer quec ambas hemolisinas actGan cog

perativamente con la fosfatasa alcalina para liberar fosfato

a partir deo losfhtidos bajo condiciones de ayuno de [esfato,

Segilin ostos investigadores cl wecanismo serfa solubilizacibdn

do los fosfollpidos por el glicoelipido, sobre lo gue actuarfa

1la fosfolipasa C liberando fosforileolina que soria hidrolizn



da finalmento por la fosTatasa alcalina produciondo fosfato.

Adonds se ha demostrado que la fosfolipasa G es muy -
activa sobre los fosfolfpidos presentes en células eucarib-
ticas (fosfatidilcelina, liscolosfatidilcolina y esfingomie-

‘linu) y casi no ticne agtividad sobre los fosfolipides que
forman parte de las membranas de las cflulas proenribnticas
{fosfatidiletanelamina, fosfatidilserina v fosfatidilglice-

rol). (33,34)

£)e=- EXOPOLISACARIDO, e85 una substancia mucoide que elaboran
algunas cepas de origen clinico, particularmente las aisladas
de pacientes con ribrosis qufstica. Esta substancia so conoece
Eomo ALGINATO y es un exopolisacfrido coeastitufdo principal -
mente por Acido manurénico y fcido gulurbnico que hage a las

copas presentar una morfologfa colonial muy mucoide.

El alginato inhibe las actividades fagoclticas de los -
leucocitos y os capaz de producir efectos similares a los pro

ducidos por la infoccibn Arc ratuiuus con bacterias viables.

EL alginato también ha sido implicado en la adhesidn de

Pscudomonas _acruginosa a cflulas de trfiquea de ratén (20,23,
28,33, 34)

g)e~ FLAGELOS, facilita la invasidén del hospedero por 1a bag

teria. Asf{, se ha domostrado que la inmunizacibn activa con



el antfgono flagolar aislado protege a los ratones guemacdos

infectadoes experimentalmente.

Aparcatemente esta proteccibn se debe a la inmoviliza
cibn de la bacteria, quc en cxtas cendiciones es capaw de co

lonizar la piel pero no de penetrar ni de causar letalidad.

La cvidencia mAs sblida de que el flagelo contribuye -~

importantemente n la virulencia de Pscudomonas aeruginosa

ha sido aportada por MONTIE et al., quienes obtuvieron, por
mutagénesis con etilmetanosulfonato, uha mutante Fla~ de. la
cepa virulenta M2 y a partir de 6sta, una revertante espon-
ténea Fla®. Las tres cepas fueron bioquimicas y morfolbgica
mente idbénticas (excepto por la susencia de flagelo en la mu
tante Fla ). En el modelo del ratén quemndo, la copa M2 sil
vestre causd el 1005 de mortalidad 3 dias después de La in -
feccibn con 100 UFC/ratdn, en tanto que la mutante M2Fla”, a
una dosis de 106 UFC/ratbn, causbd la muertce solo del #0X de
los ratones 3 dfas postinfeccibn y dol 80 7 dfias despuls de
1a infeceibdn. La revertante M2Fla™, mostrd un comportamiento
similar ‘al de la cepa silvestre: 8-100% de mortalidad 3=k . - .

dfas despubs de la infeccidn con 100 UFC/ratbn. (17,33)

h).- ENDOTOXINA; es un lipopolisaclrido comin a las otras

bacterias Gram negativas. Esta endotoxina activa los siste -

mas de coagulacidn, fibrinolitico y del complemento 'y estim

10



la, ‘ademfs la liberacibn de plptidos vasocactivoss (33)

i)e= PILI; Es un factor que interviene en adherencla uspnci
fica, constituido por polipeptido de 15,000 mol/wt y couiri

cado por gencs Cromosomales. (34)
d)e= Resistenclia a los antimierobianos

La resistoncia microbiana so adquiore despufs do un -
cambio en el ADN. Este cambio puede producirse por altera ~
cibn et; la estructura del ADN cromosbwice o por adquisicibn
de ADN ‘extracromosbmicoe La alteracibn del ADN cromosbmico
se denomina mutacibn y la adquisiecibn ael AUN extracromosb-~
mico es resultado de intercambio genético. Estos cambios dan
lugar a la formacidn de enzimas u otras proteinas que inacti
van a los Farmacos o impiden su acceso al lugar de accidn,

(2,5,7)

El dintorcambio genbtico e¢s8 la causa mis importante de
rosistencia clinica a FArmacos, puesto que provoca una resig
toncinepidfmicn a mititiples PhArmnces, Y ADN  cwtrncromosh-
mico causante de dicha resistencia pucde reproducirse por si
mismo, dentro de la célula bactoriana y difundirse luego a =
otras bacterins por transduecidn o aparcamicnto {conjugacién).

La transduccibn es un tipo de transferencia gonftica cn el

iy




cual el ADN de una cflula bacteriana se introduce en otra
cllula bacteriana por infeccidn bacteribtaga. La transmisibn
de resistoncia de una cflula bacteriana a otra se conuce co-~
mo resistencia "Infccciosa™ a los Firmacos, pucato que lay
bactarias sensibles se "Infectan” con determinantes de la re
sistencia. Por dicho proceso, la resistencia a un antibidtico
© varios pucden distribuirse de una bacteria a otra duranto -

ol apareamionto, aun en ausencia de antibibticos. (2,3,7)

Los clementos genfticos que conirolan la resistencia in
fecciosa a los F&rmacos constituyen una forma de ADN gque so -~
conoce como plflsmidos. Estos Gltimos no son parte del gran crg
mosoma bacteriano circular, sino. que exlsten como pegueiias mo=
léculas de ADN cfclico capnces de reproducirse en forma inde -

pendientes

Los factores de resistencia extracromosbmica en las bag

terias Gram negativas se denominan #actores Re.

Los Factores R estln compuestos por 2 tipos de genes:
los que transportan determinantes de la resistencia antibidti

~ea8 'y -los que facilitan la transferencia. de una cflula a otra.

Loas primeros sc llaman determinantes de resistoncia (DR}, y «
les sogundos, factores de transferencia de la resistoncia
(FTR)}. El Facter R os transferido (durante el apareamicntoe) -

por medio de apfindices ciliares, los cilias sexuales, do. la

12



bacteria masculina {(donante) a los roceptores femeninos, gua
no posecen estos cilios. E1 nimero de DR fijado a los FTR de-
tormina la cantidad de Flrmacos a las cuales la bacteria se

hace resistente. Un Factor R pucdo poscer hasta 7 genes, cia

da uno responsable de la resistencia a un antibibtico difo-

rente. Los FTR y les DR pucden reproducirse en forma indepen
dien@c, Yy cada uno de ellos puede. estar presents en nusencia
del otro. Las bacterias quoe contienen solo uno de estos 2, -
no: puedon transferir resistencia a Flrmacos, pero puoden apa
rearse con una bacteria que contenga cl otro para producir -~

células con un Factor R complato. Los Factores R se cncuen =~

tran prinbipalmnnte en las bacterias intestinales. En especial

en E. coli, Enterobacter aerogenes. K. Pneumonine, Salmonella,

Shigella, Proteus y Pseudomonasa. (2,5,7)

El uso masive ¢ indiscriminado de los Flrmacos antimicrg

bianos ha incrementado considerabicmente la seleccibn de bac-

terins con plfismidos que median la resistencia a dichos com =~

puestos (plfsmidos Tipo R) y en menor grado, de bacterias re_

sistentes debido a 1la presencia do mutaciones en genes cromo_

“somales. En la prfictica es comin encontrar que los FArmacos

antimicrobianas precescritss para determinada infocciﬁh y en o

caciones para infecciones de carfcter epidémico, resultan ine

ficaces. (2,7,31)

El aislamicnto cada vez mhs frecuente de diferentes espe

13



¢ios do bacilos Gram negativos no fermentadores on infec -
cionoa humanas do diversos territorios, ha creado lua noecesi
dod do conoger los antibidticos de primern elecclbn para un

tratamiento efectivoe (20,21)

En la Universidad de Chicago, Me-Laughlin, et al, cn
1983 demostrf que pacientes con Fibrosis Quistica que tenfan
una exacervacidn de su enforwedad pulmonar requerfon do hos-
pitalizacibén y fueron inclufdos en su cstudio, Todos tenfan
manifostacionos crbnicas pulmonares de Fibrosis Quistica y =
recibieron una terapia oral de antibidticos con por lo menos
2 de los siguilentes agentes: Dicloxaciclina, Totracielina, -
Sulfametoxazol con Trimetropim, Sulfasoxozeole, Cefalexina, pa

ra reducir la colonizacibn bronguial con Staphylecocecus aurcus,

Streptococcus pnaoumoniang y !laemophilus influonzae, pero ninguna

fud efectiva in vitro contra Pseudomonas aeruzinosa. (16)

Todas. 1as Cefalosporinas do tercera generacibn tienen al
guna actividad intrfnsica contra I'soudomonas, que ¢s bonbfico
en el tratamiento de exacervacibn de su enfermedad pulmonar en

_ pacientes con Fibrosis Qufstica.. (12)

Los Aminoglucosidos, selo o on combinacibn com Ureidopgo
nicilina, es comunmente usado en Quimioterapia para infeccio-

.nes rospiratorias causadas por Psecudomonas aeruginosa. (13)
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Varios estudios realizndos on hospitalos de Estados Unidos
de Nortocamérica mueatran que el 8% al 15} de las iAnfoccio-
nes nosccomiales son causados por microorganismos resisten
ges a la Gentamicina, la mayorfa do los cuanles lo sen tam-
bién a la Tobramicina. Particularmente, algunos g8rmenes -

Gram negativos como Pseudomonas aeruginosa, Providencia y

_Serratia muestran tener los mayores porcentajes de cepas ro

aistentes. (26)

La Resistencia de Pasudosonay acruginosa a los antimi

crobianos es muy marcada, Seginkova, et al, on 1986 aislaron

6 cepns de Pscudomonas acruginoan resistente a Coftazidima -

(CIM Gimg/1lt.) , e Imipenemn (CIM 32mg/lt.) o ambos.

Estas cepss son raesistentes a Carbenicilina, Azlocilina
b4 piﬁoracilina y algunos tambidén son resistentes a Gentamiod-
na y Amikacina, ninguna de §stas transfioren rosistencia a Cof
tozidima o Imipenem por conjugacibu, pero todoa ollos trans -

fioren resistencin a Cefoxitina, Cefalotina y Carbenicilina a

cepas recoptoras do Protous mirabilis P-38 y Escherichia coli

3110 (29)
La multiresistencia de Pseudomonas aerugincsa a los an-—

timicrobianos hn despertado el interds en diferentes paises =

para determinar los antibifticos de primera eleccidn on el

15




tratamiento de las infeeciones producidas por Gsto =

microorganismo. {8, 31)
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W 0 #I ETIVOS

aYe~ Aislar y tipificar las Psgudomonas seruginesa por =

mbétodos bioquimicos s partir de muestras diversas.

ble~ Determinar los patrones de resistencia de Pseudomonas

deruginosa a diferentes antibibticos.
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1)+ MATERLAL BILOLOGICO

Para la realizacidn do fste trabajo se recoleetaron
1,300 muestras diversas tales como Coprocultivo, Cutaneo,
Expoctoracibn, Lxudade #aringeo, Ocuitlar, Otico, Vaginal y
Urocultivo, de las cuales 28 cepas fueron de Pscudomonas
aeruginosa, obtenidas en la Clfnica Ne. 25 del Hlospital de

Zona del I.M.S.S5.

2) .= Medies de Cultive e¢mpleado para el atslamlento prima-

rio.

Los Medios de Cultivo gque se utilizaron para el ais-
lamiento de bacterias, depende de la muestra:
Coprocultivo: Agar EMHB, Agar S.S. Coldo do Tetrationato 'y
X Verde ¥rillante.
Cutanco: Gelosa Sangre, Gelosa Chocolate, Agar EMB, Sabou ;

raud, Caldo de Tioglicolatos
Expectoracidn: Gelosa Sangre, Agar EMB, Agar 110
Exudado Faringeo: Gelosa Sangre, Agar EMY, Agar 110

Exudado. Ocular: Gelosa 3Sangre, Gelosa Chocolate, Agar EMB,

Sabouraud.

Exudado Vaginal; Gelosa Chocolate, Thayer Martin, Sabouraud.

Agar EMB, Casaman, Caldo de BHI.

Urocultivo: Gelonsa Sangre, Agar EMu.
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3.~ Prucbas Bioquimicas diferencialos para 1a identifica-

cién de Psoudomonas aeruginosa.

a).~
‘BYe-
clem
d).=
a)e-
f)am
8o~
h)ew

1) em

3) .-
K)o=

1)a=-

11) .~ Ornitina Descarboxilasa .

m)e=
‘n)--
fi)ew
-3
‘pYe=
“aas
r);-
8)a=

t)aw

Tincibn de Grom
Catalasa

Oxidasa

MHotildidad

Crecimionto Aerobio

o? (Glucosa)

Crecimiente en MacConkey
Crecimionto en SS

Kligler Agar

Indeol
Malonato

Lisina Descarboxillasa

Arginina dihidrolasa
Citrato de Simmona
Hidrblisis do Ureca
Fenilalanina Dihidrolasa
Produceibn de Pigmento
Redugeibn-de Nitratos
Rojo de Matilo

Sacarosa

Voges =-Proskawer (VP)

~/bastbn
+

-

+

-

F/b&cido dobil P/nlcnlinu”?

H,s(2)




4) .= Copa de Referencin.

Se& utilizd la Cepa de Refercnein ATCC. 27853 ohtoni-
da del Copario do Diagndstico y Referoncia de la Escuela -

Nacional do Cisnclas Biolbgicas del I.P.N.

5).- A las Cepas Tipificadas sc los roalizbd 1la Thenica de
Kirby =Sauor para la sensibilidad & los antimicrobianos, =

utilizando Unidiscos. (1}

PROCEDIMIENTO:

1)e=~ So selecciont de  a 5 Colonias sislados del mismo tipo
morfolbgico do una placa do Cultive. Se tocd 1o punta de ca-
da Colonia con el aBa y so tranafirib a un tﬁbo que contohia
de 4 A 5 ml, del Medio de Cultivo adecuado, como Caldo Soya

Cuseina o Tripticascina.

2).- Se incubaron los tubos incculados de 35-3705 hasta que

alcanzarn o axceodiera la turbidez del eatandar (2 a 8 ha).

C Prepuraclfin del Betandor de Turbidorm: Se utilizé un Ls-

tnndur de Turbidez da ‘Sulfato dc Bario, pura le coantidad del

inbculo, el cunl se propar& agregando 0.; mle do 0.048M de -

Bacl, ~(1.175w/v Bacl,.24,0) a 99.5 ml. de 0.36N. de 1,80,

1%V/V) .
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Se¢ calocaron de f=( ml. on tubos sellados, los cuales
se mantuvieron eon la obscuridad y a temperatura ambiente, -

estos estandares so¢ prepararon cada 6 mescs,

sSe ajustd la turbulezn del Caldo de¢ Cultiveo con sSolu -

cidn Salina Isétonica estbéril 6 cou Caldu, hasta obtener una
turbidez visualmente comparable & la del Zutandor,

15 min. despufs sc ajustd la turbidez de la Suspensibn del -
'inbculo, se sumergid ol hisopo dentro de la Suspensibn ajuse
tadn y se girb varias voces con presibn firme contra la pared
interna del tubo, con objrte de remover el oxceso de indculo-
del hisopo. S5e estria cl Medio en 3 direcciones sobre la tota
lidad de la Superficie de Agar, para obtener un inbculo uni -

formeas

Se efectud un Gltimo barrido del hisopo sobre cl rebor

de do la cajn de Petri y el Agoar.

Se dejd reposar de 3 a5 min. para que se seque, el ind

culo, pero no mAs de 153 min. y cntonces se¢ colochd los discos.

3.~ Sc depositd los discos sobre la Superficie dol Medio, -
‘presloaando ligecwwsnte Cun unas pildds, la dislauncia snlre
“los diﬁcos; d’qhe ser”tnl'qnc no se s'nhrcpongnn ios d.’i‘ﬁme‘trérar.
‘En una caja de Petri dec 150 mm. Podrfin celocarse 10 discos vy

“en una de 100-mm, de 4% a 5 discos despubs de 15 min. se in' =
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‘vierto la caja.

#} e~ 5S¢ incubaron las cojas de Potrdi a JSOG. cualiquier ra-
tardo ent la incubacifn dar& una excesiva predifusibn de los

antibibticos.

F)e= El ticmpo ¢ incubacibn fué de 16-10hs, La nedicibn do

loa halos de inhibicidn se hize con regla o plantilla.

6)e~ Se leybd la inhibicibn del crecimionto visualmento.

7)o~ So montd las Cepaz da referencia, las cunles deben choe
carse, gue correspondan a los difimetros fijadeos, antes de =
leer ¢l Antibiograma, so deben de leer las cepas de Hefereon~

ciae

8)e~ En funcidn de los dilmetros de inhibicifn, las bacterias
s¢ consideran susceptibles, intermedio y rcecsistentes, esto es

de ‘acuerdo a los valeores sigulentes.




Antibidticos Cone. Mg Inteypretacidn - de los difimetras

en el disco de inhibicidne.

Resistente Interwmedio Sonsible
lee A (10} Lhmme & menes  15-16 17 & wSs
R AR {30} 2hmm~& menoxn 15-16 17 6 whs
3e=  CAZ . (a0) PR n 15-17 18 "
aw® CH (100) 13 » " 1h~16 17 "
5= CF (30) 14 v " 15-17 18 "
6. CFrP (75) 15 ¢ N 1€~20 a1 n
Fam EL (30) 1z u ra-iy C 18 e,
Bii erx (30) Lz o« " 13-21 22 "
C9u- B : (15} 13 o 1hel? 38 "
1Ca~ - ENX (10) 28 » o 29-30 3L "
1lem~ GE " (10) 12w " 13-4 15 u
12a= KA (30} 13 " 14-17 18 "
'13.- MM (25) 10 " 13-15 16 »
1%4.- . ND . (30} 3 e 14-18 19 "
15.-. NT (30) 120 v 13-4 13 "
16.~PX {3oou) 8 n " 9~11 iz "
17.~ TE (30) 14 " 15-18 19 "
18.~ TS (150) 23 oo ahe26 27 "

a4




6).- MATERIAL LE VIDRIO

Cajas Petri de 100 x lUmm,.

Cubre Objetos de 50 x 2hmm.

Matriz erlenumeyer Pyrex de 2000,.1000, 500, y 250ml.
Pipeta graduada Pyrox de 10, 5 wl. )
Porta ohjetos dc'75 X 25 mme

Tubos de ensayo Pyrex do 13 x 100 mma

Tubos de enyayo de Rosca Pyrex de 150 x 75 mm.

7)s~ APARATOS Y EBQUIPO

Asas de Platino con un difmetro interno de 2 a:3 mmy
_Asas de Platino de punta

Balanza granataria

Estufa Bacteriblogica da 35°-37%

Gradillas

Mechero de Bunson y Fisher

Microscopios CARL ZEISS

Refrigerador American y Kelvinator.
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En un lapse de t mesas (Junio - Soptienmbre do 1988),

se aislaron 28 cepas de Pscudomonas acruginesa a partir de

X } en el jlospital de sLona de

diversas muestras {(Tabla No.

ccdaclifnica No. 25 del I.ileS5.5.

‘A Las 28 cepns aisladas ue lea practicd la tdcenica de
Kirby-Bauer para conoécer su susceptibilidad al antibidtico

¥ clasificorios on Sensible, Intermedio y Resistente a laos

18 diferentes antibibticos recemendados en la bibliograffa

(Tabla No. 2}

De las 28 capas de fscudomonas aeruginesa el 100/ fu€

resistente a 7 de los 18 antibibftices (38.88% ) Probados.

El 60.71% de las cepas fud sensible a la Polimixina 8 y el

53.57% a la Cefoperazona,

El 39,284 de las cepas fueron intermedias o la Polimi

‘xina 8 y ol 33.71k a la Cefopernrona,

Ninguna cepa fud resistente a ia Polimixina 3, mientras

ol 10.71% fud resistente a la Cefoporazona (Tabla No. 3)

La Ceftazidima, Carbenicilina vy amikacina inhibieron al

25,000, 17.57/% Yy 39.28% do las cepas aisladas res'pectivnmunto.'
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El 39.28%;, 6.42% ¥y 14.028% de las cepas fueron Intormedias
a los mismoes. La suma de Sensible e Intermedio da resulta-
~dos Superiores on los 3 antihibticos Gho2l3, G3.99.0 y 53.56%

respectivamente (Tabla No. & )

S5e obtuviecron 19 diferontes patrones de resistencia en

28 cepas de¢ Pscudomonas acruginosa, repitidndose 7 patrones,

2 casos so. repiticron 5 veces y 3 sc repitid 2 (Tabla No. 5}

-Una alternativa en el diagnéstico bacterioldgico es el
uso de resistotipos, de las 28 copas de Pseudomonas aerugino
Sa aislqdas, al 100% mostrd el siguiente patrén de resisten-—
ciacz
cTX, ND, TE, MM, KA, A, E. (Ver lista de abreviaturas)

Lo Gue puede ayudar en la Identificacibén y tratamionto de -

las infecciones por Pscecudononas aeruginosa en cl Hospital

de. Zona de la Clinica No. 25 del I.M.S.S.




TAQLA No. 1

Oorigen do 28 cepas de Paeudomonan aeruginocaa

No. DE Fee DE .
MUESTRAS MUESTRAS CEPAS AISLADAS - %
le= Coprocultivo 268 5 . - 21,86 .
2a= Cutanec (horida '
Opsrntoria. o5~
cara, wuidn, 61
cera, diflisis, . :
drenaje.) FLY) 8 il L 23633
3.~ Expectoracilin
bronquoal y = .
tragquoal 163 TS . 3.07
4.~ Exudado Parin 50 3 0.46
goo ’ -
5e«= Exudado Ocular 20 1 5.0
6.~ Exudado Utico 9 3 33433
7 7wn Exudado Vaginal G290 . R BN 7Y- 1
" 84 Urocultive 1660 ‘ 2 22
Total 3,300 28 copas 0.848%

3,300 muestras - 100%
‘28 cepas - 0.848%
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TABLA Noe. 2

. Paramotros do Interpretacifn de Sensibilidad, Intermedio -

¥ Resistoncia de 28 Cepas de Pscurdomonnas aeruvninosa a 18 an-

r uinosa
tiﬁxsticos-
ANTIBIOTICUS CONC. EN EL DISCO SENSIBLE  INTERMEDIO RESIS
TENTE.
1.~ Cofoparazona 75 mege 15/28 10/28 " 3/28
2+~ Coftazidima 30 mcge. 7/28 11/28 10/28
3.~ Cofotaxima 30 mege 0/28 0/28 28/25
ho- Ace Nalidixico 30 mege 0/28 0/28 28/28
5.~ Tetraciclina 10 mcge 0/28 o/28 28/28
6.~ Enoxacina 10 mez. 0/28 /28 2h/28
7+~ Cefnlotina 30 mcge 1/28 o/28 27/28
8.~ Carbeonicilina 100 mege. 5/28 13/28 10/28
9.~ Amikacino ) 30 meg. 11/28 4/28 13/28
10.-‘Trimetropim-
: Sulfametoxaw~ 25 mege o/28 0/28 28/28
50 N
1l.~ Netilmicina 30 mcge 5/28 7728 16/28
12,~ Gentamicina 10 mcge 0/28 10/28 18/28’
13e< Polimixina-B . - - 300 u ) 17/28 11728 ‘o/28
. 1“.-~K;namicinﬁ. 30 mege 0/28 . 0/58 a 23/2é
Jf715.— Ampicilina 10 mege o/28 0/28 28/28
: 16.~ Trisulfa 150 U o/z28 1/28 27/28
17.= Cloranfenicol 30 mcge o/28 2/28 26/28
18,- Eritromicina 15 mcga o/28 o/28 28/28
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TABLA No. 3

Antibibticos dnocuos y efectivos contra Cepas de -
DPscudomonas aeruginosa sislandos en ¢l Hospital de Zona -

/do 1a Clinica No. 25 del I.M.S5.S.

ANTIBIQTICO CONC. EN EL DISCO SENSIBSLEY INTERMEUIOX RESIS=-
- TENCIA.
1.~ Cefotaxima 30 mcge 100
2. Ace Nalidi- 20 meg. 100
xico :
'3e~ Tetraciclina 10 mcge o o 100
4e= Trimetropim=
Sulfamotoxa- 25 mege [} [ 100
zol .
S50~ Kanamicina 30 wega o 0 100
6a=~ Ampicilina 15 mogae 100
7+ Eritromicina 15 mog. o o 100
By~ Polimixiua O B 300 U 60.71 39,28 QL0 L
9.+ Cefoperazonna 75 mcg. . 53.57. - 35471 10.71

30




TABLA No. &

Efecto de Ceftazidims, Cardsnieilina y Amikacina cone

tra Copas de Pseudomonas aesrugincsa y suma de Sensible o'Ip

termedio de los mismos.

ANTIBIOTICOS CONC. EN EL DISCO SENSIBLEX INTERMEDIOX SUMA DE
. Seo @ I
14~ Coftaridima 10 meg 25.0 39.28 64,28

24~ Carbenicilina 100 mcg 17457 86,43  63.99

3,- Amikacina 30 mog 39.28 14,28 53.56




TABLA Mo. §

19 Patrones de Hesistencia en 38 copns de Pneudomonas

acsruginosae

No. Poila
PeRe &:p;:td;g Patronvs do Rosistoncdie ( Palt. )
Cepas.

Le= 149,15 CTX,ND,TE,ENX,CF,i M, T yKAyA,TS,CL E

2om 2 CAz.CTx.Nu,Tm,uux,cp,cu,mu.ur.au,xA.A,Ts,CL,E

3e- 3 CAZ,CTX ND ,TELENX ,CF ¢ MM NT KA A, TS5, CL,E

o= 4,6 CTX,ND,TLC,ENX,CI, MM ,GE,KA,A,TS,CL,E

'5.: 5,23 CAZ,CTX,ND,TE,ENX,CF,CB,AK,MM,NT,GE,KA,A,TS,CL,E

6.= 7,17,22 CTX,ND,TE,ENX,CP,MM,KA,A,TS5,CL,E

Tem 8,14  2TX,ND,TE,ENK,CF,CB MM, GE KA, A TS, CL,E

8. 10  CTX,ND,TE,ENX,CF,MM,GE,KA A, T5,E

9em 11,20 CTX,ND,TE,ENK,CF,AK, MM, NT (GE,KA A, TS CL,E

10.- 12,13 CPP,CTX,ND,TE,ENX,CF,Cl,AK MM, NT ,GE KA A, TS, CL,E

13em 16 CFP,CTX,ND.TE,ENX.CP.CD,AK,MH.NT.GE.KA,A,TS.CL.E7

12,4 18 CTX,WD,TE,CF ,AK,MM,NT,GE,KA,A,T5,CLk

13.-: 19 CAZ,CTX,ND,TE,ENX,CF,HM,NT,GE,KA,A,TS,CL,L

1h - 21 CTX,ND,TE,CB,AK,MM,NT KA ,A,E

15.~ 24 . CAZ,CTX,ND,TE,ENX,CF jAK ,1M,KA,A,TS,CL,E

164~ 25 CAZ,CTX,ND,TL,ENX,CF 4AK MM,GE KA A, T5,CL,E

17 .= 26 CAZyGCTXyND,TE,CF o AK oMM NT Gl y KAy Ay TS ,GL 13

18,- 27 CAZ,CTX,ND,TE,ENX,CF,CB,AK,MM,GE KA, A,TS,CL,E
“19¢m - 28 @Tx,xn,@E}cv,Ax,vnnNT,KA.A.Ts.cn,u

32




E) .- DISCUSION

A partir de 3,300 Mucstras diversas se ailslaron 28

cepas deo Pseudomonas aeruginasa (Tabla Noe I)e

La Muestra Cutanea fué la que proporciond ol mayor
nGmero de cepas, 8§ de 248, no sicndo fste ol mayor porcen
taje, el cual fud obtenido por el Exudado Otico 3 do 9, -
lo que réprasenta un 33,33%. £1 menor porcentajo sc obtuvo
an el Urocultivo 2 de 1660, lo que represonta un Oal2%

Las copas de Pscudomonas aeruginosa aisladas fucron

corroboradas con la Cepa Patrfn por pruebas Bioquimicas, asf
“como la produccibn de pigmentos, acumulacidn on la Superfi -

cie de una nata en medios lfquidos y nlor.

La Técnica de Kirby-Bauer nos permitid determinar la
Sensibilildad, Intermedio y Roesistencin de las Cepas de Pseu

domonas aeruginosa a diferontes antibilticosa

Comparando los resultados con los trabajos, de Pare =

des ot al, en 1986 (21) en ol cual la Cefotaxima inhiben al

95% de las Cepas de Psoudomonny aeruginesn vy rnlo cl 3% fué

résiétonte. En el prescente trabajo roportamos quo el looﬁ da
léa Cepas son resistentes a 8sto uﬁtibl6tico. Por otro lados
Bi Cloranfenicol fué reportado con un 7.5% deo Sensibilidad -
 y nosotros.encontramos que el 100X de las Copas son toaiatéﬂ
‘tes.
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Nuestros resultados concuerdan con los de Parcdes
et al, en 1986 (21) en el 1004 de Resiatoncia a Ampici-
- ldna, Cefalotina, Kanamicina y Acido Nalidixico.

Comparando con los resultados de Giraud et al, en
1986 (B) la Gentamicina muoestra Parametros de resisten-

cia similares, 55.5% y 64.285 en nuestro estudio.

De las 28 Copas de Pscudomonas aeruginosa. i fueron
resistentes a 16 de 18 antibibticos, 3. a 15 de 18, 5 a 14
de 18 etec. lo quo demuestra la resistencia tan marcada =

gue tiene Ssta Lacteria a los antibibticos.

La Caftazidima, Carbenicilina y Amikacina mostraron
Qn Intormedio que significa que no es ni enteramente Seﬁ-
sible ni totalmonte Resistonte y que su erradicacidn es =
posible en ciertas condiciovnes do administracién, o bién

con antibidticos cuya posologia pucde ser olevada (25) -

La Polimixina B y la Cefoperazona soll 1os & mejores
antibifticos que se doben utilizar en el liospital de Zo -
na Clfnica Noe« 25 contra las Pseudomonas apgruginosa. por

que 8stos son los mAs efectivos. (Tabla Noe 3)

- Z_Es'probable quo  los 7 Patrones de Resistencia que =
s¢ repitieron en algunos casos de 2 y 3 veces sean la h;g

ma Cepn respectivamento (Tabla No. 5 )
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Utin alternativa en ol diagnbuatico bhacterioldygico
es ¢l uso do Hesistotipos, sin embargoe. no bhia sido ompleada
&sta téenica en la mayorfa ide los laboratorios, por ln can
tidad do material y antibidticos quo deben ser probados, =

sain embargo ya contando con Patrones de Resistoencin como -

¢l obtenido c¢n &ste trabajo se probaria nxolo con 7 antfbio

ticos (Ver phg. 27)




F)a~ CONCLUSIONES

l.= En ol lospitnl de Zona Clinica No. 25 del I.MeSsSa -
pueden astor involucrados mfs de 19 diferentes Reais-

totipos de Psoudomonas aeruginosa ont infoccloness

TR Oﬁiuvimus'un solo Patrdn de Resistoncia confiable y‘—f;‘T

aeguro en ol 10045 de las Cepas de Pseudomonas aerugi-

nosa aisladas on el Hospital de Zona Clinica No. 25 =

del I.M,S5.5a

34~ La Polimixina 33 y la Cefoperazona son los antibibti -

cos mls afectivos contra las Cepas de Psecudomonas -

aeruginesa aisladas on el Hospital de Zona Clfnica Noe

25 del I.M.5.5.

.- La Coftazidima, Carbenicilina y Amikacina son 3 anti -
bidticos que pueden ser usados c¢n las infecciones por-
Pscudomonas soruginesa bajo clortas candiciones (camb&

- nacién y dosis olovadas).

,5.—'Sioce'AneibL6ti;pa que no deben sor usados en las infeg

ciones .por Pscudomonas aoruginosa Son Cefotaxima, Acido

" Nelidixico, Totracieclina, Trimetropim=sulfametoxazol, =

:Kanamicina, Ampicilina, Eritromicina ya que el 100% de

las Cnpag son Resistentes.
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G)a= APENDICE

A).=.Modios dg Cultivos

1)e~ Agar Citrato de Simmons (LAB. MERCK)
2)e~ Agar de fenilalonina (LAB. BIOXON)

3)e- Agar Kligler {(LAil. BIOXON)

#).= Agar MacConkey (LAD, MEQICK)

5)s= Agar Vorde brillante (LAB. MERCK)
. 6)ew Agar Se5. (LABe BIUXON}

7).- Caldo do infusibn cerebro corazbn (BHI) (LAD.. BIDICO)
8).~ Caldo do lisina (LAB. BIOXON)

9)}.- Caldo Malonato (LAB. BIOXON)

10),= Caldo Selenito (LAD. BIGXON)

11).= Caldo. tetrationate (LiB. BIOXON)

12).- Caldo Urea Sacarosa (LAB. BICGXON)

13).- Decarboxilacibn de (lisina ~ornitina —argininn)l

(LAB,. DIOXON)
14} .- Medio EMB Agar (LAD. HERCH)
15).~ Modio gelosa Chocolate (LAB. BIOXON)

16),~ Medio gelosa Sangre {(LAB. BLOXON)

T 17) - Medio MIO (LAB. IIOXON)

18).= Medio MR- VP (LAB. BIOXON)
19) .= Modio OF (ilugh y Loifson) (LAB. DBIOGXON)
20),~ Medio M{eller-iinton (LAB. BIUXON)

21) .~ Medio SIM (LAB. HYUXON)

22).- Medio Lfquido de. Tioglicolato {3) LAD. MERCK)
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B) .~ Colorantes

":I){;

b)e=

Cristal Violeta

Seluciba A

Cristal. Viclotnses

Alcohol etilico (95%)cecceccsnsccancsacee

Solucibn 1

Oxalato do AMONiCececcsscsscvsvsccscvrcoacss

Agun destiladaccsicacsnscscanencsssnnecnce

Diluir 1: 10 con agun doutil#dn

Safranina

Safraninf.s.ceseseosssscessnrssrseasasnocs

Agun doStilodBiessesseisnriancoceasoncana
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20 gre

100 ml.

1 gre

100 ml,

0,5 gre.

100 ml.




1Esis WO DEBE
S:E\‘Rh pE 1A g(BLINTECA

Cle= Ronctivos

L.~ Alcohol ~acotona
Alcohol 0t£1ico 95%.cacvcccracncrscancannn 100 mi,

Acetonaceerssncensessrcrssscsoscssvionavas 100 nl,

2e= Catalasa
Peroxido de Hidr&genoOssseseseacsmasnsoans 30%
(Superoxal) Conservar en frasco color.caramg

lo. Pvitar la innecesaria exposicidn a 1 luwx.

3e.= Fenilalanina ~deosaminasa
Cloruro Flrrico (Fncls)-......-......... 10 gr.

Agua destilada, Ce B¢ Peacecsssvsconacnns 100 ml.

44+ Kovaca para el Indol

Alcohol amflico § ImoamilicOecsasveseson 150 ml,

P=dimeotilaminobenzaldehidoOsessasncecacasns 10 gre

Hcr (cone) 50 ml.
5.~vLugo;

YO0dOeseseasnssssenevssresnctrssascnsanes 5 g&e

Yoduro d¢ POtasSiOesssesseacescascnccascs 10 gr.

Agua destiladace.cssecsscciosiosstasins 100 @l -
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6).~

)

8)a-

Oxidasa

Totramotil ~P- Fenilondiominf.ecceosaess-scssces
Agun destiladfearsssrer v -esrsssornsmansenscsaa
Rojo de Metile

Rojo de MetillOeess-+ wescenscscscnnnecnsmncuven

Alcohol Etf1icOcasieacavssanccasanstsivosasannnan

Agun destilndfeececcssor.r.cr. sesveassasvrensancne

Alfa~-Naftilnminfeeceasavecssnssncsresarssasnene

Dimetil -Alfa -NnftilaminGe.eessesiceneoccinne

1

100

0.2
300

200

5
6

Acido Ac8tico (5 N}, 30%eecri's "evenscasesasselOOO

Reactivo A

BT e

@mla

BT -

mly

mla

grs.
X,
mi.

Acido Sulfanilice (Acido para aminobencono=Sulfoni=

codacecenn...

e msesevaseatrtcavobsans nmaemen

8

Acido Acktico (5 N) 30%eeee.civ.sevossncanras 1000

Reactivo . B

Voges ~Proskauor
Alfa ~NoftOlaessecs -msonenrnerncrncvraasssasen
Alcohol Et£11co (OBSOLULO)eecseenercarnocancs
Hidréxido de Potasioc.......

Agua destiladfecesecacioons.

5

100
4o
100

Ersa.

mle

Bre
mla
srs

al.

(1k%)
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