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CONTENIDO 

I.- Se establecen los objetivos y fines de este estur:lio. 

II.- Se hace una breve revisi6n acel"oa de: Antimicrobia­
nos; Pruebas de Seneibilidad y Primeros estudios de Com­
binaciones de Antimicrobianos .• 

rn.- Se describe la metodología seguida para él desarr_Q 
llo de este trabajo 1 tratando de dar los detalles más i.!!1 
portantes, de los tres métodos utilizados, s1endo éstos 
en la actualidad los que con mayor frecuencia se emplean, 
dando los resultados de mayor confiabilidad. 

DI~- En el capitulo oorrespondiente a los resultadoa ob­
tenidos en este t:í:'abajo, s.e muestran gráficamente yen -
forma objetiva. 



INTRDDUCGION 
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INTAODUCCION 

Durante la epidemia ds Fiebre Tifoidea del 
año de 1972, ocurrida en la Ciudad de México y lugares 
vecinos se observó un hecho muy importante que fue: 

Los gérrrenes patógenos causantes de esta epi­
demia1 Salmonella, typhi, presentaron una caracterlstica, 
qwe modificó y revolucionó la terapia de Fiebre Tifoidea, 
t>sta fue que al detarminar su sensibilidad a la acción -
de lo<> antimicrobianos mostraron ser Resistentes a la a,g 
ción de Cloramfenicol. 

Loo reportas y la práctica, hasta antes de la 
aparición da estd epidemia reportaban, que las cepas de 
Salmonella typhi eran Sensibles a ~ste antibiótico, era 
el más utilizado y más. eficaz para la curación de dicha 
s11fel"ITSdad ~ 

Las cepas fueron aisladas, de diversos produ,g 
tos patológicos tales como Capracultivos, Mialocultivos, 
Hsrr.acultivos y Biopsias hepáticas. Otra caracteristica ..... 
n-wnida por estas cepas fi.ie que presentaron una variedad 
do antigar.o virulento llamada Antígeno Vi. 

El presente trabajo, sa realizó ptincipalmen­
tG con un fin clinico 1 ya que era n:;cssario encontrar 
una solución pronta a problemas tales como.: 

a) La resictenci.a mostrada por las cepas, que 
trajo cumo const::!'!~•tincia ur' incremr:mto rr.•_;y alto en morta-
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lidad sobre todo en niños. 

b) La elección .del antimicrobiano adecuado, -
que en be.ja concentración ocupara .el lugar de Cloremfen~ 
col, ya que el uso de éste, no era adecuado. 

c) Si el estudio "in vitro", de combinación 
de antitn.i.cro bianos 1 era adecuado, y si di.chas combinaci.g 
nes podían ser más efectivas, que la aplicación y uso de 
los antimicrobianos en forma independiente. 

A la combinación de antimicrobianos se le da 
el nomb:te de SINEAGIBMO. 



GENERALIDP.DES 
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GENERALIDADES 

Antibi6tica.~ Tiene un origen microbiano gensralrnante. 

Agente Quimioterápico.- Es un producto obtenido, de sin­
tesis orgánicas .• 

Uwilleman en 18691 fue el primero rm utilizar 
la palabra antibiótico, la cual dermta antagonismo entre 
cultivos microbianos viviP.r.tes. 

Los microorgani!'Jnos c:1Jondo ancueotrari el me­
dio ambionte desfavora.ble. ponr;in de mQnifiesto mecanis­
mos de defensa que let:. permita su fiUPr.nviviencia. Los 
cc.mLlws en el medio ambiente pueden c.er debido¡;¡ o la p~ 
sencia de otros géroores .. rm ol mismo mer;lio o bifln modi­
ficaciones de tipo fisico talr .. rn comen pH, tensión super­
ficial f temperatura, cantidad de nutrientes, ate, 

Estos ~car1i.$mos de defensa, sa manifiestan -
por la producción de substancias ·a vecos tóxicas para al 
medio ambiente qua permiten al desarrollo adecuado de 
los microorganismos inhibiendo o neutralizando estos faE 
tores aóversos. 

Cuando los génrenes produr;en substancias, que 
inhiben o impiden el de~arrollo de otros, se dice que 
tienen o poseen LJn fenómeno qw reciba el nombre da Ant,1 
biosis, rsf'irielídose é~te a la producción de Antibióti­
cos. 
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Atitibi6tico: Subst¡;¡ncia especifica. que alter<a el metabo­
lismo de un gsrmen, hasta el punto dP. quP éste muera o -
sea incapaz de reproducirse. 

~ pueden definir t'l:'es etap.as en la Historia, 
Investigacion y Producción de h1timiorobianos. 

La primera etapa tuvo como cara:ctsristicas, 
el conocimiento de un gran número de substancias, de or_i 
gen vsgetal con propiedades curativas en infecciones si.§ 
temáticas. Esta primera etapa se inició c:;on el conoci~ 
mfanto de la Quinina, alcaloide de la Ipricacuana, ésta -
era y es utilizads para curar la Malaria desde el siglo 
XVII pm' los indígenas peruanos. 

En estudios posteriores. se conocieron otras -
substancias con pt'opiedades semejaFltes. 

En 18771 Pasteur observó el hecho ds qus tni­
.croorganismos saprófitos del airn podian detener o inhi­
bir el crecimiento de microorganismos patógenos siendo -
éstos descritos por él. Pelletier y Caventu aislaron sn 
1820, la quinina de la Ipecacuana,, así como otros aloa.­
loides, en esta época se aislaron algunos antibióticos, 
iniciándol?Q osi el principio. de la era que ha hecho ,un 
gran aporte para combatir un gran número de enfe:rmeda-­
des. 

Trabajos checoslovaco::. llevados a cabo por -
Hanl y Eu!':<;;vky en 1899, r-1Js hablar¡ del conocimiento so-... 
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bre el uso de un extracto de Pseudomonas a ureog:inosa -
con aplicaeión Ideal en :infecciones. 

Años más tarde, Fleming en 1923 observó, .que 
en una placa S'Jbre la cual habia crecido un cul t.ivo de -
Mícrocacc:us pyogenes estaba presente un moho contaminan-­
te que producia un pigmento de color verde que imped:ía -
Bl desal"'rolla bacteriano hasta cierta distancia en torino 
suyo. 

Fleming estudió este modo y estos estudios -
lo cor•dujeron a la conclusión de que este pP.rtenecía al 
género Psnicillum, clasificándolo como P.notatum por lo 
qwe al pignento producido se le dió el nombre de PENIGI""' 
LINA. 

En 1!'139 Dubos, descubrió una substancia de 
origen microbiano; que actuaba contra microorganismos 
gram positivos y gram negativos por lo que se la di6 
el nombm de GRAMIGIDINA; este antibiótico es producido 
por un bacilo gram positivo llamada Bacillus brevis. 

El apogeo en las investigacioílfas y uso dé an­
tibióticos, ocurrió en 1940, destacándose en su uso la -
Penicilina la cual incluso ha tenido en acasiohes un uso 
inadecuado e incontrolable. 

La segunda etapa en el avance y progreso de _, 
la terapéutica antimic:robiana, se refiere a la Sintesis 
de Prcductos Químicos o sea lo que se conaeé con el nom-
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brtJ ds Quimioterapia. El progreso de esta ciencia fqe .,.. 
casi en su totalidad cie origen germano. Paul Er1ich, al 
que se ccms:tdera pad:rü de la Quimioterapia:, introdujo al 
campo de la Histolcig:ía el uso da los colorahtes; esta i!,! 
troducc:;iCn trajo como consecuencia su empleo pat'a curar 
infecciones producidas por Treponemas y T:ripanosomas.¡ a 
Erlich se debe el nombre y .concepto de Quimioterapia. 

Heibelberg y Jacobs en 1919, demostraron que 
las aznsulfonarnidas tenían propi:edac:los antimicrobianas. 
En 1932 la a.ctividad de las sulfonamidas. quedó probada 
por Oamagk, ésta fut:::! real.izada tanto en estudios "in vi­
vo" como 11 in vitro". 

Durante los .afjos treint.as fueron sintetizados, 
ur. gran número de su.lfonamidas, muchas de las cuales no 
tuvisri;m aplicación en la clinica ya que resultaron te-­
ner efectos nocivos. Durante la fugunda Guerra Munqial, 
los agentes quimioterápicos tuvieron una gran aplica- -
ci6n. 

La terC$r etapa, fue un retornp a los produc­
tos actuales 1 de bajb orden considerados; de.sde el punto 
biológico, o sea productos de hongos, bacterias y actin,E 
micetos. .Con estos productos de origen microbiano se 
c:re6 un nuevo tipo de :inc.lustria, que ret:ioa el nombre de 
"Fermentaciones", de aplicación Industrial y Farmacéuti­
co. 

Se ha tenido en gran incremento, en este tipo 
da industria, creando una serie variada de nuevos produ,_9 
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tos tanto de tipo bactel•iano., como. mic6tico o neoplási­
cas y algunas de tipo viral. 

Las propiedades de los antimforobianos 1 usa­
dos nn esi.'13 tr,;:¡bajo, se describen más adelante , de acue_! 
do con le integración de Feingold, Gala y otros, clasif,!. 
cándalos en los siguientes grupos: 

a) ACClON ESPECIFICA SELECTIVA EN LA PARED CE 
LULAR BACTERIANA.- A este grupo pertenecen la Penicili­
na y sus derivados semisintéticos tales como: 

AMOXICILINA 
MPICILINA 
CEFALEXINA 
CEF/:ILOTINA 

b) . INTERFIERE LA SINTE$IS OE PROTEINAS Y FUN-­
CION RISOSOMAL,- A este grupo tambi~n se le llama de los 
Aminoglic6sidos, debido a que en sv estructura moleou­
l;;:ir esta presente una amín~ más un glucósido; pertenecen 
a este grupo: 

GLORAMFENICOL 
tSTREPTOMICINA 
GENTAMICINA 
KANAMIGINA 
TETRACICLINA 

MODO DE AGGIGr;,:. - Este rr.~do de acción está re­

ferl dt.1 también d•2 acu<Jrt:lc r:on la integroci6n antes refe-
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ritla. 

a) Penicilina y sus del'.'ivados semisintético.s.­
Como ya se dijo, actúan sspecif'icarrente a nivel de la -· 
Páred Celular Bacteriana, ír.tetfiere la incroporación de 
aminoácidos esenciales para que se lleve a cabo dicha -
sintasis. 

Esta inhibición se .debe a la producción dl'! 
una enzima que reciba el nombte cie beta lectamasa, la 
~acciún qu>i se lle;va a cabo en de tipo competitivo debJ; 
do, a qu8 1 la fonnaci6n del complejo enzima-:tnhibidorr -
compita con la formación del complejo enziwa-sustratd. -
La aimilitud de estructuras del anillo b~ta lactámico de 
la penicilina con la estructura de la enzima beta .lacta­
masa producida por lo$ mícrooganismos, es la causante de 
que ocurra este fenómeno~ 

b) ~n este grupo, de los llamados aminog1io,é 
sidos, hay una inhibición en la sintesis de proteínas d,!=! 
llir:io a una interferencia con la ~ransferencia .a los d.bg 
~omas dé los aminoácidos activados al ANA de transferen­
cia. La falta en el balance de proteines y la sintesis 
de; proteinas y la síntesis de ANA,- conduce a un exceso 
del ANA mensajew y a un increrranto de la p:rote1.na pa- -
tr6n del ribosoma. 

Este grupo de P.ntibi6ticos bloquea la unión 
del Rt~A mensagsro a los ribosi:imas, por lo que al no lle­
varse a cato estD uni6n ro puede haber como es lógico -
la lectura para q1JP ee ll'::'V-3 a cabo la od'.ntesis de pro-
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tainas. 

CARACT!::RISTICAS FISICAS-.GlUIMIOA&-GLINICAS DE ANTIMICRO 
SI.ANOS 

Para .dar estas se sigúe can la clasifica:- -
ción mencionada anteriorm;inte , 

a) AMOXICILlNA.- Acido 6(-) alfa-amino-p-hi­
droxi~fenil .acetamido penicilánico. 

La Nnoxicilina fue eleborada y descubierta 
por los Labora:tai"ios Beecham. Es un derivado del nOcleo 
psnicilánico es considerando un quimioterllpico de amplio 
espectro {activo contra bacterias gram positivas y gram 
ne.gativas), estable en medios ácidos se absorve a nivel 
intestinal. 

AMPIGILINA.- Compuest:o semisintétioo derivado 
del núcleo de la Penicilina, al igual que la Nnoxicilina. 
fue descubierto por los Laboratorios de Investigación -
Beecham. 

Nombre Quimico •. - Aoido (alfe-amino-'fenil-.ace­
temido) Penicilénico. 
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Agente quimioterápico de amplio espectro, re­
sistente a la acción de los acidos. 

GEF ALOSPORlNA$. - A. este grupo pertenecen, en 
tre otras la Cefalexina y la Gefalotina¡ se hace referen 
cia a éstas 1 ya que fueron las que se utilizaron en el 
presente trabajó. Son descritas por Florey en 1955 en -
Oxford, producidas por especies de Gephalosperium, tal -
hecho fue reportado por Abraham en ).960, 

GEFALEXINA.- Su nombre quimico es 7(-D-alfa'­
amino-fenil-acetamido)-3-metil-3-cefem-4 ácido carbonilá 
CIJ .• 

CEFALOTINA.- Es un derivado del 7(tiafena-2-
acetamido-) Acido Cefalosporánico. Jl.ntibiótico de am-­
plio espectro. 
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b) GLOAAMFENICOL .• - Fue el, primer antibiótico 
da amplio espectro utilizado. Se aisl6 de Streptomyces 
venezuelae en 194? por Erlich y colaboradores, su es- -
tructura química fue ~üucidada por los Laboratorios Par­
ker .Davies. Si;¡ t.intetiza. también a partir da pnitro be!! 
zaldeliido .haciendo uso dra complejos del ácido bórico. 
Ya sea en forma natural o sintetizado, tiene las mismas. 
propiedades fisicas, quimicss, antimicrabianas y terapé,!;;! 
ticas. 

Este antibiótico inhibe la síntesis de p:rotel, 
nas tanto a nivel da células bacterianas como en .células 
de mamíferos. 

ESTREPTOMICINA.- Aislado de Streptomyces gri­
seus en 1$441 por 8chtz, Sugie y Waksrrtan. Las sales ino.i;: 
gán:i.cas son las que ~ utilizan en la clinioaf princípa]; 
mente ol sulfato. 



14 

ra.....<;~ 

o--t~.-. .. U 

Vº" 
~~-dti 

Su actividad antimicrobiana es muy grande en 
medio alcalina a un pH de 7.B, su actividad baja consid~ 
reblen-ente en medio de un pH de 6, O 6 menos. 

GENTAMIC!NA.- Es un antibiótico complejo, de 
amplio espectro, fue aislado de Micromonospara .purpurea 
en 1963. Está formado por tres componentes designándose 
comoi 

R::fl' = CH
3 

A=OH i R'=H 
3 

A=A'o=H 

Gentamicina c
1 

Gentamicina c
2 

Gentamic:ina c
1

A 

Proponiéndose la siguiente fórmula estructu­
ral. Tiene una gran actividad antimiorobiana, 
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~Xº~ .. r~lt O 

.-(tJ'l 

KAi'\JAMICINA. - Fw aislci.Cla en 1957. en Japón de 
ospscirois raran de St~ptomyces l.\anamyce:ticu.'=i, es soluble 
en agua tieno dti:;; amino azw::amr; .conjugcJdcm con un glu­
c6sidtJ.1 rJ11itfow a dos di{ücns d~ sstrnptarnir1f3., La kanami­
cina está constituido por tres corrponentas; se les desif! 
na como~ 

a) $ amino-6-osoxi-D-glucosa 
b) 3 aminc;-3-dsoxl-IJ-glucosa 
e) 2 d~soxi-estraptamina 

Kanamicina A 
Kanamicirta 8 
Kanamióina e 

En los cuales lo!i r11r1icalos significan: 

Kana::iicüna A 
Kanariiicina B 
Kariamicina G 

Fl=NH
2 

; R'=DH 
R=A'=NH 
R=OH ¡ 

2
R'=NH 

2 

f.lr.tib:l.ótico de amplie espectro¡ al sulfato -
constituye el 9'7,~ dn la cir,pga Citil. 



TETRAGICLINA.- Este grupo está constituido: 

Rl R2 ~ 

TETRACICLINA H CH
3 

H 

CLOAOTE:TAAG!CLINA Cl CH
3 

H 

OXITETA.fCICU:NA H GH
3 

OH 

OWETIL-CLORO-TETRAC.f 
Gl H H 

CUNA 

Ecto::; cuatro antibióticos constituyen el gru­
po de las Tet:raciclinas; varían según estén mancicmados. 
La fórmula estructural es similar en loz cuatro. Han s~ 
do aislados de varias especies de Streptomyces,tales --.. 
como s. auraofaciiEns¡ S. rimo sus.. Son antibióticos de -
a..,..plio espectro de color amarillo crist~;i,nas, anfotéri:­
cas de baja solubilidad. 

Los antirricr1.1bianos anteriormente citados ac­
túan sobre Salmon9lla typ~i. 



l? 
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PRUEBAS DE SENSIBILIDJlO.~ Cuando se tuvo al 
conocimiento ds la existencia de substancias con efectos 
curativtis, su aplicación y uso para obtener efectos ant~ 
gonistas a. las substancias t6.xicas producidas por los 
9érmenes patógenos; obtuvimos como consecuencia un gran 
aporte a la olínica y terapéutica. 

Se ha tenido un gran incrementa en el desarr,e: 
lló,producción, aplicaci6n y uso de antibióticos y agen­
tes quimioterápicos.. Lo:;; microorganismos al tener y ma:,!l 
tenor un contacto c;onstanto con los antimicrobianos des~ 
t•rollan y ponen de wani fim:,to sus capacidades de superv_! 
vencía creando resistencia a la acción de estas substan­
cias. 

Dicha l"esistencia se manifiesta por la acción 
nula da dichos antimicr.:ibianos; aCin a al·tas concsntraoio­
nes. De asto~. rnicrotJ:rr.;¡anismo$ es dificil detectar su 
~usceptibilidad cuando llegan a docarrallar gradas de r2_ 
i:;istencia muy grandes, El cono.cimienta para determinar 
el comportamiento cte un gérmer. patógeno frente a un ant_i 
microbiano, se hace por rr.odio t:fe las pruebas denominadas 
Pn.:ebas de Sensibilidad, 

Pruebas de Sensibilidad.- Dets:rmina ia canti­
dad de antimicrobiano que sea capaz de inhibir o impedir 
el crecimiento ds un gé~~n 1:natógen~ nin vitro". 

Los:i ar.timi~rotianos dsben usarse en dósis te~ 
ra;:~utica~, óptirr.aF.:., µen .. '-'"'' ¡:¡rerforfa también óptimo, ya 
que ur:: r}J(;:c;;,.iid;:i ,¡;; 1:..!'l 1.;r;'.: .!radecuact:i por la e.dminist;ra- -
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ci6n de estos p:rovm::a o induce mutaciones que pueden te­
ner c1.Jnsscuenc:ias fatales tales como las qua se observ.§! 
:ron durante la epidemia de Fiebre Tifoidea del año de 
1972. 

Existen muchas técnicas o variacione$ eh las 
llamadas pruebas de .sensibilidad. 

El método utilizado por Flore y y Chain 
(1941~46) recibe el nombre de Wétodo de los Discos de O~ 
ford, ésto es el primer informe que se tiene Jll.ocrca de -
las prurJbas de sensibilidad m§.s tarde .se uantinu6 la ;in­
vestigación acerca de dichas pt'uebas y así tenemos las -
siguientes técnicas entre otras: 

llétodo del agar recortado 
Método de papel filtro 
Método de Kirby--Bauer 
~'étodo de dilución en pleca 
.Wétodo de. dilución en tubo 

Con la aparición de tantas pruebas de sensib,1 
lidad, .asi como modificaciones de las mismas se obtuvie­
ron resultados en los que se presentaban grandes difere!! 
cias, debido a ésto la Organización Mundial de la Salud 
tom6 la resolución de 'formar una comisión para que hubi~ 
r-a una unificacian en reportar l.os datos~ asi como la -
standarización de métodos. 

Las condiciones standard comp:re.nden: Tamaño -
del in5culo, Uedios de cultivo, Tiempo de lncubacíón etc. 
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tn la actt.1alidad, los métodos de sensibilidad 
más usados, que además dan resultados de mayor precisión 
son las siguientes; 

M3todo da difusión en agar 
~todo de dilución en placa 
Método de dilución en tubo 

(Kirby-Bauar) 
(Jackson-Finland) 
(Sabath) 

En este trabajo, se utilizaran estos tres m~­
todos adamás de los llamados da Microtitvlación tanto en 
placa como en tubo. 

Sinerginmo: Aeción conjunta de dos drogas., 
qµe a baja 6oncentraci6n de una da ella5 puede acelerar 
la acción letal de la trtra, bajando considerablemente el 
valor de su C.M.I. En 19521 Jawtz reporta este fenómeno. 
En el presente trabajo se nace hincapié en dichos estu­
dios. 

De los primeros datos c¡us se obtuviercm en lGl 
primera parta de eE:ts trabajo se utilizaron las siguien­
tes combinaciones para llevar a cabo la parte correspon­
diente a Sir1ergismG·. 

A«rpicilina-l<ar¡amicina 
Amoxicilina-Gentamicina 

Fuen:in éstas elngida;s por varias razores y -
funciarentos. 

En 19581 Jadie hizo los primeros estudios de 
la co,,-;bi'1ac.i6n trpicilir.~;.-füar.G.micif1!a 1 ct2spués de las in-
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vestigacionos realizadas llega a la conclusión de que, -
existe una acción sinergista, cuando se añaden pequeñas 
cantidades de Jlmpiciliner .a Kanarnit:ina,. esta combinación 
S$ útil par(;'! Staphilococcu5; su acción en bacilos gram -
negativos fue considerablsnante más baja en comparac:íJin 
a la acción contra coccus gram positivos. 

No i.>S .encontró informaci6n espec:íf'ica de la -
aplicación y uE)o oe esta cantbinaci6n para la c1..1rac:Lón de 
f''iebro Ti foidaa ca.usada por Salmonella typhi Vi. 

La norr;binaci6n ffiloxicilia-Gentamicinat ta!fi-' -
bisn fu8 unad1.'l en a~te traba.jo, no encontrando x-aportes 
antariol."8s a ~u uso y aplicación durante el periodo de -
la Fiebm Tifoidea, $u ensayo fue rrotivado debido a ~· 

los rasultados obtenidr;s en la determinación tle la C ... M.I. 
y la Coru::entración Bactericida, realizadas en las 45 ce­
pas, 

La pr€1c:tica nos dice que sólo en casos de eme,r: 
ger.cia se justifica. el uso de combinaciones de antimic!:!'.:! 
bianosr ya que puede presentarse el hecho de no conocer 
lo suficiente a~rca de las caracterí;sticas cie los anti-­
bióticos y agentes quiminterápico.s lo cual traería un 
efecto contrario a.1 Sinergismo o sea que ~· presenta el 
fenóneno denominado Antagonismo. 

U reflejo de esta acción antC1g6nica o contr~ 
ria se manifiesta o :refleja en los datos que se obtienel1 
al determinar los valoras de las C:.M,I. que en vez de 
disminuir, aurrcntan. La combinación en lugar de ser f.§. 
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v-orable, puede ser cr.:mtrfll'ia al efocto ql1e ss pretendia, 
p:r•ovocando en muchm.; ocasiones que los gé:rmeres patóge-. 
nor.. adquieran :resistencia a la acción de estos antimic~ 
bianos, siendo qLie en algunos casos son sensibles a di­
cha acción, aplicados en ro:t'ma individual. Para que una 
combinaci6n de antimicrobianos se pueda considerar como 
Sínsi.1Jista, es necesar-ic1 que la C.M.I, determinada para 
cada gérrren baje en su \/Olor por< lo marias en cuatro CD.!l 

centracions s. 
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MATERIA!,. Y WETODOS 

El presente t.Tabajo se lleV6 a oaba en el Ho,2 
pital del Niño I.M.A.N. 

Las cepas con las que se trabajo fueron aisl,2 
das .en el Laboratorio de Bac:teriologia de dicho Hospi- -
tal¡ teml:.an una procedencia de: 

37 Hemocultivos y 8 MielocUltivos. 

Estas cepas se aislaron en un periodo compre.!J 
dido entre el 3 de julio y 10 de octubre del año de 1972. 
Una vez aisladas e identificadas bioquimicElJ'llElnte 1 se pr_g 
cedió a la tipificación serológica teniendo como aaract~ 
ristica la presencia de la variedad de un antigenoi al ... 
cual se le dá el nombre de Antigeno Vi. 

A estas cepas se les determinó la susceptibi""" 
lidad a la acci6n de los antimicrobianos, mediante el ~ 
todo de Kirby-BEJ.uer para :I.o cual se utilizó el siguiente 
material: 

Discos de papel. filtro (53nsidiscos) 
Conteniendo Concentración 
Amoxicilina 30 
/Vnpicilina 10 
Cefalex:i.na 30 
Cefalotina 30 
Gloramrenicol 30 
Estrepto111ícina 10 
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Gentamicina lO 
Kanamit:ina 30 
Tetraciclina 30 
Cajas de Petri de 150 mm de diámetro r conteniendo 60 ml. 
de Agar Mueller Hihton. (A.M.H.) 
Calco Mueller Hinton {C.M.H.) 
Solución Salina estéril 
Tubos ¡;Je 2Dxl50 mm. con 5 ml. de C.M.H. 
His6pos est~riles 

Patrón de Cloruro de Bario y H
2
so

4 
(Nefelométra) 

APlicador mecánico · 
Guia para interpretar el temaño del halo de i,nhibición. 

METCIJO: 
a} Preparación del inoculo,- Se inocula cada 

una de las cepas en 5 ml. de C,M.H. ¡ incubando po.r tres 
horas a 3?°C con el objeto de tener un cultivo en la -
fase logarítimica de crecimiento t el desarrollo obtenido 
se normaliza comparéuidd el cultivo con un pa.t:r6n de Clo­
ruro de 88.t'io, el cual es preparado por adición de O.Sml. 
de una solucian de 0.48 M de Bac1

2 
(11.7 g de Sac1

2 
.2 -

H
2

0 x lt,) a 99.5 ml. (V/V) de H
2
so

4 
(0,25 N), estepa­

trón . puede ser remplazado mensualrre nte. 

b) Inoculación de las Placas .• - Con el cultivo 
ya normalizado se procede a inoculat' :tas placas para lo 
cual se hace usa de un his6po estéril estriando de una ... 
menera lo más uniformemente posible. 

e) S:!cado de las placas y aplicación de los -
sensidiscos .• - Una vez inoculadas les plac&s se procede a 
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un secada pru~c.lal, dejándolas. ligeramente abiertas con -
el objeto .da que el górmen pl!'obado penetre en la superf,1 
cie del .agar, después de ésto se haca la q:plicación de -
los discos que puede hacerse con un aplicador mecánica .o 
bien con pinzas estériles flameándolas después de cada -
aplicac:i6n p:rssionando con las pinzas para asegurar el -
contacto del antimicrobiano y el gérmen patógeno, el ~ 
tiempo entre la inoculación y la aplicaciéin de los sens,i 
di:;acos no debe excede!J." de 15 min. ya que se puede ini- -
ciar 'el desarrolla microbiano. 

d) Incubación e Interpretación.- Las placas -
se incuban a 37°C por 18 horas, al coba de las cuales se 
hace la lectura de las zonas de inhibición, en caso de -
que sean sensibles a la accíón da los antímicrabianos, -
e.n caso contrci,rio no se observan zonas claras. Las lec­
turas obtenides se comparan con la guía con lo que se qg 
tendrá si este diámetro corresponde a un microorganismo 
sensible, int.-ermedio o resistente frente al antimicrobi.!; 
no. 

los datos proporcionados por este método, nos 
manifestaron el grave problema terapéutico: el porcenta­
je tan elevado que $e obtuvo de cepas resistentes a.la -
acción de Gloramfenicol, que hasta antes de la epidemi& 
era el antibiótico indicado paro combatir la Fiebre Ti­
foidea, 

Estos datos dieron origen al desarrollo ';! los 
objetivos de este trabajo , Por lo que s e utilizaron ~. 
tedas irás .sensibles que r;os pe:nnitiral•an detectar los gr;s 
dos de sensibilidad de l~r, gérnEnes probados, Para este 

rJ~~lUWm 
e It 1\~ Fil~ 
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fin se utHizaron los siguientes métodos. 

a) ~todo de Dilución an. Placa 
b) .lt.Mtodo de Dilución en Tubo 

El mater'i1:1l :reque1,ido por ambos métodos es:. 

a) Soluciona~ .concerttradas de: Amoxicilina; 
Ampicilina; Cefele:xina et::c. Las soluciones patrones se 
pn;iparanm an p:roporci6n de 100 mg de cada una de las S,2 
leo puras en 100 ml de disolvente pare dar una concentra 
ci6n de 1000 micro-gramos/ml.. . -

b) Solucionas diluidas da los antimicrobianos 
.- De cada uno de los antimicrobianos se prepararon sol.\:! 
ciores seriadas: 

desde micro-gramos/ml hasta 
Jlmoxicilina 500 
/lropicilina !500 
Ca'falexin~ 50 
Cefalotina 50 
Cloramf'enicol 1000 
Estreptomicina 1000 
Gentamicina 500 
Kanamicina 500 
Tatraciclina 1000 

Composición de fl9ffi" Mueller Hinton 

Fórmula en gm/ml 
Infusión de cartia 300.GO 

1.5 
0.15 
0.39 
0.39 
1.5 
1.5 
0.09 
1.5 
1.5 
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Peptona pur.ificada 17,5 
Almidón 1.5 
Agar 17.0 
Este rredio queda a un pH '7 .A 
C.M.H. tiene una fórmula igual a A.M.H. excepto agar. 
Los antimicrobianos se disolvieron en: 

buffer de fosfatos a un pH de 8 
flrooxicil:l.na 
Ampit:ilina 
Cefalexina 
Cefalotina 
Gentamicina 
Cloramfenicol an 5 ml de etanol aforar con G.M.H, 
Estteptomicina en agua 
Kanamicina en 5 gotas de una solución saturada de bi~ 

ca:rbonato de sodio, aforar con l:)uffer de fol! 
fatos a un pH de 6 

Tetraciclina en 5 ml de HC1 O.OlN, aforar con buffer de 
fosfatos a un pH de 6 

2.- Tubos de 2Dx15D mm con 9 ml de A.M.H. 
Tubos de 20xl50 mm con 5 ml de C.ti.1.H. 
Tubos de 20xl50 mm con 4.95 m1 de C.M.H. 
Matracos de 25 m1 de 19.B ml de C.M.H. 
Cajas ds Pet:ri con 9 ml da A.M.H, 
Cajas de Petri con g ml de Gslosa. Sangra Humana 
Tubos de 13xl00 mm estériles 
Hiscpos estériles 
Pipetas ds l.5 y 10 ml. estsriles 
Lámpara 

3.- 45 Cepas de Salmonella typhi Vi 
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METODOLOG:tA. 

A) DILUCION EN PLACA 

Preparación del In6culo,- Pe inocula ~111 tubo. 
conteniendo 5 ml de c.M.H., se incuba a 3?0 G, el cultivo 
debe ser de un periodo de desarrollo entre 18 a 24 horas, 

Dilución de la Cepa.,... Une¡ vez que termina el 
tiempo de incubación se transfieran de este cultivo 0.05 
ml a un tubo conteniendo 4 195 ml de C.M.H. teniendo de -
esta "forma una dilución 1:10 de la cepa se incuba nueva­
mente por tres horas más~ a 37°C., 

Preparación de las Placas.- Unas cuantas ho­
ras antes de montar el experirrento, se preparan las pla­
cas para: lo cual se usan5n los tul:Jos que contenían 9 ml 
de A.M.H., estos se fUnden y se mantienen en Saña María 
a 50°C. A estos tubos se les agregó un ml. de las solu­
ciones diluidas, de cada uno de los antimicrol:Jianos., rre~ 

clanc1o perfectamente, se vierten inmediatamente a las o,s 
jas de Petri est€iriles (cada uno de los tµbos lleva una 
dilución diferente de los antimíorobianos) 1 cárrespon- -
diendo cada uno y cada dilución a una caja diferente. 

Una vez qüe ha solidificado al medio, se pro­
cede a cuadricular las cajas por la parte posterior, nu­
merando los cuadros resultantes. Para las 45 cepas se -
utíliz:a:ron 2 cajas por cada una de las diluciones 1 en -
una de las cajas se pusieron 23 cepas y en la otra las -
22 .restantes. 
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Inoculaci6n e Incubación.- En cada uno de 
los cuadros se inoculó una cepa diferente, ésto se hizo 
con hisopo estéril impregnando el algodón del cultivo 
tle tres horas, quitando el exceso del mismo oprimiendo -
el aJ;godán en las paredes del tubo, de tE1l modo que .el -
algodón qLJsde humedecida con el cultivo; una vez termi~ 
da la inoculación de todas las cepas¡. las cajas inocula­
das se incuban a 37°C por 18 6 24 hoí'as. 

Lectura e Interpretación.- Al .cabo del tiempo 
de incubación se ;I.een las cajas dando los datos corres...­
pondia ntes a.: C.M.I. y c. Bactericida. 

Concentración Minima Inhitoí"ia .... C.M.I. se ~ 
fiera a aquella .concentración mínima de antimicrobiano -
que inhibe o impide el desarrolla microbiano, es decir -
frena su desarrollo 1 pero no lo mata $i no actúa en una 
forma estát:Lca. 

Concentración Bactericida,- En esta defini- -
ción está involucrado ·el concepto de matar' a los microoi; 
ganismosr queda definida corno aquella concentración que 
tiene acción letal sobre los microorganismos~ 

En algunas ocasiones pueden coincidir en ver-­
lar numérico ambas, pero generalmente el valor de la Co!! 
centraci6n Bactericida es mayor a la C.M.I. 

B) DILUGIDN EN iUBO 

Preoar:mión del Intículo.- La preparación de -
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éste es de la misma manera qus la utilizadei por el méto­
do i;le dilución en placa, lo único que varía es el tiempo 
de incubacion 1 para. este método sa requiere un cultivo -
de una noche 1 cada mL de este cultivo tneultante contie 
ne J.o9 microcn,'.'jJanismos, se hacen diluciones de las. cep;; 
ya que para este método es necesario tener 1o4 rnicroorg:a 
nismos/ml, -

Esto se obtiene, tomando del cultivo de una -
noche D.05ml. añadiéndolo a 4.95 ml de G.M.H. de esta -
fa:t'ma se tiene una dilución de lxlOO, laf.I cepas diluidas 
se incuban pd;r un periodo de 3 l'tori:u:; a 37°C, a1 cabo de 
este tiempo, se toma 0.2 ml de este cultivo y se añade a 
19,8 ml de C.M.H. teniendo como resultado una dilución 
de lxlQ,,000 de la cepa original. 

Dilución de los antimic.rnbianos.- A partir' d~ 
las soluciones patrón de los antirnicrabianos sa prepara­
ron d;i.luciones seriadas de las soluciones de ésto51. En 
una gradilla se pusieron de 9 a ll tubos de 13xl00 mtn. -
estérilest eota variación .se debió o fue consecuencia de 
los datos obtenidos en el método de dilución en placa. 

Llenado de los. tubos e Inoculación .... De cada 
una de las dilucitines de los antimicrobianos se toma 
0.5 ml. y se coloca en cada uno de 1051 tubos estériles. 
Se inoculan éstt:Js con las i;:¡;¡pas previamente diluidas, 
tomando de éstas un volumen de 0,5 ml; teniendo finalrre!.J 
te un volunen de 1 ml. 
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Incubac::i6n y Lectura.~ Los tubos inoculados -
se agitan e incuban a 37°C po.t' 18 horas, una vez conclu! 
do este tiempo¡ se procede a su lectura. Para hacer ,_ 
esta se examinan a contraluz con ayuda de una lámpara, """' 
para observar un desarrollo visible por la turbidez que 
presenten. 

Ini::erpretaoión .- La concentración minima inhj, 
bito:ria está dada por aquella diluói6n anterior .a la que 
se pPeserte un desarrollo visible¡ la Concentración 8~ 
tet'icída queda determinada .por la resiembra en cuadros -
de galosa S1angre hurriana, remembrando 4 diluciones ante­
riores do:nd~e presento el desarrolla visible, sembran­
do incluso ésta, 

Micratitulaci6n.- Existen dos variedades de -
ésta, en placa y en tubo, su metodología se lleva a cabo 
como adelante se indica. Se lleva a cabo para conocer -
el gl:"'ado de Sensibilidad o A:!sistencia de los microorga­
nismos a la acción conjunta de das antimicrobianos, A -
estas técnicas se les dá también el nombre de 11Tablero -
de Ajedrezt1, ya que .se combinan los dos antimicrobianos 
en concentl'aciones diferentes, ésto se hace con el fin -
de hacer una titulación en ambos antimicrobianos, dando 
de esta forma una información completa para tener canac,! 
miento de efectos Síoorgistas. 

METODOLOGIA. 

A) MICROTITULAOION EN PLACA. 

Preparación del Ináculo .• - Este sa prepara en 
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la misma forma, que la des.crita en el método de dilueión 
en placa, 

Preparación de las Placas.- Para este fin :se 
utilizaron las .combinaciones: .f1Jripicilina-K8i1amicina y -

Amoxicilina:-Gentamicina. Tienendo como base los datos -
proporcfonados por el l'Mtodo de Dilución en Placa, y -

pal"a· di.U" un márgen de mayor segur;iciad se usaron ciilucio-­
nes en concentraciones mayores y meno.tes a las anterior­
mente empleadas. 

Se colocan en una gradilla tubos estériles, -
los cuales contendrán las solur::;ior¡es diluidas de los ~ 
timicrobianos combinados lográndose ésto poniendo volu-­
men a volumen de cada uno de los ant:imicrobianos1 de és­
tas combinaciones se toma un ml. el cual se mezóla t:on 
9 ml. de A.M.H. ¡ fundido y cr.mservado a B.M •. a so0c, Vi,!: 
tiéndose inmed:i.ataITT3nte en cajas de Petri estériles, una 
vez solidificadas, se procede a la inoculación de las ·~ 
pas. 

Inoculación e Incubación.- La :inoculación se 
lleva a cabo de la misma forma que en el fb3todo de Dilu­
t:íón en Placa,. incubando a 37°C de 18 a 24 ho:ras. 

Lectura e Intemretación .- Los datos que no$ 
proporcionan son los correspondientes a C.M.I. y c. Bac~ 
ter.icida. Lo importante de este método es la :i.nf.orma- -
ci6n a nivel de cowbinacionss y concentraciones que .nos 
indiquen si hubo erectos sinergistas o por el contrar;Lo, 
antagoni:;tas. (Tabla ~~¡:¡. ) 
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MICRDTITULACIDN EN TUBO. 

Preparación del ln6culo.~ Este se prepara de 
la misma f.orma que la utilizada en el tlétado da Diluci6n 
en Tubo; ya que las cepas se necesitan en la misma dilu_,.... 
ción que la empleada para el Mátodo de Dilución en Tubo. 

Pmparaci6n de los Tubos.- Se prepara una s~ 
rie de tubas, en forma semejante a la utilizada en .el ~ 
todo ds Microtitulaci6n en Placa. El 11olurren empleado -
de carla una do las soluciones diluidas de los. a11timicro­
bianos os de 0.25 ml, para obten¡¡.r un volumen final de 
0.·5 ml. 1 éstos ss ponene en tubos estériles de 13xl00 -
rr.m, 1 se agitan para nezt:le.rlos .. 

Inoculaci6n.- A cada una de las diluciones, -
se les inocula can 0.5 ml, de la cepa diluida como en el 
Método anteriormente citado1 agitando nuevamente. 

Lectura e Intereretat:ión ..... La forma de leer e 
inte¡rp1-etar los resultadas es similar a la empleada en -
el t.ietodo de Dilución en Tubo. De acuerdo con la infor­
macion final se puecle ver, si1 las combinaciones .que se 
llevaron a cabo tienen efectos Sinergistas o Antagonis~ 
tas. 

Para el ~té.todo de Microtitulaci6n en Placa se 
emplearon las 45 c:spas; después de una elección o m.ues-­
troo estadistico1 se seleccionaron 10 cepas en las que -
se 1lev6 a cabo la rr.icrotitulación en tubo, 
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Los resultados iniciales de Hste trabajo fue­
ron Pl"Dporcionados por el ~todo de Difucián en Placa ~ 

(Kirby-Bauer), El número de cepas d~ Salmonella typhi -
Vi, con lss que se llev6 a cabo este trabajo fue de 45. 

TABLA ! 

Antimic:robia 
no ).Jg/ml. - e E p A 6 

Con.del Disco BENSWLES IN"fERftE RESISTEN TOTAL 
f/.EDIAS TENTES 

MADXIClLINA 
45 o o 45 

30 
AMPICILINA 

43 o 2 4$ 
10 

CEFALEXJ'.NA 
45 o o 45 

30 
CEFALOTINA 

4~'' (J o 45 
30. 

GLORAMFBl!ICOL 
5 o 40. 45 

30 
ESTREPTOMICINJ! o o 45 45 

1D 
GS'ff /.l.MICINA 

45 o a 45 
10 

KPNAf.'ICINA 
43 A 2 45 

30 
,_, 

TETRAGICL.INA 
. 30 

1 o 44 45 

' 



Cl = Cloramfonicol 
GT = Cefo.latina 
ex = Cef alexina 
KA = Kanamicina 
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AA "' Amoxicil:i.na 
P-M = Ampicilina 
GE = Gentamicina 

!?ara preciar los grados hasta los ouales se -
alcanzaba la Pesistencia ¡;¡l Cloramfsnicol desartol)..ada -
por ~s cepas de Salmonella typhi Vi, se emplearan· rréta­
dos más senisibles, tales como: 

~~todo de Oiluci6n en Placa y l/Stodo de Dilución en Tubo. 

Jlrnbos m~todos se aplicaron utilizando los nu~ 
ve antimict'obianos anteriorn:ente rrencit'.lnados, a las 45-
cepru:i sn estudio.. Los dato!!! obtenidos se agruparon en -
grupos de clases y frecuencias con el fin de obtener -
una rredia geométrica; para mostrar en forma global las 
resultados. 

La fórmula utilizada para este fin as: 

m z:: antig ..Lfl.1 
n 

m = rredia geórretrioa 
f = frecuoncia 
1 = logaritmo de los válo­

res de las concentra-­
cione fJ de los arttimic~ 
bienos. 

n = núrrero total de cepas 
estudiada.a. 

Dato<S del Wétodo de Dilución en Placa(Jlmoxicilina) 
Ejemplo.: f con log ~ .con. .f1 

40 3.1 0.49l4 0,4914,4f,P.l9.7560 
2 1.5 D.1751 O.J"":·fü. 2<= 0.3522 
1 0."8 0.0891 tl.0891. 1== 0.0891 
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2 6,25 0,7959 0.7959 2'=1.5918 

45 
20.3791 := 0.452 

45 
Antig 0.452 "'" 2.831 
C.Baotericida : 2.831 

De forma similar se agruparon los datos obts­
hidos de la aplicación de los 9 antimicrobianos oa;i los 
dos métodos, aplicados a las 45. cepas, los re sul tacic. s, ~ 
en forma rssumida, son los siguientes: 

ANTIMICROBIJINO 

CLORAMF'EN:tCOL 
E'.STAEPTOMIC!NA 

TETRACICLINA 

CEFALOTINA 

CEF JíLEX!NA 

KANAMICINA 

AMOXICILINA 

AMPICILINA 

GENT A'r1IGINA 

TABLA !I 
METOOOS O[ OILUCION 

C,81\CTERIGIDA G.M.I. 
Ple.ca Tubo Placa 
810.3 205.5 405.1 

583.tl. 143.2 291.? 

439.6 659.2 219.6 
5(J, r¡ D,r':i 25.3 

49.6 14.3 24,B 

15.6 1.4 7,7 

2.8 1.2 l.4 

1.6 1.2 º··ª 
O.l 0.1 0.05 

Tubo 
241.6 

94.9 

143.2 

8.3 

4.4 

1.3 

0.9 

l.B 

0.1 
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!}e acu.erdo con loa datos de la 'rabla ¡, se hi.cieÑn lo.s wr 

centa,,es par¡¡. .mostrar de una :i'o.r.na gr4!icn la inpi.·Q.encia en la Re­

sistencia .. ,ost,rada por estas oeplJ.s , a lo'> an:timtcrob;iano{l usados 

en eete trabajo. Esta gráti ca Ovo 1), en :fP,t"ll\a inveraa se l.ee la -

Sensil:r li.dad. 

:i'orcentaje d~ Resistencia 

(?; étodo de Di i'uciórt en J?laca: ~:l.rb:¡-3auer\ 

<Grá:tica ~o.l) 

!OV,O 
97..i 

llt'!.8 

o.a. 

ES 

Cl 

B1=Estreptomicina 

'l'!'J= :etraciclina 

·A~TIMICROJIANO 



Tolllando oomo 'base loa datos: ru:¡·teriora.a (.cuadro i:o. 2), como 

ri:aultado de au repreiaentaclón t,it'ática, tenemos las grá.!;1.oaet!l; ,¡n 

IV ;¡ V • !';onsidarando que los vralor11i:> obtenid.!i,s tienen rlllllgoa ertre 

1100 se hiz6 noaesa.l"io el uao de deis esoalaa. 

-·-·--· ,....,_, -------· - --. -
CI. 

100.J 

~.:¡ .( 
E.$ 

7. d~.J: 
o 
ü 
<( .. ... 
z 
"' .., 

50.7 ' 2: 1 o "9¿ 
L1 

1$.5 l 
2:1 
14 
01 

Gfática !I 



IA 

O.f 
(105 

ES 

ti~~ 

"· :. : ff .. ~ 
.. 

. "."', 

..... : . :: : .... 

'.~:. 

41 

GEr 



42 

% 
o 
V 
< 
;(: ... 

'"'·· ¡, CF 
i ¡ 
V 1 . 
% zi:r.s.s Cl \ o 1 ex 
ú 9.5 l .. . '• 

t1l.Z ·• 

, ... 
1.& 

.,., 
AAtrMICllOllNO 

'-'rát'ica IV 



lr'.ErODO D'S D!LUCION EF TUBO -- ---

z 
o 
V 
< 
-: ... 
z: 
"' V z 
o 
·V 

.Z.•U... Ct 

t.41 •. t 

••• 

9'.S 

.... 

'·' 1.s .. , 
Oct 

\ 

E!. 
•·.· f: 
•i' .. 

·~ .. . '· ·:''· 
;~:~ 
::'.""· . •' ; .. ,_ ... 
"": · .. · .. . -· . .,: .. ~. 
; ~:.:· .... 
lf: .t: 

E 

Gd!ioa. V 

ANTIMIJ::RQllA!-19 

Los re.;llltados obtenidos del !Létodo de Microtitu,lao16n 

tanto en placa com:> en tub.o, .que. se emplean para detemin.ar el efec 

to Sinerr.ista ó Antaoonista11os .,resentatnos en toma objetiva y r.e 

present.ativa • 
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La forma de e.jemplifiCOl." €ls la siguiente~ 

Micmtitulacián en Tulir'.! .• - Cepa No. 45 

Los valores de su C,M,L obtenidos de su apl,;k 
caci6n, ut'.ilizando Amaxicilina y Gf:lntamicina por este ~ 
todo, son los siguientes: 

Amoxicilina 
0.39 

Gentamicina m:i.cm-gramos/ ml. 
0.09 

Tomando como base estos datos se utilizaron 
dilucione9 rnayol"Bf:i y menare::> q:.;e éstas, para ca,da uno de 

los anti.microbianoG so utilizarun u;; Ger•tamicina desde -
0.2 '!-ir.i~>ta fJ,OJ, rnicn1-gr•a•11Jos/r"1 cm dilut,inrw::s seriadas; y 

do Jl.moxic;i1ina desde 6 .2 J1osta 0.01 micri:-c-gramos/ml tern­
bién en dilucione¡,¡ seriadas en total se pusieron 100 tu­
~on de 13xlOD en diez filas de 10 ceda una, los cuales -
se mernbretaron y numsraron de ü:quierda a derecha dilu­
cic.mes decrecientes de &mtamicina; y de¡ adelante para -
atrás diluciom:as decrecientes de Ammdcilina. 

De cada uno di:; los antifl'licrobianos se colocó 
un volumen d!:! 0.:25 rnl, t:Jna vez que ss concluye el llena­
do de lo$ tubos con lo$ antimicr'Obianas se agitan pa.ra -
mezclar perfectenant,e, 

Inoculación.- Cada uno de los tubos se inocu­
la con 0.5 rnl. de li;t cepa diluida (igual a la empleada -
para el método de dilución en tubo}, se agitan riuevamen­
te. se incuban a 37°C JJGl" 18 a 24 horas. 



LEJctu:ra e Interpretación.- La loe.tura consiste en determinar la G, ~t. I. 
por el desarrollo visible y la concentración bactericida se precisa despusg de -
sembrar en cuadros de gelosa sangre humana a diluciones anteriores donde ss ¡:;re­
~1·:mtó sl desarrollo visible 1, sembrando ioicluso d.onds se observó éste. 

Para conocer los datos que nos determinarán, efectos Sinergistas s9 

ideó ol siguiente patr6n: 

GENTAMICINA 

F!f!.:'OXICILINA 
12.5 6.2 3.1 1.5 º·'ª 0.39 n.rn 0.09 o. (ll¡: D.02 O.Cl 

12.5 
6.2 
3.1 
1.5 
0.78 
0.39 
0.19 
0.09 
o.oo 
0.02 
0.01 
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Para cada; una do las 45 cepas, se construyó~ 
1.m patró11 simil<u,, A cnntinueci6n se dan los. resultados 
ol:íteriidos en fonna resumida:. En la primera columna se ..... 
d.an loB rosultados de los antirnic1"0bianos aplicados en -
forma independiente. 

METODO DE MICROTITULACION EN PLPCA C. M. I. 

No. de Cepa INDEPENDIENTES GOMSINPDQS 

1 

2 

,3 

4 

5 

6 

'} 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

AMDXICILINA-GE:NTAMICINA AMDXICINA-GENTAMICI 
NA 

3.1 0,39 0.04 3.1 

l.$ 0.19 0,39 3,1 

3.,1 0.39 0.04 3.1 

3,1 0.39 0.78 3.1 

3.1 0,39 0.39 3.1 

3.1 0,39 0.04 3.1 

3.1 D.39 0.04 3.1 
3.1 0,39 0.39 3.1 

3.1 o .• 39 0.04 3.1 
6.2 U.39 o.04 3.1 

3,1 (!,39 O,f'A. .3.l 

.3.1 l'.J.39 Q.,39 3.1 

3,1 0.39 U.39 3.l 

3.l 0.30 0.39 .3.1 

3.l C.39 l~B 3.1 
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16 3.1 0.39 0.19 3.1 

17 3,1 0,39 0.19 3.1 ' 

18 .3 .1 0.39 0.19 3.1 

1$ .:3.1 0.39 D.00 3,1 

20 3.1 0.39 0.04 3.1 

21 3.1 0.39 O.C'A 3.1 

,22 3.1 0.39 0.39 3 .• 1 

23 6.2 0.39 0.39 a.1 
24 3,1 0.39 0,39 3.1 

25 3.1 0.39 0.()4 3.1 

:ZB 3.1 n,3g 1.5 3.1 

2'i 3 .. 1 0.39 1.5 3,1 

28 3.1 0.39 0.39 3,.l. 

29 3.1 0.39 1.5 3.1 

30 .3.l 0.39 0.01 3,1 

31 3.1 0.39 l.5 3.1 

32 3,,l 0.39 1.5 3.1 
33 3.1 0.39 1 .. .5 3.1 

34 3.1 0.39 0.19 3.1 

3C. 3.1 D,.39 0.19 3.l 
36 1.5 l].J9 0.19 3.1 

3'7 3,l 0,39 0,19 3,1 

38 ~~. l (;,39 1.5 3.1 

39 .:~.1 O • .:J9 0.78 3.1 

4¡:1 ,],l iJ.35 0,39 3.l 
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41 3.1 O.~:!C1 1.5 3 .. 1 

42 G.2 0.38 !!.4 3.1 

43 3.1 0,30 1.5 3.1 

4c'J 3,l 0.39 n.39 3.1 

45 3.l íl.39 0.00 3.l 

METOOO DE MICROTlTUL.ACION EN ?LACA G.M.I. 

No. de Cepa INDEPENDIENTES COMB!N/lflOS 
AMPICILINA-KANAMIC!fJA l'WPIGILINA-KANAMIGINA 

1 1.5 12.5 0.19 0.19 

2 0,39 12.5 0.19 3.1 

3 1.5 2!.i.ü 0.19 12.5 

4 1.5 12.5 0.19 0.19 

5 1.5 12.5 0.19 0.9 

6 1.5 12.5 D.19 0.19 

? l.f.5 12.5 0.19 0.19 

8 1,5 12.5 0.19 0,19 
-

9 1 .. 5 12.5 0.19 12.5 
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10 L.5 12.5 Cl.19 0.19 

11 3.1 12.5 0..19 12.5 

12 1.5 12.5 0.19 .0.19 

1~ 1.5 12.ti 0,19 12.5 

14 1.5 12.5 0.19 12.5 

15 1.5 12.5 0.19 0.19 

16 1.5 12.5 0.19 0.19 

17 1.5 12.5 0,19 D.19 

16 1.5 12.5 D.19 0.19 

19 1.5 2s.n íl.19 0.19 
2U 1.5 12.5 0.19 o.19 

21 1.5 12.5 o •. 19 0.19 

22 1.5 25.0 D.19 0.19 

23 3.2 12.5 o.is 12.5 

24 1,5 25.D 0.19 12.5 

25 1,5 12 •. 5 0.19 12,5 

26 1.5 25.0 0.19 12.5 

27 1.5 12.5 0.19 12.5 

26 1.5 25.D D.19 12 •. 5 
29 1 .• 5 12.5 0.19 12.5 

3(i 1.fi 12.5 0.19 6.2 

31 1.5 25.0 0.19 25.0 

32 J:.5 25 [l.19 5,2 

33 1.::J 12.5 0.39 o.19 
34 1.5 12.5 0.39 0.19 
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35 1.5 25.[I n.19 12.5 

36 1.5 12.5 U.19 3.1 

37 3.2 12.l:i U.19 12,5 

38 l.5 12.5 0.39 0.19 

39 1 ~ ,::; 12.5 o.39 0.19 

40 1.5 12.5 0.19 6 •. 2 

41 1.5 12.5 0.19 6.2 

42 6.2 25.0 0.?8 25.0 

43 L!'.i 2Ej.O n.39 D.19 
1.14 1.fi 25. f1 n.is 12.5 

46 1.5 25 .• U D.19 1.5 

Gon los datos obtenídofa, de estas dos combín,!;!; 
ciones se formaron patrones~ lo!S qoo se constituyeron -
con grupos de clases y frecuencias dando como resu.ltado.:: 

EENT AMIGINA .-. AMDXICILINA.-
1.- 3.l/0.04 micrc~gramos/ml. 
2.- 3,1/D,39 . 
3,- 3,1/1.5 

PAT.AON 

4.- 3.l/0.19 
'J.- 3.1/0.78 
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Patró11 L- 1,3,6,7,9110,11,19,20,21,25,30,42,45. 
Patrón 2.- 214,5,12,l.3 114,18,22,23,24,28,40,44. 
Patrón 3 .• - 15,26,27,3l,32,J3,3B,41,43. 
Patrón 4.- 16,171.34,35 136,37. 
Patrón 5.- 4,39~ 

AMPICILINA -KANAMICINA.-

PATRON 

I.-. 0.19/0.19 
2.- 0,).9/12.B 
3.- D.39/0.19 
4- • ..., 0.19/25 
5.- 0.19/3.l 

.F'ati'6n 1 .... 1,4,5,e, ?,a,10,12,15,16,17,18,l9,2D,21,22. 
Patrón 2.- 3,9,11,13,14,23,24,25,26,27,28,29,35,37,44. 
Patrón 3,..., 33,34,38 139143. 
Patrón 4.- 31,42, 
Patrón 5.- 2 1301.32.3fi,40,41A5. 

El nCrne:ro dE! cepas que srüíet'On elegidas por 
medio de los números aleatorios son las siguientes: 

AMOXICILINA-GENTJlMICINA . PMPICILINA-KANM1ICINA. 

Patrón 1 : CEPA 45 Patrón 1 ! CEPA 12 

Patrón 2 ! CEPA 22 Patrón 2 ! CEPA 35 

Patrón 3 : CEPA 33 Patrón 3 : CEPA 32 

Patr5n 4 CEPA 35 Potr5r. 4 ; CEPA 31 

Patrón 5 : CEPA 39 Potrñn 5 . CEPA 45 ' 



Cort estas cepas resultantes, se llevó a cabo el }/étodo da Microtit~ 
loción en Tubor siendo los resultadas lus siguientes: 

Teniendo como base los rtisultadas de la microtitolacián en placa, 
para éste se utilizaron 10 diluciones de cada uno de los antiwicrobianos. 

CEPA 45 
GENTJIMIGINA 

AMOXICILINA -
G/A 6.2 3.1 1.5 0 •. 78 0,39 0.19 0.09 o .. 04 0.02 0 • .01 

6.2 
3.1 
1.5 
0.?8 R/V R R R R R 

0.3E! R/v R R R R 
0,19 R/V R R R R R 
0.09 R1V R R R R R 
0.04 R 'V R R R R R 
0.02 AV R R R R R 

O.Ol R/V R R R R R 



CEPA 22 

GENTflMIGlNA 

AMOXICILINA 

G/A 6,2 .3.l 1.5 o.?a 0.39 0,19 0.09 0,Q!I. 0.02 0.01 

6.2 
3.1 •' 

1.5 
0.78 
0.39 
0.19 
0.09 A/V R R R R 
0.04 A/V A A R R 
0.02 R/V fl A A R 
0.01 R/V R R A R 



CEPA 35 

GENTAMICINA 

~:UX!CILINA 

13/A 6.2 3,1 l,5 O.íB 0.39 0.19 0 •. 09 0.04 0 .. 02 0,01 

t3.2 
3.1 
1.5 
ü.78 R V R R R R R 
0.39 - A/V A R R R R R 

0.19 R/V R R A R R 
tl.09 A V R R R A R 
o .r.14 RÍV R R A R R R 
0.02 R/V B R R R R R 
0.01 A/V R A A R R R 



GE(IJTAM!CINA 

AMGXICILINA 

r;/A 6.2 3.1 1.5 o.-;:a !J.J!] E.l'J [r;.íl9 ¡:.;,.04 o.u2 LUl 

E -:i . '-
J.1 
L.:S 
n.·;a pJv R R R H R 

0.39 R V R R R R R 
n.rn R/V R A R R R 
(]. L!G' R V t1 ti f{ R A 
0,[)4. R V R H R R R 

U.02 H V íl R R R R 
0.01 A V íl R A A R 



C~PA 39 

GENT JlMICINA 

AMOXICILINA 

G/A 6.2 :3 •. 1 1.5 0.?8 D.39 0.19 0.09 Q,()q 0.02 O.Ol 

B.2 
3.1 
1.s 
0.78 A/V R A R R H 
ü.39 A/V A A R A 
0.19 A/V A A A A A 
fl. l19 A/V A A A A A 
Q,()4 A/V A R A A R 
0.02 A/V A A A A A 

0.01 A/V R R A A A 



CEPA 12 

KANAMIGINA 

AMPIGILINA 
K/A 25 12,5 5.2 3.1 1.5 0.78 0.39 o.w 
6.2 
3.1 
1.5 
0.?8 R/V A A R R 
0.39 A V R R R A 
0.19 R/V R R R R 
Cl.09 R/v R R R R 
0.04 R/V H R R R 
0.02 R/V R R A R 
0.01 A/V R R R R 



CEPA 35 

KAN/lMICINA 

Af!.P!CILINA 
K/A 25 12·5 6.2 3,1 1.5 

6.2 
3.1 -

1.5 
0.78 RIV R R 
0.39 RV A R 
0.19 R/V R A 
D.09 R/v R R 
0.04 R/V R R 

0.02 R/V A R 
0.01 A/V A A 

0.78 0.39 

A A 
R A 

R R 
R R 
R R 
A A 

R R 

0,19 

R 

R 
' R 

A 
R 
A 

R 

{J'l 
IJl 



CEPA 32 

Kfl.NAMICINA 

AMPICIUNA 

K/A 25 12.5 6.2. 3.1 1.5 0,78 0.39 D.lSr 

6.2 
3.2 
1.5 
D.78 A/V A R A A 
0,39 A/V R R A R R 
o.19 R V A R. A R R 
C.09 A V A R R R R 

0.04 A V R R R R R 

D.02 A V R R R R R 

0.01 R V R A R R A 



l<ANAMIGINA 

AMPICILINA 
K/A 25 12.5 6.2 

6.2 
3.1 
1,5 
0,78 

' 

D.39 A/V 
0.19 A V 
D.09 R/V 
0.04 R/V R 
0.02 A V 
0.01 A V 

CEPA 31 

J.l l..5 (J,.78 

A/V R A 
R R R 
A R R 
A A A 
R R A 
A A R 
A A R 

D.39 

A 
R 
R 
R 
R 

R 
R 

0.19 

R 
R 
R 
A 
R 
R 
R 

ID 
o 



AMPICILINJ 

K/A 

5.2 
3.1 
1.5 
n.?B 
tl.39 
Oi.19 

0.09 
0.04 
0.02 
n.01 

CEPA 45 

KANAMIGINA 

25 12.s 6.2 3.1 1 c.; 
·~ 

R V R 
R/V R R 
A/v R R 

RIV R R 
R V R A 

Las foiciales significan: 

A = RESISTENCIA (C. BACTERICIDA) 

V= VISIBLE CRECIMIENTO (V.M.I,) 

[l, 76 D.39 Q,19 

R A A 
R R A 
R R R 
R A A 
H R R 

A continuación se dá de una forma resumida los :resultados de la 
aplicación tle las dos combinaciones utilizadas, sn las 10 cepas, utilizanc:o 
los dos métodos de microtitulagi6n tanto en placa como en tubo. 
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GEPA o p o T 
AMOX+GENT A AMDX GEN AMOX+GENTA AMOX GEN 

4S 0.04 3.1 3.1 . 0.39 0.78 0.39 0.39 0.09 

22 0.39 3.1 3.1 0..39 0.09 0 •. 19 1.5 0.39 
33 1.5 3.1 3.1 D.39 0.?8 0.39 1.5 0.19 
35 o.19 3.1 3,1 0.39 0.78 0.39 0.39 0.19 
39 0.78 3 .. 1 3.1 0,39 0.78 0,39 0.78 0.19 

CEPA o p D T 
AMPI+Cl\NA AMPJ l<IWA. AMPI+I<ANA AMPI KANA 

12 0.19 0.19 1.5 12.5 0.78 3.1 0.78 1.5 
35 0.19 12.5 l..5 25.0 D.'18 6.2 3.1 1.5 
32 0.19 5.2 1.5 25.0 0.78 3.1 0.39 0.78 
31 0.19 25.0 1.5 25.0 0.78 3.1 0 •. 78 D.78 
45 0.19 1.5 1.5 25.0 0.19 3.1 1.5 1.5 



DISCUSIClN 



O!SCUSION 

Los. métodtm empleadas para investigar la Sen­
sibilidad de lQs antimicrobianos en gérmenes patógenos, 
soi:i los que se t.itUizan con más frecuencia en la acti..1a1J; 
tlad, son métodos muy sensibles, sobre toda el de .Dilu~ ~ 
ción en Tubo con el ctial se 1].egó .a encontrar cancentra-­
ciones ds 0.09 mict-o-gramos/ml. 1 de antimicrobiana por -
lo que se logró precisar la Resistencia o Sensibilidad 
mostrada por las cepas a los diversos antimicrobiarlas. 

El método de Kirhy=Beuer fue el que nos pro­
porcionó len; dator., de la A~nistencia o Sansibilidad de -
los gérmenes estudiados el prirrer dato que nos proporci,g 
nó fue la alta inc;l.ctencia de las cepas resi$tentes a Cl,g 
ramfenicolr la concentración de lus discos de este anti­
biótico utilizados fue d e 30 microgramos; al utilizar -
métodos más sensibles no fue con objeto de conocer alga 
que ya se conoc:ta, sino el conocer hasta .que cantidad de 
Antibiotico se presentaba esta Resistencia. 

Este dato fi..e con un fin, se puedé decir que, 
hasta c:i.erto punto estadistico; indepem::ü,ente¡rrente de 
que este fue el camino que nos guió para qi.e se llevara 
a cabo nuestro trabajo. 

El método de Dirusión de Kirby=Bauer1 es de -
un uso mCil tiple para determinar la sensibilidad de los 
gé:rni:ines patágenoe., se usan a la vez veirios antimicrobis 
nos de amplio espectro, tales cumo Estreptomicina, l<ana­
micina etc. 

El pm:o o ~guir d,:;sp.;.d';s w esta. inFormc:i.ci6n 
rJS el d~ t:r-:p1e,;i.r ir6ttl;;!'.:S V~S ~<?r¡,::füJ.a>J 1 1-ltllizundo para 
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este efecto los ~todos de Dilun:l.!'in on r·h1ca y Dilución 
en Tubo, dándonos éste un rango d13 maynl" sensib:Llirlad, -
es muy laborioso, sin embargo tier.o vari.as venta,)as: ~­
todo de Dilución en Placa. 

J,,... Es una misma Placa se pusdon probar más -
de 20 cepas diferentes .• 

2.- Las placas preparadas cor1 las diluciones 
de los antimicrobianos tiene un pel'.'iodo tle duración efe,g 
ti va de a. di as. 

3,- Las soluciones concimtrado.s de los antim,:!: 
c1"0bianns puodtH1 guard;;u-5¡;¡ po:r 1m mes er; el congeJ.ador, 

4.- Los :resultados se conocen a las 24 horas. 

5.- Siendo este método más sensible y al em-­
p1earse soluciones seriadas de antimicrobianos~ nos psi: 
mite investigar la concentración a la cual las eépas son 
sensibles o :resistentes a. ellos. 

6 .- En comparación con al M.1tocto de Kil"by-Bauer 
as más exacto, ya que en el método de ói'fución al em- -
plearse discos de concentración uniforme, el informe que 
nos dá es si el gérmen en estudio es sensible o resiste!:! 
te a la acci6n indicada por lo:::; discos, 

Pero en caso, como el que se presentó durante 
la epidemia, es mejor utilizar métodos ds mayor sensibi­
lidad para encontrar concentraciol'JeS adecuadas de antimJ: 
crobianns y evitar, hasta donde sea posible, le1 resis­
tencia de los gérrrsnos pató9er.cJ.s. 
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Wétodo de Oiluci6n en Tuba.- Este es el méto.~ 
da de acuerdo can los resultadas fue el más sensible, ya 
que se llegaron a detectar cantidades de antimiorol::Jianos 
hasta de 0, 09 micro-gramos/rol,, es un método muy labori.e 
so, pero al mismo. tiempo proporciona información de mu~ 
cha validez, en este método también .se usan diluciones 
seriadas de antimicrobianos, permitiendonos conqcer la -
concentración exac.ta a la cual son sensibles o n=.sisten­
tes, empleando esta técnica la información se nos propo_!: 
ciona a las 48 horas, teniendo ésto aparenterrente como -
desventaja. La seguddad de esta técnica son la semej6:!:!. 
za en condiciones. 

Una vez que se tiene todo el matel"ial requer:! 
do el trabajo que se lleva a cabo no es tan pesado. 

Con el uso de los t:re.s retados; se logro ana­
lizar, por lo menos en estudios hechos "in vitro" r cual 
era el t:intimicrobiano que se substi tuyesa al Cloramfeni­
col. 

A continuación se muestra los grados de sensJ. 
bilidad, utilizando los tres métodos: 

Dilución en Placa 

Dilución en Placa 

Dilución en Tubo 

40 Fesistentes 
5 Sensibles 

44 Fesistentes 
l sensible 

41 Fesistentes 
4 B:!nsibles 

Estos datos son en relación a la acción de 
Cloramfemicol. 
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Los dHtos quu r 1os prnpordnnó la aplicación ~ 
.Je estas :;,y.; t;lí.;nic.s;;, fut~ el c'onocímiento de sus C.M.I. 
res1::aat:ki\t.l6. Can ente tir:io de info:rmaci6n el paso a se­
guir fu¡¡¡ el llevar a cabo estudios '1in vi tro'', de combi-" 
naciones de ontimicrtitJiar1crn 1 y ver si dichas combinacio­
ries eran efectivas o por lo contrario tanian efectos an­
tagonistas. 

Para este 'f:m se emplearon las técn:Lcas r::(e m..;!; 
r.;;rotitulación tanto en placa ctlmo on tubo, observándose 
igualmonto una mayor smgund~d y confiabilidad en los d!! 
t<:t5 prowni¡¡¡rites 1;!1:Jl método de .dilut;i6n en tubo por lo -
c:;ucl, se vwüve a n:.cnmcmtia1" li3FJ técnicas de dilución en 
tubo para estudios q,ie se lleven a cabo en caso de pre-. 
sentarse epidemias. 
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CONCLUSI!.JNE::S. 

1.- Gan lo anteriorrrente revisado podemos decir que los 
objetivos y fines que se tuvieron al iniciar este -
trabajo, se cumplieron. 

2.~ El mejo1' método. para el trabajo de rutina, en los la 
boratorios es el .~Mtocto de Difuci6n (Kirby-.Baue:r } 1 .: 

ya que presenta muchas ventajas sobre las otras Mc­
nicas i su método y resultados est~n standarizado::¡, 
lo cual permite tener un margen de mayo!' seguridad 
al llevar a .cabo los trabajqs de rutina. 

3,- .Do los otros métodos utilizados podemos concluir -
que el que nos di6 un :renga de mayor sensibilidé!d 
fue el de Dilución en Tubo, ya que con éste se llegó 
a detectar concentraciones hasta de O. 09 micro-gra­
mos/ml de antimicrob1ano; el cual tiene como segu:ri~ 
dad o confiabilidad, la semejanza existente en cand.;!; 
ciones ambientales del microorganismo dentro del O:r-'­

ganismo. 

4.- La Gentamicina fue el .antibiótic:o 1 que en rnenov con­
centración resl.Jltó ser afectivo para Salrnonella ty--­
phi Vi resistente a Cloramfenicol~ Esto se logró 
precisar par medio del ~todo de Dilución en Tubo. 

S.- En ca$O de .que se presentan epi.demias, es necesario 
llevar a cq.bo est.udia$ a fondo de los antimicrobia­
nos empleados, ya que en muchas ocasiores éstos son 
usackis eri forma inadeo.iada. 



?!J 

6 .- De las comblnaciones utilizadas en e;i. pre5Bnte t:rab!! 
jo r se pueciG conclui:r qu13 n11 tfamm efectos positi-­
vos, sino por el oontra:rio tienen acciones antagóni­
cas o c::ont:rarias. 

7.- la combinación de Antimicrobienos s6lo se recomienda 
en casos extremos~ ésta debe ser con mucha reserva y 

con svmo cuidado¡ ya que la aplicación de éstas en -
forma inadecuada lo único que trae como consecuencia 
es un alto porcentaje en 1.a incidencia de cepas rs­
sistantes de gérmenes patógenos, que en casos da eP.i 
de mios tienen .como :rssul tacto un al to gracia de ntot>ta­
liciad .• 
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