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RE.SUMEN: 

La brucelosis o ·Hebre de Mal ta es una enfermedad de animales 

domésticos y silvestres que puede ser transmitida al hombre por el 

contacto con animales infectadoS o productos de éstos, a través de 

vias como la ingesti6n,el contacto directo o la inhalación • 
.; 

En Hé>:ico se han aislado cuatro especies de ~: 

B.melitensis, ~' ~y B.canis. Todos los animales son 

susceptibles a todas las especies en mayor o menor grado. 

El cuadro clinic:o de la brucelosis se presenta después de un 

tiempo variable de inc:L1baci6n, desde 2 a 3 semanas hasta 3 o 4 meses. 

Los sintomas tipic:os de la enfermedad son: Fatiga, escalofrios, 

dolor de cabeza y sudoraciones nocturnas, los cuales se prolongan 

hasta por tres meses antes de que la enfermedad se vuelva grave y 

debilitante y requiera de atención médica. 

La enfermedad puede presentarse en otras dos formas: la sube l inica 

en la cual los sintomas son inenistentes o muy leves y pueden cursar 

en forma inaparente, llegando a resolverse sin ningCJn tratamiento; y 

la brucelosis crónica en la cual las manifestaciones clinicas 

prolongan por un tiempo minimo de cuatro meses. esta última forma, la 

brucelosis cr6nica 1 puede ser el resulta.do de una bruc:elosis aguda 

tr-atada en forma inadecuada. 

En México, la br-ucelosis se ha manifestado como . una enfermedad 

endémica en l\r-eas como la Comarca Laguner-a, el Bajio, las zonas 
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ganaderas de ChihLtc'lhua, Nuevo León y Coahuila. Ademc\!l se han 

detectado focos importantes en entidades como Tl axcala, Puebln, 

Veracruz y Chiapas. Durante el periodo de 1974-1983 el IMSS reportó 

uni\ t.:isa pro1nedio de 15 casos de brucelosis humana por cada 10•) QOO 

habitantes. 

Para el tratamiento de la brucefosis' se recomiendan varios 

anti microbianos y es muy importante seleccionar el mas adecuado, pues 

de ésto depende la eficacia del mismo,_ evita la apariC:ién de efectos 

colaterales e irritación' molestias epig~stricas, ictericia, 

acidosis, ototo>dcidad, nefrotoxicidad, bloqueo muscular, reacciones 

alérgicas etc.> y el desarrollo de cepas resistentes. 

Par"a la selección de antibiótico adecuado para el tratamiento 

de diferentes patógenos se emplea el método de Kirby-Bauer que nos 

permite conocer la susceptibilidad de un microorganismo frente 

diferentes antimicrobüinos, este método está estandarizado para ser 

usado con microorganismos de crecimiento rápido, tal es como 

en ter-obacterias y estafilococos. 

En este trabajo se buscaron y optimizaron las condiciones de 

cul tlvo y manejo para emplear este método en pruebas de sensibilidad 

para Brucel 1 a spp. , que como ya se conoce es un M.o. de dificil 

crecimiento en condiciones normales. 

Una vez determinada~ las condiciones 6ptimas, se ensayó la 

madi ficación del método para su uso especific:o con Dr-ucel la spp. 

modificando al método convencional la variables_ que. se muestran en !el 

tabla R. 
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TABLA R 
COMPARACION ENTRE EL l'IETODO TRADICIONAL DE l<lRBY BAUER Y SU MDDIFICACC!üN 

ESPECIFICA PARA Brucel la spe. 

METODD TRADICIONAL MODIFICACION PARA ~ 

I NOCULAC ION EN INOCULAR EN CALDO SEMBRAR EN TUt-10 
CALDO CASEINA DE SOYA DE AGAR INCLINADO 

INCUBAR 2 HRS A 37' C INCUBAR 3CJ HRS A 37•c 

AGREGAR CALDO DRUCELA 

INCUBAR 2 HRS A 37'C 

AJUSTE DE LA UTILIZAR EL TUBO UTILIZAR EL TUB1J 
DENSIDAD 0.5 0.5 
BACTERIANA DEL NEFELDMETRO DEL NEFELOMETRO 

SEMBRADO EN UT!Ll ZAR AGAR UTJLI ZAR AGAR NOBLE 
PLACA HUELLER HINTON Y MEO 10 1 SOSENS !TEST 

INCUBAR 7 HRS A 37•C 

COLOCACION DE CINCO DISCOS POR CINCO DISCOS POR 
LOS DISCOS CAJA DE IOX100 MM CAJA DE IOX!OO MM 

INCUBAR 1 O HRS A 37"C I tlCUBAR 18 HRS A ::;7•c 

MEDIR HALOS DE MEDIR HALOS DE 
INHIBICIQN INHI13IC!ON 

•. 



El método propuesto se probO con 106 cepas de ~ tlislatJ.:is, 

tipificadas Y proporcionadas por el Laboratorio de Brucelosis del 

ISET ( Insti tute Nacional de Diagnóstico y Referencia Epidemiológicos) 

con los, siguientes discos de antibióticos comerciales de 

concentraci6n estándar: 

Clorotetracic l ina 

GentamJ.cina 

O><i tetracic l ina 

Kanamicina 

Estreptomicina 

Rifamp1cina 

Amikacina 

Tetraciclina 

30 mcg 

150 mcg 

30 mcg 

30 mcg 

10 mcg 

T r imei:oprim-Sul fametoxasol 

5 mcg 

30 mcg 

30 mcg 

.25 mc.g 

Las conclusiones de éste trabajo ~on: 

- El método de Kirby-Bauer adaptable para Bruce! la sep. 

- Las. variables modificadas favorecieron el crecimiento de 

Bnu:el la spp. 

- Se deber1 utl.li2ar caldo bn1cela y medio Isosensitest de Oxoid como 

medios de cultivo para este ensayo. 

- No se observó el crecimiento de colonias resistentes en ninguna de 

las zonas de inhibición. 

- Este eñsayo da resL1ltados cualitativos que pueden servir de apoyo 

al médico en la selecciOn de1- antibi6tico- para trat:ar la 

brucelosis. 
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- Es aconsejable evitar el uso indiGc:riminado de fármacos ya que 

esto implica peligros comot 

-Sensibilización diseminada de la población, aparic.i6n de 

erupciones, fiebr'e, transtornos sanguíneos y enfermedades del 

tejido c:onjuntivo. 

-Cambios en la flora intestinal 

-Enmascaramiento de infecciones graves 

-Resistenc:ia medicamentosa en poblac:iones microbianas 
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OBJETIVO GENERAL. 

El objetivo de éste trabajo la adaptaci6n del método de 

Kirby-Bauer para la determinación de sensibilidad a itntimicrobianos 

según los requerimientos y condiciones especificas de crecimiento del 

género ~' para que dicha prueba se pueda establecer como de 

rutina dentro del diagnóstico clinic:o y sirva de apoyo al médico para 

la selecci6n correcta del tratamiento farmacolbgic:o especifico para 

cada caso de brucelosis,evitando asl complicaciones y el uso 

desmedido de agentes antimicrpbianos lo c;ual dctualmente representa 

un problema de salud pL.tblica a nivel mundial. 
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CAPITULO 1 

INTRODUCCION, 

1 • 1 • 1 GENERALIDADES 

.. · .:··;'-.- _ .... ;:, 
La ~ruc::elosis · .. e:>, f~_kb~·e_:>d~· .. M-~1 ~-~:-·es·-una . t1pica zoonosis en la que 

el hombre eS un:· ·h·~-~~p-~~:-_ -~-~~1~·~-.1t~1: ,·por·- coritac:to con animales 

infectados o mediante·e1 -CCinS~mO·-··:·a~ .iif~eri.tos.-~ú~ origen animal 1 esto 1 

a través de v1as-·c:om·ó ,la :J.·~·9e~·tJ.6ri;'inhalaciOn o ·contacto directo. 

En México se han ai~1ado· 4 .de las 6 especies de ~ 

e~istentes: 

Brycel la l'lel i tensis cuyos hLléspades principales son cabras y 

borregos, ésta especie es la más patbgena para el hombre; ~ 

~ es menos patógena y ataca principalmente bovinos. 

Brucella c;uts,c:omparable a Brucella melitensis cuanto su 

virulencia atcica a los cerdos,y Brucella canis que se pre&enta en 

perros. 

Las princ::ipales instituciones sanitarias del mundo reconocen que 

por sus c::arac:ter!sticas microbiológicas ,epidemiol ógic::as y 

patológicas, la brucelos!s es enfermedad cnmpleJa., dificil de 

controlar y erradicar, tanto la poba.ci6n animal como humana. 

La brucelosis animal en México constituye uno de lo~ problemas que 

más afectan a la ganaderla nacional causando grandes pérdidas 
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econOmicas por concepto ,de iechi?. rlo··prOd':-!C:id'a,sacr.ificio prematw-o de 

animales y por ·abo;tc,· d.;'. c:r'J:a's.' 

El agente etiHigico de étita en.ferm~·dad, es .'1.:1 .Eirucel la spp la cual 

es un bacilo corto de 0.5 a O. 7 micras·, genaralmente se preaenta sólo 

o en pares¡ no presen~a capsula, flagelbs ni esporas. 

En crecimiento, <Se puede observar que estan rOdEiadAs por una 

vacuola. No son mOviles,son Gram negativos y ácido resistentes <en 

tlncibn modificada por Sta.mp de Ziehl-Neelsen> (35,45); 

La primera descrlpción del género~ .fue hecha por Neyer y 

Shaw en 1920, Desde entonces, se han revisado p~r1odicamente las 

pruebas de cla.sific:acibn del género. 

Dentro del género 9rucel1a las principales espec.ieu son: 

Bucglla mglitp!J5it;, Br11cella il.bortue:, Bnicgll.a sui5, 9cus::::ella cania, 

Brucella ovis y Brucell~ neotomao.(26) 

1.1.2 METABOLISMO. 

La Bn.icel lt\ see es quimloautotrófica.,el met8bolismo axidativo es 

principal fuenb~ de energla y los ot-ganismos son aeróbicos en su 

mayoria. Sus requer lmien tos indispensables son de tiamina 

nicotina.mida y biotina. 

El catabal1smo de la glucosa ocurre por la v1a de he>:osa 

manofos-fato en conjunción con el ciclo del ácidp tricloroac:étic:o. 

Cata.boli.:« i-eritrol a través de una serie de intermediarios como 
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' ·, :, .. 

dihidro>:iacEo?tona fosfato ·y_·_co2;E~·t:a 'últim~~ .. ~·ecuen~ia met~bOlica es 

caracteristica universal ~""~}- ~~~-~~~:~'.~rÜ'~-~~i\~:~_'., .. " ·-_:¿~.' 
El crecimiento de .l~· :bruée1a:·~;·:-~e)~!:~~~~%u:~-~-~~- c:Oti~ ·1~:~S,a1Ú-~i_o~:: de_ 

aminoácidos y c:on paÍltoteriato· d~ --~a·l~ÍC>~.e~:>' .i:~~~~\F~(·;p,~~~~? ~~l~~nas 
··._,.,_ 

cepas. 
. ~ :-·. ,. 

Para su desarrollo algunas cepas rt:quié?~!l de,_Cf?2 .<pr_inci_palm_ente 

Brucel la abortus>. El rango de temperatura en qLie tienen' crecimiento 

es de 20'" a 40'"C,pero la bptima es de 37•C, El pH bptimo se encuentra 

entre 6.6 y 7.4. 

La bruce la presenta una actividad limitada en las pruebas 

biaquimicas convencionales, su comportamiento se resume en la 

siguiente tabla: ( 19,30,35,531 

TABLA 1. 

"PRUEBAS BIOtlUIMICAS PARA LA IDENTIFICACION DE BRUCELLA SPP." 

Cata lasa + ) 

O:ddasa + ) <excepto Bruc:el la neotomae 

y Bruce! la avis). 

Ureasa <variable> 

Produce i6n de H2S <variable) 

Reduce iOn da N03 ( + (e)(cepto Brucet la avis). 

MR e -

VP - ) 

Indol - ) 

Citrato - ) 
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t.1.3 CARACTERISTICAS .DE CULTIVO; 

Casi· ·.tOd~:~~~: i'_#:}":¿~·P:as.:_· de ·-bruc:ela 

pept~ñ-adci_~·;_-_y:~~~~ ·p~:~~~~t~~: :cr~cimie.rlto 

medi~~--'.·a:~l~,~-~;~¡;~ -~-~~~~-:;-~~~P~esto-S de tr_l'ptosa .º ,~oya:; .. t,ri:~_ti~asa. El 

crec:i''m~~e~_t-~·.~:pt~~-~ :~'.~~-;~f~ul~r·s~---~:diF~_on~~do de 1 a 5'l. jy¡y) ,de s-uero 
equi~·¿ ~o-_bovi~~. - , ~:~:.¿~ :.:.~;, . .'~:'~::,~-· 

- r : •. ~·;·e· ;~>~ . 
Las,'·Coúin·i~S>en .<estos medios· son· peqü~ña~;-r:éd~~i-id~~-¡~~:n,~~~'~·~·;i!"sas; . . . . ~r·.,, .. _· ~ ,-

trans Ú1c l-~ as )(_f?r-Í l·_lantes, pudiendo$'~ v'óÍ'Ver(·Pa~~d~z'~~~ ·~ok ei. _~tiempo. 
( 3 4 ) -- ,. ;:;, :~:i.~f;~;~'/-~'.:~-;, ~ -

'.~t.~··· -- ';~:(,-~.· º::-~,...-'~ ---o 

medio liquido pr'od~ce·- t~f-bidez 'Y un ligero 

sedimento, no ·formando pellcula. 

mediOs- que contienen sales biliares, se~.enito'_'o ·t-~iu·~~to.· 

1.1.4 CARACTERISTICAS DE LA MEMBRANA CELULAR. 

La membrana celular de Brucel la spp tiene la misma ul traestructura 

de una bacteria Gram negativ~n membranC) externa, péptido glucano, 

espacio periplasmico y membrana ci toplasmá ti ca. 

La brucela se presenta en dos fases distintas,según su especie y 

las caracterlsticas de cultivo:-fasa- rugosa(r) y fase lisa(s). La 

membrana exterior de la brucela en forma lisa(s) contiene varios 

tipos de polisacáridos~ entre los cuales el lipopolisacáridoCs) en su 

formé\ tóxica es el mt\s importante, ya que ademas de ser una 

endotoxina, es el responsable de las reacciones de hipersensibilidad 

inmedi.ata en reacciones !';erolbgicas contra el ant.igeno estandar. 

Este lipopolisacárido presenta los sitios antigénicos A+M. 
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Lit fracc!On de peP-ü.dO°gll1c·a·~o /-ticine un·a estructura' mas compleja 

que la de ~; ya ·.Que_· consiste en·-.una ~apa eMterna que contiene 

fracCión tien~ actividad como 

ant.igeno·:: E;:-iSf~ _·. f_in.alfT\ente,~·- una "'"fracción- proteica, de origen 

cito.Pi aS~-~-ti~~.~:· qu~ e-s · e~~-~r_ai~a •-de· B~uce.i la spp p_or una solución 

~alina, ·l:~~m~~~ brUc:el'J.na:~'.·,_ta Cual ·occisio~a hipersensibilidad cuando 
'e,_ ·._ .... "·-

se inY.ei::i:~· erl ·,f!=>rma ifit-radérmica. ( 16) 

1.2. l Brucelosi.s. 

La brucela, al entrar al organismo,es transportada por polimorfo-

nucleares,aloJAndose primeramente en los ganglios linfb.ticos,donde en 

lugar de ser destruldaJse mantiene por tiempo indefinido, destruyendo 

en muchos casos la célula huésped al reproducirseJproduciendose la 

bacteremia. Posteriormente, las brucelas se van alojando en 

diferentes órganos del huésped de manera intracelular. C31) 

La forma de infección de la brucela es el factor que determina la 

dificultad del tratamiento de la brucelosis. 

La brucela se localiza y reproduce dentro de las células del 

huésped, protegiéndose de los mecanismos humorales. Se ha propuesto 

la capa.cidad de la bacteria para crecer a nivel intracelular como 

posible mecanismo de virulencia. La localización intracelular de 

Bruce! l<l spp es de fundamental importancia en su relación con el 

huésped, ya que al penetrar a la célula no solo se destruye ésta, 

sino que la bacteria es protegida de los factores humorales, Y la 

célula huésped <que inicialmente son los macr6-fagos>. constituirá un 

medio pora alc.:i.n:.:ar otras partes del organismo. (55) 
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1.2.2 SINTOMATOLOG!A. 

Dado que la hrucelosis es una enfermedad de tipo mul tifol'"'me, no es 

posible esqLtemati::ar sus manifestaciones cllnicas, sin embargo, a 

continuación se presentan los Síntomas y signos .mas usuales de la 

enfermedad: 

•SINTOMAS* 

- fiebre. 

- sudoración. 

- sintomas musculare& y osteoartic:ulares. 

- leucopenia con linfocitosis. 

- astenia, 

- anore>:ia <34> 

*61GNDSJ 

- Hepatcmegalia, ictericia, s!ndrome hemorrágico, ascitis bruce lar. 

F'ormas hepáticas combinadas con nefritis, neumonitis y cirrosis 

brucelar esto,debido a que, el Migado participa regularmente en el 

proceso patológico de la brucelosis. 

- Esplenomegali<i.- Se presenta sindrome de inhibición medular 

(anemia, leucopenia y tromboc:itopenial. 

- Adenopatías.- Se presenta enfermadad de l.as glándulas, 

particularmente en Jos ganglios Jifáticos. 
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- Neurobrucelosis.- El -P01imorii~-m~ de la brucelosis se'manifiesta 

también 
-.-: -, ;,•- •• ,".• •:o•o • ,• 

clinicos muy --.-variadc::is''.:Y d·i.:....ersos'<~~··-.·i~~· .. d-i~tintos·:.-: sujetos. Para 

valo_;ar · '1 a_· p_~-~~~·i·~~~aC::}~n .. ' -~iel · ~¡~~~~~~~:.~~~~v:Ú;~~:~é-~ : é1 transcurso de 

-··c¡e¿·¡:r.>,-/~~~~.: . ~ .:-e;>< is·t·cn 
--·>)>. 

rrianifesta.C::ioÍles i"nespe_cificás~~ tai'es:- ~:~~~ · ··cuadr.·os reactivos por la 

Ja e11fe"rmedad, .una serie de 

cronicidad de la infección,manÍféstaci.O'nes totalment.t;! .. superponibles 
-. -, ... '. ~----

ª las qLÍe aparezcan en el transcurso-' de una infección aguda de 

_cualquier etiología y que no se consideran verdaderas 

neurobrucelosis. Se habla de neurobrucelosis cuando existe un 

conjunto de complicaciones neurológicas precoces o tardias,debido a 

la localización del gérmen en el Sistema Nervioso y 1 por lo tanto, 

clinicamente se encuentran manifestaciones neurolbgicas claramente 

objetivas por exploración, junto con una serie de alteraciones del 

llquido cefalorraquideo de mayor o menar importancia. El mecanismo 

de la neurobrucelosis no se conoce con certeza, existen teoria$ que 

intentan explicarlo, un mecanismo inmuno-alérgico,o bien 

invaaibn por continuidad a partir de focos óseos de la columna. (32) 

- Miocarditis brucelar.-Es una presentación poc:o frecuente de la 

brucelosis, na obstante, se presentan ocasionalmente localizaciones 

viscerales con manifestaciones clinicas poco frecuentes de tipo 

respiratorio,renales y cardiC11cas 1 éstas últimas localizadC11s en el 

miocardio, originando la miocarditis brucelar, en la cual se tiene 

una invasibn de dicho brgano por- el propio gérmen o las toxinas 

liberadas , este fenómeno puede traer consigo complicaciones como 

infartos trombósicos. e 22> 
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1.2.3 Ef>IDC:MIOLOGIA 

La. bnu:elosis está considerada como-·lma. . zoonosis muy "ampliamente 
, __ ·,. .· "'''. -_ ~~ >'- -- . ·~ ·'·- . _· ./·'. . ·. ' 

e>etendlda en el mundo,_ que ent~e atraS éoSaS ,;:a.u!:s-t\/~ia'n._~es ··pérdidas 

económicas, 

LEI ocurrencia de ~a infeccibn ~lguda·--e. ~'~~aP,a.¿Í.t_a<~Xe. 't;aúsada p_or 

Bruce\ la melitensis al hombre,generalmento c:OinClde ·e-on la infecC:ibn 

de cabras y ovejas. ( 1) 

"c:.iclQ de infecciOn de varia<;; especies de Brucella spp"t50) 
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Se han identificado clara.mente los principales focos de infección, 

los cuales se encuentran en la cuenca del Mediterraneo,Asia. Central Y 

Latinoamérica ( 1,27). En México, los datos con que se cuenta no 

resultan ser fieles sino hasta el año de 1979 fecha en la cual 

comienzan prooramas de control de la enTermedad. 

Para medir y evaluar el impacto de la brucelosis- en la salud 

pública se utilizan indicadores para cudntificar los daños que 

ocasiona a la '3alud y las pérdidas económicas que genera. 

La mortalidad a nivel nacional es poco frecL•ente, debido en gran 

parte, a las caracter!sticas y evolución de la eniermedad, por lo que 

es sumamente dificil que el médico que certifica la defunción 

identifique a ésta como la causa básica, sobreviniendo la muerte por 

efectos colaterales y por múltiples complicaciones. Conscientes de 

éstas limitaciones y, de acuerdo a la información disponible, en el 

periodo da 1?70 a 1962 se proscmt<:tron 1303 defunciones,ésto implica 

un promedio de 0.11 defunciones por cada !00,000 habitantes. 

De ii'CUerdo a la distribuc:i6n geogr~-fica, entre 1971 y 1961, la 

mortalidad por brucelosis -fue mayor i?n los estL\dos de Colima, 

Coa.huila, GuanaJuato, Guerrero, Michoac~n. Nayarit, Puebla, 

01.1erétaro, San Luis Potosi ,Zac:atec:as y OL1rango. 

En cuanto al nt'..lmero de casos y morbilidad por brucelosü::. en 

Mé>:ico, en 1987 se reportaron 5,995 c:on una tasa de 7 .8 casos por 

cada lOC•,00 habitantes. En México, son e>:c:epcionales las Areas donde 

no se ha observddo brucelosis. A pesar de los grandes contrastes que 
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se presentan en l~ frecuenCia Y distribuci6n, del ilño de 1965 a 1986, 

las. en~i~ade:.s. que.~:~an)·ocup~_do. los,_primeros 1L1gar:-es son los estados de 

Ouerétaro,Coahila ,GuanaJuclto, N~evo· Leen·) Zacatecas, Michoacán, San Luis 

Potosi Y- C~ihu~hua. ~~y,· --q~e notar que algunos Estados como 

Durü.~go,.~in_aloa~T~~aU:li~as'_,y ::.·puebia, en la serie histórica ocuparon 

lugares intermedios··-~· fina·las·y, en los Ultimes cinco años, ocupan 

los ·_prime:i:-~s l.ugares,. 

En la fnayor parte de los Estados donde es mas frecuente la 

brucelosis humana existo relaciOn con la mayor poblaciOn y producción 

de leche boVina y caprina,excepto Jalisco, México, Veracruz, Chiapas 

e Hidalgo, que pesar de tener una producción lechera bovina 

considerable,reporta pocos casos de Brucelosis humana. 

En relacibn a la morbilidad por grupos de edad en el quinquenio 

1980-1984,el primer lugar lo ocupo el grupo de 45 a 64 aRos con una 

tasa promedio de S casos por cada 101),000 habitantes;El segundo lugar 

fue para el grupo de 15 a 44 años con una tasa promedio de 4.9 casos 

por cada 100,000 habitantes siguiéndole por orden de frecuencia los 

de 5-14 años; 65 y mas , 1-4 y, finalmente, menores de un año. C 10, 15) 

En relación al se~o, el 61 .18 'l. corresponde al sexo masculino, a 

expensas de los grupos antes mencionados. 

Al estudiar el factor ocupacional, se observa que el 28.24% 

corresponde a las amas de casa y el 25.B9'l. a los estudiantes,en 

labores que implican el contacto con animales se encontró que 5.88% 

son pastores y 1.17/. veterinarios.(44> 
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¡ ,2,4 MEDIDAS PROFILACT!CAS EM LA. BRUCELOSIS HUMANA. 

Durante los primeros aíios que siguieron al descubrimiento del 

agente ca"usal de la brucelosis humana, efectudo por Bruce hace 

aproximadamente 100 años, recurri6 a numerosos "remedios" cuya 

efectividad no fué ~omprobada porque era muy dificil de evaluar. 

Fue hasta 1905 que el primer tratamiento biol6gico fué propuesto 

por Wright,utilizb sueros hiperinmunes preparados en diversos 

animales y, en algunos casos, obtenidos de donadores humanos que se 

hablan recuperado de la enfermedad. 

La vacuno-terapia vino a reforzar esta práctica emp!:rica, la cual 

consisti6 en series de inyecciones de suspensiones gruesas de 

brucelas muertas o, en algunos casos,vivas por vla endovenosa. 

Las vacunas de células fueron posteriormente desplazadas o 

amplificadas por tratamientos con extractos, lisados o filtrados de 

brucelas de una o varias especies. En México,Ruiz CastaÑedaJen 1937, 

fue el primero en utilizar extractos de tres especies de brucela 

seguido de Carrillo y otros investigadores. En la actualidad se 

sigue empleando la vacuno-terapia con células enteras y extractos. 

(27 ,20,41) 

Otra medida profil~ctica utili::ada es la desinfección de objetos 

expuestos a un individuo o animal enfermo,secreciones uterinasJ orina 

o fetos muertos de animales enfermos 1 con el fin de eliminar el 

gérmen y evitar epidemias. <54) 

Entre los primeros agentes antimicrobianos qL1e s~ aplicaron al 

tratamiento de la brucelosis humana se tienen las sulfonamidas y la 
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estreptomi.c:ina,5elec:cionada5 en base i.) .su actividad bac:ter,iost..'\tic:a o 

bactericida en pruebas "in.vitre". 

La aureomicina (c:lorotetraciclina> y ---la. t~~'.r~m,i"~in~· '.~uer.on 
ilitroducidas posteriormente en la terapia de la b~cei~·~.i~~_cO~- tia.se en 

Las bac:terias del género Bruc:el 1 n generalmente 

"<",·.~: .. "::·> >. 
~~~:·~s~~~ib·i'~·~ u in 

observac::iones c:llnic:a~ emp1ric:as. 

vitre" a una amplia gama de ant.ibi6tic:os; 

Te trae ic 1 in as, aminog luc6sidos,. es treptomic in.a ,·e l~-~añ·¡:~~i~~~ :~<~-:_-. 
ri fampic:ina su 1 fonarnidas y trimetoprim-sul fametoxa_~-01'·~<fJ?7:)-; 

El esquema terapéutico más empleado a n1Ve( mu~~i-cAt~i~,·-~~é·s~Fú)'~- ·~ 
continuaci6n: ,, "~'• ;f •¡o'• 

~ ' .·.,;:. < ;-~\:> ; .; 
-··,, • ·' -~;/e . --

' primera elec:cibn.- Una tetraciclina + .e~:~;ept~ti.lii:i:~~~-~; r:-if_am~~c.i.na • 
.f: «egunda elec:;ciOn. - Cloranfenicol. + e~t~~Ji-6'~i-~i~~~/~:~"~. ,,;;;;·. 
* tef"<:era elección.- Trimetoprim-sulfáffiett1>iií~01·~::<:_. -'--·~·;_-'~~""-

:. _._:_. ,· ~ 
Sólo. se rec:omienda el uso de ce'falÓs-pcrina~ ·.en el caso de 

men igoence fa 11 ti s bruc:e lar. f 37) 

1.3. ! ANT!9IOTICOS¡ DEFINICION: 

Las antibióticos son sustancias pf"ad1.1c:iclos por una serie de 

cnicroorganismos <hongos, ac:tinom!cetos y bacteria!:>) que tienen la 

capacidad de inhib.ir selectivamente el crec:imiento de otros 



m.i.croorganismos, pudiendo en algunos casos 11 egar a destruirlos por 

completo. 

Estas ' susta'ncias ;Presentan entre si diferencias en lo que se -- -.- -.'_ .. · 

refiere a 'Su e!str"u~tura qt.iimica, propiedades farmacológicas y espectro 

antimicrobiano. 

Se considera que un antibiótico es ideal cuando presenta las 

siguientes caracteristicasi 

-La sustancic:t debe tener actividad bactericida para un amplio 

espectro de microorganismos,y al mismo tiempo,prevenir el desarrollo 

de cepas resi.stentes. 

-la sustancia debe ser efectivamente distribuida a todos los tejidos 

y liquides corporales adem~s, debe permanecer en estos por periodos 

prolongados. 

-La acción de los antibióticos no debe causar daños al huésped ni 

debe causar alteraciones en los mecanismos de defensa del mismo. 

(43) 
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1.3,2 MECANISMO OE ACC!ON. OE LOS ANTIBIDT!COS. 

_:,_' ·,·,; 
·-·' ,·; ' 

Los antib.ibti¿~~ ·:,:;Jercen s~---.-á~-~i6:h"' -p6;.:-_· m-~dio de un 

mecanismo' que- ;;,e ~~~;~~~¡3~-~ a ;~o~_-¡:i·~~~,~~¡-~~\ 
complejo 

l.-

' > ..• · ....••• \if ...... '\ 
celular o a lo Fijación del: an~i~i6tico ":)·~: \~~a~7~-: ·i~: p~-f-ed 

membrana celular .El ~·~ti·b·i-¡,t¡-~--~ <---~=;- i~~}~r~:;:~n s.ft:fas· receptores 

cual_eS: p~-~~-e ·~:j¿::~·urr'ir\.~·ña· o varios de los especificas en los 

siguientes fenómenos: '.~<_:/:_;~~-\{': 
'.·<·' ;,\ ' 

a.- Inhibición 

'<-'.;', 

'";-':. },:/:_.' :':'-.>-·. ,.,_ 
de la si~tesi~--~~ ·:.'{)'~-: ~~~-r:·e~·:· ce1u1ar '-0 bien la 

.. " , -~-:::_,..; . --·;·:. - ::~." ·~ 

su estruct~~~--~~~~~)~:~-~i~~~,,_,~~~~i-.:, ,_ 
en las -~-fuÍi'i:YOilE!sº·::_·-·,;-:'.éñ >fía s'intésiS- '. .de : la 

' .-e~-;º";';~•;-.: ::tj-:?: ~·-,.,--;.> -. ·;- .;,, . .. . 

al teraci6n de 

b.- Interferencia 

. ~-~~'·',(e;;::·, 0"¿',2{i;¿· .'-.5~):.­

C~e_r-~~~- .,,f!~~-~~-'~i6~-~~- ~2~'u.1~icas ~: .-- a - nivel 

membranan celular. 

Inhibicibn de 

intracelular necesarias para-; Ú-~~~r~ : a'. _,'cabo . alguna via 

metabólica. 

I I .- Cuando estas acciones resultan ser bactericidas, pueden 

aparecer organismos resistentes,ya sea por adaptación o bien, 

por una mutación .Los mutantes,pueden aparecer después del 

cambio de un solo gen una determinada población de 

micoorganismos, los cuales desarrollan una pequeña pero uniformo 

resistencia, 1 a cual será más acentuada en cada nueva generación. 

El factor de resistencia, posiblemente un epi~oma, puede ser 

transmi tldo de un organismo resistente a uno susceptible por 

medio de un mecanismo de conjugacHm; Esta información puede 

implicar el desarrollo de resistencia a uno o mas fármacos. La 
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conjugación se puede llevar cabo entre organismos de 

di~erente especie,en especial en el caso de las bacterias Gram 

negativas. (43) 

Des true e i6n del f.ttrmaco 

:.'.:. ';·:',". '.<i -
por una . ~~·z¡~~·. ¡·~d~i::{d·a, fa cual 

puede llegar a ser una. enzima 

b.- Impedimento de la la 

célula bacteriana. 

c. - inhibici6n metabOl !ca. 

d.- Reducción de susceptibilidad a Ja fagocitosis. C43) 

1.3.3.GENERALIDADES DE LOS ANTIBIOTIC:OS MAS UTILIZADOS EN EL 

TRATAMIENTO DE LA BRUC:ELOSIS. 

1.3.3.1 TETRAC:IC:LINAS¡ AUREOMIC:INA Y TERRAMIC:INA. 

Las tetraciclinas son sintetizadas por Streptomyces aureofaciens 

(cloratetraciclina o aureomicina> y por el Streptomyce!.i rimosl!s 

<oxi tetracicl ina o terramicina) < 46). 
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1.3.3, l. I ESTRUCTURA QUIMICA 

Las te1:.r:-aciclínas son. derivados de la nafta.ceno carbowamida 

policlclica:· 

FIGURA 2 

"ESTRUCTURA QUIMICA DE LA TETRACICLINA" 

Las bases cristalinas son compuestos ligeramente amarillos, 

inodoros '/ poc:o amargos; Son compuestos poco solubles en agua a pH=7 

(0.25-0.S mg/ml) forman sales de Na y clorhidratos solubles,en ambos 

casos pierden actividad con relativa rapide;;: cuando están en 

soluc i6n. (33) 
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' .-,. .. __ .'·f 

1.3.3.l.2 EFECTO CDMD/AN'l'.IMICRDBIANOS • . . ' . - ;- , -.. - . ~-, . .. . . - -

P~seer1 ampÚ~ ~~tlv'.La~ ':n ',:~a~;~rias CH+> y GH ¡escasa actividad 

contr·a --··ri'o-ng·~~- .;[~;;~.i~-"':" vtt;·o·~~,, .,,·>·son consideradas como drogas 

bact~r~~~·~:A~·~~a,s:~ :; ·:56-10 .. a~~~~·t~{ :a·.!-.·~qu~l lOs microorganismos que se 

multiplican. -.-(46.) 

Las tetraciC:Uílas se combinan fuertemente con iones metAlicos, lo 

cual puede interferir con la actividad y absorci6n de la 

molécula. C32) 

Debido a que la absorción ser.!t incompleta,se tendrá acumulacibn 

del f.!trmaco en el tracto intestinal, lo cual afectara notablemente a 

la flora intestinal. C46) 

1.3.3.1.3 MECANISMOS DE ACCION. 

El sitio de acción de las tetraciclinas es el ribosoma bacteriano 

el mecaniso requiere de los siguientes pasos: 

- Difusibn pasiva a través de los poros hidrbfilos de la membrana 

bacteriana externa. 

- Transporte activo a través de la membrana citoplasmAtica 

ex terne\. Este fen6meno requiere de un portador protéico 

per lplasmatico. 
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Una ve:: que las tetraciclinas ganan .1cceso a l.i\.··.c1ÚÜ1a--bacter.i~na, . . . . 

inhiben la sintesis de proteinas y se ligan·especifi.camf!.iite. a ~os 

ribosomas 3(1S;Parecen impedir el acceso de :-'~m¡-~~~~º¡·¿~~~,~-: al sitio 

aceptar del complejo RNAm-ribosoma, de 

1.3.3.1.4 RESISTENCIA. 

Las pob 1 aciones microbianas suscept.ibl es, contienen un pequeño 

número de mutantes resistentes a las tetráciclinas,el grado de 

resistencia es pequeño, usualmente sólo de 2 a 6 veces mayor que en 

la población progenitora. 

La resistencia a las tetraciclinas puede ser transmitida de una 

bacteria Gf-) a otra por medio de plásmidos <elementos genéticos 

e): tracromos6micos que se alojan en las bacterias). 

La aparición de bacterias resistentes a las telraciclinas es 

consecuencia de la selecci9n ejercid.a sobre las poblaciones 

microbianas por el extenso uso de dichos farmacos. (32> 

1 • 3. 3, l. 5 EFECTOS 1 NDESEABLES. 

En algunas personas, puede haber molestias epigástricas y 

abdominales, nauseas ,vómito y diar1·ea. ( 46} 

- Daños hepát1co5fictericia,a::-oemia,ac:idosis) <1~) 

- Uremia en enfermos ren .. '\les.<B> 

- Deposic.lón del fármaco en di en tes y huesos. 

pag .~.:;: 



t. 3. 3. l. 6 USOS TERAPEUTI.COS. 

El tratai:ntc'r:t1:o Produc.e ~encelen tes. r~sul tados para B. mel i ten sis. 

B.suis y , B.aborÚ1s. La~ f6rl1!as ·agudas y crónicas responden 

llam'ativamente. (6,21,2~_,46;~9) • 

1.3.3.2 AMINOGLUCOSIDOS: 

KANAMICINA, AMJl(ACINA, ESTREPTOMICINA, GENTAMICI NA. 

Los aminoglucbsidos son fármacos que contienen aminoazúcares en 

uni6n glucosidica. Son policationes y su polaridad es,en parte, 

responsable de las propiedades farmacocinéticas comunes a todos los 

miembros de este grupo. 

Se utilizan generalmente para tratar infecciones de bacterias G(-) 

actúan interfiriendo en la slnteis protéica de los microorganismos 

susceptibles. ( 46) 

1.3.3.2.1 ESTRUCTURA QUIMICA. 

Los aminogluc6sidos est~n constituidos,· por dos o mas 

aminoa:o:úcares unidos por un enlace glucosidico '·a ün_' nucleo de hexosa 

central. 

*l<:ANAMICINA.- En esta familicJ se incluyen las kanamicinas A y B, en 

su estructura,dos aminoazucares se unan a una 2-desoxiestreptamina 

los preparado5 comerciales de kanamicina cont"iene los tipos A y B. 

(46) 
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Es sin teti.:ada por el Streptomyc:es kanamyc:t? tic:us. Su fOrmul a 

condensada es: C18 H36 011. 

La J~anamicina A se presenta c:omo prismas irregulares, solubles en 

agua e insolubles en solventes orgánic:os, DL50=583mg/kg (en ratOnl. 

La kanamic:ina 0 forma cristales solubles en agua y formaldehido, 

es parcialmente solubJe en cloroformo e isopropanol y es insoluble en 

otros solventes orgánicos; Su DL5C•=136 mg/kg. <en rat6nf ·· 

H20H 

HCº~ 
b~~ OH • 

NH1 

NH1 

FIGURA 3 

"ESTRUCTURA QUIMICA CE LA KANAMICINA". <33) 
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•AHI~ACINA.-Cs un derivado semis.intético de la kanamicina; Se prepar.:i. 

a· partir de la kanamicina"A" ,su f6rmula condensada es C22 H43 N5 013 

as un polvo blanco cristalino soluble en agua e insoluble en alcohol; 

Su DL50= 560mg/kg (cm ratón). 

H • 

HC~·Nttr0 -tf·~ir, .J.CH-CHr·\><j 
1 . r..-

HO O c»f OH , ~ .,,,,· 

j 

~~ 
OH• • 

FIGURA 4. 

"ESTRUCTURA QUIMICA DE LA AMil<ACINA". (33>_ 
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ESTREPTOMICINA.-La estreptomicina y la dihidro>:ieGtreptomicina 

difieren de los demas aminoglucbsidos porque contiene estreptina en 

lugar de 2-deso>:iestreptamina y porque el aminoc:itol no esta en lil 

posicibn central. < 46) 

Su fórmula molec:L1lar C21 H39 N7 012~es sintetizado por el 

ac:tinomiceto Streptarnyces griseus por ferm~ntacibn aeróbica, 

generalmente se encuentra formando sales da calcio o cºoffio fosfatos. 

Es un polvo,inodoro, higrosc:bpic:o, soluble en agua e insoluble en 

alcohol ,cloroformo y éter. 

FIGURA 5 

11 ESTRUCTURA QUI MICA D~ LA ESTREPTOMICINA". (33> 
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*GENTAMICINA.- Es un antibiótico de amplio espectro derivado del 

actinomiceto Hicr-oinonospora purpur-ea y es el aminoglucOsido más 

utillZddo para el tr-atamianto de bacterias G<-> .La variable m~s 

utilizada es la Gen tamicina C < 1) cuya fOrmul a condensada es C21 H43 

NS 07 es un polvo blanco y amorfo,soluble en agua y piridina. Tiene 

una DL50 = 430 mg por kg. <En ratOn) 

Rt 

~Ro~ ~·NHz NHz 

~O OH 

NHz 

o 

HO~ 
NHCH3 

H3C 

FIGURA 6 

"ESTRUCTURA QU 1M1 CA DE LA GENTAM 1C1 NA" 
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1.3.3.2.2 MECANISMO DE ACCION. 

Los antibióticos aminogluc6sidos son de rápida ac:c:ión bactericida, 

ésto, debido a su acción a nivel de r1bosomas en dónde inhiben la 

s!ntesis proteica y disminuyen la fidelidad de la traducción del 

RNAm. 

Estos antibióticos se difunden f~cilmenle a traVéS de canales 

acuosos formados por proteínas "porinas" en la membrana i:n:terna dP. 

las bacterias G(-) y por lo tanto, ingresan en el espacio 

periplásmico. El transpor<e- de aminoglucósidos a través de la 

membrana citoplasmática interna, depende del transporte electrónico 

que requiere de un potencial de membrana para la penetración de éstos 

antibióticos, este transporte puede ser bloqueado pon iones 

bivalentes, hiperosmolaridad, reducción del pH y anaerobiosis. 

Después del transporte a través de la membrana citoplasmática los 

aminoglocósidos se unen a los polisomu~ c.> inhiben la sintm~is de 

protelnas, fenómeno que requ~ere de en~rgia. El principal sitio 

intracelular de ac:ción de los aminogluc6sidos es la subunidad 

ribosomal 305 que consiste en 21 proti:ünas y una sola molécula 168 de 

RNA. (46) 

1.3.3.2.3 RESISTENCIA MICROBIANA. 

Se ha observado resistencia a la Estreptomicina tanto 11 in vivo" 

como "in vitre" ,ésta se presenta cuando una mutación cromos6mica 

altera o elimina el sitio de unión para el medicamento sobre la 

subunidad ribosomal 3(1SJpor lo tanto,e>:iste lectura erronea del RNAm. 
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. Los organismos resistentes a la estreptomic:ina inactivan el 

medicamento por medio de adenilacibn o fosforilaci6n. Otros, 

presentan resistencia por ser impermeables a dicho fArmaco. 

"Las_ grandes poblaciones microbianas de todos los micr-oorganismos 

susceptibles contienen mutantes resistentes. Un mutante puede ser de 

2 a 11)00 veces más re&istente que la población progenitora. <34> 

En poblaciones bacterianas, susceptibles a la kanamicina, 

presentan raros mutantes resistentes. La mayor parte de éstas, solo 

son de 2 a 4 veces mas resistentes que la poblac:ión pero, en 

presencia del medicamento • la selección gradual lleva a la aparición 

de mutantes altamente resistentes. (33> 

La resistenc:ia puede deberse a la adquisición de un plésmido 

asociado con la elaborac:i6n de en:ümas que metabolizan éstos 

f.\rmac:os, las bacterias que adquieren resistencia a un aminogluc6sido 

pueden presentar resistencia a los demAs. (46). 

1.3.3.2.S EFECTOS INDESEABLES, 

Todos los aminoglucbsidos tienen potencial para producirt 

-OTOTOXICIDAD.-Se sugiere que los aminoglucOsidos interfieren en el 

sistema de transporte activo esencial para el mantenimiento de 

balance de la endolinfa,esto a su vez altera las concentraciones 

normales de los iones en los liquides laberinticos con deterioro de 

la ac:tividad eléc:trica y la conducci6n nerviosa,< 18) 
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-NEFROTOXI.CIOAD.-Esta -toxicidad se deb~ 

del aminogluc;6sido 

proximales. ( 18> 

-BLOQUEO MUSCULAR.- Se puede presentar 

toxica aguda, esto. debe a la 

parasimpática del Acetil CoA, y la 

postsimp~tica al transmisor. ( 18> 

-REACCIONES ALERGICAS.-Se puede llegar a presenfar eoS-in~f.ilia;· 

fiebre, dermatitis, estomatitis y shock ana-filáctico.(45) 
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1.3.3.3 R!FAMPICINA. 

Las rifaf!lpic,inas son un grupo de antibióticos complejos de 

estruct~~a .~uimfca similar y que son sintetizados por el Streptomyces 

medi terranei. ( 46) 

1.3.3.3. l ESTRUCTURA QUIMICA. 

La rifampicina es un i6n bipolar,soluble en solventes org~nicos y 

en agua a pH Acido,su fbrmula molecular est C43 H50 N4 012, forma 

cristales rojo-naranjas solubles en cloroformo, acetato de etilo y 

metano!; Es parcialmente soluble en agua. 

¡--\ 
CK=H-H H-Cll 

\._/ • 3 

CK3 

FIGURA 7 

"ESTRUCTURA OUIMICA DE LA RIFAMPICINA'' • (3.3) 
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1.3.3.3.2 ACTIVIDAD ANTINICROB!ANA. 

La rifatñpicina ·inhibe el crecimiento de casi todas las bacterias 

GC+) y algunas G(-). C46) 

La rifampicina es un antibibtico de amplio espectro que ha 

demostrado ser un potf:!nte agente antibrucelar en pruebas "in vitre", 

la rifampicina es absorbuida r~pidamente y alcanza alt"a6 

concentraciones en el plasma distribuyendose, de esta forma, por todo 

el cuerpo. Este antibiótico penetra al interior de las 

células,llegando hasta el retlculo endotelial en dónde se encuentra 

la bruceta. <29) 

Es comi:tn utilizar la rifampic:ina en combinac:.i6n con alguna 

tetraciclina en el tratamiento de la brucelosis aún cuando pruebas 

"in vitre" han demostrado quo la asociación de dichos antibióticos 

tienen los mismos efectos que la ri fampicina. en concentraciones 

mayores de 4 microgramos/ml ,dbsis con la cual 

de Brucel la spe. 

destruiran el 99.9% 

La combinacifm de dichos fármacos til:me como fin el logrir un 

efecto·sinergista, y evitar la aparición de cepas resistentes.(17,36) 

1.3.3.3.3 RESISTENCIA BACTERIANA. 

Los microorganismos pueden desarrollar rápida resistencia a la 

rifampicina; Est-a resistencia se debe a Ltna alteraci6n del efector de 

esta droga- la RNA-polimerasa- dependiento de DNA. Algunos mutantei; 

bacterianos resistentes a la r.ifampicl.na tendrán menor virulencia. 

146) 

pag.~3 



1.,3,3.3.4 MECANISMO DE ACCION, 

La rifampicina inhibe la RNA-polimerasa dependiente del DNA del 

microorganismo,! levando a la supresión de la inici aciOn da la 

formación de cadenas en la slntesis del RNA. El sitio especifico de 

acción de esta enzima es la subunidad "beta" de la RNA-polimerasa. 

La rifampic:ina puede llegar a inhibir la slntesis de RNA en las 

mitocondrias de los mam1feros pero,para dicho efecto, se requieren de 

caneen trae: in es mucho mayores a aquellas utilizadas para la inhibición 

enzimá.tica bacteriana. (33,46) 

La rifampic:ina penetra bien en las células fagociticas y puede 

matar a los microorganismos intracelulares. los mutantes resistentes 

a este antibibtico pueden presentar una RNA pol imerasa alterada. 

C23-Al 

l , 3, 3, 3. S EFECTOS INDESEABLES, 

La rifampicina tiene potencial de producir z 

- Ictericia en enfermos hepáticos o alcoholices. 

- Transtornos gastrointestinales<nAuseas, vómito, diarrea>. 

- Transtornos al SNCffatiga~cefalea,mareos, confusión). 

- Re<.1cciones dP. hipersensibilidad<urticaria,eosinofilia,hemólisis. y 

hemoglobinuria>. (44,46> 
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1.3,3,4 íRIMETOPRIM-SULFAMETOXf\SOL CTMP-SHZl, 

La combinacibn de estos antimicrobianos constituye una aplicaciOn 

práctica de la siguiente consideración teórica; 

"Si dos drogas actuan sobre pasos secuenciales de la vla de una 

reacción en::im~tica pbligada en las bactcrias,el resultado de su 

combinación es siné'rgico". (46> 

1.3.3.4.1 ESTRUCTURA QUIMICA. 

El trimetoprim es un polvo cristalino blanco o blanco-crema 

soluble en alcohol benzilico, propilen glicol y e 1 oroformo; 

parcialmente soluble en agua y etanol. 

El trimetoprim tiene un DL50= 7000 mg/kg (en ratón>. 

FIGURA 8 

"ESTRUCTURA ClUIHICA DEL TRIMETOPRIM" <TMPl, (33) 
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EL sulfametoxasol tiene como fórmula molecular ClO H11 N3 03 S 

se encuentra formando cristales amargos solubles en agua Y etanol con 

DL50=3662mg/kg, 

FIGURA 9 

"ESTRUCTURA QU IMI CA DEL SULFAMETOXASOL" e SMZ), e 33) 

1.3.3,4,2 ESPECTRO ANTIBACTERIANO, 

El espectro antibacteriano del trimetroprim es similar al del 

SLtl fametoxasol aunque la potencia del primero es de 20 a 100 veces 

mas potente que la segundü. La mayor!a de los microorganismos G(+) y 

GC-) son susceptibles al trimetroprim, pero puede. desarrol larsn 

resistencia cuando el farmaco se utili::.a solo. C JO) 
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l.3.3.4.3. MECANISMO DE ACCION. 

Es el resuJ tado de su acción sobre dos pasos enzima tices para la 

s1ntesis del tetrahidrofolato<FAH4) el cual participa en reacciones 

de biosintesis vitales para el crecimiento y supervivencia celular. 

En los microorgani?mos, el tJihidrofolato <FAH2> es sintetizado "de 

novo" a partir del :t.cido p-aminoben:::oico <PABA), r'eá'cc:iOn que es 

bloqueada por el sul fametoxasol. En cambio en los mamiieros, el 

:tcido fólico(FA), dihidrofolato1FAH2> y el tetrahidrof6latolFAH4) son 

proporcionados por la dieta, En todas 1 as especies el 

tetrahidrofo 1 a to< FAH4) transforma.do a dihidrofolato(FAH2> en Ja 

sintesis del timidilato, en esta reaccibn, necesaria la 

dihidrofola to reduc tasa. 

El trimetroprim inhibe selectivamente a todas las reductasas 

microbianas y la efectividad de esta inhibición se acentúa por el 

bloqueo de la slntesis del dihidrofolatoCFAH2>. (23> 

Otras consecuencias fisiológicas causadas por el bloqueo de la 

sintesis del tetrahidrofolato<fAH4) en lc¡s bacterias son: Inhibición 

de slntesis de purinas, pirimidinas y aminoacidos. ( 10, 14) 

1.3.3.4.4 RESISTENCIA BACTERIANA. 

Generalmente la combinacion Trimetoprim-Sulfametoxasol CTMP-SMZ> 

resulta ser un agente antimicrobiano de amplio espectro, solamente se 

ha observado resistencia en algunos microorganismos como Pseudomonas 

aeruginosa que presenta resistencia al trimetoprim(TMP) pero esta 

disminuye considerablemente en presencia de sulfametoxasol SMZ. (10} 
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. En algunos casos se observa que e>eiste cierta interferencia A la 

acción del TrimetQprim-Sul fameto>«asol < TMP-SMZ> y se ha comprobado 

que. el factor respoMsable de dicho fenómeno ae la preaencia de 

timidina. 

1.3.3,4.5 EFECTOS INDESEABLES 

No se ha vil:>to que el TMP-SHZ induzca deficiencia de folato en 

personas normales)sin embarga, en pacientes deficientes de folatc 

puede causar megalcblastosis, leucopenia o· trombocitopenia 

El empleo de este fármaco en pacientes con enfermedad renal puede 

sel"' seguido de una disfuncibn renal permantente. <46> 

1.4 DETERMINACIDN DE LA SUSCEPTIBILIDAD DE LAS BACTERIAS. 

Las contraindicaciones mencionadi\S por el uso de antib10tico'3,a51 

como el incremento de la resistencia bacteriana a dichos fármacos eon 

el consecuente fracaso en la terapia de numerosa!:f infec:cionesthacen 

necese.ria la implementacibn de técnicas de detec:cién de 

susceptibilidad hacia los antibióticos como prueba de rutina 

recomendada en el diagnóstico cl.tnico. Los resultados obtenidos en 

dichas prueba.9 ayudar.!!.n al médico a seleccionar el agente 

antimic:robiano más apropiado para el tratamiento clinic:o de la 

infección. <2> 

En la actualidad, los principales métodos que se, utilizan para 

determinar- la susi:eptibilidad de un microorganismo a un antJ.bíOtico, 
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-· 
en ca1docdi1uci6~ P:-.:~m.ic:.rDdi~úc:ibn ·en :tub.~) -y- en placá'··.d17'.agar, y l.a 

prueba _d~ -: di fl:J.s~~f! -de1/~1~¿0 e~-- agal".'--,_~-t.~~1 izancto .. , ,diScos '~m~regnados 
con antibióticos. 

Se han propLleS;tO- yarioS ~:~:t~~-~¿ de: di~hsi~~\:~~~o el de Ericson o 

ICS y el de Kirby-Bauer <K_.:..9) _J, -e~~¡:~<--¿í~{i·~~<~~· .'~i más r'eé:'omendado para 

la susceptibÍÚ:dad· .. a::;:a~t;::i'bi~-~·¡.coS. ºpor la Organizac:ion 
. -.. -~ ::-.-.- -· ',-~~.'." ._., ;: 

Mundicll de la Salud J la FoA Y>1a· NCCLs-;P~1es' presenta ventajas por set' 

determinar 

rápido, económico, de técnica ,"seilcillá.. y fa<71 !'mente reproducible. 

(2,51,55) 

Las condiciones del método de Kirby-Bauer <l<-BI están 

estandaric::adas para bacterias Cll.h~ c:rec:en fácilmente agar-

Mueller-Hintonl sin necesidad de una suplementacián en un tiempo que 

va de 18 a 24 hrs, como por ejemplo, E.coli y Sta.auret1s. 

En lo que se refiere a la~ bacterias.fastidiosas <incluyendo en 

este grupo a todas c1quellas bai:terias de dificil crecimiento 

condiciones norma les) ~ asl c:omo en el caso de bacterias de 

crecimi~nto lento (tiempo de crecimiento prom~dio mayor a 24 hrs) es 

necesario cambiar algunilS variables como son: la c:omposic:i6n del 

médio, atmósfera utill.=ada. temperatura y tiempo de incubi\cián entre 

otras. En estos caso?:> indicar las variaciones hechas al mOtodo, Yñ 

que dichas modifir.:.:ic:J.ones pueden afectar los resultudos.. (52) 

Los métodos de difusión nos dan resultados c:.ualitativcs de fácil 

interpretaciOn. ya que de acuerdo con la ::.ona clara de inhibici6n de 

pag.39 



cr.eci'!'lief1tO ~.li-ed~dor dál disco de antibibtico, los microorganismos 

se clasifican.ens 

-SUSCEPTIBLE. 

U~ microorganismo es susceptible cuando es inhibido por una 

concentración de antibibtico menor a la que se encuentra en el plasma 

de un paciente tratado con la dosis del fArmaco prescrita normalmente 

para el tratamiento especifico del tipo de infección en cuestión. 

-INTERMEDIO. 

La susceptibilidad de un microorganismo se considera intermedia 

cuando la infección cede a dosis del fArmaco mayores a las que 

normalmente se prescriben bien, cuando el microorganismo so 

encuentra en un brgano o fluido corporal do~de se concentra el 

ft\rmaco, como orina y bilis. 

Esta categoria actüa como una "zona amortiguadora" que compensa 

errores técnicos durante el procedimiento. Evita la clasificación 

erronea de un determinado microorganismo en alguna de las otras dos 

categorias. Un resultado intermedio Justifica la repetición de Ja 

prueba. 

-RESISTENTE. 

Se puede considerar qL1e una cepa es resistente cuando tolera 

concentraciones de un antibiótico mayores a las que generalmente 

inhiben el crecimiento de otras cepas de la ¡nisma especie. 

(2~4,5,51,52) 
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La zona clara .alrededor del disco se debe a dos fenómenos: 

Primero, e! disco absorbe agua del agar y por tan tó el. antibiótic:o 

com~enza a ~is~}vers~;esta soluc:ión comien::a a difundirse a travé$ 

del agar."teniend6_ un gradiente dti conccnt.l".::ición del fárml\co utiliza.do 

que concentracione;; en el borde del di Seo has t.:\ 

conc"entr::a·ci6-~'~s ·tan' b~jasj,que ~on .incapaces dC! inhiblr·'el crec:imiento 

micro?i~r~c::r.· ·:Y<,_~:.-~/·. 
El.· segundci~ f~~b~end" miCroortjaniSmo comienza· a 

llevar ;::'.·:~a·~~6; ~~~'.·~~~·t·~-~~¡~~~~.o_::~.-~~~,~-p~~~;-.~-~ ;~~l, -~·~·~-~ {~~.O ·~~· adaptación 

coine~Z.:\rá· s'L1;:c·r;;;:·¡,¡;ieni:O"~~l ~:Lic:\1. t'lene Un ~:~~m_~:~~t-~-~~-~.~-~~-: 1~9aritmico. 
, /-,, ; '"';.. -~~~ ·; ,':. "'::.:·::·(· 

,_-,,_ :.:~\· ·_··:-;. ··:,-:\·:_~;~~:e- __ :;:·>>;~~~;:;:~:--~~:~(:' ::_·_·~e ~·- ·:·.;· ___ . 
~~-/~- ._'.·.~=-:;:._ - p~ .. : ., <'' "--. ''· 

--... ~,:: ;:::~+~:( :·:;(.; ·,. : .... """, ~,., "-·· · ';;Le.~~.;~~~·"··;-. -, -·- ~:--
-· É( t'~~i~¿'.~:~~~~~f:if~'_-~.~i~*~~-f2f~~~~:::~o~~~~~ de ·~fMh'ibicí6rl--~o$tá =--~;~-~;~~inadO. 

por ·1 a co~.~~~ ~[.~:~,~.t-~:·i~~:_;~"~i~f~~-'~.1ªi~-~1~~~~~-~e:.:.~;'.- e·n~~~r1.tra· ·en :f~" misma Y 

la susce·p·tib:i-l'i-~~d::~.~lj_;¡_:~;J:b:~'~-d;~~-¡,J.;~~~; '.~;~;i-~~i~~-~· ~-n~-~~ctudi~~ Por t~n to, 
""'--'-""'- ....:.:.,,_. ~~-=-;e· ··~''·:~·...o-'C::C.· 

dentro de- í'~_s· ,1_1_m·i_~·a_~-(~!Í~-~:,d~Ei~~.~~fPrd~ba_; :~1 º~~-~ni"etro de la ::ona de 

inhibición -~e~i-~~~~:~-~~ ··1·;' ~Lt·~·¿,;~'~h~:irid~d relativa a un antibiotico 

determinado. <3> . ·-~-/- '.'- :'/:· · "·. 

la- --~:_nterP~-~~-~~\:~~ ".-:de c:Llalquiera de las pruebas de 

suscept.ibilidad-"in vitre~•·,'. conviene recordar quo son, esencialmente, 
, __ - ,-·,,,'. __ -,' ,. 

"medidas artifici'~ie~-~~-~Lb~;datos obtt.>nidas en ellas sblo dan una idea 
;., (,'>" 

aproximada de-- la.-·'ac~é:f6n': inhibidora contra los microorganismos. El 
:.'· , -·:."<-< 

Onl.C:O c:riteríO ab5ó.lut:o·:de -la eficacia de un .:1ntibi6tico es la 

cuando se le administra la dosis 
".->,;: .. .-,:.,..,.:,.·:'. 

adecuada. de :f~a, f~~roga~ correcta. 1 ya que ninguna prueba "in vi tro" 

consider~_:;~~~~i.~d~;d~'S": /~~-n;~c-ocinéticas d~ los antibióticos, respu Pta 

del siStema~:i~mU~i."~~.i·'~:u~·~Pc~ '/ dlfu<aión dr;il f.!.\rmac:o a través de lus 

dife~enb:Hi t'éi~d.~s:· co.~porales . .- <2,6) 



CAPITULO l ! 

"MATERIAL y. METDDDS .!" 

.. 
-_e,,c'' ·,;o•;'.••, 

proporcionadas por el tNS:Ti'rlrTh'·_': N~·c·1~N~L DE DIAGNOSTICO V REFERENCIA 

EPIDEM!OLDG!COS "DR. MAN~EL~~RTINEZ BAEZ" e rsrn de la Dirección 

General de Epidemiolog!a, en donde fueron aisladas , identificadas y 

ti pi f !cadas, 

Ltis cepas se recibieron Sembradas en tubo con agar inclinado. por 

lo que fuó necesal'"'io resembrar para poder liofilizar y mantener: di~ 

esta manera la viabilidad de las cepas. 

2, 1 SEMBRADO EN PLACA 

*Material y medios* 

- Asas bacteriológicas 
-';--' 

minutos y pos ter iormen te f 1 ameada!:i. 

- Cajas con agar brucela adicionadas con el. ,_!O'l.- ·de sL1ero 

Caquino o bovino). 
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l:Desarrol lo* 

Se toma el in6culo con el á:~a.:-y s·e :'cuhre aPro~i~madameñte una 

cuarta. parte de la placa c~n ~~·~ri:a·s p'r.6Hiinas Y parai"elas,en 

seguida, poner el asa en alcohol al 70%. 

-· Tomando otra asa efectuar un ligero , pasaje por la ·parte 

inferior de la región ya estriada, girar fa ·praca- en ~ngulo 

recto y estriar apr:o>1imadamente la mitad . de la.- Part'e 

restante sin _superponer las estrias. 

- Girar la placa 180 grados y estriar 

evitando cubrir la!> ;:on"'s Y"' estriadas, 

- Incubar a 37•c durante 48 horas. ( Por no ser üJ1: aiSl_amie"rlto-. 

"primo" no se requiere de atmós.fera. de C02>. 

2,2 SELECC!ON DE COLONIAS, 

Se eligen colonias lisas < por medio de la prueba de acriflavina> 

que presenten las morfo logias ,colonial y .microscópica propias de la 

brucela por obsP.rvacibn directa y tinciones de Gram y Ziehl-Neelsen 

modific-ada, 

2.2. 1 OBSERVACION DIRECTA. 

Después de 48 horas de incubación, las colonias que aparecen en la 

c;uperficie del medio s~-~~b~0- ol?!'i~ry_~r c_9n _u11 diámetro ____ de_ 2"."".3mm, 

translúcidas, circulares, sin pigmento, conve>:a!i y .lisas con b-rillo 

en la superficie. <45> 
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2.2.2 PRUEBA CON. ACRIFLAVINA1 

- Soluc:16n 

*Desarrollo* 

-Se deposita en la parte inferior de un portaobjetos limpio y 

desengrasado una gota de la solución de ac:riflavina y en la 

parte sup?.rior del mismo se pone una gota de solución salina 

fenolada ld cual se suspende una porción muy pequeña del 

cultivo. Se mezclan las gotas homogenizando perfectamente 

con el asa, observar los resultados frente a una lámpara·. 

*lnterpretaci6n 

Los resultados se interpretan como sigue: 

- Las colonias lisas parmanecen en suspensión. 

- Las colonias rugosas aglutinan inmediatamente. (27) 
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2.2.3 MOf<FOLOGIA MICROSCOP.ICA·POR,. TINCllJWDE·GRÁM <MOOIFICACION DE 

da 

- ,so1UcibO·-de yodo de Gram. 

- Oecolar"'ante. 

- Contracolorante <safranina ma.dreJ 

- Portaobj etas. 

- Pi~eta c:oM agua destilada. 

$0esarrol l º* 

- Preparar- frotis,,dejar secar- ,·Y fi~-ar' ~- .. J.a,flama •. 

- Bañar el portaobjetos con colorante ·de -~' .. ~fi-sta\1 -v1oiOta, _c¡i..te 

se deja durante 10 segundos. 

- Lavar con agua destilada. 

- Bañar con solución de yodo y dejar el .mordiente durante 10 

seg. 

- Enjuagar bien con agua destilada._ 

- Decolorar con 5>0lL1ci6n de alcohol-acetona hasta que el 

solvP.nte apare;:ca incoloro. Es to requiere de 1 O a 20 

segundo~. 

- Contracolorear con safranina durante 10 segundos, lavar con 

agua. 
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- lJej ur secar. 

- Lec_I"' al ~icr_9scopio. 

* lnterpretaci6n* 

-se· deben ··de observar bacilos Gram(-.:.)· de 0~.5 X 0.5 hasta 2.0 

micras de longitud. 

2.2.4 MDRFOLOGIA MICROSCOPICA POR EL METOOO DE . ZIEHL-NEELSEN 

MODIFICADA<POR STAMP 1950), 

*Reactivos* 

- Fucsina fenicada de la coloracion de Ziehl-Neelsen diluida 

1110 con agua destilada, y -filtrada-' 

- Acido acético al 0.5:1. v-v. 

- Verde de Mal a qui ta 

- Asas microbiol6gicas 

- Portaobjetos 

*Procedimiento* 

- Secar y fijar frotis a la flama 

- Cubrir la prepa1·acibn con fucsina -dil~ida, deJar la solLtción 

durante 20 minutos. 

- Lav.Jr con agua 

- Decolorar con ácido acético al 0.57. por 30 segµndos 

- Lavar con agua 
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- Cubrir el frotis éon ve('de de !'l_alaquitet;. dejando .esta_~oluc:=i6n 

durante 30 miriutos 

- Lavar con agua, dejar secar y obser:-var._·-

t: In terpretacion* 

Las brucelas apareceran como cocobacilOs ·de col'Of roJO, ya que 

son ácido resistentes débiles, otros organismos que no tengan ésta 

caracter!stica tomar,!\n la coloración verde. 

2. 3 SEMBRADO EN TUBO 

Una vez elegidas las colonias G (-) y ácido resistentes, se 

siembran en tubo inclinado con agar brucela por el método de estria. 

*Materialt 

- Asas bacteriol6gicas pi;-eviamente ~umergidas en alcohol al 707. 

y flameadas. 

-. Tubos con agar brucela. 

lOesarrol lo..t: 

- Se toma el inóculo con el asa bacteriolOgica y se siembra en 

el tubo con estrlas prbximas y paralelas evitando superponer 

las estrlas, incubar a 37• C durante 48 hrs. Al terminar el 

sembrado el aBa se sumerga en la solución de alcohol al 70'/.. 
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2 .4 S~t18RADO EN FRASCO ""SEMILLA 

Sembrar en fráscos semillas con el fin de obtener un gran volumen 

de masa celular. 

*Material* 

- Frascos semillas con agar H. 

- Asas bacteriol6gicas previamente sumergidas en alcohol al 70X 

y flameadas. 

*Desarrollo* 

- Tomar con el asa una cantidad de inoculo suficiente,6embrar en 

el frasco por medio de estrias paralelas y prbximas. Incubar a 

37•c duran te 48 hrs. 

2. 5 SEMBRADO EN BOTELLA ROUX 

Pasar la masa celular obtenida en el paso anterior a betel la 

Rou>1. 

•Material* 

- Jeringas de 20 ml estériles 

- Betel las Roux con agar H 

- Caldo brucela. 
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*Desarrollo* 

. ' . 
- La masa celular obtenida en el fr.:\'scC{ semilla -se recoge con 

una cantidad suficiente de caldo b~Uce\\l~~.<~~-.it-á.nd.o suavemente 

el frasco hasta observar que -~·l ·_c::~.ld:~> s~_::~ue·Í.ve turbio, en 

seguida e>: traer el caldo inoculado con' J_~ringa :y sembrarlo en 

la batel la Roux. El caldo debe _distri.b'Ul'rse lo mAs 

uniformemente posible en toda la superficie del medio. 

- Incubar a 37ºC durante 48 hrs. 

2.6 COSECHA 

*Material* 

- Pipetas de 10 ml estériles con algod6n en la boquilla 

- Bombilla para pipeta 

- Ampolletas estériles y etique~a'd'as.- ccirí .- el nCtmero de cepa. 

- Solución estabilizador(\ liofiliZante <BaC:tocasitone). 

*Desarrollo* 

- La masa celular obtenida en la batel la se cosecha agregando 7 

ml de bactocasitone y moviendo suavemente la botella hastu 

obtener una suspensibn, ésta se transfiere una pipeta a 

las ampolletas (1).5 ml por ampolleta). 

<Ya que existe el riesgo de la formacibn de aerosoles nunca 

se debe pipetear con la bocal. 
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- Un;l vez llenas laG ampolletas, se cubre con un tapón de algodón 

y ·s~ congela a -40' C durante 24 hrs pasado este tiempo, se 

sacan del congelador e inmediatamente se colocan en un frasco 

de cristal el cual se conect~ a un condensador que está unido 

a una bomba de alto vacto hasta observar que los cultivos 

quedan completamente desecados. 

- Terminada la liofili::aci6n el frasco con las ampolletas se 

colocan en un desecador y finalmente, se sellan las ampolletas 

a la flama en una campana de flujo laminar. 

Todas las operaciones que se realizan durante el proceso de 

liofili::acion requieren de extremadas medidas de seguridad como la 

utilizac:i6n de tapabocas, lentes y guantes asi como el manejo del 

material contaminado en la campana de TluJo laminar y esterilizacion 

_del mismo para evitar que el personal del laboratorio sea contagiado 

accidentalmente de brucelosis. 
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CAPITULO Ill 

"MATERIAL V METDDOS [ I" 

"ADAPTACION DEL 11ETODO DE K!RB'l-BAUER 

PAR.A SU USO CON Bruc:e 1 Ja spp. " 

3, 1 METOOO. TRADICIONAL DE KIRBY-BAUER 

3;1,1 MATERIAL Y MEDIOS. 

·..;.,Cepas' de- reierencia, 

,_ E!rutel le mgl iteosis Hl9 

- Brucel la suis 133•) 

- Bruce 11 a abor-tus 540 

- Discos de antibióticos .Los piscos deber;i guardarse en refrigeración 

C2-8•C) ,se recomienda que 1 o 2 horas antes de su utilización se 

saquen del refrigerador con el fin de que su temperatura se 

equilibre con Ja del laboratorio. 

- Cajus con age'\r Muel ler-Hinton 

- Estandar turbidimétrico< tubo ú.5 del nefelómetro de Me Farland> 

Hisopos estéril eo;; 

- Agitador Vortex 

- Tubos con tapón de rosca con caldo de case.ina··de soya 

Solución salina al 85'% estéril 
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- Asas mÍcrobiolOg.ic:aS. tratadas con ·a1C:ohol durante 20 minutOs y 

flameadas'. " 

- Pinzas 

3.1.2 DESCRIPCION DEL METODO TRADICIONAL OE KIRBY-BAUER.<2,7,24) 

- Se toman de-5 a 10 colonias que presenten la morfolog1a colonial 

cara~terlstica y con el las se inocula el tubo con caldo de caseina 

de soya, es to se incuba de 2 a 6 horas. 

- Pasado este tiempo se compara la turbidez obtenida con el estándar 

tubo 0.5 del nefelómetro de Me Farland y se ajusta con solución 

sal.ina. Para obtener mejores resultados, los tubos deben 

agitados con Vortex y la lect.ura se hace contra un fondo blanco con 

lineas de distintos colores. 

- Una vez ajustado el inóculo, se siembra en la caja de agar 

Mue_l ler-Hinton con ayuda de un hisopo. La aplicación se hace 

pasando el hisopo tres veces por toda la superficie del medio, 

girando la caja 60 grados entre cada aplicaciOn y una pasada final 

por tqdo el borde de la caja. Este inOculo se deja secar por unos 

minutos a temperatura ambiente. 

Se colocan los discos de antibibtico con pinzas estériles<M~rnimo 7 

para cajas de 100 X 10 mm> • La distribuci6n de los discos debe ser 

lo más uniforme posible y pro~ur_-ar que queden _alejados por lo menos 

15 mm del borde de la caja. 
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recóílliendá no 

encimar m.'is de dos cajas y no' utü:Í'~~~-- ~~:~6~~~fe;~ d~· co2.·, 

'.'>: .';_·_~-/' - ·.-- ·:·--~e~~---
-·:.-. . ''>·: -'r '.·.'.~ .. ~...:- ~-

- Después de 16 a 18 horas de incu_b~-~-fkk~;;·~<; -~~it~iriárl;~' ifa-s ~Í::ajáS y __ ·se 
- ;{-~ . ., 

miden los diámetros de inhibic.úm- -~,~º~~·: ;~~:i:~ '-~~- .. se.: re9istran 

E~ta · opB~~c~~A--.:~-~>-~¡ hiid~ ':JUrlto a. una expresados en mil l¡netros. 

grados. 

- En caso que en la zona de inhibicibn se observe en ·creCimiento de 

algunas colonia, éstas se e:.l:,-aen, se resiembran y -finalmente se 

someten a pri1ebas de identificación para detectar si se trata de 

una cepa resistente o bien de alguna contaminación. 

3.1.3 RESULTADOS DE LA APL!CACJON DEL METODO TRADICIONAL DE 

!~IRBY-BAUER CON Brucel la spp. 

Se ensayó el método tradiFional de J):irby-Sauer descrito en la 

seccJ.On anterior con las cepas de referencia M19, 1330 y 540 

aplicando discos comerciales de concentración estándar de 

baci tracina de 10 U. I e a la que Brucel la spp es resistente>, 

penic.1lina de 1(1 U.I <con la que DrL1c:ella spp presenta una 

resistencia media) y con tetraciclina de 30 microgramos (a la quo 

BruceI la spe es sensible> .Cada una de las cepas de referencia se 

probó por triplicado con cada antibiótico y los resultados obtt:onldos 

fueron los siguientes: 

- Los di.\lmetros de inhibición de la penicilina y tetraciclina se 
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- Al rededor de disco. de·. ~aci tracina no. s·e ob~ei:-vo -inhibiciOn. 

Puesto que bajo estas condic:iones e>:perimentale5, la lectura de 

los diámetros de inhibición para la penicilina y la tetraciclina 

resultó imposible debido a un traslape total de los halos , se 

prosiguió a modificar las condiciones de dicho método con el fin de 

favorecer el crecimiento de Bruce! l~ spp. 

A continuación se describen los distintos ensayos realizados con 

el fin de lograr la adaptación del método de Kirby-Bauer para su uso 

especifico con Brucella spp. 

3,2 DETEMINACION DEL MEDIO DE CULTIVO OPTIMO PARA EL CRECIMIENTO DE 

Brucell~ spp. 

3.2.1 Selección del medio liquido. 

3.2.1.1 Material 

- Tubos con caldo brucela. 

- Tubos con caldo de c:aseina de soya. 

- Tubo O ,5 del nefel6metro de Me Farland. 

- Cepas de referencia, M19, 1330 y 540, 

3.-2.1.2 Desarrollo 

-· Se sombró cada una de las cepas de referencia en ambos medios, 
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~Justand0 el inoculo con el tubo 0,5 del nefelOmetro c:on el fin 

de partir c:on una ·densidad bacteri"an.a semejante,sc inc:ubaron a 

:..~7·C duran'te 48 hrs. 

3,2, 1.-3 Resultados 

- Los tubos se 

c:ontra un 

Caseina de soya, 2 

-aldo brucela. 

Los numeres se refier:en ·al 

presentaron mayor semejanza. 
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::s..:z.2 Selecci6n del medio. de cult"ivo·s6lido. 

- Cajas de agar Mueller Hinton <M-H> Bio>eon. 

- Cajas de agar Mueller Hinton <M-H> Difco. 

- Cajas de con medio Isosensitest de O>eoid. 

- Tubo 0.5 del nefelómetro de Me Farland. 

- Cepas de referencia M19, 1330 y 540. 

- Asas bacteriológicas pasadas por alcohol y flameadas. 

- Hisopos estériles. 

3.2.2.2 Desarrollo 

- Se tomó in6culo y se sembró en caldo brucela,aJustando la 

dengidad de bacteria con el tubo 0.5 del nefel6metro. 

- El caldo ajustado se siembró en las placas con los diferentes 

medios. 

- Se incubó a 37•c durante 48 hrs y se observó el crecimento. 
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J:.2.2.3 Resultados--

crecimiento relativo 

medio de c:ul tivo 1330 540 

I SOSENS !TEST XXX XXX 

M-H BIOXDN 

M-H DIFCO XXX XXX XXX 

CRECIMIENTO ESCASO 

XX CRECIMIENTO MEDID 

XXX CRECIMIENTO ABUNDANTE 
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·'.Cepas de referenCia •. ML~; 1330 y 540. 

·:-· TubóS de .a9a< H~., 

- Caldo brucela. 

- Jer~ngaoz de 1 ml 

- Neie16metro. 

3 • .3.2 Desarrollo 

- Se sembrb cada una _de las cepas de referencia en ,3 tubos con 

estrias prbximas y paralelas y se incubaron durante 24, 30 y 

48 horas a .37• e. 

- Pasado el tiempo de incubaciOn se agregó a. cada tubo 1 ml de 

caldo brucela y se compararon las densidades de bacteria 

obtenidas con los difer7ntes tubos.del nefelOmetro. 

!'.3.3 Resultados 

- Este .ensayo se .corF~a -:: por:::· trlPlicado~obteniéndose siempre las 

lecturas que se myestran eri:, la tabla 3.3 
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TABLA 3.3"CRECINlEN_TO POR VARIACION DEL TI.ENPO DE INCUBAC!ON." 

crecimento 

.~it:;m_P~: ~e incubacion Ml9 1330 564 

< 1 < 1 

3 4 3 

5 5 

Los numeras se refieren al tubo del nefelbmetro con el que 

presentaron mayor semeJ anza. 
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3. 4 DETERM l NAl: l ON DEL TIEMPO DE APL 1CAC1 ON DE LOS D 1 seos. 

3.4.1 Material 

- Discos de tetrac.i.clina de 3(1 microgramos 

-· Cepa 1331) (Or'ucal la suis). 

- NefelOmetro 

- Hisopos 

- Agitador Vortex 

·- Caldo brucela 

- Tubos con agar H. 

- Cajas con medio ISOSENSITEST de O>:oid • 

- Asas bacteriológicas 

- Pinzas estériles. 

3.4.2 Desarrollo 

Se siguió el método de K-B (ver ca pi tul o l l I sección 3 .1 > 

efectuando los siguientes cambios: 

- Se utiliz6 un cultivo de 30 hrs en vez de uno de mas de 48 

hr-s. 

- Se utiliz6 caldo brucela en vez de case!na de soya. 

- Se sembró en cajas con medio lsosensi test en vez de 

Mue 11 er-Hin ton. 
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Una vez sembrado el inoculo' aJuSt.ado en )á,.pl~ca,ésta se incubo a 

37• C durante los siguientes-pef'.'iOdos -de' ·tiempoi. 

- 5 minutos 

- 15 minutos 

- 30 minutos 

- 1 hora 

- 1.5 horas 

- 4 horas 

- 7 horas 

Transcurridos los diferentes tiempos se colocaron los discos y se 

volvió a incubar cada placa a 37°C durante un tiempo de 18 hrs. 

3. 4. 3 Resultados. 

Este ensayo se corrió por triplicado para cada uno de los 

diferentes tiempos de preincubaci6n. Las lecturas promedio 

muestran en la tabla 3.4 
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TA6LA 3.4 "DI,AMET¡¡os DE INHI6ICION PROMEDIO EN DIFERENTES 

1 hr 

1.5 hrs 

4 hrs 
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DISCO O DE PREINCUBACION" 

11 Diámetro promedio para 

tetracic l ina ( 30 microgramo 

con la cepa 1330 11 

40 mm 

38 mm 

30 mm 



TABLA 3.4 "DIAMETROS DE INHJB!CION PROMEDIO EN DIFERENTES 

TIEMPOS DE COLOCACION DEL DISCO O DE PRE!NCUBAC!ON" 

tiempo de preincubación 

" Diámetro promedio para 

tetracic l ina (3(1 microgramo~ 

con la cepa 1330" 
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3.5 CUENTA .BACTERIANA. C39) 

3.S.1 Material 

- Caldo inoculada y ajustado con el tubo 0.5 del nefelOmetro. 

- Tubos con 9 n\1 de agua destilada 

- Varilla de vidrio doblada en ángulo recto. 

- Placas de a.gar Isosens1test. 

- Pipetas estériles de 1 ml. 

3.5.2 Desarrollo 

- Se aña.dib 1 ml de la suspensión bacteriana ~justada· a· 9 ml de 

agua destilada.· dil.10 t-1> 

- Se añadib 1 ml de la di lución anterior con q ml de a-gua 

destilada estéril. dil.10 C-2l 

- Se repitió esta operación hasta la dilución 10 <-b> 

- Para cada. di luc:ibn se inoculb una placa, añadiendo 1 ml de 

inóculo a la superficie del agar. 

- Se extendiO éste inbculo sobre la superiicie de la placa con 

una varilla de vidrio doblada en ángulo rec:to previamente 

flameada con alcohol. 

- Se incubaron l.1s placas a 37 .. C durante 49 hrs .. 

:S.5.3 Resultados 

- Este ensayo se corrib por triplicado; En la tabla 3.5 se 

mustran las lecturas promedio para la cepa de referencia 1330 

pag. b4 



Tabla 3.5 "CUENTA BACTERIANA PROMEDIO" <Con la cepa 1330) 

DILUCION NO, DE COLON 1 AS 

dil.(-1) mas de 300 

dil.(-2) mas de 300 

dil.(-3) mas de 300 
.. 

. 

dil. (-4) mas de 300 

dil. <-S> mas de 300 

d.11. (-6) 21 colonias 

I' 
... 

TOTAL DE BACTERIAS:::21 millones por ml. 
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3.6 OISCUSION SOBRE LAS HO.DIFICACIONES A LAS"VARIABLES CRITICAS D~L 
METODO TRADICIONAL DE KIRBY-BAUER Ú(~B) :PARA SU ÚTÍLIZÁCION CON 

Brucel la spo. 

3.6.1 MEDIO DE CULTIVO: 

Por el crecimiento observado en los tubos con medio liquido<Tabla 

3. 1) podemos concluir que el caldo brucela cubre mejor los 

requerimientos nutricionales de Bruce! la spp. 

En lo que refiere a los medios s6lidos el agar Mueller-Hinton 

de Bioxon queda descartado pues presenta un crecimiento muy pobre. 

Por otra parte los medios Mueller-Hinton de Difco y el Isosensitest 

de Oxoid presentaron a simple vista un crecimiento igual <Tabla 3.2). 

Asi pues se tuvo que utilizar otro criterio para determinar el medio 

adecuado esto consistió en lo siguientes 

Ya que se se pretendia estandarizar el método de K-B con los 

agentes antimicrobianos normalmente utilizados para el tratamiento 

clinico de la brucelosis y entre los fármacos a probar se tenian 

sulfonamidas, e'3 .imperante señalilr que, para pruebas de sensibilidad 

con dichas sustancias recomienda utili::ar un medio con una 

concentración baja en timidina <limite maximo .00004 gr por 1 t>, ésta 

caracteristica la cubre mejor el medio ISOSENSITEST de OXOID. 

Por sus caracteristicas Optimas para el crecimiento de Brucella spp 

y por no presi:mtar interferencia para la acción de las sulfonamidas 

se utilizó el medio Isosensitest para todas las pruebas con el fin de 

mantener las mismas condicines • en lo que al medio de cultivo s~ 

refiere. 
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~.6.2 EDAD DE LA CEPA1 

En la. tabla 3.3 se tiene que a las 24 hrs no existe un crecimient:o 

importante por lo que se concluye que el microorganismo se encuentra 

en su fase LAG 

A las 30 horas se observt'J que la división celular ha comenzado 

pues se obtuvo una turbidez mayor que a las 24 '1r~,esto es, se 

encuentra en su fase logar!tmica. 

Normalmente se considera que el tiempo de crecimiento de la 

brucela es de 48 hrs mas all~ de éste, se avan:.a en la fase 

estacionaria que conduce finalmente a la muerte celular. 

ACl.n cuando Ja mayor densidad de bacteria se obtiene a las 48 hrs 

se ha elegido al cultivo de 30 hrs,por encontrarse aquella en su fase 

de máximo desarrollo,resultando muy probable que, cuando se pase de 

medio < tubo + caldo----tmedio solido > que implica el método de 

Kirby-Bauer , el tiempo de adaptación del cultivo de 30 hrs a las 

nuevas condicines sea menor que eJ requerido por el de 48 hrs., esto 

es, se pretende disminL1ir el periodo de rezago del crecimiento de 1 a 

bruceJa debido a las condiciones desfavorables producidas aJ final 

del cultivo de 48 hrs o mas, como por ejempJo,la acumulación de 

productos tóxicos. 

Al disminuir la fase de adaptación se acumularán r:tpidamente las 

en:::imas y metabolitos intermediarios hasta alcanzur concentraciones 

suficientes para que el crecimiento se reinicie. y la s!ntesis de 

material celular alcance una tasa constante llegando asi a su fase 

Jogarltmica antes de la aplicación de los discos de antibióticos. 
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3, ó • 3 TIEMPO CE PRE I NCUBAC ION : 

Según el templete utilizado como referencia cuando se utiliza el 

método de Kirby-Bauer estandarizado.un microorganismo susceptible a 

la tetraciclina presenta un diametro de inhibicibn de aproximadamente 

20 (2) ya que la ·arucel la spp es susceptible a la tetraciclina y a 

las 7 hrs se tiene diAmetro de 22 mm <Tabla 3.4)el cual es muy 

cercano al de referencia y que, al obtener diAmetros de este tamaño, 

es posible efectuar fácilmente la lectura sin problema de traslape de 

los halos. Este tiempo de preineubación se fijb como el estandar 

para hacer las pruebas con las diferentes cepas de Drucella spp. 

3,ó,4 TEMPERATURA CE INCUBACION: 

Como se ha venido mencionando, la brucela es considerada como una 

bacteria fastidiosa o de dificil crecimiento, tempera tura menor a 

la óptima (37º C> producirla un retardo en el crecimiento con el 

consecuente aumento de las zonas de inhibición y, por otra parte una 

temperatura mayor puede llegar a inhibir el crecimiento teniendo ello 

el mismo efecto sobre los halos, que una baja temperatura. 

Como el fenómeno que se busca contrarrestar con la adaptación del 

método de Kirby-Sauer para Brucel la spp es precisamente el de obtener 

' halos de tamaño exagerado. se eligib la temperatura de 37 • C como 

fija, para las pruebas eon los distintos antibióticos. 

3.ó,5 CENSICAC DEL INOCULO: 

Un intlculo muy ligero,producir.t\ zonas de inhibición largas y 

podrlamos eonelulr falsamente que un M.O resistente es sensible. 
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Lo contrario sucederá si se utiliZa una densidad mayor, se 

redLu:irá. el diámetro de inhibición y podriamos clasificar un 

organismo susceptible c:cmo resistente. La densidad que normalmente 

es' utili-;::ada por el método de l<irbr·-Bauer corresponde al tubo 0.5 del 

nefel6metrc de Me: Farland <el cual equivale a una densidad de 300 

millones de bacterias por ml (26J ha demostrado ser, en las prácticas 

de rutina para diversos microorganismos como Sta. aureus y ~ 

entre otros, la ideal para esta prueba. Es por esto. que 

esa densidad como la estándar. 

3.6.6 SELECCION DE LOS ANTIBIOTICOS: 

eligió 

Se usaron los antibióticos mAs empleados en la terapia de la 

bruc:elosis a las concentraciones c:omerc:iales. Puesto que la 

conc:entrac:i6n del antibibtico en el disco determina el diámetro de 

inhibición, se recomienda controlar su potencia cada dos semanas con 

la cepa de referencia 1330 la cual debe mostrar un halo constante. 

Es importante que los antibibticos se saquen del refrigerador 2 

horas antes de ser utilizados, ya que diferencial de temperatura 

grande .entre la de estos y la del laboratorio, causará un cambio en 

la concentr""ación de los discos por condensación. 

Debemos señalar que todo cél.mbio en la potencia de los di$COs 

distorsiona los resultados y que todas las pruebas deben realizarse 

baJo las mismas condiciones ya que se pretende estandarizar el 

método. 

En la tabla R ,se muestran las var""iaciones hechas al método de 

Kirby-Bauer (K-D> par""él. su uso especifico para Brucel la spp en 

comparacibn a1 método tradicional. 
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T('ltLA f;• 
LüM~ARACION ENlf<E EL METODO TRADICIONAL D~ KIRBV UAUER V SU MODll'JCACCHIN 

AJUSIE DE Lf\ 
Df.NSIDl-llJ 
OACTEnIAUA 

SC.MBRHDU EN 
PLAC.-"1 

CULUCAC IUN DE 
L..05 lHSL:U~ 

UTILIZAR ~L TUDO 
l•.5 

DEL NEFEl.OMETRO 

UTILIZAR AGAR 
NUELLER H 1 NTON 

CINCO orscos POH 
CAJA DE l(IX 11.)0 MM 

INCUBAR 18 HRS A 37•c 

MEDIR HALOS DE 
INHIBIClot< 

MODIFICACION PARA ~ 

5Et1Bí<AR EN TUBO 
DE AGl\R INCLINADO 

INCUBAR 30 HRS A 37• C 

AGREGAR CALno BRUCELA 

INCUBAR 2 HRS r. 3l• C 

UI ILilAR CL TUOO 
v.s 

DEL NEFELDMETRD 

UTILIZAR AGAR NOBLE 
Y MEDIO ISOSENSITEGT 

INCUBAR 7 HRS A 37" C 

CINCO DISCOS POR 
CAJA DE IOXIOO MM 

INCUBAR 18 HRS A 37" C 

MEDIR HALOS DE 
INHIBICION 



CAPITULO IV. 

"MATER[AL Y METOOOS III" 

"ENSAYO DEL METODO DE KIRBY-BAUER PARA SU USO ESPECIFICO CON CEPAS 

AISLADAS DE Brucel la spp 1
' 

Una vez adaptado el método de Kirby-Bauer para su utilización 

especifica con Brucel la, se ensayb esta modi·Hcaci6n con 106 cepas 

proporcionadas por el !SET ( Instituto Nacional de Diagn6stico y 

Referencia Epidemilógicos). 

4.1 Material 

- Cepas de ~ proporcionadas por el Labor~torio de 

Brucelosis del !SET de la Secretaria de Salud. 

- Discos de antibiOticos (se utilizaron discos comerciales de 

concentracibn estándar). 

Clorotetracic lina 30 mcg = A30 

Gentamicina ISO mcg = G150 

O>ti tetracic 1 ina 30 mcg = T30 

l<anamicina 30 mcg KA30 

Estreptomicina 10 mcg ES le) 

Ri fampicina 5 mcg RFS 

Amikac:ina 30 mcg = AK30 

Tetracic l ina 30 mcg TE30 

Trimetoprim-Sul fameto::asol 25 mcg = MM25 

pag. 70 



- Placas con medio Isosensitest de Oxoid 

- Estándar turbidimétrico. Tubo O.S del nefelómetra 

- Hisopos estériles 

- Agitador Vortex 
- ·~~;· 

- Tubos con agar H ···;::.· ~~:) 

- Tubos 

- Asas 

tapbn de rosca con caldo b·~úc'Ji'a :;~!it'é.f.:i"J.-·es· 

bacteriológicas tratadas:·. con :.-~-1~:~;~:~} X:p~/:;i~ ·minutos y 

flameadas 

- Pin;::as estériles 

4.2 Descripción del método de Kirby-Bauer para su uso especifico con 

Brucella spp. <Para cada cepa se corrib este ensayo por duplicado) 

- Se sembró la cepa en tubo de agar inclinado y se incubó a 37• C 

durante 30 horas. 

- Pasado este tiempo, se le agregb caldo brucela y se incubó a 

37ºC por 2 hrs 

- Se ajustb la densidad de bacteria comparando con el tubo.5 del 

nefel6metro, esta lectura se realizó junto a fuente de luz 

y el tubo se colocó contra un fondo blanco marcado con lineas 

de colores. 

- Se tomó el inóculo ajustado con un hisopo. 

- Se pasó el hisopo por toda la superficie de la 

placa,repitiendo ésta operación 3 veces girando la caja 60 

grados entre cada pasada y una pasada fJ.nal por todo el borde 

de la superficie del aoar. 

- Se incubó durante 7 tws a 37' C 
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- Se colocaron los discos (5 por caja de 10 X 100 mm) procurando 

una distribuc16n uniforme y tratando que los discos se 

encontraran a una distancia al borde de la caja de por lo 

menos 15 mm. 

- Se incubo duran te 18 hrs a 37• C. 

- Se midieron los di,:¡metros de inhibici6n obtenidos. 

4.3 Resultados 

En la tabla 4,se enlistan los diámetros de inhibición obtenidos 

con el método que se acaba de describir C las lecturas están 

expresadas en milimetros). 

Las claves utilizadas en la columna de clasificaci6n significan lo 

siguiente: 

BM - Brucella melitensis 

SS - Brucella suiG 

BA - Brucel 1 a abortus 

Los números que siguen a cada una de éstas claves se refieren a la 

biovariedad a la cual pertenecen. 

El significado de las claves de procedencia son: 

ISET -

TEC -

fnsti tu to Nacional de Diagnostico y Referencia 

Epidemiol6gicos 

lnsti tu to tecnológico 
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Cl-25 - Cl inica número 25 

H.Gral - Hospital General 

CMN - Centro Médico Nacional 

SS' - Seguro Social 

HIR - Hospital de lnfectologia de La Raza 

,INP- - Instituto Nacional de Pediatria 

La H y la A que siguen a cada una de las claves indican que fueron 

aisladas de un huésped humano<H> o animal (A). 

Finalmente las claves para los a~tibÍÓticos ccn sus 

concentraciones corrrespondien tes son;-

Clorotetracicl ina 30 mcg = A30 

Gentamicina 150 mccj· " G150 

O>< i tetrac ic: l ina 30 mctj = T30 

Kanamicina 30 mcg = KA30 

Estreptomicina 10 mcg = ES10 

Rifampicina 5 mcg = RF5 

Amikacina 30 mcg = AK30 

Tetracic l ina 30 mcg = TE3c) 

Trimetopr im-Sul fametoxasol 25 mcg = MM25 
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fAaLA 4. 
IABLADEDJAOETRQSQE INHIBltlOKtDNlAOQOlflCACIOKOElOEJDDQDEHESPEtlflCAPARAEl6[1((RQiR\JtEllA 

CLAVE PRDCEntktlA ClASlflCACIDK lElD ES!O RES 111125 AKJO JlO mo AJO GISO ------·----·-·-····------------·---------------·---------·---··----------------------------·-·-------
1 ISEl·H 8"·1 1l 18 71 ll 17 11 ¡¡ 21 
¡ ISEl·K Bft•I lO 18 21 • 10 20 IC 2S ¡¡ 
1 ISEl·K BO·I 21 1¡ 21 IS 18 20 21 2J 
10 ISEl·K 9ft·I 25 1 2S ' 1 21 20 16 
12 ISEl·K BO·I " 10 2• IS 11 JB ll 11 
IS ISEl·ff BO•I 21 lb 11 IS 18 20 ll ll 
16 ISEl·H iM 19 17 10 I& 18 21 IS 1& 
17 ISEl·H Bft·I 21 li 21 ll 18 ¡¡ 21 IS 
18 ISEl·H BO·I ¡¡ 20 I& IS 21 21 21 IS 
11 ISEl·H BH JO 17 21 IO 20 ll 22 21 
21 ISEl-K BO•I 21 I& 21 IS IS 20 21 21 
2S JSET·H BO·I l'I 19 18 I& 11 20 IS 2J 
l& ISEl-K 9ft·I ll 16 11 IS IS 11 22 21 
lS ISEl·H Bft·I 21 20 lS IS 21 lO zs 8 
¡¡ ISEl-H BS·I IS IS 9 JO 10 IS ll 21 
lO 1EC·A SH lo 21 11 11 21 21 zs 2& 
ll !Et-A BS•I ¡¡ 19 21 2S 20 ll 20 21 
11 IEt-A BA·I zs IS 10 2S 2S IS 12 2l 
11 JEt-A BA-1 lS 20 ZI 21 ll ZI 21 2B 
16 !([-A 811-1 11 9 IS IZ 11 21 10 11 
SI JEC·A IA-1 IS 18 17 10 17 17 IB ZI 

'º ISEl·H IA·I 21 2J 20 IS 21 ¡¡ 2• 21 
b) IEN ln·I 10 IS ll I& ll 20 22 21 .. !Et-A IA-1 ts 11 9 9 ' IS 11 10 
IS ISEl·H IO·t ¡¡ 19 2J IS ll 2l ZI ll 
11 IAH·K Bn-1 71 21 JI IS 21 20 20 " 18 ISET·K Bft·I 28 18 2S 10 11 10 21 21 
11 ISET·H Bft·I 25 19 20 18 21 20 21 21 
80 ISET-k BIM 28 20 22 IS li 20 20 21 
DI PUEBlA-H Br!·I 21 20 2S 11 21 12 2i 19 
Sl Cl·ZS·H Bn·J ZI I& 2S 11 20 Jl 21 Ji 
GVR Cl·21-« lr11telhspp. 10 li • 12 e 11 Jl Ji 
2&A ISE!·H Bn·I 11 ll 11 IS 20 2S 21 21 
266 GVA·A in·J Zi J7 21 12 21 17 20 ZI 
nlCH H.6RAlff lff·I zs 21 21 JI 21 25 21 24 

"º HIR·H Sll-l 2B 20 zs 11 23 2l ZI 2S 
CVI C0,VIC1011ltd!Brucell• spp. 2S " is 15 19 21 2l 24 
19·9tO !Et-A B!\-1 2S zo 11 10 20 o 21 12 
57i tl'IN-H Bn·J 21 ¡¡ 11 10 21 ¡¡ 14 21 
S71 C""·H e11-1 25 20 ¡¡ ll " 11 2l ¡4 
sso CllN·H in·1 21 " 21 IJ 11 18 20 23 
lll·H c ..... ln-t ¡¡ 2S zo o 18 16 li ll 
Hl Hlft·ff ln·I 20 11 21 12 24 J7 20 21 o 
lJG 6Vll·H iff·I ¡¡ 20 21 IS 20 " lS ll o 
ZtG 6VA·H In·! 22 20 15 u lO 20 IS 11 o 
256 6VA·H in-1 ZI 11 12 11 19 IS 21 2l . o 
216 6VA·H Srucell•spp. zs 11 ll 11 2t ' ll 21 o 
266 6VR·H IR·I 21 22 " 10 lJ 21 25 21 
2'1G 6VA·N llM ZI 11 21 10 ZI ll 27 21 
JOG GVA·H Srucell•spp 28 20 21 JO 21 .. 10 25 21 



1ABLA4. 
TABLADEDIAllEIROSOEIMHIBICIONCONLA!OOlflCACIONOElll!TOnOOEK-BESPECIFICAPARAELGEMEROiRUCELLA 

CLllYE PROCEDENCIA CtASlflCACllJll TEJO ESIO Rf5 M25 AXJO 1lO KAlO AJO 6150 ------------------------···--------------------------------------------------------------
CLAYE PROCEDENCIA CLASIFICACIOll TElO ESIO RF5 M25 UJO 1lO KAJO AJO 6150 ------------------------------------------------------------------------------------------------
25-11 Ct·25·H BIH .22 20 IS 20 20 26 IB l! o 
25·!5 CL·25·H BlH 25 21 21 10 21 27 21 2! ··º·· 2~·101 tl-75-H llH 25 l7 16 10 18 22 17 lO o 
25·107 Ct·2S·H ln-J 26 " 18 11 " lO 21 22 o 
25-121 Cl·25·H BIH 21 18 21 15 21 21 25 27 o 
l5-ll2 Ct·25·H BIH 28 25 20 22 20 25 20 20 ·º 84-24 HIR·H IA-5 11 14 12 12 18 12 16 21 o 
81-25 HIR·H BA-5 26 l! 18 14 11 lO 24 22 o 
81-27 HIR·H Bll-2 IS 10 21 20 21 11 22 l7 o 
84-28 HIR·H BA·l 25 " 25 15 " 21 ll 14 o 
64·2' HIR·H 11\-l 14 11 9 lO 15 18 15 15 o 
84-lO HIR·H BA 20 17 21 20 21 27 21 24 o 
Bt·JJ HIR·H BA 17 14 lO " 22 lO 24 11 20 
84-14 HIR·H BA·5 16 l1 8 27 20 11 20 15 27 
84-15 HIR·H IA 11 11 11 20 15 18 15 15 o 
BH6 HIR·H IA 24 21 21 18 21 26 25 20 o 
84-40 HIR·H IA 20 17 21 20 21 24 21 25 o 
84-42 HIR·H !A 15 11 12 o 14 17 15 11 o 
84-45 HIR·H BA-4 22 15 15 20 16 24 " 19 o 
B4·41i HIR·H BA·4 14 11 9 20 15 16 15 15 o 
Bf.48 /UR·H BA-4 25 19 20 20 21 26 22 2S o 
84-50 ISH·H BA·4 16 11 10 16 lO 11 17 l6 o 
84-51 TECM·A BA-4 15 12 12 20 19 12 16 15 21 
84-52 TECM·A 8A·4 21 11 20 26 22 17 22 l7 o 
84-SS TECAl'l·A BA·4 15 12 )2 20 11 ,12 16 15 20 
B4·61i BA·I lO 17 21 20 21 27 21 24 o 
86·7 lllP·H BIH 25 19 20 20 21 21 22 17 o 
86-B INl'-H 6n-1 20 17 21 20 21 27 21 25 o 
Bó-12 Hl"·H· 6•·1 24 16 20 20 16 25 18 24 o 
811-14 CL·25·H BIH 24 21 21 20 21 27 25 20 o 
811-18 Ct·25·H 6"·1 24 16 IS o 16 24 18 20 o 
Bó-20 HIR·H BIH 16 11 15 18 18 10 16 17 
Bb-lO CL-25·H ª"-1 25 19 20 12 21 27 l2 17 
Bó-49 CL-25-H Bll-1 28 21 27 IB 21 27 25 20 
Bó·SO CL·25·H Bll·I 22 15 15 20 16 24 19 19 
86-66 Cl·25·H ª'·I 20 12 17 o 17 22 17 IS 
811-67 Cl-25-H 811-1 27 20 16 20 19 16 18 19 
86-711 Ct-25-H 811-1 24 17 18 o 16 20 17 24 
811-'iO Ct-25-H BIH l2 21 16 o 22 21 20 21 
Bó-91 CL·25·H B!H 19 11 26 o o 19 IB 20 
811-97 HIR·H 811-l 25 25 26 11 21 26 22 19 
86·98 HIR-H 811-1 20 12 17 18 17 22 11 15 
86-99 HIR·H BIH 25 10 25 21 22 19 21 19 
811-101 HIR·H 811-1 25 12 15 18 21 21 25 20 
Bó-102 HIR-H Bl\-1 20 14 12 o 12 11 15 11 
8ó·l0l HIR·H BIH 16 21 26 20 20 25 15 20 
Bll·\04 HIR-H Bll-l 27 20 16 20 19 18 16 19 
811·1211 ISEl·H BIH 25 25 16 l1 23 26 22 19 
86·132 SS·H Bft·I 18 14 11 o 15 19 12 17 
67·179 ISEl·H 8"·1 25 10 25 21 22 19 23 19 



IASLA4, 
"BLA DE DIA,ETRDS DE IHHIBICIDN COH LA 'ººIFICACIOJI DEL mooo DE •-B ESPECIFICA PAJlA EL GENERO BRUCELLA 
-----------------------------------------------------------------------------------------------------

CLAVE PROCEDENCIA CLASIFICACIDH TE30 ESIO RF5 M25 AKlD tlO l:AlO A30 6150 

01-m IHP·H B!-1 21 10 16 23 ll 22 25 20 ID 
V-257 TEC·A BA-1 21 12 2S 11 21 11 ID 20 o 
Vll-l TEC-A BA-1 25 21 26 20 23 20 25 24 o 
A-11 TEC-A Bll-I 11 18 21 22 21 2S 21 20 o 

llllllflllllllUlllllllllllllllllllUIUlllllllllllllllHllllUllllllllllllllllllllllllllllllllllllflllllllll 
ulor ~roudio 
ulor 1ui10 

v1lor1inilo 
dnvi.icioR eshRdu 

21.8s IS.SS IS.ID 11.QI 11.ss1s.11 18.63 18,81 o.82 
35.QO 25.00 30.00 JO,OO ll.0028.00 28.00 21.00 21.00 

0,00 O.DO Q,OQ O.DO O.DO O.DO o.oo O.DO Q,OQ 

1.11 6,11 1.i1 1.s1 6,11 1.i1 6.12 6,15 4.25 



CAPITULO V 

"INTERPRETACION DE RESULTADOS" 

En este capitulo se muestrar:i los rangos de clasificación del 

método convencional de Kirby-Bauer extrapolados a la-- modificación 

ensayada para su uso especlTico con Bruce! la spp., asi como el 

porcentaje de cepas encontradas en cada categoria pal"'a cada uno da 

los antibióticos probados. 
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TABLA 5.1 "RANGOS DE CLASIFICACION DE LAS CEPAS EN FUNCION DEL 

DIAMETRO DE INHIBICION PARA Los.'DISTINTOS ANTIBIOTICOS UTILIZADOS." 

ANTIBIOTICO DE CLASIFICACION Cmml 

SUSCEPTIBL 

TETRACICLINA >=19 

ESTREPTOM I C 1 NA 

TMP-SMZ 

AMil(AClNA 

OXITETRACICLINA <=14 

l(ANAMICINA <-13 

CLOROTETRACI-

CUNA <=14 

GENTAMICINA >=15 

RIFAMPICINA *** 

*** No está reportada en la bibliogra.fia 
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TABLA 5.2 "PORCENTAJE DE CEPAS EN LAS DIFERENTES CATEGORIAS". 

ANTIB!OTICO NUMERO DE CEPAS 

RESISTENTE INTERMEDIO SUSCEPTIBLE 

TETRAC I CL 1 NA 6 12 88 

(i',) 5.ó 11.32 80.01 

ESTREPTOMICINA 9 15 82 

()\) 8.4 14.15 77.3 

TMP-SNZ 20 31 55 

()0 18.86 29.24 51.8 

ANll(ACINA 10 b 90 

e~., 9,4 5.6 84.9 
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TABLA 5.2 "PORCENTAJE DE CE.PAS EN LAS DIFERENTES CATEGORIAS". 

ANTIBIOTICO NUMERO DE CEPAS 

RESISTENTE INTERMEDIO SUSCEPTIBLE 
·. 

ax ITETRACICLINA 17 IS 74 

(;() ló.03 14.IS ó9.8 

l<ANAMICINA s 15 8ó 

(;() 4.7 14.1 81.1 

CLOROTETRACI- ó 20 80 

CLINA 

(;() 5.ó 18.Bó 75.47 

---------- - --------------
GENTAMICINA 102 o 4 

(;() 9ó.2 o 3.7 
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CAPITULO VI 

"ü!SCUSION Y CONCLUSIONES". 

El m1Hodo de l<irby-Bauer normalmente no es utilizado ni para 

bacterias fastidiosas ni para bacterias de crecimiento-...Jento, ya que 

el método tradit'ional da resultados falsos pues las bacterias, 

parecen más susceptibles a los dist1ntos antibió~icos debido a 

que el fármaco tiene mucho tiempo para di fundirse antes que el 

crecimiento bacteri.:lno comience. ~sto, logicamente se refleja en 

di.\metros exagerados de inhibición que no tendrl!.n ningún significado 

n1 cualitativo ni cuantitativo. 

Sin embargo, en el presente trabajo se ensay6 una modificación a 

este método para Drucel la spp ,ya que se observó que, a pesar de ser 

un microorganismo clusificado como fastidioso, éste presenta un 

tiempo de crecimiento estable y uniforme. Por eso. se adecuó el 

método a las condiciones óptimas 

se u t.t) izaron cepas de 31) hrs, 

periodo de rezago del crecimiento 

de crecimiento para dicha especie y 

buscando asi la disminución del 

bacteriano en placa. Adem~s, 

permitió el crecimiento de firucella spp durante 7 hrs antes de 

colocar los discos, tratando de esta forma, que el crecimiento de 

Brucella spp se encontrara ya en su fase logat-=itmica, en el momento 

del .1.n.1.cio de la difusión del antibiótico, tal como teoricamente se 

considera que sucedo en el ensayo tradicional de kirby-Bauer cuando 

se corre con bacter.1.as de crecimento rápido • 
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La ad~ptaci6n del método se logrb, .considerando !.:Is siguien1:es· 

modificaciones al mótodo convencional: 

- Utilizar Caldo Bruc:ela en vez de c:aseina de soya. 

- Utili:;:ar para el sembrado en .caja el medio Isosensitest de Oxoid. 

- Realizar el ensayo con cepas de 30 hrs de edad 

- Una vez inoculadas las placas, estas se deben incubar durante 7 

hrs_. antes de colocar los discos. 

Es importante señalar que durante todo el ensayo no se observó la 

aparición de colonias resistentes dentro de las zonas de inhibición. 

En la tabla 5.2 !le muestran los porcentajes de resistencia y 

susceptibilidad obtenidos con las cepas estudiadas para los 

diferentes antibibticos. En dicha tabla se incluyo una categoria 

intermedia con el fin de evitar una clasificación incorrecta. 

De los resulta.dos obtenidos en dicha tabla se observó que existe 

para todos los antibióticos, al gl1n grado de sensibilidad aunque este, 

se presenta en un rango muy amplio que va desde valores cercanos al 

80 % de cepas susceptibles al antibibtico < como se observa en los 

casos de 1Tetraciclina, estreptomicina, a.mikac!na, l~anamicina y 

clorotetraciclina J hasta sblo un 3.7 % de cepas susceptible en el 

caso de la gentamicina. 

Dichos resultado~ señalan !a importancia que tiene el correr este 

ensayo para la selección correcta de! antimicrobiano que se utilizará 

para combatir la enfermedad, ya que como se observa en el caso de la 

gentamicina, la mayoria de !as cepas. son resistentes y es común 

encontrar casos de brucelosis tratados con este antibiótico. 
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Es importa~te señalar que eStas pruebas· son solamente cualitativas 

por tr:-atar:se ;_~nicam.erite· de ensayos "in vitro 11
, 

Se" propone : que·.este estudio sea complementado con la prueba de 

Canc.entraciOn minima inhibít.oria, la c:ual se deberá adecuar, al igual 

que ésta, a las caOdiciones Optimas de crecimiento para Br'ucella spp. 

Finalmente es importante 5eñdlar quet como se -·trata de la 

modificacibn de un método. siempre que se utilice deben señalarse l.?.s 

<:ondiciones de trabajo y evitar las siguientes fuentes ·de error: 

- Preparac::iOn del medio <principalmente pH) 

- Utilización de placas viejas o m.:il almacenadas 

- Discos mal almac:enadog o caducos 

- VariaciOn de la fuer::.a de los antibióticos 

- Mal ajuste del inóculo 

- Errores en la preparacitm del estandar de referencia 

- Variación de los distintos tiempos de inc:ub~ciOn 

- Temperatura de incubación elevada 

- UtilizaciOn de atmó$fera de C02 

- .Lec tura de di.tlimetros prematura 

- Transcripción erronea de resultados 

-RECOMENDAC 1 ONES 

Se recomienda que esta prueba se lleve a cabo para la selección 

correcta del tr-atamiento farmacológic:o a seguir para cada caso 

particular de brucelosis, ya que , como 5e muestra en los resultados 

obtenidos , las cepa~ fl\LU='stran una gran d1ferencia en la sensibilidad 

para un misffio antimicroblano. El reali:.ar el pre!Oente ensayo c:omo 
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prueba rutinaria <una ve-z que se ha confirmado clinicamente que la 

brucela es el Dqente et1ológico responsable del cuadro sintomAtico de 

un individuo>, disminuidt la aparicibn de cepas resistentes;, 

facilitando la erradic:ac:iOn de la enfennedadl y previniendo la 

aparición de casos de bn.1ct?losi~ .crónica. 

Ademas, se evitará de esta forma el uso indiscriminado de 

antimicrobianos.lo cual normt1.lmente implica la aparición de algunos 

efectos c.olt1terales indtH:>eables en el paciente que se encue:>ntra bajo 

tratamiento, que como ya se indic6 en este trabajo, actualmente 

representa uno de los mayores problemas de salud mundial. 
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APENDICE A, 

"PREPARACION DE MEDIOS Y REACTIVOS" 

-CALDO BRUCELA 1 • 

*COMPOSICION DEL MEOIOt <Para 1000 ml de agua ~~s~~lada) 
··~_,:_~ 

- Peptona de Caseina ••••••••••• - ~- •• 

- Peptona 

- Extracto de Levadura ••••• -.-. 

- Cloruro de Sodio •••••••• 

- Bisulfito de Sodio •••••• 

tPREPAflACION• 

Se disuelven 28 gr de caldo brucela en _un' litro de agua destilada, 

se pone en frasquitos da vidrio tapándolos con _algodón y se 

esterilizan a 15 lb durante 15 minutos. 
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-PLACAS DE AGAR BRUCELA : 

Se disuelven 28 gr de caldo br:ucela y 20 gr da agar con 1000 ml de 

agua destilada, se· ajusta el pH=ó.8 con buffer de fosfatos y se 

esteriliza a 15 lb durante 15 minutos. 

Una vez esteril se distribuye en cajas estériles. 

- PLACAS DE AGAR BRUCELA CON !Oh DE SUERO. <Se recomienda utilizar 

suero equino o bovino) 

*PREPARAC!ON: 

Se disuelven 28 gr de caldo bruc:ela y 20 gr de agar en 900 ml de 

agua destilada, se ajusta el pH=6.8 y se esteriliza a 15 lb durante 

15 minutos. Ya estéril se deja enfriar y poco antes de que 

solidifique se le adiciona suer-o de cabal lo esterilizado por 

filtraci6n. se homogeniza y se distribuye en cajas E?Stériles. 

- TUBOS DE AGAR BRUCELA 

Se prepara el agar brucela. Se llenan los tubos con 3 ml del 

medio , se tapan con algodón y se esterilizan en aL1toclave a 15 lb 

durante 15 minutos. Una vez estériles,se dejan enfriar colocandolos 

de forma inclinada. 
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- FRASCOS SEMILLA CON AGAR H. 

. . 

*Ci?MPOSICION OEL MEDIO. Por cada 1000· ml._de a'gi.ia destilada. 

- En tracto de carne •••••••••••••• •.• .3.0- gr 
-- "·:- ' .. :. 

- Bacto triptona •••••••••••••••••• ~ .5-~0 .'grii·· 

- Saeto peptona •••••••••••••••••••• ·o5".0; ~r·· 

- Bacto de>:trosa •••••••••• _ ••• ··.•.• •••• -1-•. ~) gr 

- Bifosfato de potasio ••.• ,,., 

- Cloruro de sodio, •• , •• ,, .• , •• , •• , .5,0 gr 

*PREPARAC 1 ON: 

Se disuelven 21,5 gr de caldo H y 25 gr de agar en un litro de 

agua, se verifica el pH= 6.5 y en caso necesario se ajusta con buffer 

de fosfatos. Los -frascos semilla se llenan con 10- 14 ml del medio y 

se tapan con algodón, Esterilizar en autoclave a 15 lb durante 15 

minutos. 

- BOTEL.LAS ROUX CON AGAR H, 

Una vez preparado el medio, las botellas se llenan con 175 ml de 

éste, se tapan con tela y papel aluminio y se esterilizan a 15 lb 

durante 20 minutos. 

pag. 84 



-TUBOS CON AGAR H. 

Una vez· Preparado el medio se vacian 3 ml de éste en tubos y se 

esterilizan ·a '15 lb durante 20 minutos. 

-BACTOCASITONE :' 

*COMPOSICION DEL MEDIO. Para 1000 ml de agua destilada. 

- Digesto pancreático de caseina para uso bacteriolOgico. 

*PREPARACION: 

Se disuelven 25 gr de bactocasitone y 10 gr de glutamato 

monosódic:o en un litro de agua, esta solución se filtra y en seguida 

se le adicionan 50 gr de sacarosa , se distribuye en frascos con 

taptin de rosca y se esterili::an a 15 lb durante 15 minutos. 

- PLACAS DE AOAR MUELLER HINTON1 

*CDMPOSICION DEL MEDIO. Para 1000 ml de agua destilada. 

- Infusión de carne de res •.••• ~···•••••_." •• 3o.o.o gr 

- Peptona de caseina &l.c:ida •• -.-, ••• -;·;~·-.--.~;-.-?:.,-~·-.17~-S gr 

- Almid6n •••••••••••.••••••••••••• -.;•••••••••1.5 gr 

- Agar-Agar •• , • , • , ••.• , • , , •• ·• , •••• , , • , ••• , , .17 .5 gr 
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E foc tuar una su'.lpensión del medio, según 1 as recomendaciones del 

proveedor mf!;:Clan.do b.ien, calentando y agitando constantemente, se 

ajusta el pH a 7.2 Y !;;e esterili:;:a a 15 lb dura.nle 15 minutos. 

Una ve;: que el médio so hu enfriado se vierten en las cajas de 

lOXlOO mm. 25 ml del .mismo de forma quo se obtenga una superficie 

totalmente horizontal. 

Después que el medio se ha solidificado por completo a temperatura 

ambiente y en caso que las cajas no se utilicen inmediatamente St! 

sellan con plbstico y -se refrigeran a una temperatura entre 2 y 8 C. 

-· TUBOS CON TAPON DE ROSCA CON CLADO DE CASEINA DE SO'(A. 

•CDMPOSICION DEL MEDIO. Para )OOO'ml _de agua destilada. 

- Caseina de soya.· •••••••• o •• _.·;-,~-;·:~-~-~-17_-:o:-·gr_~ 

- Cloruro de sodio •• , ••• ,· •. , •• ~ ••••••• 5.0 gr 

- Fosfato dipotl:\sico •• , •••• , ••••••• ~ .2.5 gr 

- Agua destilada •••••••••••••••••• 1000.0 ml 

Efectuar la suspensión calentando si es necesñrio, a cada tubo se le 

agregan 3 ml. se tapan con tapón de rosca y so es teri l i:an a 15 1 b 

durante 15 minutos. 
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- Peptonas ••••••• ; •••• · ••• 

- Dextrosa ••.••••••••• : •• 

- Cloruro 

- AlmidCn 

- Acetato de sodio ••• -.- •• 

·~ Glicerofosfato 

- Pantoton.1to ••••.•• 

- Nicotinamida •••• 

- [1iotina ••••• · •••• 

p3g. 07 

• .' •.• 0.000(14 gr 

gr 

gr 



- Xantina •• , ..•••••••••• 

- Agar # l ••••• , , , • 

tPREPARAC ION 1 

Se disuelven 23.4 

agua se ajusta el 

minutos. 

- SOLUCION SALINA FENOLADA. 

de 

15 

Pesar- (1.95 gr de NaCl y disolver en 100 ml de ~gua destilada, 

añadir 1),5 gr de fenol, agitar y colocar en un reciplenta limpio. 

Finalt.1ente esterili::ar a 15 lb duri\nte 15 minutos. 

-REACTIVOS PARA TINCION DE GRAM: 

- SOLUCION MADRE DE CRISTAL VIOLETA 

20 gr da cristal violeta (colorante al 85'l. 

10(\ ml de alcohol etilico al 95% 

- SOLUCION MADRE DE OXALATO 

1 gr de Q){~litto de amonio 

100 ml de .;1.gua dest1l.:ida 

Diluir la soluc:1ón ina.dre de cristal violeta proporc ibn 1 a 1 O 

con agua destilad.?. y mezclar- con 4 volUmenes de soh1ción madre de 
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oxalato. Guardar en .frascos :con .tapón de·.vidrio. 

- SOLUC 1 ON. DE YODO DE GRAM 

1 gr de cristale~ de yodo 

2 gr de yoduro de potasio 

Disolver· completamente en 5 ml de agua destilada y agregan 

240 ml de agua destilada 

60 ml de bicarbonato de sodio. solucibn acuosa al 5i( 

Mezclar bien, guardar ·an un frasco de vidrio color ambar:-. 

- DECOLORANTE 

250 ml de alcohol etilico 

250 mf de acetona 

Mezclar bien y guardar en fr-asco con· ·taPÓn de v.Úkio. 

- CONTRACOLORANTE, 

2.5 gr de safranina 

100 ml de alcohol etil ico ·del 95 

Dilui~ ·.ia sa-franin.'3:_ m~d-re 'en _proporción L a 5 con a9_u_a ~~stilad~, 

gu~;:.dar efl frasco con .tapón de. vidrio. 
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céllllds homogen1::<-~s· 

que so pueJe·vfir en el. cuadro A-1. 

dr~ 

·den51c.1ad dt;o 



CUADRO A-1' 

PATRONES DEL NEFELDMETR.D DE MC FARLANO 

.. 
··Numero de tubo 

,2 ó 7 B 9 10 

'• ,:: ___ ·:· _-·_-· -

o:-i 0;2 0-.3 0¡1(--- o.5 ó-~¿ ·-9~1 O.e- _1)._9 1.0 

H2S04 <ml) 

den~idad 

celular . 3 ó 9 1~ 15 18 21 24 27 30 

C X 10 mil 

D~Q. C"/1 
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