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CONTENIDO

I.— Be establecen los objetivos y fines de este sstudio.

I1X.~ 8@ hace una breve revislidn acerca des Antimicrobia-
nos; Prughas de Sensibilided y Primercs éstudios de Com—
binapiones de Antimicrobianos,

ITI.~ Se describe la metodologis seguida para el desarro
1llo de este trabajo, tretando de dar los detalles mas im
portantes, de los tres métodos utilizados, siends Estds
en lg actualidad los gque .con mayor frecuencia se emplean,
dardo los resultados de meyor cenfiabilidad.

V.~ En el cepitulo correspondiente a los resultados ob—
tenidos en este trabajo, se muestran gréficamente yen —
forma abjetiva.
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INTRODUCCION

Durante la spidemia de Fiebre Tifoides del =~
afin de 1972, ocurrida en la Ciudad da México y lugares -
vecinus s gpbservd un hecho muy importante que fuey

Los gérmenes patboenns causantes de egsta epi~
demia, Salmonslla typhi, presentaron una caracterdstica,
gue modifich y revoluciand la terepia de Fisbre Tifoidea,
gsta fue gque gl determinar su sensibilidad & la accibn =
de los gntimicrobianns mostraron cer Resistentes a la ag
ltn de Cloranfenicol.

Los reportes y la préctica, hasta antes de la
aparicidn de esla epidemis reportaban, qgue las cepes de
Salmpnella typhi eran Sengibles a este antibibtico, era
gl mas utilizado y mé&s pficaz para la curacifin de dichm
enfermedad,

Las cepas Fueron alslaedas; de diversos produe
tos patoldgicos tdles como Coprocultivos, Mislocultivos,
Hamucultivos yBiopeiaes hepbticas., Otra caracteristica -~
reunida por estas cepas fue gue presentaron wna variedad
do antigfno virvlesto 1lsmado Antigeno Vi,

El presente trabajo; 2 realizd principalmen—
ta con un fin clinico; ya gue era r@cesario encontrar -
ung soluclin pronta a provilemas teles como:

a) La resictencia mostrada por las cepas, gue
traio comp constousntia o dngreossto nuy alto en morte-



lidad sobre tode en nifos.

b) La eleceién del antimicrobieno adecuado, —
gue en baja concentracién coupara el lugar de Clorgmfent
col, ya gue el uso de éste, no ers adecuado.

c) 8i el estudio "in vitro", de combinacitn -
de antimicrobianos, era adecuado, y si dichas combinacig
rnes podian ser mbs efectivas, gue la aplicacibn y uso de
los antimicrebianos en forma independiente.

A la combinaciGn de antimicrobianos se le da
el nombre de‘SINEHGISMO.
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GENERALIDADES

Antibibtica.~ Tiene un origen microbiano gereralmente.

Agente Quimioterfpico.~ Es un producto obtenido, de sin-
tesis orgénicas.

Uwilleman an 1883, fue el primero s utilizar
la palabra antibidtico, la cuel denota antagonismo enkre
cultivos wlorobianos vivientes.

Los microorganizmos cuande sncuentran sl me—
dig ambiente desfavorable, ponen de menifiesto mecanis——
mas de defense gque les permita su superviviencia. Los
carblos gn g2l medio amblente puedsh cer debidos o la pre
sencia de otros gérmenss, en 2l miseo esdio o bisn modi-
ficaciones de tipu Fisico telps como: pH, tensidn super—
ficial, temperatura, cantidad de sutrientes, ete.

Estos wecarlemas e defensa, se manifiestan -
por la produccifn de substancias a veces tOxicas para gl
medic ambiente que permiten el desarrollo adecuado de -
los microorganismos inhitiendo o neutralizando estos Fag
tores adversos.

Cuando los gérmenes producen substancias, guz
inhiben o impiden gl desarrollo de obroes, se dice que ~
tiernen o poseen un fendmeno gue recibe el nombre de Anti
biosis, refiriendose dote a la produccifn de Antibidti-—
Cas,



Antibiﬁticn:‘Subséanciafaspecifica.qus altera el metabo-
lismo de un g@rmen; basta el punto de gue éste mueta o -
sea incapaz de reproducirse.

Be pugden definir tres etepas en la Historia,
Investigacion y Produccitn de Amtimicrobianos.,

La primera etapa tuvo como caracteristicas; -
gl conocimisnto de un gran nimero de substancias, de ord
gen vegetal con propiededes curativas en infeccionss sis
teméticas. Esta primera etapa se inicit con el gonoci—
miento de la Quinina, alcaloide de le Ipncacuana, ésta —
era y 85 utilizats para curar la Malariae desde =1 siglo
XII por los indigenas peruanos.

En pstudios posteriores sg conocigron otyas —
subistancias con pgropiedades semejantes.

En 1877, Pasteur observd gl hecho de qug mi~~
eroorganismos saprifitos del aire podian deterner o Inhi-
bir el crecimiento de microorganismos patbgenos sisndo -
&stog descritos por €1l. Pelletier y Caventu aislaron en
1828, la guinina de la Ipecacuana, asi como otrog alca--—
loides, en esta época s¢ alslaron algunos antibiéticos,
intcifndose asi el principic d2  Is era que ha hecho un
gran aporte para combatir un gran nimerc de enfermeda—
des.

Trahajes checoslovaces llevados a cabo por -
Harl y Buvouvky Bn 1889, nos hablas del conocimiento sg--



bre el ugo de un extracto de Pseudomonas a ureoginosa -
can aplicaci6n local en infeccionss.

Afias mAs tarde, Fleming en 1923 observd; gue
gn una placa sobre la cusl habia crecido wun cultivo de -
Microcodcus pyogeres estabd presente un moho contaminan=
te gque producia un pigmento de color verde gue impedia ~
2l desarrollo bagteriano hasta ciertd distancia en torno
SUYD .

Fleming estudit wgste modn y estos esbudios -
lo condujeron & la conclusitn de gue este pertenscia al
génera Penicillum, clasificéndole como P.notatum por la
gue al pigmente producido se le dig el nombre de PENICI<
LINA.

En 1939 Dubos, descubrid una substancia de =
origen wmicrobiana, gque actuaba contra microorgarismps -
gram positivos y gram negativos por lo que se le dié ~
el nombre de GAMMIGIDINA; este antibidtico es producido
por un bacilo gram positivo llamado Bacillus brevis.

El spogeo en las investigaciores y uso de an-
tibiGticos, veurri6 en 1940, destacéndose en su uso la ~
Penicilina la cual inclusoc ha tenido en ovcasiores un uso
inadecuadn e incontrolable.

La segunda etapa en el avance y progreso de —
la terspéutica antimicrobiana, se refiere a la Sintesis
de Productos Buimicos o w#a lo gue se coroce con el nom—



hre de Ruimioterapia. El progreso de esta ciercia fue -
¢asi en su totalided de origen germwano. Faul Erlich, al
oue sg considera padre de la Quimisterapia,; introdujo al
campo de la Histologia el uso de los colorentes; esta in
troduccifn trajo como corisscuencia su empleo para curar
infecciones produsidas por Treporemas y Tripanosomas; &
Erlich se debe el nombre y wancepto de Quimioterapid.

Heibelbarg y Jacabs en 1919, demostraran que
las szogulfonamidas tenian propiedades antimigrobianas.
Ers 18532 la setivided de las sulfunamidas quedd probada
por Domegk, €sta Ffus realizads tantu en estudies "in vi-
va'" como "in vitro".

Durante los afins treintas fueron sintetizados,
un gran nimero de sulfonamidas, muchas de las cuales no
tuvieron aplicecidn en la clinice ya gue resultaron te—
ey efectos nocivog. Durante 1a Stgunda Buerva Mundial,
los sgentes dquimiaterépicos tuvieron una gran aplice— -~
cibn.

La tercer etapa, fue un retorap a los produc-
tos actuales; de bajo oprden consideradeos desde el puhto
biclégico, o ses productos de hongos, bacterias y acting
micetos: Con estos productas de arigen microbiano se -
pret un nueve tipo de industris, que recibe el nombre de
"Fermentaciones’, de apligacidn Industrial v Farmacéuti~
faln

S5e ha tenido en gran incrementa, en este tipo
de industris, creando una seris veriada de nuevos produc



tos tento de tipo bacteriano, como micOtico p reoplisi—
cas y algunas de tipe viral.

Las propiedades de los antimicrobianos; use—
dos en este trabajoy se describen més adglante; de acuer
do corr la integracion de Feingold, BGale y otros, clasifi
céndolos en los siguientes grupos:

EJ,ACCIUN ESPEGIFICA SELECTIVA EN LA PARED CE
LULAR BACTERIANA.~ A este grupo pertenecen la Penicili~
na y sus derivados semisintéticos falzs como:

AMOXICILINA
AMPICILINA
CEFALEXINA
CEFALOTINA

b) INTERFIERE LA SINTESIS DE PROTEINAS Y FUN-
CION RIBOSOMAL.— A este grupo también se le llama de los
Aminoglictsidos, tebidn & qua en sy estructura molecu-——
lar ssta presente unz amina mis un gluctsido; pertenstén
a este grupo:

CLOBAMFENICOL
EBTREPTOMICINA
GENTAMICINA
KANANICINA
TETRACICLINA

MODG DE ACCIGN.~ Este modo de acecibn ssté re-
ferido también de acusrds oon la integracifn antes refe—~
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a)‘Fenic@lina y_sus derivados semisintéticos -
Como ya se dijo, acthan especificamente a nivel de la —
Rared Celular Bacteriana, interfiers la incropordcitn de
aminoécidos psenciales para gque se lleve a cabo dicha -
sintasis,

Esta irhibicion se debe a la produccidn de ~
una gnzima gue recibs sl nombye de heta lactemasa, la ~
reacoidn qua se lleva a cabo 25 de tipo competitive debi
do, @ gque, la formacidn del complsais enzima-inhibidor, -
compite con la formacion del complejo enzira-sustrata. —
La similitud de estructuras del anillo bets lactémico de
la peniciling con la estructura de la enzimg beta lacta—
mesa producida por los wmicrooganismos, &8 la causante de
gue peurra este fentmeno.

8) En este grupo, de los llamados aminoglich
sidgs, hay una inhibicifn en la sintesis de proteinas dg
bigo a una interferercis con la transferencia a los ribo
somas de los aminofeidos activedos al RANA de transferen-
nia, La falta en 2l halance de proteinss y la sintesis
de proteicas y la sintesis de RNA, conduce & un exceso
del ANA mensajers y @ un incremento de la proteina pa- =
tron del ribosoma.

Este grupa de Antibilfticos blogues la unidn
del ANA mersagers a los ribogomas, por lo gue al no lle-
varse g pabo esta wunddn ng pueds waber como gs 16gien —
la lzeiura para gue g2 llwve 2 cabo la sintesis de pro-—
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teinss.

CARACTERISTICAS FISICAS-GUIMICAS-CLINICAS OE ANTIMICRQ
' | BIANOS ’

Para dar gstas sg sigue con la clasifica~ -
cl6n mencionada anterdiormente,

a) AMOXICILINA.~ Acido 6(~) alfa-amino~p—hi—
droxi~fenil acetamido penicilanica.

\‘C 1!3
M cccm.sgo

a £,
- el ~—~“_~c-——-cff?ﬁﬁiaf”§

wHy,

LA )

La Amxicilina fue elaborads v descubierta -
por los Laborstorics Beecham. FEs un derivads del ndclen
pericilénico es considerando un guimioterépice de amplio
espactro (ectivo contra bacterias gram positivas y gram
negativas), estable an medins fcidos se absorve a nivel
intestinal.

AVPICTLINA.—~ Compuesto semisintético derivado
del nicleo de 1g Pgnicilina, al iguel que la Anoxicilinag
fue descubierto por leos Laboratoricos de Investigacifn -~
Beecham.

Nombre Huimico.~ Acide (alfe-amino—fenil-ace—
temide) Penicilénico,
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Agante guimicterdpico de amplio espectro, re-
sistents a la seccibtn de los &cidos.

CEFALDEPORINAZ,~ A este grupo pertengceny sn
tre otras la Gefalexina y la Cefalotina; se hace referen
cia a gstas, ya que fueron las qus s¢ utilizaron en gl
presemte trabajo. Son descritas por Florsy en 1955 en -
Oxford, producidas por especies de Cephalosperium, tal -
hecho fue reportado por Abraham en 1960.

CEFALEXINA.~ Sy nambre quimico es 7(<D-alfa-
amina—?snilﬁacetamido)hﬂ-metil—3~ceFem—4 dcido carbonili

o)

LooH

CEFALOTINA.~ Es un derivado del ?(tiofeno-g-
acetamido—) Acidg Cefalosporénico. Antibi6tico de am-—
plio espectro.



tr) CLOBAMFENICOL.— Fue el primer antibistico
de amplic espectro utilizado. Se aisl6 de Streptomyces
veregzuelas en 1947 por Erlich y colaboradorss, su gs—- =
tructure quimica fupr slucidada por los Laboratorios Par-
ker Daviss, Bg sintetiza también a partir de pnitro bep
zaldehido hegiendo uso de complejos del Goido bSrieo. ~
Ya sea en forme natural o sintetizade, tiens las mismas
propisdades Fisicas, quimicas, antimicrabianas y terapéuy
ticas.

?‘ =
TR SRS -
£ 1

on ; i ' _
PR O O e O,

Este antibitbico inhibe la sintesis de protei
nas tento a nivel de células bacterianas comd en cflulas
de mamiferos.

ESTREPTOMICINA.~ Aisladn de Streptomyces gri~
eus en 1944, por Schtz, Bugie y Weksman. Las sales inorp
génicas son las qus ge ubilizen en la clinica, principal
mznte 21 sulfato.

g
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Su motividad antimicrobisna es muy grande en
medio alealino a un pH de 7.8, su actividad baja conside
rablaesents en medio de un pH de 6:0 @ menos.

BENTAMICINA.—~ Es un mntibidtico complejo, de
amplio espectro, fue sisledo de Micromorospora purpurea
en 1963, Estaé Formado por tyes componentes designandose

Comoy

B=R* = CH .y Bentamicina Cl
R:BHS—;- BY=H Gentamicinag 82
- R=A'=H Bentamicina C‘ll\‘

Proponiéndose la siguiente formuls gstructu——
ral, Tierne una gran actividad antimicrobiana.



KANAMIGINA.~ Fug aislada er 1957, gn Japn de
pspecids raras de Streptomycss kanamycrticus, es soluble
en agua tieno des amino azucares oonjugados con un glu=
cOsidu, unides @ dos diccos de sstrophamioa,  La kenami-
cing estd constituida por tres comporentas; se lss desig
T oomos

a) 6 amino—B-deoxi~D-glucosa Kanamicina A
k) 3 eming-3-deoxi~D~glucosa Kanamicina B
c) 2 desoxi-estreptanina Kanamicina C

Er los cumles los radicalos significam:

Kangmicing A R=tit_ ; RA'=OM
Kanamicina B R=R'=H
Karmicina C R=0H H‘:NHZ

Antibi6tico de amplie sspectro; el sulfato <
eonstituye el 9% deo la droge Gil.

i — e am



TETHABICLINA,~ Este grupo esté constituido:

R, A, A,
TETAACICLINA ’ H ‘CHS
CLOROTETRACICLINA cT o
OXITETRACICLINA H CH, ' OH
DINETI.-CLORO-TETRACL .
ELINA L H, H

Estos cuatro antibi6ticos constituyen el gru-
po de lag Tetraciclinas, varian segin estén mencionados.
La formula sstructural es similar en los guatro. Han si
do aigladns de varias especies de Streptomyces,tales -
comp 5. aurwofaciszng; 5. rimosus. Son antibisticos de ~
amplic sspeciro de color emarillo cristelinas, anfobéri-
cas de baja swlubilidad,

Los antimicrsbianos antoriormente citados ac-
than sobre Salmonzslla typhi.
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PRUEBAS DE SENSIBILIDAD.~- Cuandn se tuveo a1
cenocimiento de la existercia de substancias con efectos
curativas, su eplicacifin y uso para obtener efectos antg
gonistas a las substancias toxicas producidas por los -
pérmenes patbgennsy; obtuvimos comn consecushcia un gran
aporte a la clinica y terapéutica.

Se nd tenide un gran incresento en el desarrp
1lo,produceidn, splicacisn y uso de antibitticos y agen—
tes quimioteré@picos. Loz microorganismos al tener y man
tenor un contacto constantz con los antivicroblanos desa
yrollan y ponen de manifiesto sus capacidedes de supervi
vercig creando resistercia & la acclbBn de estas substan-
oias.

Digha resistencia s manifiests por la acoibn
rula de dichos antislorobiangs ain a gltas concentracio—
nes. De 2stos microorganismps es dificil detectar su -~
custeptibilidad cuande 1llsgan @ desarrollar grados de re
sistercia muy grandas, El conogimiento para determinar
£l comportamignto de un gérmen pptdgeno frente a un anti
microbiano, s hace por medio de las prusbas denomisadas
Prustias de Bensipilidad.

Pruchas de Sensibilidad.— Determina la canti-
dad dg entimicrobians gque S8 cepaz de inhibir o impedir
2l crecimigntn de wn gbresa patfogens Min vitro®.

Los anfimisrobiangs deben usarse en dbosis te=
anfuticas Ophimez, por un pericdo tambifn Optimo, ya -
gue un fgcouids © Lo uge iradecuads por la adeinistra- -
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cidn de estos provoca o induce mubtacionss gque pusden te—
rer oonsscuencias fatales tales como las que semobserqg

ron durante la epidemia de Fisbre Tifoidea del afo de -~
1972,

Existen muchas técniecas o varisciones en las
llamadas prushas de sensibilidad,

E1l método utilizado por Florey y Chain -
(1941-458) recibe 1 nombre de Método de los Discos de Ox
ford, £ste es el primer infurme gque se tiene goerca de -
las pruebas de sensibilided wmés tarde s cvonbinub la im-
vestigacibn aterca de dichas prugbas y asi teremos las -
siguientes técnicds entre obras:

Pétoda del agar recortado
Método de papel Filtro
Método de Kirby—Bauer
MEtodo de dilucidn en pluaca
Método de dilucibn en tubo

Con la gparieibn de tantas prusbas de sensibi
lided, asi comp modificaciorgs de las mismas se obtuvie-
ron resultados en los que se presentaban grandes difersn
cias, debids & #sto la Orgenizacitn Mundisl de la Salud
tomf la resolucifn de formsr une comisifin para que hubig
ra une unificacifn en reportar los datog, asi como la -
standarizacifin de métodos.

Las condiciones standard comprenden: Tamafio =
del inBeoulo, Medigs de cultivo, Tiempp de Incubacibén ste.
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Er la actualided, los métodus de sensibilidad
mas usados, gue ademls dan resultados de mayor precisién
son los siguientes;

Método de difusi6n en agar (Kirby-Bauer)
M&todo de dilucibn en placa (Jackson-Finland)
Métoda de dilucifn en tubg (Sabath)

En egte trabajo, se ubilizaron estos tres mé-
tados ademés de los llamades de Microtitulacidn tanto en
placa comg an tubo.

Sirmergismgs Aceibdn corjumba de dos drogas, -
que a baja concentracitn de une dz ellas pusde acelerar
la sccidn lztal de la otra, bajendo congiderablemsrnte el
valor de su C.M.I.  En 1992, Juwkz reporis este fenfSmeno.
En el presente trabajo s2 hace hincapid en dichos estu—
dics.

Pe los primercs datos gue se obtuvieron en la
primera paris de este trabajo se utilizaron las siguian—~
tes combinaciohes para llsvar a cebo la parte correspon-
diente a Sinergismc.

Ampicilina—Kahamicina
Amoxiciline~Bentamicing

Fueron dstas elegidas por varias razores y  ~
fundamentos.

En 1959, Jadic blze los primeros estudios de
lz gorbinacifnh Arpiclline-Rarnsricing, despugs de las in-
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vestigaciories realizades llegs a la copclusitn de gue, —
existe una accldn sirergista, cusndo se sfiaden pequefias

cantidades de Ampiciling a Kenamicina, esta combinacién

ps 0til pare Staphilococcus; su dccibn en bacilos gram -~
regativos fug considerablemente mas baja en conparacitn

g la accién contra cdcous gram positivos.

No @ eocontrd Informacion sspecifica de la ~
aplicanifin y uso de este combingciln para la curacitn dg
Figpre Tifoldea sausada por Sazlmorella typhi Vi.

La combinacidn Amoxilcilis-Bentamicing, bem— —
bign fue vsada sn wvste trabajo, noe encontrando reportes
anterlores o oy vgo y gplicacidn durante el periodo de ~
la Fisgbre Tifoidea, Bu ensayo fue motivado debido a ~
lps resultados obtenidos en la determinacifn de la C.M.T.
y la Concentracitn Bactericids, realizadas en las 45 ce~
pas.

La practica nos dice gue sflo en casos de emey
gencis sa justifice el uso de combindcicres de antimicrg
bianns; ya que buede presentarse el hecho de no conocer
lo suficiente acerca de las ceracteristicas de los anti-
biGticos y agentes guimioterfpicos lo cual treeris un -~
efecto contraric al Sirgrgisno o s=a gque se presenta el
fenfimena denominado Antegonismo.

El reflejo de esta accifin antagbnica o contra
ria se manifiesta o refleja en los datos que se obkienen
dl determinar los valores de las C.M.I. gue e vez de -~
disminuir, sumenten. La combiinacitn en Iuger de ser fa
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voraghle, pusds ser contraria al efccto que se  pretendia,
provocends en muchas oeasiores gque los gérmenes patige——
not aduuisran resistencia a la sccidn de estos antimicrg
biarnos, siendo que en algunos casos son sensibles a di—
cha aceibn, aplicados en forma individual. Para gue una
gombinacion de antimicrobiavos so pueda considerer como
Ginergista, es recesario gue la C.MI, determinade pera
cada géroen haje en su vitlor por lo meros 20 cuatrg con
tentraciones.
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MATERIAL Y NMETODOS

El presente trabajo se 1lev6 a ceba en el Hos
pital del Nifio I.M.A.N.

Las cepas con las que se trabajo fueron aisla
das en el Laboratorio de Bactericlogia de dicho Hospi— —
taly tenian wna procedencia de:

37 Hemocultivos y 8 Mielogultives.

Estas cepas s2 aislaron en un periodo compren
dido entre 8l 3 de julio y 10 de octubre del afo de 1972,
Una vez aisladas g identificadas hioquimicamente, se pro
cedid @ la tipificacidn serplbgica teniendo como caractg
ristica la presegncia de la veriedad de un antigeno, al -~
cual s le d& el nombre de Antigeno Vi.

A gstas cepas se les determing la susceptibi-
lidad a la acci6n de los antimicrobiancs, mediante el Mg
taodo de Kirby-Bauer para lo cual se ubilizb el siguiente
material:

Discos de papel Filtro (Sensidiscos)

Conteniendo Concentracitin
Annxicilina 30
Ampiciling 10
Cefalexina 30
Cefalotinag 30
Cloramfenicol 30

Estreptomicina 10



Gentanmicing 10
Kanamicing 30
Tetracicling a0

Cajas de Petri de 150 mm de di&mstro, contenisndg 60 ml.
de Agar Mueller Hinton. (A.M.H.)
Caleo Mugller Hinton {C.M.H.)
Solucitn Salina estéril
Tubgs de 20x150 mm. con 5 ml. de C.M.H.
Histpos eshériles
Patrén de Cloruro de Bario y H_S0 (NefelomStrg)
. 2" |
Aplicedor mecinico
Guia para interpreter ¢l temafio del halo de inhibicifin.

METODO:

a) Preparacifn del inbculo.,~ S¢ inopula cada
una de las cepas en 5 ml. de C.M.H.; incubando por tres
horas & 37°C con el objeto de terer un cultivo en la -
fase logaritimica de orecimiento, gl desarrollo obtenido
s8 normeliza comparanda 1 cultive con un patrdn de Glo-
ruro de Bario, el cual es preparade por adicifn de 0.5ml.
de una sulucién de 0.48 M de BaCl, (11.7 g de BeCl, .2 -
H.O x 1t.) a 99.6 ml. (V/V) de H,80, (0.25 N), este pa-
+rén pusde ser remplazado mensualmente.

b) Inoculacién de las Placas.~ Con el cultivo
va rormalizado se procede a inocular las placas para 1o
cual se hace wusa de un hisbpo estéril estriando de una =
manera lo mas uniformements posible.

c) Secado de las placas y aplicaecién de los —
sensidiscos,~ Una vez inoculadas les placas se procede a
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un secado parcial, dejéndolas ligeramente abisrtas con -
el objeto de gue el gérmen probado peretre en la superfi
gie del ager, despuSs de ésto sz hace la aplicacitn de —
los discos gue puede hacerse con un eplicador mecénica o
hien con pinzas sstériles flameéndulas después de cada ~
gplicaeitn presionande ocon las pinzas para asegurar el —
contacto del antimicrobisne y el gérmen pabtdgeno, sl -—
tiempo entre la inoculacitn y la aplicacilén de los sensi
digcos np debe exceder de 15 min. ya gue se puede ini~ -
cier gl desarrollo microbieno.

d) Incubacitn e Interpretacitn.— Las placas —
s incuban a 3790 por 18 horas, al cebo de las cuales se
hace la lectura de las zonas de inhibicifing, en caso de =
gue sean sensibles a la agcibtn de los antimicrobilamps, —
en gaso conbraric no se obssrvan zonas claras. Las lec—
turas obtenidas s comparan con la guisd con o que se b
tendré si este difmetro corrggponde & un microorganismo
sensible, intermedic o resistente frente al antimicrobia
na.

Los datog proporcionados por este método, nos
manifestaron gl grave problema terepSutico: Bl porcenta—
je tan elevado que se obtuvo de cepas resistentes a la -
geeidn de Clorvamfenicol, gue hasta antes de la epidemia
era el antibidtico indicado para combatir la Fiebre Ti—
foidea,

Estos dakos dieren origen al desarrpllo y los
ohietivos de este trabajo. Por 1o qua s e utilizaron mé
tetns rés sensibles gqus ros permitieran detectar los gra
Hos de sgnsibilidad de lus gérmenss probados, Para este

L SRR
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fin se utilizaron los siguientes métodos.

8) Mstado de Dilucién en Flaca
b) Método de Diluein en Tubg

El materisl reguerido por ambios métodos es:

a) Solugiores concentradas de: Amoxigilind; —
Ampiciling; Cefalexina ete. Las soluciones patrones se
pregararon en proporeifn de 100 myg de ceda unz de las sa
les puras en 100 ml de disglvente pars dar una concentra
cién de 1000 micro~gramos/ml.

b) Soluciones dilufdas de los antimicrobianos
= D= pada uno de los antimicrobiancs se prepararon solu
clores seriadas:

tesde micm—gramo‘s/ ml hasta
Anoxicilinag 500 1.8
Ampicilina 500 0.75
Cefalexina 50 0.39
Cefalotina 500 0.39
Cloramfenicol 1000 1.5
Estreptomicing 1000 1.5
Bentamicing BO0O 0.09
Kanamicina 500 1.8
Tetraciclina 1000 1.5

Composicin de Agar ’E.‘!ueller Hintun

Férmula en go/ml
Infusifin de carne 300,006
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Pentong purificeda 1?7.5

Almidon 1.5

Agar 17.0

Egte medio gueda g un pd 7,4

C.MoHe tiens una foroula igual a AJMH. excepto agar.

Los antimicrobiannos se disglvieron en:

huffer de fosfatos a un g de 8

Amoxiciling

Ampiciling

Cefalexina

Gefalotina

Gentamicing

Gloramfenicol an 8§ ml d2 etanol aforar con C.M.H,

Estreptomicinag &n agus

Kanemipina en 5 gotas tde una splucidn saturada de bi—=
carbonato de sodin, aforar con huffer de fos
fatos a un pH de 6

Tetraciclinag en § ml de HOL 0.01IN, afurdr con buffer de
fosFatos B un pH de &

2.~ Tubns de 20150 mm con @ ml de A.M.H.
Tubos de 20%x150 mm con 8 ml de G.M.H.
Tubos de 20150 mm con 4.95 ml de C.MH.
Matraces de 25 al de 19.8 ml de C.MH.
Cajas de Petri con 2 wl de A.M.H,

Cajas de Petri con 9 ml de Gelosa Sangre Humana
Tubos de 13x100 mm estériles
Hizopos Bstériles
Pipgtas de 1.5 y 10 ml. estériles
Lémpara
3.~ 85 Cepas de Sglmonzlla typhd Vi
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METODOLOGIA.
A) DILUCION EN PLACA

Preparacibn del Inﬁculo. 82 inocula un tubo
conteniende & ml de C.M.H., se inguba & 37°C, el cultivo
debe ser de un pericdo de desarrollo entre 18 & 24 hores.

Dilueitn de la Cepa.— Ung vez que termina el
tiempo de incubacibn se transFiersn de este cultivo 0.05
ml @ un tubp conteniendo 4,95 ml de C.M.H. teniende de -
esta Forma una dilucibn 1:10 de la cepa se incuba nusva-~
mente por tres horas mésy & 379C,

Preparacitin de lag Placas.~ Unas cuantas ho-—
ras antes de montar 1 Bxperlmentn, ge preparen las pla-
cas para 1o cudl se usardn los tubos gue contenian 8 ml
de A.M.H., estos se funden y se mantienen en Safio Maria
a 50°C. A estos tubos s2 les agregd un ml. de las soly=
ciones diluidas, de cada uno de log antimicrobianos, mez
tlandn perfectements, s& vierten inmediatemente a las ca
jas de Petri estériles {cada uno de los tubos Ileva una
dilucidn diferente de los antimicrobianos), correspon~ —
diendo cada uno y eada dilucifnm a una caja diferente.

Urna vez gque ha solidificado el medio, se pro-
cede & cuadricular las cajas por la perte posterior, nu—
marando los cuadros resultantes. Para las 48 cepas se ~
utilizaron 2 cajas por cada wna de las diluciopes, en =
una de las cajas se pusieron 23 cepas y en la otra las =
22 restantes.
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Inogulacién e Incubaci6n.~ Encada uno de =
lds cuadros se inoculé una cepa diferente, ésto se hizo
con hisopo estéril impregnands sl algodbn del cultivo =
ge tres horas, quitando el exceso del mismo oprimiendo —
el zlgod6n en las paredes del tubo, de tal modo que gl -
algod6n gueds humedecido con el cultivo; una vez termina
de 1& indculacion de todas las ceépas; las cajas inocula—
das se incuban & 37°C por 18 6 24 horas.

Lectura g _Interpretacifn. Al gabo del tiempo
de incubacidn se leen las cajas dando los datos corres—
pondientes & C.M.I. y G. Bactericida.

Loncentracibn Minima Inhitoria.~ C.M.I. == re
fiere a aguella corcentracidn minima de antimicrobiano -
gue irhibe o impide el desarrollo microbiano, s decir —
frena su dssarrolle, pero mo 10 mata sl no actla en una
forma estatica.

Concentracifn ‘Bactericida.~ En esta defini- —~
cifin estd involucrado el concepto de mater a los microgp
ganismos, fueda definida como aguella concentracidn que
tigne accifin latsl sobre los microorganismos.

£n algunas ocasiones pueden caincidir en vea—
lor numérico ambas, pero generalmente el velor de la Con
centracifn Bactericida es maypr a la C.M.I.

B) DILUCION EM TUBO

Pregaracién del Infculo.— La preparacién de ~
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Syte es de lg misma manera gue la utilizads por sl séto—
do de dilucién en placa, lo Onico gue verdis es g1 tismpo
de incupuciin, para este método se requiere un cultdvo =
de Una noohe, cadd ml. de este cultivo resultante contig
ne 109 microorganismosy &2 hacen diluciones de las cepas
ya que para este metodo es recesario terer s michoorga
nismos/ml.

Esto se dbtiene, tomando del cultivo de ura ~
noche 0.08ml. affadigndolo & 4.95 ml de G.M.H. de esta =
farma se tiene wung dilucién de 1x100, las cepas dilufdas
s inguban par un pericodo de 3 horas & 3790, al cabo de
estz tiempo, se toma 0.2 ml de este cultivo y se afade a
18.8 ml de G.M.H. teriendo como  resultado wuna dilucibn
de 1x10,000 de la cepa original.

Dilucion de los antimicrobisnos.~ A partir de
las soluciones patrfn de los antimicrobiancs se prepara—
ron diluciones seriades de las soluciones de éstos. En
una gradilla se pusieron de 9 a 11 tubos de 13x100 mm, =
gstéidles, esta variacifn se debid o fue consgouencia de
los datos obtenidos en 21l método de dilucibn en placa.

Llenadn de los tubos e Thogulacibn.~ De cada
ung de las d;luclunes de los antimicrobignos se toma  «
.5 ml. ¥y 52 cologca en cada uno de los tubos estériles.
Sg inoculan éstos con lag cepas previamente diluidas, -
tomande de £stas un volumen de 0.5 mlj teniendo finalmen
te un velumen de 1 71,
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Incubacitn vy Lectura.<~ Las tubos incculados —
se agitan e incuban a 379C por 18 horas, una vez conclui
do este tiempw, sg procede & sy lectura. Para hacer -~
esta se gxaminan a contraluz con ayuda de ur lémpara; =
para obhservar un desarrollo visible por la turbidez gue
presenten.,

Interpretacifn.- La concentracitn minima infd
itoria estd dade por aquella dilucién anterior & la gue
se preserte wun desarrollo visible; la Coneentracisn Bac
taricida queda determinads por la resizmbra en cuadros —~
de gelosa sangre humana; remembrando 4 dilucliongs ante——
riores dondg se presentd el desarrollo visible, sembran—
da irmcluso 8sta,

Microtitulacifn.~ Existen dos variedades de -
¢sta, en placa y en tubn, su metodologia se lleva a cabo
comg adelante sa indica. Sz lleva a cabo pard conocer —
2l grado de Sensibilidad o Rssistercia de los microorgas
mismos & le accibn conjunta de dos antimicrobianos, A =
estas téonicas se les dA tambign el nombre de YTablero -
de Ajedrez", ya gque se combinan los dos antimicrobianos
en cancentraciones diferentes, ésto se hace con el fin =
de hacer una titulacifn en ambos antimicrobianos, dando
de esta forma wna informacitn completa para tener conoci
miento de efectos Sinergistas. ‘

METODOLOGIA.
A} MIGROTITULACION EN PLACA.

‘Preparapién del Inéculq@— Este s8 prepara en
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la misma forma, que la descrite en el método de diluedtn
2n placa,

Preparacién de las Placas.~ Para este fin se
utilizaron las conbinscigrnes: Ampiciline-Kenemicing y -—
Amoxicilina=Bentamicing. Tierendo como base los datos -
proporeionades por gl Método de Oilucibn en Placs, y -
para dar un mérgen de mayor segurided se usaron dilucic—
nes en concerntraciongs mayores y menores a las anterior-
mente empleadas.

Be colocen en ung gradilla tubos estériles; ~
los cuales contendrén las solusicnes dilufidas de los an~
timicrabianos combinados logrdndose ésto poniendo volu—
men g vplumen de cada unp de los antimicrobisnos, de s~
tas combinaciores se towma un ml. el cugl se meztla con
8 ml. de AMLH.; fundide y conservado g B.M. a 50°C, vir
tigndose inmedistamerite en cajas de Petri estériles, tna
vez solidificedas, se procede a la irmoculacién de las ce
pas.

Inoculacién g Tncubacifn.— La inoculacidn se
lleva & pabo d2 la misma forma que en el Método de Dilu-
cifin en Placa, incubando a 37°C de 18 g 24 horas.

Lectura e Interpretacibén.- Los datos gque nos
proporoionan son los correspondientes a C.M.I. y G. Bac—
tericida. Lo importante de este método es la ipforma~ -
cisn 2 nivel de corbinagiones y concentraciones que nos
indiguer si hubo efectos singrgistas o por el contrario,
antagonistas, (Tabla Mo, )
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MICRQTITULAGION EN TUBO,

Properacidn del IrGeulo.— Este se prepara de
la misma forma que la utilizada en el M&todo de Oiluci6n
gn Tubgiya gue las cepas sg necesitan g la misma dilu——
cifn que la empleada pare el Método de Dilucibn .en Tubo.

Preparacitn de los Tubog.— Se prepara ung sg
rie de tubos, en forma semejante & le utilizada en el Né
tode deg Microtitulacitn en Placa. FEl velumen emplesdo —
tde cada una deg las soluciones diluidas de los antimicro-
planps gg de U.25 ml, para obterer un volumen finagl de
0.5 ml., 8stos s poneng en tubos estériles de 13x100 -
min, , e agiten para mezelarlos.

Inoculacibn.— A cada una de las diluciones, -~
s8 les inocula con 0.5 ml. de la cepa diluida como en el
Métode anteriormente citado, sgitando nuevamente.

Lecbura e Interpretacmén.— La forma de leer =
interpretar 105 resultados es similer a la empleada n ~
2l Método de Dilucién en Tubo, De acusrdn con la infor—
macitn final se puede wer, si, las combinaciones gue se
llevaron a cabo tienen efectos Sinergistas o Antagoniz—
tas,

Para 21 Método de Misrotitulaclbn ea Placa se
gmplearon las 45 cepas; despufs de una eleccidn o mues——
tren estadistico, se seleccionarom 10 cepas en las gue -~
se llzvf 2 cabo la microtitulacifin en tubo.
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RESULTADOS

Los resultados iniciales de este trabajo fue=
ron proporcionados por el Mitodo de Difucidn en Plasa =
(Kirby—-Ba"uer)a El nimero de cepas de Salmornella typhi ~
Vi, con las gue se llevd a cabo este trabajo fus de 45.

TABLA I
Artimicrobig R ' ' '
| nm.ﬂgirmL, G } E P A 8
 Con,del Disca | SENSTOLES | INTERVE | RESISTEN | TOTAL |
N VEDIAS | TENTES
N ' ‘ '
AMOXICILINA o 0 5 a5
_.a0 . . v
AVPICILINA a3 9 5 -
| 10 ‘
CEF ALEXINA a5 q g 45
30 )
CEFALOTINA ]
an 4t | ,D ,, 0 45
CLORANFENTCOL 5 0 a0 | s
30 ] , _
ESTREPTAMICTNA o 5 a5 45
1G - e -
GENTAMIDINA 45 a a 45
o 7 .
KANAMICINA ‘ . ‘
0 | 43 ,, 5 | 2 a5
TETRAGICLINA | 1 ] a4 45
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Cl = Clorawfenicol AX = Amoxicilina
CT = Cefalotina A = Ampieilina
CX = Cefalexina GE = Berntanicina

KA = Kanamicina

Para preciar los grados hasta los cuales se ~
gleanzaba la Pesistencia gl Clorvamfenicol desarrollada -~
por las cepas de Selmonella typhi Vi, se emplearan mé&to=
dos ms sensibles, teles comot

kstodo de Dilucié6n en Placa y Método de Dilucibn en Tubo.

Ambos mitodos se eplicaron utilizando los nug
ve antimicrabianos anteriormente mencivnados, a las 45 -~
cepas 8n estudio.: Los datos obtenidos se agruparon en -
grupos de alages y frecuvencias con el fin de abtener -~
una medie geom@trica, peara mostrar en Forma global los
resultados.

La formula utilizads pora este fin esy

m = antig  (f1) = media gebmetrica
n T = frecuencia
1 = logaritmo de¢ los valo=
res de las concentra——
cionzs de los antimicig
. bianos. ’
n = nfmero total de cepas
estudiadas.
Datos el MStodo de Dilucién en Placa({Anoxicilina)
Ejemplo: £ con log de con. Fl
40 3.1 0.4914 0,494, 40=19. 7560
2 1.8 D.17E1 0LInsL. 2 0.3522
1 0,78 §5.0891 20,0891, 1= 0.0891

=
f

i
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2 G.28 0,785 0.7959 . 2=1.5918
20.3781 _
45 45 = B.452
Antig 0,452 = 2.831
C.Baptericida ¢ 2.831

De forma similer se agruparon los datos ohie—
rnidog de la eplicacion de los 9 antimicrobiands con los
dos métudos, aplicados & las 45 cepas, los resultades, -

en forma resumida, son los siguientes:

TABLA IT

METODOS DE DILUGTON

, C, BACTERICIDA C.M.I.
‘ AﬁT;MICRGBIANB Placa 5 TUSD_ Placa I,Tubm
CLORAMFENICOL | 810.3 | 208.5 405.1 261.6
| ESTREPTOMICINA | 583.4 143.2 | 29L.7 9.9
| TETRACICLINA | 439,5 659.2 219.6 143.2
CEFALOTINA 51,7 9.5 | 25.3 8,3 ]
| CEF ALEXTNA 49.6 4.3 | 24.8 4.q
KANANICINA 16.5 1.4 | 77 1.3
ANOXICILINA 2.8 1.2 1.4 0.9
ANPICILINA 1.6 1.2 0.8 1.6 |
GENTAMICINA 0.1 0.1 ] 0.05 ool
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ne acuerdo cou los datos de la Table I, se hiciecdn los yor
gcenta,es para wostrer de una Forme grifica la inpidencis en la Re~
sistencia _iostrada por estas pepns , & los mtimicrubian‘oa ugados
en agte trebajo. Bste grafigs (Mo 1), en formas inversa se lee la -

Sensib~lided.

¥orcentaje der Resistencia

(¥étodo de Difucién en Flaca ¥4 rby-Sauer’

{Grifica No.l1}
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Tomando ocoms buse los datos nnteriores (cuadmo ¥6. 2), como

resultsdo de su repreméntacidn prafica,tenemos laa grifisasiiy,I1T
IV y V . fonsidatando que Los valorss obienidos tlenen rangos extre
moa se hizd nsocesario el uso de dos sscalag.
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Tos pesultados obtenidos del kéfodo de wicrotitulacidén -~
tanto en placa comd en tubv,; que se emplenn para determinar el efec
to Sinerrista € Aanta:onista,los presentamos en forma objetiva ¥ Te
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La forma de ejemplificar es la siguignte:

Microtitulacitn en Tubo,— Cepa Noo 45

lLos velores de su O.M.I. abtenidos de su.apli
cacdfn, utilizando Amoxicilina y Gontamicine por este =€
todo, son los siguientes:

Amtixicilina Gentamicina micro-gramos/ml.
.39 0.09

Tomardo como  base sstos datos se utilizaron
diluciones mayores y menores gque Bstas, para cada unp de
los antimicrobianos so utilizdran de Gertamicing desde -
62 hasta 0,0 micre—gravosfel en diluciones seriadas; vy
de Amoricilina desds 6.2 hasta 0.01 micro-gramos/ml tam—
tign en diluciores seriadas on total se pusisron 100 tu-—
bos de 13x100 en diez filas de 10 ceda una, los cuales —
s membretaron y ousgraron de izquisrda a derecha dilu—
ciones decrecientes de Gentamicinag; y de adelante para ~
atrés dilucivnes decrecientes die Amoxiclling.:

De cade unc dz los antimicrobianos se cologH
uri valumen de 0,25 ml, wng vez gue sg concluye el llena-
do de los fubos con log gntimicrobianas se agitan para -
mezolar perfectamente,

Innculacifini,~ Oada une de los tubbs se inocu~
la con (L5 ml, de la ceps dilutda (igusl a le empleada -
para gl método de dilucién en tubn), se agitan ruevamen—
te, B2 inguban & 37°C pur 1B a 24 horas.



Leoctura e Interpretacion.— La lectura consiste en determiner la G001,

por g2l desarrollo visible vy la concentracién bactericida se precisa despuBic
sombrar en cuadros de gelosa sangre humana 4 diluciones anteriores donds s
sentd el desarrollo visible, sembrando inclusp donde se observd éste.

Para spnocer los datos que nos deterwinardn,
ide6 el siguienie patrén:

GENT AMICINA

AROXIUILINA

2.5

5.2

3.1

G.1g

0,09}

efectns Sirergistas

g.C1

2.5

5.3

3.1

1.5

a-?a

0.39

0.19

0.09

0,04

0.02

0.0l

dg -
ore=

it
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Para oada uma de las 48 gepas, se construyl -
uri patrdn similar. A conbinuacibn se dan los resultados
abtenidos en forma resumida. En la primera columna sg ~
dan los resultedps de los antimdcorobiacos aplicedos sn ~
forma independiernte.

METODD DE_MICROTITULAGION EN PLACA C. M. I,

No. de Cepa INDEPENDIENTES COVBINADOS
AUOXICTLTNAGENT/MECTNA AHOXTGINA-GENT AITCT
1 3.1 ] 0.as | 0.4 3.1
2 1.8 0.18 | 0.99 =N
N 3.1 | o.es | o.e | 3.4
a 31 B.as ] oom ] 3.3 ‘
] 3.1 T0.89 | 0.39 3.1
B a1 | Gas | oo | ai
A .- | _0.39 | 008 3.1
P =1 0.39 0.39 3.1
31 | oo | o | an
o1 6z | s | wom | 31
11 T 51 | tas | oo 3.1
- R 3o | o038 | 3.
1 &1 1 o | Gas | s
14 NN ) Goag | 3.1
EE R AR 1.5 | 3.1




a7

16 3.1 0.8 | 039 | aa
17 3,1 0,39 | 0.8 | 3.1
18 3.1 0,39 | 0.19 | 3.
19 3.1 0,39 | D.04 3.1
20 3.1 0.39 0.4 3.1
21 3.1 0.39 n.04 3.1
22 3.1 0.9 0.39 3.1
23 6.2 0.39 0,39 3.1
24 3;1 £.39 .39 3.1
25 3.1 0.39 0.08 3.1
26 3.1 0,39 1.5 3.1
2% 3.1 T 0.a9 1.5 3.1
o8 3.1 0.39 0.39 3,1
29 3.1 0.39 1.5 | 3.1
ao 3.1 0.39 0,01 3,1
31 3.1 0.39 1.5 3.1
32 3.1 0.39 1.5 3.1
33 3.1 0,39 | 1.5 3.1
L 3.1 0.39 0.19 3.1
35 3.1 0.39 018 | 3.
35 1.5 n.39 0.19 3.1
37 3,1 1,39 0,19 3.1
3B 4.1 £.39 | 1.5 3.1
a5 2.1 nas | o078 | 3.1
ap 3,1 2,35 0,39 3.1




a8

a EX I 0.3 1.5 3.1
2z | 6.2 | w3 | na EX)
a3 | 3.1 030 | 1.5 3.1
T2 | a1 | 0.59 (.39 3.1
a5 a1 0.9 0.08 3.1

LETODD DE MICROTITULACION EW PLAGA 6.M. I,

No. de Cepa INDEPEWDIENTES COMBINADOS
AMPICI;IMA—KANAMICIN% AVPICIL INA-KANAMICINA

1 .5 2.6 | 0.19 0.189
e 0,39 12.5 0.19 | 3.1
) 1.5 25,6 | 0.09 | 12,5
'y 1.5 12.5 0.19 | 0.8
5 1.6 12.5 0.19 0.5
B 1.5 12,5 0,19 | 0.19
7 LS 12.5 0.1y | 0.1
8 1.5 12.5 0.19 0.19
) 1.5 T 12.5 0.19 | 12.5
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1w 1.5 | 125 0.19 | 0.19
JEERE ¢ 12.5 0.19 | 12.5
12 1.5 ; 12.5 0.19 0.19
¥ us 125 | 0.19 | 12,5
18 1.5 12.5 | 019 | 12.5
13 | 15 | 125 | 0.9 0.19
1B | 1.8 12.5 | 0.19 | 0.19
17 R 12,5 | 0.9 | 0.19
18 1.5 1255 | 0,9 | 0.9
v | L5 25,0 | n1e | 0.19
20 1.5 12.5 9.1 | 0.9
21 1.5 12,5 | 0.19 0.19
2z | us 25,0 | 0.9 | 0.19
23 | 3.2 | 12,5 | 0.9 | 12.8
24 | 1.5 ' 25.0 0.19 | 12.5
IR 12,5 | 0.19 | 12,5
% | 1.8 25.0 | 0,19 | 12.5
27 15 12,5 | 0,19 | 12.5
28 1.5 25.0 | 0.19 | 12.5
25 1.5 12,5 0.19 | 12.8
au 1.5 12.5 0.19 | 6.2
a 1.5 25.0 0.19 | 25.0
3z 1.5 | 25 (.19 5,2
3 | L. " 12,5 | 0.99 | 0.9
34 {0 1.8 12,5 0.39 | 0.19




35 1.5 25.0 ] .19 | 12.5
36 1.5 2.5 | .18 3.1
a7 3.2 12.5 0.9 | 12.5
38 1.5 12.5 (1,39 0.19
3g 1.6 | 1z.5 0,39 0.19
a4 1.8 12.5 0.19 6.2
41 1.5 12.5 0.19 6.2
42 6.2 ‘ 25.0 | 0.78 25.0
43 1.8 | 25.0 | 0.39 '0.19
44 1.5 | .0 | i | 12.5
a5 1.5 ‘ 25.0 .19 1.5

Cor los datps obltenidos, de estas dos combing

-

ciones se formaron patrores, los gue se constituyeron
con grupos de clases y frecuencias dando como resultada:

GENTAMICINA —~ ANOXICTLINA,.~

PATRON

1~ 3.1/0.04 micr@agramus/ml.
2.~ 3.1/0.39

3,~ 3,1/1.5

4,~ 3,1/0.19

5. 3.1/0,78
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Patrsn 1.~ 1,3,6,7,9,10,11,19,20,21,26,30,42,45.
Patron 2.- 2,4,5,12,13,14,18,22,23,24,28,40,44.
Patrén 3.~ 18,28,27,31,32,33,38,41,43,
Patrén 4.~ 16,17,34,35,36,37.

AVPICILINA ~KANAMICINA,~

PATRON

L.~ 0.19/0.18
2.~ 0.19/12.5
3.~ 0.39/0.19
4,~ 0.19/25
5.~ 0.19/3.1

Patrén 1.~ 1,4,5,86,7,8,10,12,15,16,17,18,19,20,21,22.
Patrén 2.~ 3,9,11,13,14,23,24,25,26,27,28,29,35,37,44.
Patrtn 3.- 33,34,38,39,43.

Patron 4.~ 81,424

Patrén 5.~ 2,30,32,36,40,41,45.

El nomero de cepas que salieron elegidas por
medioc de los nimeros aleatorios son las siguientes:

AMOXICTL INA-GENT AMICINA, _WICILINA—KANAMICINA.
Patr6n 1 : CEPA 45 _Patrtin 1 : CEPA 12
: Patron 2 @ CEPA 22 Patrén 2 : CEPA 35
 Patrén 3 : GEPA 33 Patrén 3 3 CEPA 32
| Fatrfin 4 : CEPA 35 Patron 4 ; DEPA 31
 Patrér 5 @ CEFR 39 Patrfin & : CEPA 45




Cott Bstas cepas resultantes, se llevé & cabo sl MEtodo de Microtitu

laci6n en Tubo; signdo 1los resultados lus siguisntes:

Teniendo cona base 108 resultados de la microtitulacidn en placa,
para éste se utilizaren 10 diluciorgs de cada uno de los antinicrobiancs,

CEPA 45
BENTAMICINA

AVOXTCILINA , ) } , ,
G/A 6.2)3.1)1.5)0.78 {n.38 |01 jo.00 fo.04 ) 0.02 | o.m
6,2 ‘ ]
3,1
1.5 ‘ v , ,
0. 78 B ! , BN H LR 21 8 f
0.39 N R/v A gl R | =&
0,19 v ‘ {rv] R Rl R R R
0.09 , B/l s | 8 g | r )
0.4 - . g/v ] R’ B R I B R
0,02 I g/vl a1l R TR R
0.01 ) { g/iv) R R g 4 B R




CERA 22
GENTAMIGINA
ANOXICILINA , , .
B/A 6.2 [3.1|1.5]|0.798|0.39 {0.19! c.09 | 0,08 | o.02 | O.0L
5.2 ]
3.1,
1.5
0.78
0.39
0.19 - _
0.09 /vl R 1 R R R
_0.04 RVl R 1 R B_ AR
0.02 Bl R R R R_
g.o1 VAVE B R 3] R




LEPA 35

vs

BENT AMICTNA

g/rn | e&2{a3.1|1.80.58 |0.32{0.19 |0.09 |0.04] C.02 | €.00
5 : , - :
3.1 !

1.5 - ’ o

.78 . ;) vie | BIR a_| 8
0.3 + 1 A B LR BR_|R R B
0.18 | , 1 s is I milnr 1R B
6,09 1. 1A 1 o via 1 oala I B IR
L I I . ;7" R i8 1 818 B B
K- . 174 R { R | B | R
oo | R/V R | R 8 | R R R




CERA 35

CENT AMIGINA
AVCXICILINA 7 N 7 , o

o/ 6.2 |31 1.8 foe feae foas fone fu.o | oo

3.1 . _
.98 | 1 tamvla ta tan 1r 18
0.3% | ; R L v iu lar & jr IR
oag f b BN 18 R_1H R_ IR
0.5 R Y 5 B B 48 H_
0.4 R | vis In In I8 |n~8
4,02 A v ln 48 |8 | R I8
D.01 A v lan |a {8 |~ A




CEPA 39

BENT AMICINA
ANOXTCTLINA o ; 7 , (
6/a 623115 |o.oslo.asfoaslo.os|o.0s oo oo
6,2 '
&1 ,
1.5 B - ;
0.78 R/v { R 1B | R | R 8.
3,739 R STAVIN O O T B_
0,19 iR/ 1R | A R_| A A_.
(1,09 {R/V. | R g R {8 1|~
0.08 A/v s {8 18 |8 B_
0.02 /v 1R 1A LA 8L R
D01 BAY R A A B f

g4



CEPA 12

KANAMICINA

AVPIGILINA , , . i ,
K/A 25 [12,5 | 62 | 3.1 | 2.5 | 078 | 0.39 [ o9
6.2 ' '
3.1
1.5 ,
G.78 B/v | R R__1 8 A
0.39 Rl v | 8 B R 1 8
0.19 R/V | R R R A
.08 }p/vja | s bR 1A
0.04 RV L R R__| A H
0,02 B/V | R B R A
0,01 B/V | R R B R

PAS



GEPA .35

RANANICTNA
AMPICILINA
K/A 25 | 12:5] 6.2 | 3,1 ) 1.5 | C.78 | 0.32 | 0.9
6.2
3.1 .
1.5 1
0.78 AU B R g | R R
0,39 By | AR | B | A B A
0.19 RV | R R R R R
__B.0g R/V | R R 1 B | B B
_0.04 R/V.| R a_| R R R
0.02 B/ | A R a_|L & ;.
0,01 RV | A R R R R

=l



AUPICILINA

KANAMICINA

GCEPA 32

K/A

25

T6.2

3.1 ]

d.78

.39

0.1%

6.2

3,2

1‘5

(.78

0,39

g.1g

: Ay

.05

0.04

0.02

0.01

psR il ey pe v u ol

<K<

! oy
:DII‘ZIJIJJJI}'E,

alolo|ols|n|o|

Tloi{oniz |z

s ol ool el eel hac il sy |
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CEPA 31

KANAMICINA
ANPICILINA _ , _ , ,
- KR/A 2 | 12.5 |62 | 31|15 | 0.78 | 0.39] 0.9
61'2 -
3.1
1.5 — .
0.78 B/v | R A R B
_0.39 7T R R B A
0.19 R vt B | R R R_{ AR
0.09 , R/V | B R_| R R a
0. RV | R A1 R R_ A A
0.02 R v Al B R 1 A R
o.o1 | R v R | B A R R

(B}



CEPA 45

KANAMICINA

AVPICTLINA
k/a o5 | 125 |62 | 3.1 11 | o,78 | 039 | 0.9
— . :

3.1
1,5
[, 78
1,39 ] )
(1,19 ] v R A A A
0.09 B/v i 5! A g R
0. 04 R/v g | = R R A
0.02 Ir/v i B | & A R A
0,01 A v 7 B ] R A

Las imiciales significan:

R
v
A

fl

RESISTENCIA (C. BACTERICIDA]
VISIBLE CHECIMIENTO {V.M.I.)

|

portinuacion s2 dé de upa forma resumida los resultados de la

#plicacién ds les dos combinacicnes wtilizades, =0 las 10 cepas, utilizanco
los dos métodos de mierotitulacidn tanto =n placa como en tubg.
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CEPA 0P DT
| avoxseenTA | amox | oen | avoxecenTA | avox]  GEN
a5 lo.oal 3.1 1 3.1 ]0.39 |o.78 |0.39 | 0.39] 0.09
g2 1 0.39] 3.1 3.1 10.39 lo.o9 |09 (1.5 | 0.39 |
33 l1.5] 3.1 3.110.39 jo.v8 Jo.3e [ 1.5 | 0.19
35 {o.18] 3.1 3.1 {0n.39 {o.78 {o.39]o0.39] 0.19
39 |o0.78] 3.1 3.1 |0.39 |0.78 |o.39 |0.78] 0.19
CEPA D P D T
- AVPI+CANA | AP kena] AMPTHKANA | AMPT | KANA
12 | .19l 0.19 1.8 12.5} 0.78} 3.1 lo.ve] 1.5
35 |o.dglie.s | 1.8 os.0f g8l 623,10 § 1.5
32 o9l 5.2 t 1.8 25.0| 0.781 3.1}0.39] 0.78
31 {0.19{25.0 1.5 25.0{ 0.78] 3.1 ]0.78§ 0.78_
45 |0.19) 1.5 1.5] 25.0] 0.19) 3.1 1.8 |1.5




DISCUSION



&4

DISCUSION

Los métodos empleadus parae investigar la Sen-
sibilidad de Ios antimicrobianos en gérmeres patbgerios,
son los gue se utilizan con ofs frecuencia en la actuali
dad, son métodos muy zensibles, sobre todo el de Dilu= -
©lon en Tubo con el cual se llegd a encontrar concentra<
cienes de 0.09 micro-granmos/ml., de antimicrobiana por —
lo que se logrt precisar la PFesistencia o Sensibilidad -~
mostrady pur las cepas a los diversos antimicrobiarios.

El métods de Kirby-Beuer fue el gue nos pro=—
poreiond los datos de lg Resistencia v Sensibilidad de —
los gérmenas estudiados el primer dato gue nos proporcig
nb fug la glta incldencia de las cepas resistentes a Clo
ramfenicol, la goncentracion de lus discos de este anti~-
bistico utilizados Fue d & 30 microgramos; al utilizar —
métodos més sensibles no fue con objeto de conocer alga
gue ya se conoelia, sino Bl conocer hasta gue cantidad de
Antibifbtico se presentaba este Resistencia.

Este dato fuwe con un fin, se¢ puede decir que,
hagta ciertc punto estadistico; independientemgnte de -~
gue este fus el camino gue nos guil para que se llevara
a cako nuestro trabajo:

El métoda de Difusitn de Kirby-Baver, es de ~
unt wso mioltiple para determinar la sensibilidad de los
gémeres patbgenos, se usan a la vez varios antimicrobia
nas de amplioc espectro, tales vumo Estreptomicina, Kana-
micing eta,

El pazo a8 ssgulir despuds de este informacion
fuz =l de wrploor mftadces o8s eencibles, wkilizando para
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este efecto lus MEtodos de Dilucidn on Fluce v Dilucitn
en Tubo, déndonos Gste un rango dz mayor sensibilidad; -
es muy laborioso; sin embargo tiere veriss ventdjas: Me-
todo de Dilucifn en Plsca.

1.~ Es una misma placa s2 pugden probar més —
de 20 cepas difsrentes.

2.~ Las placas preparadas con las diluciones
de los antimicrobieros tieme un periodo de duracibn efecg
tiva de 4 dias.

3.~ lLas soluciones concentrados de los antimi
cynblanss pusden guardarse por un mes en 21 congalador.

4.~ Los resultados se conocen & las 24 horas.

5.~ Bierto este método mis sensible y al em—~—
plearse soluclones seriadas de antimicrobianes, nos psr
mite investiger ls concentracion a la tual las cgpas son
sensiblee o resistentes a ellos.

B.,~ En comparacifin con 21 Método de Kirby-Bauer
B85 mas sxacto; y& gue en 1 método de difucién al ems —
plearse discos de concentracifn uniforme, =1 informe que
nus o0& es si gl gérmen en estudic es gensible o resisten
te g la accibn indicada por los discos.

Pero en caso, gcomo el gue se presentd durante
la epidemiay es wejor ubilizapr métodos de mayor sensibi-
lidad para encontrar concentraciones adecuadas de antimi
troblanns y  evitar, hasta donde s2a posible, la resis——
terpia de los gérmenns paklgenss.
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Método de Dilucién en Tubo.- Este es el méto=
do de scuerdo con los resultados fue el mis sensible, ya
que sg llegaron g detsctar cantidades de antimicrobiancs
hasta de 0.09 micro-gramos/ml., s un método muy laborig
s, perp &l mismo btiempo proporcicpa informacidn de mu—-
cha validez, en este métods también se (san diluciones
serigdas de antimicrobianvs, permitiendonos conocer 1& —
concentrecidn exackta a la cudl son sensibles o resisten—
tes, empleando esta técnice la icfoimaecidn se nos propor
ciona a las 48 horas, teniendo ésto aparentemsnte comg -~
desventaja. la segurided de esta téonica son la semejan
z8 en condiciones. 7

Una vez que se tiene todo el material requerdi
do el trabajo gue se lleva a cabo no es tan pesado.

Con el uso de los tres métodos, se logrd ana—
lizar, por lo menos en estudios heohos "in vitro", cusl

era el antimicrobiang que se substituyese al Cleoramfeni-—

col,

A continuacifn se muestra los grados de sensi
bilidad, utilizando los tres métodos:

Dilugifn gn Placa 40 PFesistentes
' 7 5 Sensibles

Dilucién en Placa 44 PResistentes
' 1 Sensible

Pilucifn en Tubo 41 Resigtentes
4 Sensibles

Estos datus som en relacidn o la sccifn de -~
Cloramfenicol.
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Los datoes gue nos proporcloné la aplicacion —
Jde estas uos téonicas, fue €l conocimiento de sus C.M.I,
respectivas. Bon este tipo de informavion el paso a se=
guir fug el llevar a fabo estudios Yin vitrn', de combi~
napiores de antisderobiaros, y ver si dichas comblrnacio-
rigs eran efectivas o por 1o contrario tenfan efectos an-
tagonistas.

Para gste fuin se emplearon las ‘técnicas de mi
crotitulacitn tanth en placa coms en tubo, observandose
igualmente ung mayor seguridad y confiabilidad en los dg
tos proveniontes del método de oilucitn en tubo por la -~
sual, se vuElve a recomendar las téenicas de diluecitn en
tube para estudics oue se 1leven & cabe &n casg de pre—
sentaree gpidemias.
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CONCLUSTIUNES
GCon 1o anterdiormente revisado podemos deciy due los

ohjetivos y fines qus se tuvieron al iniciar sste -~
trabsd jo, se cumplieron,

- EL mejor método pare el trabajo de rutina, en los la

boratorios es el Mstodo de Difuci6n (Kirby-Bauer), .-
ya que presenta muchas ventajas sobre las otras téo-
ricas, su métodn y resultadas est8n stendarizados;
1o cusl permite terer unm margen de meyor seguridad —
al llevar & cebo los trabajos de rutina.

De los otros métodos utilizedos podemos concluir ——
que el que nos dit6 un rango de mayor sensibilided ~
Fue £ de Dilucién en Tubo, ya gue con éste se llegd
a detectar concentracionss hasta de 0.09 micro-gra—
mos/ml de antimicrobiano; el cual tiens como seguri~
dad o confiabilided, la ssaejanza existente en copdi
ciones ambisntales del microorgenismo dentra del or=
ganismo.

La Gentamicina fue el antibiGtico, que en menor com—

centracitn resylth ser efective para Salmonella by—
phi Vi resistente & Cloramfenicol. Esto s¢ logrg =
precisar por medio del Método de O0ilugitn en Tubo.

En casto de que se presenten epidemlas, 8s necesario
1levar & cabo estudios a fondo de los antimicrobia—
rnos empleades, ya que en muchas ocasiones Sstos son
usados en forma inadecuada.
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B~ Dz las combiracionas uiilizadas en Bl preasente frabg
Jor se puede concluir gue ro tisnen sfectos positi-—
vos, sinu por el contrario tisnen acciones antagini-
cas o contrarias.

7.~ La combinacitn de Antimicrobiancs s6lo se recomienda
an casos extremos, ésta debe ser gon mucha resgrva y
con sumg cuidado; yd gue la aplicacifn de &stos en =
forma inadecuads lo dnico que trae camp consecusncia
g5 un alto parpentaje gn lg incidencia de cepas re-——
sistentes de gérmensg patbgenos, que en casos de epi
demias tigren como resultado un slto grade de morta-
lidad,
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