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INTRODUCCION

Algunas especies del género Salmonella durante mucho tiempo se han
considerado como agentes etiolégicos de infecciones sistémicas,
gastroenteritis y envenenamientos alimentarios, estos dos ultimos
padecimientos generalmente no ameritan tratamiento con
antimicrobianos; sin embargo, si se emplean en numero limitado, en
el tratamiento de gastroenteritis severas e infecciones sistémicas

(1).

Con objeto de administrar el fdrmaco mdas adecuado para estos
Amicroorgcnismos. se ha empleado para determinar cual serfa el
me jor, la prueba de sensiblidad "in vitro" frente a diferentes
antibiéticos; esta prueba ampliamente conocida es el método de
difusién, empleando discos de determinada concentracién Y
teniendo cuidado de seguir todos los lineam‘ientoa establecideos por
Kirby-Bauer (2). También se utilizan otros métodes 'in vitro"
como el de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) considerado
como el mds preciso para conocer la ‘accién bactericida o
bacteriostdtica de los fdrmacos, pero como este método es el més
laborioso y de mayor costo, no se emplea frecuentemente (3). El
siguiente trabajo se llevd a cabo con el propésito de determinar
si existe correlacién entre los resultados obtenidos por loﬁ dos
métodos, utilizando como microorganismos a probar cepas aisladas de
hemocultivos, secreciones Y materia fecal, de nifios que asisten a
la consulta externa o permanecen hospitalizados en el Inatituto
Nacional de Pediatrfa y que se enviaron. al laboratorio de

Bacteriologia.



Los métodos empleados, como ya se menciond, fueron el de Kirby-
Bauer (método de disco) y el de la CMI, los antibidéticos fueron

ampicilina, amikacina, cloranfenicol y gentamicina.




GENERALIDADES

Con el objetivo dé atacar las infecciones bacterianas en el hombre,
se han utilizado los antimicrobianos, substancias o fdrmaces
derivados del metabolismo secundario de un microorganismo u
obtenidos de una sintesis quimica y que inhiben el crecimiento de
los microorganismos ocasiondndoles a veces un dafio irreversible

(4).

La literatura demuestra que hay una continua investigacién sobre
los agentes antimicrobianos, ya que a medidu'qpe se emplean, su
accién va disminuyendo debido a la seclecciép de cepas gue no son
susceptibles a estos fdrmacos, Esta selecciér se debe algunas veces
al uso indiscriminado de dichas sustancias, jor el empleo continuo
de ellas en las infecciones, dando origen a epas resistentes (5).
La resistencia de un microorganismo puede dederse a dos diferentes
mecanismos; a la mutacién o al intercambio genético. La primera es
poco frecuente y se presenta al azar dando como resultado una
modificacién en la susceptibilidad al agente, sirviendo sélamente
como un agente selectivo que favorece la supervivencia de
microorganismos resistentes sobre los no resistentes, una vez que
se ha producido la modificacién genética y ésta se ha expresado
fenot{picamente. La segunda fo;'ma de resistencia se debe a genes
presentes en el cromosoma bacteriano o en el 4cido
desoxirribonucleico (ADN) extracromesémico y que se conoce Como
pldsmido o factor de resistencia. El caracter resistente puede

transmitirse de una célula que lo posee a otra que no lo tiene, por



medio de transferencia de material genético por los fendémenos de

transformacion, conjugacién o transduccion ( 6 ).

La historia de 1la quimioterapia o sea el empleo de estas
sustancias, se divide en tres periodos. En el primero, el cual es
el mds antiguo, las sustancias capaces de curar una infeccién por
accién sistémica, fueron productos naturales de las plantas. El
segundo fue la era de la. sintesis y en el tercero retornan los
. productos naturales de las plantas, aunque son de un orden mucho

menor o sea hongos y bacterias gue producen antibidticos ( 4 ).
1. ALCALOIDES

En el afio 1619 se realizé el primer tratamiento eficaz contra la
malaria en la esposa del gobernador espafiocl del Peru, usando un
extracto de la corteza de chinchona. También en América del Sur
se empled la raiz de la ipecacuana como tratamiento de la
disenterfa amibiana. Hasta principios de este siglo se emplearon
los extractos que actualmente se utilizan, de la quinina y la
emetina asi como derivados de elloa, que constituyen la unica

guimioterapia curativa contra la malaria y la disenterfa (4).

2. COMPUESTOS SINTETICOS

Estn.s sustancias se utilizaron inicialmente como agentes
quimioterapéuticos en Alemania en 1909 por Ehrlich, quien
descubrié el salvarsén, util en el tratamiento de infecciones
por protozoarios. Los compuestos derivados del arsénico solo

eran Gtiles para los protozoarios y no para las bacterias, 'pero



al observar que los treponemas eran también susceptibles 'a estos
compuestos, se creyé que esto se debia a que se trataba de una
clase diferentes de bacterias, Con el descubrimiento del
prontosil, se descarté la creencia de'que las bacterias no eran
susceptibies a sustancias no téxicas para el hombre. El
prontosil es el precursor de las sulfonamidas, empleadas desde
el aflo de 1935, A partir de este aﬂov comienzan nuevas
investigaciones que continuan hasta nuestros dfas, para la

sintesis de nuevos agentes antimicrobianosg ( 4 ).

ANTIBIOTICOS

En 1940 Florey demostré que }a penicilina obtenida por Fleming
en 1929, podfa utilizarse para combatir un gran numero de
infecciones, constituyendo esto el principio de la era de los
antibidéticos ya gque sustituyeron a las sulfonamidas en el
tratamiento de las enfermedades causadas por estreptococo

hemolftico, neumococo, Neisserja gonorrhoeae y N. meningitidis

(4).

La penicilina, ademés de ser Gtil para las enfermedades cuyos
agentes etioldégicos no eran susceptibles al tratamiento de

sulfonamidas, tambidén era una forma de tratamiento para aquéllas

. susceptibles., As{ pues, la penicilina puco utilizarse cuando en

los affos de 1940 se obhservé resistencia a sulfonamidas en
gonococos, estreptococos hemoliticos Yy neumococos;

posteriomente, veinte affos después, a meningococos (4).



Entre los agentes antimicrobianos mds importantes tenemos los

siguientes:
a. SULFONAMIDAS

Las investigaciones de los quimicos Klarer y Mietzsch en 1932
condujeron a la obten;ién del prontosil o sulfonamido
crisoidina y varios otros colorantes azoicos que contenfan el
grupo sulfonamida; pero se le reconoce a Domagk el
descubrimiento, en 1935, del valor quimioterapéutico sobre
eﬁfermedades producidas por estreptococos hemoliticos, que le

valié el premio Nobel de Medicina en 1938 (7).

El término sulfonamida se emplea como un nombre genérico de
los derivados de la para~aminobencenosul fonamida ]

sulfanilamina (6).

El prontosil "in vitro" es inactivo, pero en el organismo se
degrada a p-aminobencenosulfonamida, que es la mitad

quimioterapéutica de la molécula (6).

El reguerimiento estructural minimo para la accioén
antibacteriana es que el azufre esté unido directamente al
anillo de benceno y que el grupo amino se encuentre en
posicién para, de esta manera se retendrd como tal o serd
reemplazado por radicales que puedan ser convertidos en los
tejidos a grupos aminos libres (6). Las sulfonamidas

presentan actividad inhibitoria sobre un amplio espectro de




especies Gram positivas y Gram negativus.vast como frente a
Nocardia, Chlamydia y ciertos protozoarios como Plasmodium y

Pneumocystis (6).

N

Son andlogos estructurales del Acido p-aminobenzoico (PABA),
precursor del 4cido félico, interfiriendo por ello en su
sintesis, ya que inhiben la formacién de 2-amino-4-hidroxi-6-

* dihidropteroico (6).

También compiten con el PABA para ocupar el sitio activo de
la enzima, adem&s de actuar como sustratos alternos para la

dihidropteroato sintetasa (6).

Los microorganismos que tienen la capacidad de sintetizar el
4cido félico son sensibles a las sulfonamidaa, mientras que

aquéllos que lo requieren preformado no son susceptibles (6)

La resistencia a las sulfonamidas se debe a lo siguiente:

- Algunas cepas sintetizan una enzima, sintetasa del é&cido

félico, que tiene poca afinidad para las sulfonamidas.
- Cambios en el mecanismo de retroalimentacién

- Una produccién mayor del A4cido p-aminobenzoico, el cual
contrarresta el control de retroalimentacién, haciendo

que la bacteria no sea susceptible a las sulfonamidas o



sea que interfieren con 1a produccién enzimdtica y su

funcidén (4).

b. TRIMETOPRIM SULFAMETOXAZOL

Es una combinacién de dos quimioterdpicos, uno perteneciente
a la familia de las sulfonamidas (sulfametoxazol) y el otro a

la 2.4-diaminopirimidinas (trimetoprim).

La accién bhacteriana del_ trimetoprim es similar a la de las
sulfonamidas, aunque es 100 veces més potente que las
sulfonamidas contra bacterias Gram negativas. La capacidad de
inhibir 1la multiplicacién bacteriana se debe a que cada
componente actua en etapas diferentes de la sintesis del
dcido tetrahidrofélico o sea que la sulfonamida inhibe la
inc[)rporacion de PABA en el 4cido f6lico y el trimetoprim,
por otro lade inhibe 1la reduccién de dihidrofolato a
tvetruhidrofoluto. El mecanismo de registencia bacteriana al
trimetoprim sulfametoxazol se asocia también a la presencia
de plésmidos que pueden ser transferidos a otros

microorganismos susceptibles por conjugacidén (6,7).

PENICILINAS

La penicilina es un- antibisético muy importante. Fue
descubierta accidentaimente por Fleming en 1929, cuando
traba jaba con cepas de estafilococo, observando que un moho

habfa contaminado unos de sus cultivos causando lisis a las



bacterias que lo rodeaban. Como este hongo.eyu del género
eni lium, Fleming le dié el nombre de penicilina a la
sustancia bacteriana producida por P, pnotatun; pero fue hasta
1939 cuando adquirié la categoria de medicamento de accidén

general en el organismo (7).

La molécula de penicilina se ha manipulado quimicamente y se

- han producido compuestos naturales y semisintéticos (6),

El término penicilina es génerico para todo el grupo. Su
estructura bdsica consiste en un anillo tiazolidinico, unido
a un anille beta-lactédmico, unido a su vez a una cadena
lateral que determina lag propiedades antibacterianas vy

farmacolégicas del compuesto (6).

Las penicilinas naturales son las producidas directamente por
algunos hongos del género Penicillium come la penicilina G o
bencilpenicilina que es la mds importante, siendo efectiva
contra bacterias Gram positivas y Gram negativas (6). La
penicilina G se inactiva por 14 enzima  bacteriana
penicilinasa y el pH 4cido del jugo gustrico, debido a esto
se obtuvieron penicilinas semisintéticas, por medio de lo

siguiente:

~Incorporar precursores especificos a los cultivos de

hongos.
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~Modificacién de la sintesis del Acido 6-aminopenicilénico,
donde 1o Unico que los diferencia es la cadena lateral

(7).

‘ Las penicilinas semisintéticas se dividen en dos grupos:

a. Las penicilinas resistentes a la penicilinasa, grupo en el
cual una modificacién de la cadena lateral protege en
contra de la enzima a! anillo beta-lactdmico, sin
disminuir su actividad antibacteriana; algunas de ellas
son la meticilina, naficilina, que son &4cido ldbiles y las
isoxazolilpenicilinas {cloxacilina, dicloxucilinq;

oxacilina) que son 4cido resistentes.

b. El otro grupo es el de las penicilinas 1llamadas de amplio
espectro debido a su capacidad para actuar sobre
microorganismos Gram positivos y Gram negativos, donde una
modificacién de Ja cadena leteral aumenta la actividad
contra lag bacterias, é4stas son la ampicilina Y
amoxicilina que s8on dcido estables y penicilinasa

aensibles (6),

E} mecanismo de accidén de las penicilinas consiste en inhibir
la sifntesis de algunos componentes de la pared celular
bacteriana, actuando sobre una reaccion de transpeptidacién
que va a complementar el enlace cruzado, perdiende rigidez

(6).

En general, los efectos nocivos de este grupo son las

reacciones de hipersensibilidad en el hombre (6,7). La
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resistencia bacteriana a la penicilina se debe, como Hé ha
estado mencionando, & la presencia de una enzima, la
penicilinasa, que rompe el anillo beti-lactdmico y se llama
también por ello beta-lactamasa. Es producida por bacterias
tanto Gram positivas como Gram negativas y por el bacilo

tuberculoso (7).

CEFALOSPORINAS

La primera fuente de las cefalosporinas fue el hongo
Cephalogporium acremonium, lo aislé Brotzu en 1948 en una
muestra de agua de mar cerca de un desagie de aguas negras Yy

fue oestudiada y descrita por Florey en 1955 (6.7}.

En el 1lJfquido de cultivoe de este hongo s8e aislaron 3

antibiéticos diferentes:

- Cefalosporina P, gque es activa contra bacterias Gram

positivas

- Cefalosporina N, un nuevo tipo de penicilina con una
cadena lateral derivada del 4cido D-alfa-aminodipico,

eficaz contra bacterias Gram positivas y Gram negativas

- Cefalosporina C, menos potente gue la anterior pero con el

mismo espectro antibacteriano (7).

Todas las cefalosporinas poseen un anillo de dihidrotiazina
de 6 miembros en lugar del anillo de tiozalidina de 5

miembros; las sustituciones en la posicién 7 y en la cadena
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lateral pueden alterar las propiedades antibacterianas vy
farmacolégicas; sustituciones en ‘diferentes posiciones del
anillo afectan propiedaes farmacoldégicas en mayor grado que

la actividad microbiolégica (6).

A este grupo pertenécen derivados semisintéticos del nucleo
activo del producto natural, cefalosporina C y son la
cefalotina, cefalexina, cefazolina, entre otros (7). El
mecanismo de accién de las cefalosporinas y de sus derivados
gsemisintéticos es también el de inhibir la sintesis de la
pared celular bacteriana, de manera similar a como lo

realizan las penicilinas (4.6,7).

Las cefalosporinas son inhibidas por la accién de una enzima
bacteriana 1lamada cefalogporinasa, producida por las
bacterias Gram negativas: esta enzima proﬁablemente es una
beta~lactamasa, ya que también tiene esta accion. Algunos
microorganismos producen una beta-lactamasa que actua tanto
sobre penicilina como cefalosporina y la actividad de cada

una de estas enzimas varia segun la cepa (7).

Los efectos secundarios son reacciones de hipersensibilidad
al igual que las penicilinas y ademds, en general, son

nefrotoxicas (4,7).

AMINOGLUCOSIDOS

En este grupo se han inclyfdo varios antibiéticos que tienen

una estructura anular uUnica de aminociclitol gque forma el
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armazén de cada uno de los miembros, es un derivado de
inositol en el cual sSe han reemplazado varios grupos
oxhidrilos o sustituido grupos amino. Rlgunos de los
miembros representativos del grupo son la estreptomicina,

gentamicina, kanamicina y amikacina (6).

~ ESTREPTOMICINA

Fue descubierta en 1939 por Waksman, y es producida por

Streptomyces grigseus. pero no fue hasta 1944 que que se

demostrdé que inhibia el crecimiento de algunos
microorganismos como el bacilo tuberculoso. Tiene una
base orgdnica de gran polaridad con numerosos grupos
hidrofilicos y funcionales formada por 3 componentes que
son la estreptidina, estreptosa y N-metil-L-glucosamina.
Actua sobre bacterias Gram positivas y Gram negativas y
particularmente contra Mycobacterium tuberculosis. La
estreptomicina es mds activa a pH alcalino que a pH 4cido,
por lo que se cree que disminuye su actividad si se da por

via oral (7).

Tiene efectos colaterales como e! de smer ototdxico (7).
Grandes poblaciones de especies cercanas de bacterias,
incluyendo el bacilo tuberculoso, contienen unas cuantas
células resistentes a 1,000 mcg/ml de estreptomicina, las
cuales son rédpidamente seleccionadas por el antibiético.
Es coman el aumento en la resistencia a la estreptomicina

después de unos cuantos pases en presencia del antibidtico
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“in wvitro" o después de uhos cuantos dias de haber

comenzade el tratamiento (4).

Las cepas estreptomicina resistentes, algunas veces
tienden a reducir el valor de crecimiento y virulencia,
pero muchos aparecen como virulentas como sus parientes

sensibles (4).

La resistencia se debe principalmente a mutaciones
seriadas yue modifican desde una a 20 proteinas

ribousomales, (1),

GENTAMICINA

Es un antibidtico de amplio espectro, obtenido del

‘actinomiceto Micromonospora purpurea y fue estudiada por

Weinstein en 1963 (7).

Estd formada por 3 componentes estrechamente relacionados
y son la gentamicina Cl1, C2 y CiA, gue tienen
aproximadamente igual actividad antimicrobiana "in vitro"
(7). La gentamicina puede ser inactivada por una enzima
que es la sintetasa de adenilato de gentamicina, que

constituye el mecanismo de resistencia bacteriana (4).

. Al igual que la estreptomicina, es més activa en medios
alcalines (7). Es util por su eficacia contra

enfermedades severas por Pseudomonas aeruginosa,



Epterobacter y Klebsiella. Su efectc secundario principal

es el de sger ototoéxica (7).

KANAMICINA

.Fue aislada por Umezawa en el Instituto Nacional de
Sanidad del Japdén en 1957 y se obtiene de Streptomyces

kanamyceticus (7).

Su estructura bdsica consta de dos aminoaziicares enlazados
en forma glucosidica con la 2~desoxiestreptamina. Hay
dos kanamicinas la A y B, que difieren en los grupos amino

e hidroxilo de un aminoazicar (7).

Actua tanto contra bacterias Gram positivas como contra

Gram negativas (7).

Su mecanismo de resistencia bacteriana suele deberse a un
pldsmido que produce enzimas que tienen la capacidad de

fosforilar, acetilar o adenilar a la kanamicina (7).,

AMIKACINA

Fue el primer aminoglucésido semisintético introducido

para el ugo clinico (8).

Es un derivado de la kanamicina A obtenido por una
acetilacidon continua con la L(-)-o-amino-o-hidroxibutiril
en un costado de la cadena donde estd el C-1 del grupo

amino de la mitad deoxiestreptamina (9).
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Tiene accién contra muchas especies de enterobacterias y
Pseudomonas aerugingsa Yy sSobre bacilos Gram negativos
resistentes a uno o mds aminoglucésidos incluyendo la

gentamicina y tobramicina (8).

No es detrufda por varias enzimas bacterianas excepto por

la 6-N-acetil~transferasa (6).

El mecanismo de accién de los aminoglucésidos es el de
actuar sobre la subunidad ribosdmica 30 S, interrumpiendo
‘drasticamente el cicle ribosomal en la iniciacién de la
sintesis de proteinas. E! nivel de los errores producidog
por gentamicina y amikacina es mucho mayor que el

producido por la estreptomicina (6,7).

f. TETRACICLINAS

Comprenden varios antibidéticos estrechamente relacionados,
que tienen actividad contra varios microorganismos
tanto Gram positives como Gram negativos y sobre micoplasmas,
rickettsias y clamidias(6). E! primer fdrmaco puesto en uso
en 1948 fue la clorotetraciclina o aureomicina, en 1950
aparecié en el mercado la terramicina producida
respectivamente por Streptomyces aureofaciens y Streptomyces

. rimosus (7).

Al conocer la estructura quimica de estos dos compuestos se
confirmé la similitud que habfa entre ellos proporcionando

las bases de la sintesis de la tetraciclina en 1952 que es un
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derivado gsemisintético de la clorotetraciclina. Se
encuentran ademds varios derivados semisintéticos como son la

doxiciclina, minociclina y metaciclina (7).

Las tetraciclinas son derivados de la naftacenocarboxamida
policfclica, cada compuesto varfa conforme a sus cambios en
los vradicales en diferentes posiciones de la molécula

original (7).

Su mecanismo de accién se debe a la inhibicién de la sintesis
de protefnas en la subunidad ribosémica 30 S tanto de las
células procariéticas como eucaridticas, gsiendo més
eficientes como inhibidores de las primeras que de estas

ultimas (6).

.Unos de los efectos colaterales mas indeseables, asociados a
la.administracion de tetraciclinas naturajes, se debe a la
;;completu absorcién por via oral, que produce eliminacién de
la flora intestinal y el posible desarrollo de una infeccidén

secundaria (7).

La resistencia Dbacteriana a las tetracicliinas se debe
predominantemente a que presentan impermeabilidad al

antibidtico, involucrdndose como responsables a:
- Cambios en los receptores especificos para el antibidtico

‘- Pérdida de la capacidad para el transporte activo a través

de la membrana celular
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- Cambios estructurales en uno o varios componentes de la

pared celular que afectan de una manera inespecifica (4).

CLORANFENICOL

Es un antibiotico producido por Streptomyces venezuelae, que

fue aislado del suelo de Venezuela en 1947 por Burkholder

(7).

Eg activo contra bacterias Gram. positivas, Gram negativas,

rickettsias y clamidias (7).

El cloranfenicol se distingue de otros antibidticos natural;;
en que se deriva dél 4cido dicloroacético y contiene un
nitrobenceno. Es inactivado por enzimas bacterianas que
reducen el grupoe nitro Yy lo convierten en un drupo amino

aromatico primario. hidrolizando el enlace amidico (6).

Su mecanismo de accidén consiste en inhibir el crecimiento de
las bacterias, interfiriendo con la sintesis de protefnas
uniéndose a la subunidad ribosémica 50 S y, en consecuencia,

inhibiendo las uniones peptidicas (6,7).

Sus efectos secundarios son las reacciones de
hipersensiblidad asf{ comoc también la aplasia de la médula

osea (7).

La resistencia bacteriana al cloranfenicol se debe a 1la
accién de varias enzimas entre ellas la acetilasa, que la

inactiva para actuar sobre la sintesis de proteinas. En
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’

algunas ocasiones la resistencia puede deberse a una mutacién

espontdnea (7).,

. ERITROMICINA

Fue descubierta en 11952 por Mcguire, en Jos productos

metabdlicos de Streptomyces erythreus (7).

Eg un miembro de los antibiéticos llamados macré!idos,

caracterizados guimicamente por poseer un anillo macrociclico

de lactona de 12 a 22 Atomos de carbono unidos a 1 o més

azucares (6).

Su mecanismo de accién es gemejante al del cloranfenicol,
pero puede competir con l!a fijacidén de cloranfenicol a la

subunidad ribosoémica 850 S (6).

Se emplea como tratamiento en ,pacientes con enfermedades

causadas por estreptococos del grupo A o por neumococo (7).

La resistencia bacteriana a la eritromicina es una propiedad
genéticamente controlada por ribosomas y puede ser mutacional

o mediada por plésmidos (6).

El efecto secundario es el de causar reacciones de

hipersensibilidad (7).
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i. POLIMIXINAS

Fueron descubiertas en 1947 y constituyen un grupo de
antibiéticos similares (polimixinas A, B, c, D v B

elaboradas por diferentes cepas de _Bg_g_i_l_-l_ug polymyxa (7).

En general, las polimixinas son decapéptidos que contienen un
alto porcentajye de dcido 2.,4~aminobutfrico, un dcido grasov y
una mezcla de D- y L-aminocdcidos. Las puelunixinas empleadag

son la By E (7).,

Actuan sobre bacteriag Gram positivas, uniéndose
especf{f{icamente a la superficie de la membrana celular,
modificando su estructura y sus propiedades osméticas,
produciendo como consecuencia una pérdida de metaholitos e
inliibiendo procesos biogufmicos (6). No es frecuente la
aparicidén de resistencia bhacteriona a la polimixina B en la

mayorfa de las especies (7).

Los efectos secundarios observados son la neurotoxicidad y la

nefrotoxicidad (7).
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SUSCEPTIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS

Una vez sefialado el efecto de ciertas sustancias sobre los
microorganismos, Fleming describe el primer m:todo para determinar
la susceptibilid"ud "in vitro". La técnica empleada fue la de
"piaca en surcoe"”, que congiste en quitar una tira de una caja con
medio de agar, dejando un surco donde se coloca un extracto de
hongos, las bacterias a probar se estrian perpendicularmente al
gurco, posteriormente se observa el crecimiento, interpretandolo
como resistente =i estd presente hasta el surco y sensible en el

caso de no observarlo cerca de éste (10).

A medida que han aparecido nuevos antibi6ticos, su uso ha sido
indiscriminadeo ya que se ve que después de algun tiempo se eleva el
nimero de cepas resistentes, de aquf que sea entonces necesario
desarrollar otras pruebas que permitan conocer la susceptibilidad a
varios antimicrobianos no sintetizados por hongos para tener un

tratamiento eficaz (10).

M principios de la década de los 40 las pruebas de susceptibilidad
se realizaron en caldo, vy actualmente sirven como método de
referencia, puesto que dejé de ser practico, por la gran cantidad
de material que se requiere; en 1943 Foster y Woodruf reportaron el
uso de tiras de papel filtro impreanadas con diferentes

antibiséticos (10).

Vincent y Vincent en 1944 introdujeron el uso de discos de papel
filtro impregnados con los antibidéticos, aui.entando asi el numero

de los que se podian probar al mismo tiempo. En 1945 Morely agregé
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otra variante al método, o sea discos de papel filtro secos
conteniendo los antibidticos y evitando el uso de soluciones

recientes (101.

Bondi y sus colaboradores establecieron la necesidad de emplear
patrones para las diversas concentraciones, utilizando diferentes
" diacos, siendo dsta la primera pauta para las aplicacienes clinicas

practicas en el tratamiento de enfermedades infecciosas (10,11).

En esta época se pensd que el didmetro de la zona de inhibicion era
proporcional a la sensibilidad, posteriormente se demostrd que el
tamafio de la zona de inhibicién dependis de las propiedades.
fisicoquimicas que determinan la velocidad de difusién en el agar
“in vitro" y no estd necesariamente relacionada a la actividad del

antibidtico "in vive" (10).

En 1953 Scheneierson desarrolld una prueba semicuantitativa que
utilizaba dos tubos de caldo con diferentes concentraciones, una
alta y la otra baja. Los microoréanismos altamente registentes
crecian en ambos tubos; los de susceptibilidad intermedia sélo
crecfan en el! tubo de menor concentracidn R4 los muy sensibles no
crecian en ninguno de los dos tubas. Esta prueba se modificé
usandoe en vez de tubos, dos discos de pepel filtro, uno de
concentracién alta y el otro de baja; los microorganismos
registentes crecfan hasta el borde de los doz discos, los
intebrmedic;ﬁ eran inhibidos por el disco de mayor concentracién y

1os sensibles mostraban zonas de inhibicién en ambos tubos (10).
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Con el fin de poder proporcionar resultados mds rdpidos, o sea en 4
h, en 1956 Base y colaboradores desarrollaron un método utilizando
agar sangre al 20 %, colocando sobre su superficie una capa de agar
de infusién cerebro corazén conteniendo el microorganismo a probar
(especialﬁente se usé este método para Dbacterias de rdpido
crecimiento), sobre esta capa de agar se colocan los discos con los
antibiéticos y después de 4 h se observa si hay cambio o no en el
color Ael agar sangre alrededor de los discos, debido a la
presencia de productos bacterianos que reducen a }a hemoglobina, si
el color de la sangre es igual al resto de la caja significa que la
bacteria es resistente y sf es més brillante es sensible al

antibidtico (10).

A fines de la década de los S50, las ﬁruebus de susceptibilidad
antimicrobiana 1llevadas a cabo en los laboratorios clinicos,
constitufan un problema serio debido a que se carecia de un método
patrén aceptable, ya que habfa variaciones en el empleo de las
concentraciones de los antibidticos, medios de cultivo, técnicas de

inoculacien, tiempo de incubacién y lectura de los resultados (10).

Anderson fue el primero en estandarizar la metodologfa, empleando
soluciones patrones para las concentraciones en los discos , medio
base de agar tripticasa soya, indéculo en una concentruci&n
aproximada de 10° microorganismos/ml, tiempo de incubacién para el
desarrollo de las bacterias y la difusién del antibiético de 18 h,
utilizando para la lectura de 1los resultados una regla e

interpretando los halos conforme a una tabla de conversidén (10).
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Bauer y Kirby introdujeron en 1968 \;urius modificaciones en la
prueba de Anderson, desarrollando la técnica que lleva su nombre y
se acepta actualmente por la Administracién de Alimentos y Drogas
(FDA): se usa como medio ideal el agar de Mueller-Hinton, la
concentracién del inéculo es la misma que la de Anderson, los
digscos de papel filtro son los llamados de "alto poder" para que se
produzca una difusién homogénea y sea fdacilmente reproducible (lo
que no sucede con discos de baja concentracién). el tiempo de
incubacién es de 18 a 24 h a 37° C y la lectura de los resultados
ge vrealiza miaiendo los halos de inhibicién con una regla a
trasluz, interpretédndose el tamafio del halo de inhibicién en tablas

(3,10).
a) METODO DE DISCO

Las hases que permitieron gque el método de disco sea
reproducible, se establecieron debido a que se tomé en cuenta lo

siguiente:

ZONAS DE_INHIBICION

Las wvariables que influyen en la formacién de la zona de
inhibicién son la potencia del disco, que es la cantidad de
antibiético contenido en el disco y depende del volumen
retenido, o sea que cuando se coloca sobre la superficie del
agar inoculado, el disco absorbe agua del agar y el antibidtico
se dif\;nde: la concentracidén de éste depende del volumen de agua
absorbida y la cantidad del antibidtico retenido en el disco, el

antimicrobiano comienza a difundirse en tres dimensiones pero
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esencialmente es en dos, hacia el fondo y lateralmente sobre la
guperficie del agar, momento en el cual se produce un cambio en
el gradiente de concentracidn. Conforme pasa el tiempo, 1la
concentracién va disminuyendo y el dismetro de la zona se hace
visible; por lo tanto, el valor de la difusién del antibiético
depende de varios factores como son la concentracién de éste en
el disco, tamafio y forma de la molécula, viscosidad del agar,
temperatura de incubacién y contenido ién.co del medio. - Bajo
condiciones controladas se considera comc un valor y se llama

coeficiente de difusién (2,3).

Algunos antimicrobianos producen una zona de inhibicidn parcial
que con el tiempo es dificil verla, otras bresentan alrededor
del disco una zona de inhibicidén completa, seguida de un anillo
de crecimiento estimulado: sSe cree que esta 4rea Be forma debido
a que hay una mayor disponibilidad de los nutrientes del medio
para las células adyacentes, lo cual ocasiona un crecimiento de
este tipo. A veces se observa entre la banda de inhibicién
completa y la de parcial, otra llamada de crecimiento retardado,
que se debe a 1la inactivacién del antibiético por medio de

enzimas extracelulares (3).

DENSIDAD DEL INOCULO

Es uno de los factores de mds importancia, ya que si es pequefio,
se requiere de mayor tiempo para alcanzar la poblacidén critica
que es la masa celular que puede ser inhibida por cierta

cantidad del antibidtico bajo condiciones de prueba, la llamada
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concentracion critica, y que da como resultado zonas muy grandes
de inhibicioén. Por el contrario, si el inéculo es grande nos
da una =zona de inhibicidén pcquéﬂa, ya que la densidad del
indculo excede a la poblacién critica y no es suficiente la

cantidad del antimicrobiano para inhibir su crecimiento (3).

CONCENTRACION_DEL_AGAR

Su contenido iénico influye en el coeficienle de difusién del

antibidtico (3).

Cuando su grosor es muy pequefio sélo se difunde el antibidtico
hacia los. lados. dando como resultado un aumento en la zona de
inhibicidn, por lo cual la profundidad recomendada es de 4 mm de

espesor: (2,3).

CAPACIDAD_ NUTRITIVA DEL AGAR

Influye a lo lardo de 1la fase logarftmica y el! tiempo de

generacion del microorganismo, ya que se ha demostrado que en un

“medio pobre da zonas grandes de inhibicién debido a una

prolongacién de la fase lag presente, antes de que se inicie el

crecimiento (3),
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TEMP RA_DE_INCUB

Favorece el crecimiento bacteriano, la difusién del
antimicrobiano y su estabilidad, cuando es la adecuada; si no es

asi, puede inactivarse con los cambios de ctemperatura (3).

TIEMPO DE_APRPLICACION DEL DISCO

Antes de colocarse los discos se debe esperar cierto tiempo, a

fin de que el indculo se impregne en el agar (3).

TIEMPO DE_INCUDACION

La’ posicidén de la =zona de inhibicién sge determina en las
primeras horas, pero se recomienda que se lea a las 18 h, no
después de este tiempo, ya que el didmetro puede disminuir
debido a !a presencia de un crecimiento retardado, como
consecuencia de inhibicién parcial de éste o a la presencia de
variantes resistentes. En otros casos puede suceder al
contrario, de que sea grande en las primeras horas debido a una

lisis celular (3).
METODO DE DILUCION

Con el objeto de determinar la susceptibilidad de un
microorganismo en forma cuantitativa y para obtener un manejo
adecuado del antibidético en la quimioterapia, se puede recurrir

a las pruebas de dilucién en caldo o en agar, que se usan para
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determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) que se

requiere para inhibir el crecimiento bacteriano (12,13,14,15).

Para llevar a caho la técnica de dilucién en caldo se emplean
una serie de tubos para cada cepa y por antibiético. La técnica
es conveniente (;uundo se pruehan pocas cepas, debido a la gran
cantidad de material de vidrio que se requiere, por esta razén
actualmente se lleva a cabo un micrométodo automatizado, donde
se usan placas de microdilucién y asas calibradas. La 1e§t.lura
de la CMI ‘en este método, es la dilucién que no presente
turbidez y se considera como la CMI ds esé cepa a ‘ese
determinado antibiético (13,14). Co
También se puede determinar por el método de dilucidén en agar,
donde se inoculan las cepays con el réplicador de inéculo de
Steers; con este método se pueden probar simultdneamente 32
cepas diferentes con la ventaja de poder detec.:tar si la cepa
entd contaminada, debido al tipo de crecimiento diferente .en la
superficie del agar. La lectura de la CMI sera la més baja
concentracion del anti.biot:co en la que no se observa

crecimiento (13,15,16).
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i GENERO  SALMONELLA o

Inclufdos en el género Salmeonella. tribu Salmonolleag y familia
FEnterobacteriaceae. e encuentran oquellos bacilos gruesos y
cortos, méviles por medio de flagelos peritricos (salve contadas
excep:;.iouec.)} no Baporu;adoa, no capsulados, aerobios o
facultativos; aislados, en pares y ocasionalmente en cadenas ‘cortas

Q7).

Segun Borman, Stuart y Wheeler (1944), sugerfan que el género
Salmonella estaba limitado a 3 especies (S, choleraesuig, mejor

‘conocida como "entérica", S, typhi y S. kauffmanii) (17).

Kouffman y Hdwards en 1952, basdndose en el comportamiento
bioquimicu y serolégico, sugiricron que culas 3 especies quedaran

dentro de un mismo numbre “entérica" (17).

Estudios de la relacidén de las ba.ses del 4cido desoxirribonucleico
(ADN) de estas bacterias, clasifican a las salmonelas de otro modo
como ha sido propuestos por Le Minor del Instituto Pasteur de
Paris (1982) y _Brennar del Centro de Control de Enfermedades de

Atlanta (1983):

1 . Salmonella enterica subspecie gnterica

2 . Salmonella enterica subespecie galamae
3a. Snlmgg;all_g enterica subespecie arizonae
3b. Salmenella enterica subespecie diarizonas
4 . ol a epterica subespecie houtenag

5 . Salmenella snterica subespecie hongori
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En general, las subespecies son producéorns de dcido sulfhidrico,
la reaccién de rojo de metilo es positiva, descarboxilan los
aminodcidos lisina, arginina y orpitina, no forman indol, no
hidrolizan la urea, la prueba de Voges- Proskauer es negativa y no

desaminan la fenilalanina (17).

Exiuten diferencias bioquimicas importantes entre estas 6

gubespecies las cuales se resumen en el Cuadro # 1 (17).

La gran mayoria de las salmonel!as ge encuentran en forma nntur&l en
animales que constituypn el regervorio para la infeccién en
humanos. Entre los animales mds importantes tenemos a las gallinas,
pollos, pavos, patos, puercos, vacas, peces y con menoyr importancia
a loros, tortugas, roedores, focas, pulgas, bufalos, ballenas,

perros y gatos (18).

Los humanos se infectan casi utnicamente mediante el consumo de
alimentos o bebidas contaminadas. Los alimentos comunmente
responsables comprenden pasteles con crema, embutides, carnesg
preparadas comevrcialmente, huevos, leche, quesos, cremas. La

contaminacion de éstos puede deberse a 3 difrentes mecanismos:

1. de animal a animal
2. de animal a persona

3. de persona a persona




Las

como

31
infecciones por salmonelas se pueden evitar tomando medidas
son
Una coccién adecuada de los alimentos de procedencia animal

Proteccidén de los alimentos para evitar la contaminacién por

roedores, moscas y otros animales
Inspeccién periddica de las personas gue manipulan alimentos
Métodos adecuados de produccién y elaboraciéon de los alimentos

Buena salud del personal y aplicacién de practicas higiénicas

(18).
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CUADRO Wo. 1

DIFERENCIACION DE LAS SUBESPECIES DE SALMONELLA

SUBESPECIES DE Salmonella
PRUEBA o SUSTRATQ ‘i L ! 2 3a y 3b* 4 5
T f
KCN o= - - - -
Gelatina (Kohn) - | (+) (+) o = + +
Lactosa - - Y - -
Dulcitol + o - + - - +
Salicina | - - - - +
Inositol I~ o+ - 0+ - - -
Malonato i - + + - -
Mucato ! + o - + + 0o - - +
Jordan D-tartrato | + o - | + o - ~ + o - -
Beta-galactosidasa 1 - - 0 + + - +
(+) Reaccién pogitiva deepués de 3 o mds dfas. ”

+
o - Muchou cultivos gon poaitivos; algunos negativos,
o + ¥uchas especieg son negativas: algunas positivas.
v Variable,

1

* Las unicas diferencias entre 3a y 3b es que la primera es
monofdsica, lactosa negativa o fermentadora lenta y la segunda es

difdszica y fermenta rdpidamente la lactosa (17},



MATERIAL Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO
200 cepas de Salmonella spp que las proporciond el Laboratorio de
Bacteriologia de! Instituto Nacional de Pediatrfa, aisladas de

muestyag de niffos hospitalizados y de consulta externa,

CEPAS TIPO
E.coli ATCC 25922
§._aureus ATCC 25923

P, _aeruginosa ATCC 27853

. MATERIAL DE LABORATORIO
- cajas Petri de 15 x 150 mm de vidrio
- cajas Petri de 15 x 100 mm desechables
~ asa de alambre
~ pipetas de 10 m! graduadas en ml
~ pipetas de 5 ml graduadas en mi
- pipetas de 1 m! graduadas en ml ’
- pipetas Pasteur
~ mechefb
~ tubos de ensaye de 16 x 150 mm
~ tubos de ensaye de 13 x 100 mm
~ tubog de 16 x 150 mm con tapén de rosca
- hisopos de algoddén
~ pinzas Millipore
- regla
- gradilla
- matraces Erlenmeyer de 125 ml
+ - matraces nforados




34

EQUIPO ESPECIAL DE LABORATORIO

replicador de indculo de Steers
estufa de incubacion a 37 C
autoclave

fuente luminosa

mesa nivelada

potencidmetro

balanza analftica

MED10S DE CULTIVO

agar Mac Conkey (Merck 5463)
agar Mueller-Hinton (Merck 5437}
caldo Tripticasa Soya (Bioxon 111-1)

ANTIBIOTICOS
- sal de ampicilina pura {donada por !a Cfa Bristol) i
- sal de amikacina pura (donada por la Cfa Bristol)

sal de cloranfenicol pura (donada por la Ci{a Bristol

gal de gentamicina pura (donada por la Cfa Scheramex)
discos de ampicilina 190 mcg/ml {BBL 31264)
discos de amikacina 10 mcg/ml (BBL 31597}

discos de cloranfenicol! 30 meg/m! (BBL 31274)
discos de gentamicina 10 mcg/m! (Scheramex 4958}

REACTIVOS

soluciéon de cloruro de bario al 1 % (Técnica Quimica C1320)
dcido sulfurico al 1 % (Merck 1/15851)

‘solucién de cloruro de nodio al 0.85 % (Técnica Quimica C1540)

etanol (Merck 15833)
fosfato monobdsico de potasio {Merck 4873)
fosfato dibdsico de potasio (Técnica Quimica F1260)

agua destilada
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METODOLOGIA S
COMPROBACION DE LA PUREZA DE LAS CEPAS

Lag 200 «cepas de Salmonella sapp. proporcionadns por el
laboratorio de Bacteriologia del Instituto Nacional de
Pediatrfa, se encontraban sembradas en e! medio da‘copservacién
Dorset, que es a bage de huevo (17), ‘

Se procedié a wverificar su pureza sembrdndolas en agar Mac
Conkey, las que. presentaban diferentes tipos de colonias se
desechaban y solamente se trabajaron las cepag que sé observaban

con crecimiento uniforme.
PREPARACION DE LAS CAJAS PETRI PARA LA DETERMINACION DE LA CMI

Se:utilizaron cajas de Petri de 15 x 100 mm desechables, con
agar Mueller~Hinton, para la determinacion de la CMI,

empledndose diferentes dilugiones de cada antibidtico,

Para ello, a tubos con medio de Mueller-llinton sin gelificar,
con un volumen de 13 ml y conservados en Baﬁo marfa a 50°C se
lag affadid 1.44 ml de las diferentes :ohcontraciones de loa
antibidticos de prueba, que comprendfan d» 0.6 a 100 mecg/mi, Las
dilqciones empleadas fueron al doble y se prepararon conforme al

esquema # 1 y los cuadros # 2 y 3.

Se incluyd ademds un tubo control que contenfa agua destilada én
lugar de la dilucién del antibidtico, para verificar la calidad

del medio.
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PREPARACION DE LAS DILUFCIONES CbN CONCENTRACIONES DIVERSAS DE LOS
ANTIBIOTICOS (2)

SOLUCION VOLUMEN VOLUMEN CONCENTRACION
T1PO ANTIB1OTICO AGUA FINAL

(mcg/ml) (ml) {ml) (mcg/ml})
1,000 " 10 0 1,000
1,000 5 5 500
500 5 5 250
1,000 1 9 100
100 5 5 50
50 5 5 25

25 5 s 12.5

12.5 5 5 6.25

CUADRO # 3

RUN

PREPARACION DE LAS DILUCIONES CON CONCENTRACIONES DIVERSAS DE LOS -

, ANTIB1OTICOS
SOLUCION VOLUMEN VOLUMEN CONCENTRACION
TIFO ANTIBIOTICO - AGUA FINAL
(mcg/ml} (mt) {m}) (mcg/ml)
1,000 1.44 13 100
500 1.44 13 50
250 1.44 13 25
100 1.44 13 10.5
50 1,44 13 5.0
25 1.44 13 2.5
12.5 1.44 13 1.25
6.25 1.44 13 0.60




25 12.5 6.25 CONTROL
Solucién concentrada '
del antibiotico 44 1.4
{ 1.000 neg/ml ) Ladml | 1,440 (14420 [ 148l jyaam [1.44m00 | 144w | 144wl
13 ol de agar ‘ m /@ ‘ ‘ ﬁ
25 10 5 2.5 1.25 625 CONTROL

uog/ml 100

s o ui
hgar Mueller - Hinton P

+
Antibjotico 100

() e
®

AP AMP
2.5 0.625

weg/ml . METODO DE DILUCION EN AGAR
ESQUEMA PARA LA PREPARACION DE LAS DILUCIONES .



A. METODO DE DISCO DE KIRBY-BAUER (3)

w

a8

PUREZA DE LAS COLONIAS
Se sembraron todas las cepas del estudio en agar- Mac Conkey,

con objeto de tener colonias aisladas.

PREPARACION DE LAS CAJAS PETRI
Se utilizaron cajas de Petri de vidrio de 15 x 150 mm con 45

ml del agar Mueller-Hinton.

ESTANDARIZACION DEL INOCULO

Con un asa de alambre se tomaron de 2 a 5 colonias aisladas
de! microorganismo u‘probnr y se inocularon en un thbo'a;
ensaye que contenia 4 ml de caldo Tripticasa Soya. Se
incubaron de 2 a 5 h a 37° C, a fin de obtener una suspensién
bacteriana equivalente a 10® microorganismos/ml o sea la

correspondiente a un tubo que cohtengc 0.5 ml de cloruro de

" pario al 1 % y 9.5 ml de &cido sulfarico al 1 %. En el caso

.de que la suspensién bacteriana sea més turbia, se diluye con

solucién de cloruro de sodio al 0.85 % estéril, hasta obtener

1a misma turbidez que el patrén.

INOCULACION DE LAS PLACAS

Se empled un hisopo de algodén estéril empapado con la
suspensidén de! microorganiosmo a prdbar, suprimiendo el
exceso de la suspensién, al exprimir el hisopo contra las

paredes de! tubo.
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Se sembré abarcando toda la guperficie de la’ plé\ca de agar en

diferentes direcciones,

APLICACION DE LOS DISCOS

Se dejo secar el indculo de 3 a 5 min, y se colocaron los
digcos impregnados con los dife}entes antibiéticos en el
agar, por medio de unas pinzas Millipore, asegurdndose de que
hubiera un buen contacto con el agar para que el antibiocico

comenzara a difundirse.

INCUBACION DE LAS CAJAS
Se incubaron de 18 a 24 h‘a 37* C o toda la noche.

, LECTURA DE LOS RESULTADOS

1
Después del tiempo de incubacidén ne midieron los didmetros de

“las zonas de inhibicién, tomando como punto de partida la

orilla del disco hasta donde se presenté yn leve crecimisnto,
La lectura obtenida en mm sge 'comparo con las ‘tablas
establecidas de Kirby-Buaer para cada antibidtico,
reportdndolas como sensible, intermedia o resistente, segiin

la lectura obtenida ,
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B. METODO DE DILUCION EN PLACA DE AGAR (13)
Emplea diferentes concentraciones del antibidtico en el agar

1., PREPARACION DE DILUCIONES DEL ANTIBIOTICO
Se realizaron en una concentracién 10 veces mayor gque la
deseada en la prueba final. Ver ‘esquema # ! y cuadros # 2 y

3.

2. INCORPORACION DE LAS DILUCIONES AL AGAR
Teniendo el agar de Mueller-Hinton a 50° C se le adiciond
1,44 m! de la dilucion del antibiotice a 13 ml del agar en un
tubo, se mezcld por inversién varias veces, se vacidé en uﬁa

caja Petri de 15 x 100 mm desechables, y se colocé sobre una

mesa nivelada dejandolas enfriar,

3. ESTANDARIZACION DEL INOCULO
Se realizé del mismo modo como en el método de disco.
4. INOCULACION DE LAS PLACAS

Se realizd por medio de} roplicador de Steers, el cual consta
principalmente de 4 partes metdlicas, una base, un soporte
perpendicular a e!la y dos placas, una portadora de los
indculos y una inoculadora. La base estd constitufda a Qu
vez por dos secciones, una fija y una mévil que se degliza de
un lado a otro sobre l!la anterior. La parte movil presenta
dosg depregiones laterales de forma circu!;r. en las cuales se
colocan las cajas Petri con el medio de cultivo adicionado

del antimicrobiano y un compartimiento central para la placa
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portadora de los indéculos, Esta placa presenta 32 orificlos
que se utilizan para depositar las suspensionss bacterianas a
probar. Dicha placa puede separarse del aparato para
esterilizarse o llenar los orificios. La placa inoculadora
estd fija en el soporte y presenta 32 puntas para inocular
que coinciden con la posicién de los orificios de la placa
portadora y éue sirven para recoger los indculos de 'los

mismos (16).

Se deben de utilizar, cada vez que ge corra la prueba 3 cepas
control ATCC de E, colji 25922, P, ueruginosa 27853 y S,
aureug 25923.

,Se marcaron las cajas con un punto ¢rueso para indicar la

parte superior de la placa inoculadora,

Se inocularon las cajas de mayor a menor concentracién del
mismo antibiético, teniendo cuidado de no de jar caer gotas

gobre la placa, Se de jo absorber el inéculo de 3 a 5 min,

INCUBACION DE LAS PLACAS

Se incubaron de 18 a 24 h a 37° C o toda la noche.

LECTURA DE LOS RESULTADOS

Después del tiempo de incubacién se examinaron las cajas para
determinar la CMI del antibiotico, que fue la necesaria para
inhibir el crecimiento visible de! microorganismo o sea la
concentracién mas baja de! antibiético que no presanta

desarrollo bacteriano y se reportd en mcg/ml .
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C. COEFICIFNTES DE CORRELACION ‘
Para cada untibiéticc;, una vez obtenidos log resultados de las
dos pruebas, se graficarédn los ' didmetros de las zonas de
“inhibicién en el eje de las "x" Y los valores de las CMI en el
de las "y", y por medio de la ecuacién de minimos cuadrados se’

obtendran los coeficientes de regresién lineal (19,20).

Se graficardn de la misma manera los resultadogs obtenidos para
determinar los cuadrantes de falsos sensibles y falsos
resistentes.‘ La: linea que determina los resistentes ° 165
gensibles serd aquella que se obtiene de los datos
farmacocindticos de actividad del antibiético y se denominar§
Mn. Las lineas verticales denominadas Zn y Zms serdn tas que
determinban lag tablas de Kirby-Bauer, como halos de inhibicién
qt‘JB correspondan a una eensibilidad intermedia. lLag falsas
resistentes serdan las del cuadrante inferior a la linea Mn ¥y a

la izquierda de la Zw Yy las falsas sensibles son lag del

cuadrante superior a la Ma y a la derecha de Za (21).
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RESULTADOS

Los resultados obrenidos por la técnica de Kirby-Bauer para los
cuatro antibidticos estudiados, se muestran en el cuadro # 4 donde
aparece el porcentaje de cepas resistentes, de ,sa‘nsihilidud

intermedia y sensibles.

La amikacina fue el antibiotico al que casi todas las cepas fueron
sensibles, siguiéndole en orden de frecuencia la gentamicina, la

ampicilina y el cloranfenicol (cuadro #4).

DISTRIBUCION PORCENTUAL DE LA SENSIBILIDAD A AMIKACINA, AMPICILINA,
CLORANFKNICOL Y GENTAMICIANA DE 200 CEPAS DE SALMONELLA SPP SEGUN
EL HALO DE INHIDICION,

SENSIBILIDAD SEGUN EL lLIALO DE INHIBICION
ANTIBIOTICO
RESISTENTE INTERMEDIA SENSIBLE
AMIKACINA 1.0 0.0 99.0
AMPICILINA 48,0 0.5 51.5
CLORANFENICOL 51.5 1.0 a7.5
" GENTAMICINA 31.0 5.5 63.5
CUADRO No. 4

Los cuadros S5, 6., 7 y 8 muestran el numero de cepas Yy su
comportamiento, de acuerdo a los halos inhibicién para amikacina,
ampicilina, gentamicina y cloranfenicol, mostrdndose al miemo

tiempo el porcentaje acumulado. La representacion grdfica de
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" sstos resultados se observan en las graficas 1, 2, 3 y 4

reapectivamente donde estén sgeffalados los limites considerados como
sengibles, intermedios y resistentes conforme a los halos de

inhibicidn,

FRECUENCIA DE CEPAS SEGUN EL HALO DE INHIBICION OBTENIDO CON LOS
ANTIBIOTICOS Y EXPRESADA EN PORCENTAJE ACUMULADO,

AM I K ACTI NA
HALO DE NUMERO DE PORCENTAJE
INHIBICION CEPAS ACUMULADO
13 1 0.5 e
14 1 1.0
17 2 2.0
18 2 3.0
19 9 7.5
20 19 17.0
21 17 25.5
22 24 37.5
23 a3 54,0
24 a7 72.5
25 23 84.0
26 21 94,5
27 6 97.5
28 2 98.5
30 3 100.0

CUADRO No. 5



AMPICILINR

HALO DE NUMERO DE PORCENTAJE
INHIBICION CEPAS ACUMULADO
6 95 47,8
10 1 48.0
12 1 48.5
14 i 49.0
15 3 50.5
16 5 ° 53.0
17 5 55.5
18 8 59.5
19 8 63.5
20 22 74.3
21 20 84.5
22 17 93.0
23 6 96.0
24 5 98.5
25 1 99.0Q
26 1 99.5
28 1 100.0
CUADRO No. 6

CLORANFENICOL

HALO DE NUMERO DE PORCENTAJE
INHIBICION CEPAS ARCUMULADO
6 100 50.0
10 1 50.5
11 1 51.0
12 1 51.5
16 1 . 52.0
17 1 52.5
20 6 55,9
21 2 56.5
22 i3 63.0
23 14 70,0
24 14 77.0
25 24 89.0
26 10 94.0
27 4 96.0
28 7 99.5
34 ) 100.0Q

CUADRO No.7
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GENTAMICINA
HALO DE NUMERQ DE PORCENTAJE
INHIBICION CEPAS ACUMULADO

& 33 16.5

8 1 17.0

9 2 18.0

10 10 230

11 10 28.0
1z 6 31.0
13 9 35.5

14 2 36.5

16 1 37.0

17 2 38.0

18 6 41.0

19 12 47.0

20 32 63.0

22 26 76.0

22 19 ¥3.5

2 22 96.5 w“
24 3 9B, 0

25 i 4 100.0

i

CUNDRO No. 8
Las CMls bbténides para los 4 antibidticos estudiados, expre::mdos
coma porcentaje de cepas resistentes y sonsibles, se observan en
los cuadrog 9 'y 10.
DISTRIBUCION PORCENTUAL DE LA SENSIBILIDAD A AMIKACINA, AMPICILINA,

CLORANFENICOL Y GENTAMICINA DE 200 CEPAS DE SALMONELLA SDP SEGUN LA
CHI.

CONCENTRACION DE ANTIBIOTICO EN mcg

ANTIBIOTICO
0.6 1.25 2.5 5.0 10.0 25.0 50.0 100
AMIKACINA 0.0 3.3 9.0 22.0 48,5 2.0 1.0 4.0
AMPICILINA .0 1.9 2.0 5.0 9.0 13.0 g 161.5

! 7
CLORANFENICOL{O.5 ! Q. G.5 19.5 {+ 8.0 7.5 0.5 | 63.5
g

[ -

13.5 4.0 2,5 6.0

GENTAMICINA g.c

CUADRO No. 9
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DISTRIBUCION DE PORCENTAJE ACUMULADO DE LA SENSIBILIDAD A
AMIKACINA, AMPICILINA, CLORANFENICOL Y GENTAMICINA DE 200 CEPAS DE
SNLMONELLA S22 SEGUN LA CMIL

CONCENTRACION DE ANTIBIOQTICO EN mcg

ANT1BIOTICO —— —
0.6 | 1.25 2.5 5.0 | 10.0 | 25.0 50.07100

AMIKACINA 0.0 3.5 12.5 34.5 83.0 95.0 96.0 {100

AMPICILINA o] S 3.5 9.5 18.5 ( 31.5 38.5 | 100

CLORANFENICOL|[ 0.5 0.5 t1.0 20.5 28,5 | 36.5 56.5 100
8 5

GENTAMICINA

47.0 5.0 53.5 59.5 64.5 100

CUADRO No. 10
NOTA "Loé numeros en negrillas corresponden a las cepas }esistentaa
gue se presentaron para cada antibidtico gagin su Ma*.
E]l antibidtico que resulté con menor efecto'~beétericida fue la
ampic;linu. de acusrdo a su Mn que ea el valor que nos determina
resistente o sensible y permite obtener los datos farmacocindticos
de actividad del antibidético, que para ampicilina es de 2.0,
siguiendo en este orden cloranfenicol (Mr 8.0}, amikacina y

gentamicina (Ma 10.0).

La representacién grdfica de estos resultados expresados en

porcentaje acumulado se observa en las grdficas 5, 6, 7, y 8.

Como s=e habia propuesto obtener una recta determinada por el
método de minimos cuadrados, los resultados obtenidos mostraron un
coeficente de correlacién para amikacina de -0.20,ampicilina -0.62,
cloranfenicol -0.65 y gentamicina -0.82, por los cuales no fue
posible trazar la linea y unicamente so utilizé o] método de los

cuadrantes para obtener el porcanta ju de cepasg sengibles,
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resistentes, falsos seésibles, falsos 'resistentes e intermedias.
Cuando se correlacionaron los datos de la CMI para la amikacina
con los de la sensibilidad de Kirby-Bauer por el método de disco,
s6lo en 5l 34.5 % hubo correlacidén por los dos métodos, aungue en
el 34 % de las cepas la correlacion fud de sensibilidad y sélo el
0.95% de resistencias. Por e! método de diuco hubo falsas
suaceptibles en ol 65% y falsag resistentes en 0.5 % (cuadro # 11).

CORRELACION DE PORCENTAJLE ACUMULADOS DE CMI Y LOS DIAMETROS DE
ZONA DE INHIRICION DE AMIKACINA

[;l:m:) AT DAD TGEMGIDLLIDAD POR ]
POR DISCO cCMI
i S
R 0.5 0.5
1 " 0.0 0.0
5 65.0" ‘a4.0

CUADRO No. 11
lLa represontacién qréfica de cutos resultados se ohéerva en la
grdfica b, dividida en cuadrantes expresando en el eje de lag
abscisay la CM1 y en el eje de !las ordenada; los didmetros de los
halos de inhibicidn, donde en el cuadrante do las susceptibles oo
encuentra ¢l 34 %, en el cuadrante de las resistentes el 0.5 %, en
.el de loy falsos sensibles el 65 % y en el de lous falsos

resistentes el 0.5 %.

Para la ampicilina en el 47.5 % de las cepas hubo correlacidén, el

47 % fué para la resistencia y el 0.5 % para las sgengibles.
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También 8e presentaron falsos susceptibles en el 51 %, falsos
resistentes en el 1 %, el 0.5 % restante de !usléeéus fueron de
gensiblidad intermedia por el método de disco (cuadro 12) y estos
resultados se muestran en la grdfica 10.

CORRELACION DE PORCENTAJES ACUMULADOS DE CMI Y LOS DIAMETROS DE
ZONA DE INHIBICION DE AMPICILINA

SENSIBILIDAD| SENSIBILIDAD POR
POR DISCO cM
R S
R 47.0 1.0
I 0.3 0.0
S 51.0 0.9

) CUADRO No.12
En la‘correluciOn de! cloranfunico! e! 69 % do lam cepan presentéd
corre}ncidn para ‘ambos métodos, el 50 % correspondié a copas
resist;ntes y al 19 % a las sensibles, hubo faloog asensiblea en el
28,5 % f falsouy registentes en e! 1.5 % y el 1 % para cépas con

sengibilidad intermedia (cuadro 13). Egtos valores antes

mancionados se observan en la grdfica 11,
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CORRELACION DE PORCENTAJES ACUMULADOS DE CMI' Y LOS DIAMETROS DE
ZONA DE INHIBICION DE CLORANFENICOL

SENSIBILIDAD| SENSIBILIDAD POR
POR DISCO cHMI
R E
R 50.0 1.5
1 1.0 0.0
s 28.5 19,0

CUADRO No, 13
En la gentamicina, su correlacidn pér ambos métﬁdos fué de 80.5 %,
el 50 % de las cepay pregentaron sensibilidad f el 30.5 &
resjstencia, wse obsorvaron tambien'falsos sensibles en el 13.5 %,
falsos resistentes cn el 0.5 % y de uensibilidad intorﬁedin el 5.5
% (cuadro 14). v

CORRELACION DE PORCENTAJES ACUMULADOS DE CMI Y LOS DIAMETROS DE
ZONA DE INHIRICION DE GENTAMICINA

SENSIBILIDAD| SENSIBILIDAD POR
POR DISCO C.M.I.
R S
R 30.5 0.5
1 5.0 0.5
S 13.5 50.0

CUADRO No. 14
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DISCUSION Co

Los resultados obtenidos por la técnica de Kirby-Bauer mostraron en
general un alto porcentaje de cepas resistentes a cloranfenicol y
ampicilina, esto podria explicarse debido al origen de las cepas,
ya que proceden de un medio hospitalario de una zona urbana, y como
ya se ha demostrado, éstas muestran resistencia en un porcentaje
mayor que las de origen rural o las de otras {uentes (22).
Kupersztoch en 1981, encontré que habia una elevada resistencia eﬁ
cepas procedentes de hospitales en relacién a cepas procedentes de
laboratorios privados (23). V&zquez mostré en cepas de origen
hospitalario, que la resistencia erE zlevada para vArios
antibioticos y variaba segun el afio considerado (24). El elevado
nimero de cepas resistentes frente a cloranfenicol y ampicilina
podrfa: hacer pensar que se trata de clonas que tienen la misma
reéiétenciﬂ. pero parece que no es el c'aso. ya que al considerar
log otros antibiéticos, los porcentajes de resistencia son
diferentes, a pesar de que ¢éstos fueron semejantes para
cloranfenicol y ampicilina; no se puede involucrar una resistencia
cruzada ya que estos antibidticos tienen diferentes mecanismos de
accidn, uno coma inhihidor de la sintesis de pared celular y el
otro como inhibidor de sintesis de proteinas que afectan a 15
subunidad ribosdémica S50 S. La resistencia no se debe a la
presencia de una enzima o0 enzimas comines que destruyeran a estos
antibidticos ya que se sabe que en el caso de ampicilina 1la
bacteria sintetiza una beta-lactamasa y en el del cloranfenicol

una acetiltransferasa (25). Podria pensarse igualmente que se deba
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a la presencia de un pla&smido comin con informacién para la
resistencia a estos dos antibidticos, ademds de para otros.

También pudiera explicarse por medio de los siguientes mecanismos:

a) por alteracicones de la permeabilidad, aungue se han
descrito para beta-lactamasas y tetraciclinas, pero no para

otros antibidticos (26).

b) por modificacién de las macromoléculas que son esenciales
para la vida de las bacterias, sobre las que actuan los

antibiéticos (26).
c) modificacién de la cantidad de un metabolito esencial (25).

La resistencia a gentamicina fue semejante a la reportada por otros
autores., y ge cree que se debe a la presencia de enzimas
sintetizadas segun informacién del cromosoma o de pldsmidos que
ademds puedan llevar o no informacién para cloranfenicol y
ampicilina, por lo gue en estas cepas podrfan encontrarse pldsmidos
con informacidén para resistencia a ampicilina, cloranfenicol,
gentamicina y ampicilina o cloranfenicol solamente., esto nho se

investigsé en este proyecto (24,26).

Al comparar gréaficamente las dos técnicas de sensiblidad utilizando
‘el método sugerido por Metzler y De Haan que emplea el cdlculo de
la linea de regresion, se observé incongruencia para los cuatro
antibiéticos entre los datos proporcionados por un método y otro
(21). Estas incongruencias sin embargo., no son unicas en- la

literatura revisada. ya que las mencionan entre otros, Degener y
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col que las justifican en base a diferencias en ylos criterios
establecidos por el grupo holandés y por el Cémite Nacional de los
Valores Estdndar para Laboratorios Clinicos para determinar cudles
cepas son sensibles y cudles resistentes (27). En este trabajo,
las mayores incongruencias fueron las obtenidas para amikacina y
ampicilina y las menores para cloranfenicol y gentamicina. Estas
diferencias encontradas entre el numero de cepas sensibles por el
método de disco, éero resistentes por CMI en agar, no pueden
;xplicarse por haberse ajustado a los factores que han sido

establecidos por Barry y que son:

a. Composicién del medio de cultivo, ya que se usé agar Mueller-

Hinton en todos los experimentos.

Tempefaturu de incubacidén, que en ambos métodos fue de 37° C.

=

¢. Tiempo de aplicacién de! disco (Kirby-Bauer), éste no fue

mayor de 3 minutos.

d. Profundidad del agar. se empled siemp;e la misma cantidad del
medio de cultivo en todos los experimentos, la irregularidad
del fondo de las cajas de Petri empleadas que podrifa ser un
factor - importante, se eliminé por el grosor del agar
empleado, que evitd que la difusién del antibiético no fuera
lateral y por tanto no hubiera variaciones en los halos de

inhibicién (3).

Se ha reportado que la resistencia miltiple puede presentarse en un

microorganismo, mediada por informacién contenida en pldsmidos
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unicamente o en combinacién con inf.ormacién cromosomal. Las
enzimas que destruyen o modifican la accién de los antibidticos
pueden' ser. como Yya sSe mencioné de origen plasmfdico, otras
cromosomales constitutivas y las cromosomales inducidas. El
numero de cepas que no correlacionaron empleande el método de
Kirby-Bauer en comparacién con el de CMI, se piensa que se deba
posiblemente a una incapacidad de dicho método para poner de
manifiesto las enzimas inducidas y que por el método de CMI si{ se
manifiestan; esta induccién puede depender. como ya sSe ha
mencionado en la literatura, del medio de cultivo, de la longitud y
duracién de la induccion, de la concentracion del inductor y de le
estabilidad del inductor de la enzima: estas enzimas pueden estar

presentes en algunas bactorias y en otras no (28},

Las diferencias observadas. en relacién al numero de falsos
gensibles obtenidos por el método de disc6 cuando se comparan con
los valores .de la CMI, podrifan deberse también a que el contenido
- de los sensidiscos tuviera mayor concentracién de la sefialada por

e] proveedor.
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CONCLUSIONES '

Los dos métodos empleados indicaron falta de concordancia en lo

que se refiere a amikacina, ampicilina y cloranfenicol,

Lo anterior podria deberse a fenémenos que no se han reportado
o tratarse de cepas que tienen un comportamiento diferente
aunque pertenezcan a un solo género,adnque en la técnica
sefialada por Metzler y De Haan emplearon cepas de diferentes

géneros.

No se debe de ignorar este hallazgo., sino que deberian hacerse
mds correlaciones para el género Salmonella de diferentes
origenes, ademds de hacerlo con cepas pertenecientes a otros

géneros.

Los resultados obtenidos con el método de disco deben
interpretarse con cuidado, ya que se utiliza en muchos
hospitales como base para la administracién de férmacos en

procesos infecciosos.

No debe olvidarse que la técnica de Kirby-Bauer determina los
patrones de resistencia en hosgpitales y es muy atil, ya que
permite conocer epidemiolégicamente los patrones de resistencia
predominantes comparando las distintas épocas del afio y, de esta
manera, alertar sobre 1la posible fuente de una infeccioén
hospitalaria, independientemente de que correiacione o no con

los valores de CMI.
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" RESUMEN
Se determind la sensibilidad de 200 cepas de Salmonella g_mg' de
origen hospitalario por los métodos de Kirby-Bauer y CMI. Los

antibidticos empleados fueron amikacina, ampicilina, cloranfenicol
Y gentamicina. Los resultados obtenidos se correlacionaron
comparandu los halos de inhibicién con la CMI expresados en mcg.
Estos mostraron que no hubo correlacién para amikacina en el 65%,
. para ampicilina en el 51%, para cloranfenicol! en el 28.5% y para
gentamicina en el 13.5%; el método de disco proporcioné resultados
que al compararlos con la CMI correspondieron a falsos sensibles,

K

variando para cada antibidtico.

La. falta de correlacién no se considera se deba a defectos de la
técnica, ya que se obtuvieron cepas.qua corralacionaron por Jos dar
omotodes, wse prepone que wula difwrencia se deba a caraecterfuslicas
especiales de las enzimas responsables de la resistencia que se

manifiesten por el método de Kirby-Bauer y no por el de CMI.
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APENDICE
PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVOS

1. AGAR_MAC CONKEY (Merck 5465)

- Composicién g/ml
peptona de caseina 17.0
peptona de carne . 3.0
lactosa 10.0
mezcla de sales biliares 1.5
cloruro de sodio 5.0
rejo neutro 0.03
cristal violeta 0¢.001
agar—agar 13.5

~ pH final 7.1 £ 0.1

- Preparacidn:
Suspender 50 g en 1000 ml de agua destilada, dejar remojar
15 min y hervir con agitacién continua hasta completa
digolucidn.
Esterilizar en autoclave (15 min a 121° C). El medio es
vaciado en cajas Petri permlt’ilendo gque se forme una capa

gruesa. Las cajas deben de dejarse secar antes de usarse,

2. AGAR MUELLER~HINTON_ (Merck 5437)

- Conmposicion g/ml
infusién de carne ) 2.0
caseina hidrolizada 17.5

almidén : 1.5
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agar-agar 12.5

- pH final 7.4 ¢ 0.2

- Preparacion:
Suspender 36.5 g en 1000 ml de agua destilada, se deja
remojar{ se calienta hasta su‘compleCa disolucion. Una vez
disuelto se reparte 45 ml en cada matraz Erlenmeyer para la
prueba de Kirby-Bauer y 13 ml en tubos de 16 x 150 para la

CMI. Se esteriliza en autoclave.
DO CASA_DE SOYA (Bioxon 111-1

~ Compoaicidén g/ml

peptona de :aseina 17.0

peptona de Joya 3.0

cloruro de 3odio 5.0

fogfato dipétasico 2.5

glucosa . 2.5
- pH tinal 7.3 £ 0.1

~ Preparacion
Suspender 30 g en 1000 m! de agua destilada. Disolver
completamente y se distribuye en tubos de 13 x 100 y se

esteriliza en autoclave 15 min a 121° C

PREPARACION DE REACTIVOS

1.

SOLUCION DE AMIKACIN ado _por la Cis Brist
Se utilizé una sal de amikacina pura con una potencia de 905
mcg/ing., se hicieron los siguientes calculos para tenerla a

una concentracion de 1000 mcg/ml.
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100 ml x 1000 _mca/m) = 110.5 mg
905 meg/mg
Se pesa la cantidad indicada y se disuelve con el
amortiguador de fosfatos pH=8 en un matraz aforado y Se

afora con agua destilada.

. SOLUCION DE AMPICILINA (Donada por la Cfa Bristol)
Se usé una sal de ampicilina pura con una potencia de 886
mcg/mg. los cdlculos siguientes se realizaron para tener la

solucién a una concentracién de 1000 mcg/ml.

ha

00 ml x 1000 meg/ml= 112.86 mg

1

8B6 mcg/mg
Se pesa la cantidad indicada y se disuelve en amortiguador de
fosfatos de pH=B y se afora hasta la marca con el

amort iguador de fosfatos de pH=§,

. SOLUCION DE CLORANFENICOL (Donada por la Cia Bristol)

Esta sal viene con una’ potencia de 1000 mcg/mg. por lo cual
no fue necesario ajustar su potencia para tenerla a una
solucién de determinada concentracién.Se pesa la cantidad
deseada, se disuelve en etanol y se afora hasta la marca con

cagua destilada.

SOLUCION DE_GENTAMICINA (Donada por la Cia SCHERAMEX)

Esla solucidn se perepara con una sal de gentamicina pura con
una potencia de 601 mecg/mg, se realizan los siguientes
cdlculog para tener la solucién a una concentracién de 1000

meg/ml ;
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100 m)! x 1000 mcag/ml= 166.38 mg

601 mcg/mg
Se pesa la cantidad deseada y se disuelve en el amortiguador
de fosfatos con pH=8, se coloca en una matraz aforado y se

1leva hasta la marca de afora con agua destilada.

. SOLUCION DE CLQRURO DE BARIQ AL 1 % (Teécpnica Quimica C1320)

Se pesa 1 g de cloruro de bario y se disuelve en 100 ml de

agua destilada para tener la solucién zl 1 %.’

IDQ_SULF! % (Me 585

Se mide con cuidado 1 ml de 4cido sulflirico concentrado y se

"diluye con 100 ml de agua destilada., para tener la solucion

al 1 %.

. SOLUCION DE CLORURO DE SODIO AL 0.85% (Técnica Quimica C1540)

Se pesa cloruro de sodio 0.85 g y sge disuelve en agua

destilada 100 m! para tener la concentracién deseada.

. AMORTIGUADOR DE FOSFATOS pH=6

Se pesa 1.8 g de fosfato de potasio y 8.2 g dev fosfato
dipotdsico,se disuelve en 1000 ml de agua destila'da. Ajustar
el pH mediante potencidémetro. Esterilizar en autoclave a 15

1bs por 15 min a 121°* C.

AMORTIGUADOR DE FOSFATQS pH=8
Pesar 0.75 g de fosfato de potasio y 16.4 g de fosfato
dipotdsico., disolver en 1000 ml de agua destilada,

Ajustar pH. Esterilizar.
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