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. INTRODUCCION

La brucelosis es una de las zoonosis mas ampliamente distribuidas a nivel mundial y €s
Causa de grandes pérdidas para el sector salud y el sector pecuario, es uno de los
problemas de salud humana y animal mas graves que enfrentan algunos paises del
mundo. )

A |a brucelosis se le conoce también como fiebre de malta, fiebre ondulante, fiebre del
mediterraneo, etc., el hallazgo de su agente etiologico ocurrié en 1887.

Esta enfermedad afecta a la mayoria de los animales domésticos y a algunos de los
animales silvestres, Las especies de Brucefla que afectan al humano son Brucella
melitensis, Brucella abortus, Brucefla suis y esporadicamente Brucella canis. Las vias de
transmisidn en el humano son por conlacto directo con secreciones y excreciones de
animales infectados e ingestién de productos lacteos no pasteurizados que contengan al
microorganismo; en el laboratorio se transmite mediante la inhalacion de aerosoles ylo
contacto con mucosas {conjuntiva).

La caracteristica principal de estos microorganismos es su capacidad de sobrevivir y
multiplicarse dentro de las células del sistema fagocitico mononuclear lo cual explica

parte de la patogenia y el porqué de la importancia de un adecuado tratamiento,

Desde 1939 se han llevado a cabo estudios de susceptibilidad antimicrobiana en cepas
de Brucella (31-36), entre estos estudios existen diferencias metodolégicas y en la
actualidad no se cuenta con una metodalogia exclusiva para estudiar la susceptibilidad
antimicrobiana de estos microorganismos. En este estudio se empled el método
recomendado por el NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards) con
algunas modificaciones.



Il. FUNDAMENTACION DEL TEMA

2.1 BRUCELOSIS

Es una zoonosis que practicamente se encuentra distribuida en todo el mundo,
especialmente en paises en vias de desarrollo y es causa de grandes pérdidas para el
sector salud (por los costos del tratamiento y la incapacidad para el trabajo) y para el
sector pecuario (al disminuir fa productividad de los animales). Se trata de unos de los
problemas de salud humana y animal mas graves que enfrentan varios paises del mundo.
Es una enfermedad que a la_fecha no es diagnosticada ni tratada adecuadamente, no
obstante, se sabe que afecta a la mayoria de los animales domésticos y a algunos de los
animales silvestres por lo que su control y posible eliminacién dependen en mucho de ia
cooperacion que se logre entre todos los sectores de la sociedad (1,2).

2.2 AGENTE ETIOLOGICO

Estos microorganismos son cocobacilos o bacilos cortos (0.6 a 1.5 um por 0.5 a 0.8 pm)
gramnegativos, que frecuentemente requieren de un minimo de tres minutos de
exposicion al colorante de contraste (safranina) para obtener una buena definicion, son
patogenos intracelulares facultativos, exigentes desde el punto de vista nutricional,
inmaviles, no esporutados, se pueden encontrar solos o en grupos.

Los miembros de este género comprenden un grupo genético estrechamente relacionado,
con una proporcion guanina-citocina en todas las especies de entre 56-58 mol %. Los
estudios inmunolégicos y de hibridacién ADN/ADN y rARN/ADN han mostrado que es un
género con escasa diferencia interna. La clasificacién actual se basa en el estudio de sus
propiedades bioguimicas, oxidativas, sensibilidad a fagos, aglutinacién con sueros
monoespecificos y crecimiento en presencia de colorantes. Con base en estas pruebas ha
llevado a la subdivision del género Bruceffa en seis especies con sus diferentes
biovariedades {Tabla 1). De las seis especies identificadas, cuatro de ellas se asocian a

la brucelosis humana: Brucella abortus, Brucella melitensis, Brucella canis y Brucelfa suis
(1,3,4).

{ MORFOLOGIA COLONIAL DEL GENERO Brucella i
MEDIO DE CULTIVO MORFOLOGIA COLONIAL
AGAR SOYA TRIPTICASA (TSA) ¥ Las cepas lisas (S) producen colonias circulares, convexas con bordes regulares,
translicidas y de color émbar, que a l2 luz refisjada son briltantes, de aspecto himedo y
consistencia suave,

¥ Las cepas rugosas (R) producen colonias semejantes a las anteriores en foma pero
varlan considerablemente en tamado, color, consistencia y textura; son ligeramente
0pacas con superficie granuar y color que va del bianco mate al amarilo o amarilto
café. Las colonias son frecuentemente viscosas y dificiles de desprender def agar.

¥ Las colonias mucoides (M) son simitares a kas colonias R en color ¥y en opacidad, pero
presentan textura mucoide.

GELOSA SANGRE Forman colonias circulares, pequedias, convexas, blancas, beillantes, opacas y sin actividad

hemolitica.

FUENTE: 1
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2.3 FACTORES DE PATOGENICIDAD

Las brucelas tienen varios mecanismos de patogenicidad los cuales no estan bien
definidos. Se sabe que es capaz de invadir las membranas mucosas, resistir los efectos
letales del plasma sanguineo normal, promover su propic ingreso a las células
fagociticas, asi como replicarse en el interior de las células especializadas de la placenta
de animales. Las cepas cuyas colonias son lisas, debido a que la bacteria tiene en su
superficie abundante lipopolisacérido (LPS), son mas virulentas que las rugosas que son
deficientes de LPS. La supervivencia intracelular de las bacterias lisas se a relacionado
€on su capacidad para evitar o limitar la fusion entre el fagosoma y los lisosomas (1 4,12).

2.4 PATOGENIA

El aparato digestivo constituye la via de entrada mas frecuente (ingestion de leche
contaminada) pero puede penetrar al organismo a través de escoriaciones de la piel
{contacto con tejidos animales contaminados), a través de las membranas mucosas
{conjuntiva) y por las vias respiratorias mediante inhalacién {5-11).

Cualquiera que sea la via de enfrada, invade a través de los linfaticos y es transportada
dentro de los leucocitos polimorfonucleares en los que se multiplica. Llega a los ganglios
linfaticos regionales en donde una parte de las bacterias es destruida, liberando material
antigénico que activa el mecanismo formador de anticuerpos  y condiciona la
hipersensibilidad especifica de los fagocitos mononucleares. Las bacterias que no son
destruidas se multiplican dentro de los macréfagos hasta provocar la lisis de los mismos
y al eslar libres son mas facilmente fagocitadas e incrementan su capacidad para
sobrevivir y multiplicarse dentro de los fagocitos.

Una vez superada la barrera linfatica, llegan a la circulacién sistémica a través del
conducto toracico y se localizan principalmente en las células del sistema
reticuloendotelial del higado, bazo, médula ésea, gangtios linfaticos y rifdn. Las células
invadidas tienden a agruparse formando nddulos en los que aparecen células epiteliales y
se rodean de linfocitos formando lesiones granulomatosas.

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad son determinadas en gran parte por la
liberacién de una potente endotoxina y por el grado de hipersensibilidad a los antigenos
brucelares. .

La liberacidn de bacterias de la célula infectada puede sobrepasar la capacidad
fagocitica, llegando a una fase de muitiplicacién extracelular, que puede ser importante;
cuando los mecanismos inmunes, humoral y celular, ayudados por el desarrollo de
tolerancia a la endotoxina y por desensibilizacion parcial de los tejidos debido al exceso
de antigeno, controlan la infeccidn, ésta vuelve a ser predominantemente intracelular. Si
las bacterias no son eliminadas por completo y persisten pequenos focos de infeccién
inaccesibles a las defensas humoral y celular, periddicamente liberan organismos y
endotoxinas a la circulacion, la enfermedad adquiere caracter de cronicidad {4,12).



2.5 CUADRO CLIiNICO

La brucelosis es una enfermedad sistémica que se caracteriza por su extraordinario
polimorfismo, se puede presentar cefalea, calosfrios, malestar general, anorexia, fiebre,
mialgias y artralgias. .0s signos clinicos habituales son fiebre, linfadenopatia moderada y
ocasionalmente hepatoesplenomegalia (4,13-15). Para que quede més clara la poca
especificidad del cuadro clinico a continuacién se presentan dos casos que tuvieron lugar
en la Republica Mexicana.

Caso 1.

Mujer de 44 afios que radica en la Ciudad de México, no viajo fuera de la misma en el
ultimo afio, seis meses antes se le habia diagnosticado trombocitosis ¥ leucopenia,
Historia de sindrome febril de ocho meses de evolucion tratado como fiebre tifoidea en
varias ocasiones y con diversos farmacos. Persistia con fiebre intermitente hasta de 40°C
y diaforesis profusa de predominio nocturno. Presentd elevacion de pruebas de funcion
hepatica cuatro veces de o normal y DHL (deshidrogenasa lactica) cinco veces de lo
normal. Del mielocultivo se aisld Brucefla abortus, se tratd con dicloxacilina y
estreptomicina, A un ario del tratamiento permanece asintomatica (13).

Caso 2.

Hombre de 48 aiios, residente de Guanajuato, Gto. Cuadro clinico de tres afios de
evolucion con hipertermia no cuantificada, de predominio nocturno asociada a diaforesis.
Tomé muitiples antibidticos con lo cual cedian los sintomas por periodos prolongados.
Cinco meses antes de ser diagnosticada la brucelosis inicio con parestesias en miembros
pélvicos y dolor lumbar intenso, una TC (tomografia computarizada) revelé lesion
destructiva de lumbar 5-sacra 1 con afectacién de tejidos blandos. Recibio antifimicos
durante este tiempo con discreta mejoria inicial. La exploracion fisica evidencio lesién al
nivel lumbar. Los estudios para tuberculosis fueron negativos. La serologia para Brucella
en la prueba estandar fue positiva 1:800 y en presencia de 2-mercaptoetanol 1:400.
Recibié tratamiento con vibramicina, estreptomicina y rifampicina. A seis meses de
tratarsele, el enfermo se encuentra asintomatico (13).

2.6 TRATAMIENTO

De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-022-SSA2-1994. Para la prevencién y
controf de la brucelosis en el hombre, en el primer nivel de atencién; el tratamiento del
paciente sospechoso o confirmade deberé indicarse bajo vigilancia médica o por personal
debidamente capacitado (16).

Los medicamentos que se utilicen en el tratamiento de la brucelosis seran conforme al
esquema que se seleccione, correspondiendo:



ESQUEMAS DE TRATAMIENTO DE BRUCELOSIS HUMANA SEGUN LA
NOM-022-SSA2-1994

ESQUEMA A Tetraciclina y estreptomicina. De primera eleccion en adultos.

ESQUEMA B Rifampicina y trimetoprim con shlfametoxazol; indicado en nifos,
mujeres embarazadas después de primer timestre y ancianos.

ESQUEMAC Doxiciclina y rifampicina; en los casos en que se presenta
resistencia a los esquemas A o B. o en los que la enfermedad
presenta evolucion prolongada.

FUENTE:15

2.7 EPIDEMIOLOGIA

Es una zoonosis ampliamente distribuida en e| mundo, afectando principalmente a paises
con ganado caprino y ovino(13). En México, e 90% de los casos tiene su origen en
caprinos; el padecimiento existe en todo el territorio nacional. Se ha encontrado que
Brucella melitensis es el agente causal del 90% de los casos de brucelosis en México, en
el pais esta zoonosis es considerada la més importante por las pérdidas econdmicas que
genera en el sector salud y en el sector pecuario (12). La brucelosis se cuenta entre |as
enfermedades que deberian estar ya controladas en nuestro pais y lodavia afecta
anualmente aproximadamente al 8% de la poblacién ganadera del pais, con las
consiguientes pérdidas econémicas para los productores y es causa de una zoonosis muy
seria con alrededor de tres mil personas afectadas anualmente (Tabla 2)(1).
TABLA 2

{___CASOS ANUALES DE BRUCELOSIS EN MEXICO ]

ANO No. DE CASOS
1988 5063
1989 4025
1990 3827
1991 36845
1992 3972
1993 2888
1994 3518
1995 2699
1996 3362
1997 3387

OBTENIDO DE: 17



2.8 ANTIMICROBIANOS

Se inicia aqui el estudio de las principales armas de que dispone el médico para la lucha
contra la infeccion, tratando de los compuestos guimicos con accién antimicrobiana que
son producidos por microorganismos vivos (antibiéticos) u obtenidos por sintesis quimica
{quimioterapéuticos), si bien la tendencia actual es la de agruparlos bajo el titulo de
agentes antimicrobianos (19).

2.8.1 CLASIFICACION
Los criterios de clasificacién son diversos, lo que origina varias claves que han permitido

agruparlos segun su origen, actividad, espectro de acién, etc.
| DE ACUERDO A SU ORIGEN B

ORIGEN CARACTERISTICAS

Bioldgicos Son producidos por microorganismos {penicilina).

Sintéticos Son producidos exclusivamente por sintesis quimica (nitrofuranos,
sulfamidas).

Semisintéticos Sobre el nicleo basico del antibidtico, producido por el microorganismo
S8 engarza' en la- posicibn mas adecuada radicales obtenidos por
sintesis confifendo mejora del espectro, de la farmacocinética,
disminucion de la toxicidad, etc.

OBTENIDO DE; 19

| POR EL ESPECTRO DE ACCION

En relacion con el tipo de microorganismos que inactivan, se clasifican en: antiprotozoarios,
antiviricos, antifingicos y anlibacterianos. Este ditimo grupo es e que se desarollara
ampliamente. Cuando se habla del espectro de los antimicrobianos se acostumbra dividirdos en;
De amplio espectro Interfieren en el crecimiento de numerosas especies bacterianas

{cloramfenicaol, tetraciclinas).

De corto espectro Sélo tienen un comportamiento eficaz frente a un numero limitado
de especies (polimixinas).

OBTENIDO DE:19

e



POR EL MECANISMO DE ACCION |

Inhiben la sintesis de la pared celular

* Penicilinas * Ristocetina
s Cefalosporinas * Bacitracina
* Vancomicina _ + Cicloserina

Alteran la permeabilidad de 1a membrana citoplasmica
+ Nistatina » Tirotricina
+ Colistina + Gramicidina

Inhiben Ia sintesis proteica

« Tetraciclinas » Estreptomicina
« Aminoglucésidos | »  Macrélidos
» Cloramfenicol * Lincosamida

Inhiben la sintesis de Acidos nucleicos
« Acido nalidixico * Quinoclonas
s Rifampicina

Con actividad antimetabdlica
» Sulfamidas

« Sulfonas
FUENTE: Modificada de 14 y 18

2.8.2 MECANISMOS DE ACCION

Para que un antimicrobiano ejerza su accién, es necesario que llegue al foco infeccioso,
penetre a las bacterias y alcance intracelularmente fa concentracién necesaria. La
entrada en la bacteria se puede lograr por difusién o transporte activo. Una vez dentro dal
microorganismo, la actividad del antibidtico puede ser: bacteriostatica o bactericida,

En el aspecto molecular los antimicrobianos de uso en clinica pueden ejercer su accién
en las siguientes estructuras o funciones {Figura 1):

1. Inhibicion de la sintesis de !a pared celular.

2. Alteracion de la membrana citoplasmica.

3. Inhibici6n de la sintesis proteica,

4. Inhibicién de Ja sintesis de los acidos nucleicos.

5. Con actividad antimetabdlica.

Inhibicién de la sintesis de la pared celular

Entre las numerosas e importantes funciones que se atribuyen a la pared celular,
estructura obligada de las bacterias, destaca la funcién de ser elemento protector de su
integridad anatomofisiolégica. En este sentido es vital puesto que las baclerias
tienen wuna gran presion osmotica interna, mas las grampositivas (=20
atmoésferas) que las gramnegativas (=5 atmosferas), y sin esta estruclura se
condicionaria su destruccién por un .
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10

eslallido en un medio normal (Figura 2). Las penicilinas son compuestos bactericidas
que se unen a las proteinas fijadoras de penicilina (PBP) interfiriendo en [a sintesis de |a
pared bacteriana. La siguiente descripcion ilustra la forma de blogueo de la sintesis de la
pared bacteriana por las penicilinas y antibidticos relacionados. La pared bacteriana
consiste en cadenas de un péptidoglucano formado por unidades aiternantes de N-
acetiiglucosamida y &cido N-acetilmuramico; este dltimo tiene una “cola” que consiste en
un pentapéptido que termina en alanina-D-alanina. Estos péptidoglucanos presentan
uniones cruzadas constituidas por puentes de penicilina (Figura 3). En los experimentos
de Park, se acumulaba un nucledtido en el caldo de cultivo de bacterias tratadas con
penicilina. La sintesis de este nucledtido {UDP-acido N-ace!iImurémico-pantapéptido) es
el primer paso en la sintesis de la pared bacteriana. El segundo paso es Ia formacion de
los péptidoglucanos lineales y el paso final estd constituido por la formacién de las
uniones cruzadas entre estas cadenas. Se conocen diversos compuestos que inhiben las
reacciones enzimaticas de cada uno de estos pasos, los cuales son antibiéticos
clinicamente Gtiles (Figura 4). La formacion de las uniones cruzadas se realiza mediante
una transpeptidasa, que también corta una D-alanina terminal. Las penicilinas y
cefalosporinas se fijan a esta enzima, ademds, se producen modificaciones en la
morfologia colonial. Finalmente, se produce la lisis celular luego de Ja liberacién de
mureina hidrolasas, que degradan la pared celular preformada. Eslas hidrolasas se

encuentran en la pared de las células, pero normalmente su actividad esta reprimida
(Figura 5) (18-21).

TNAGA S NAM --s.. NACA <22 NAM 2050 WAGA .- Inang - .

MACA «ceaa NAPR S - NATCA -=--o NWAM --Z- - NACA ~-u.. NAah

Figura 3. Estructura molecular de la pared bacteriana.
FUENTE: 20
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Figura 5. Inhibicién de la sfntesis de |a pared celular. A, Entrecruzamiento de los precursores por
Ia proteina de unién a la penicilina {PBP) e incorporacién a la pared celular. B. La penicilina
entra a la célula a través de las porinas ¥y 5e une a la PBP. C. La uni6n da lugar a ia liberacion
de autolisinas que degradan la pared celular preformada. D. Después de la union de la penicilina
a la PBP ésta ya no puede sintetizar las proteinas necesarias para la integridad de la pared

celular. E. La pared celular pierde su integridad y no puede mantener la presién osmética.
FUENTE 21

Alteracién de la membrana citoplasmica

La membrana citopldsmica de las bacterias desempefia dos funciones principales: 1)
bicenergética y 2) de separacion, es decir, de filtracion selectiva. La membrana
ciloplasmica es la barrera osmética de la célula que impide la entrada de muchas células
hidrofilicas. La membrana es la sede de diversos sistemas enzimaticos, incluyendo los del
sistema citocromo y el ciclo det Acido tricarboxilico. De este modo ejerce la misma funcion
que las mitocondrias de los organismos superiores (18). Las sustancias que alteran esta
estructura modifican la permeabilidad, permiten la salida de iones K" y macromoléculas
como los 4cidos nucleicos y causan un efecto litico (Figura 6). Los antibiéticos utilizados
en clinica, que actian modificando la membrana celular, son las polimixinas y los
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polienos. Las polimixinas se comportan como detergentes catiénicos; son polipéptidos
con un extremo liposoluble y otro hidrosoluble, el primero se une a los fosfolipidos de Ia
membrana citoplasmica bacteriana y el segundo penetra en la parte hidrofilica. De esta
forma se desorganiza la estructura y aumenta la permeabilidad, con la pérdida de
metabolitos esenciales y muerte bacteriana como resultado final. Las bacterias mas
susceptibles son las que tienen en su membrana un mayor contenido de fosfolipidos
(gramnegativas). La aclividad detergente no ocurre si el antibidtico es incapaz de penetrar
a través de la pared celular, como es el caso de las bacterias grampositivas que tienen
una pared celular muy gruesa (Figura 7) (18,19,21).

Figura 6. Alteracion de la membrana celular. A. Célula bacteriana, B. Penetracién de la polimixina
en la membrana citoplasmica, C. Alteracidn de la membrana citopldmica por efecto detergente, D.
Pérdida de la integridad celular con muerte celular.

FUENTE: 21

e "y = ="
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Figura 7. Efecto de la polimixina, FUENTE: 19



Inhibicién de la sintesis proteica
Muchos de los antibidticos usados comunmente inhiben la sintesis de proteinas. En
general estos antibioticos inhiben en forma selectiva la sintesis de proteinas en los
microorganismos, usualmente por fij Jac:qn de las subunidades ribosomales (Tabla 3). En
la sintesis proteica microbiana normal, €l mensaje del RNAm es “leido™ simultaneamente
por varios ribosomas que son colocados a lo largo de Ia tira de RNAm, estos son
llamados polisomas.

-TABLA 3
| INHIBIDORES DE|LA SINTESIS PROTEICA

ANTIBIOTICO MECANISMO
AMINOGLUCOSIDOS | Se fijan a ta subunidad ribosomal 30S

TETRACICLINAS Inhiben 1a fijacién Idel aminoacil-RNAt a ta subunidad ribosomal 30S;
también posee una fuerte afinidad per los policationes que podria tener
una cierta relacién con su capacidad para bloquear la sintesis proteica.

CLORAMFENICOL inhiben la peptidil-sintetasa en la subunidad ribosomal 50S impidiendo

LINCOMICINA asi la formacion del dipéptido iniciat,
ERITROMICINA Inhibe la traslocacion del peplidil-RNAL desde el sitio “A" al “P".
CICLOHEXIMIDA Interacciona directamente con la enzima traslocasa que participa en la

reaccién de traslocacwn

En términos generales, una vez que el antibidtico entra en la célula y atraviesa la
membrana celuiar, se une a una de las' subunidades ribosémicas {depende del tipo de
antibiético), en consecuencia, algunos antibidticos inhiben la sintesis de proteinas, otros
detienen la elongacion de las proteinas recién producidas y, por ultimo, algunos deforman
las proteinas sintetizadas (Figura B){21).

Inhibicidn de la sintesis de acidos nucleicos

Las sulfamidas, &cido para-aminosal‘cilico (PAS), sulfonas y diaminopirimidinas
{trimetoprim y pirimetaminas) mterrerqn en la sintesis de bases las cuales son
fundamentales para la obtencion de nuevos acidos nucleicos.

En ta figura 10 se observa la via melabéhca por la que se forman el acido fdlico
(dihidrofdlico) y folinico (tetrahldrofollco) y. consecuentemente, las pirimidas, purinas y
algunos amonoacidos.

Las quinolonas interfieren en la sintesi§ de DNA por inhibicidn de la DNA girasa. La
transcripcion es afectada por la nfampucma la cual se une fuertemente a la RNA-
polimerasa dependiente de DNA; asi, este antibacteriano interfiere en la iniciacion del
proceso y no actua si ya existe la elongacron {Figura 9)(18-22).



Actividad antimetabdlica o antagonismo

En general, estos agentes antimicrobianos son esbucturalmente analogos a los
metabolitos esenciales para las células microbianas. Las sulfamidas, el &cido p-
aminosalicilico (PAS) y las sulfonas tienen una estructura semejante a la del &cido p-
aminobenzoico (PABA), un compuesto esencial en el proceso biosintético de acido félico.

{O {Or Ammogivcosido ‘I

% @ (AG) | .
:E 1 Ir_ ‘.‘78"\.%

\"9 o L pared comiar]

Figura 8. Inhibicién de ia sintesis de proteinas. A. El aminoglucésido (AG) entra en la bacleria
a lravés de las porinas, B. transporta activo de! AG a través de la membrana citopldsmica. C.
Unidn de AG a la subunidad ribosémica de 30S, D. Como consecuencia de 1a unién: {1) no se

inicia la sintesis de proteinas, {2) no se produce la elongacidn de proteinas, (3) se produce una

lectura falsa de RNAt que da lugar a proteinas deformadas.
FUENTE: 24
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Inhibicién de la sintesis de 4cidos nucleicos. 1. La rifampicina ( R )se une a la RNA-
polimerasa dependiente de DNA e inhibe la sintesis de RNA, 2. La quinolona (Q) inhibe la

DNA-girasa e impide el superenroflamiento de DNA.

FUENTE: 21 .
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Todas las células bacterianas como
1as de los mamiferos necesitan acido
folico para su desarrollo. Las células
animales son incapaces de
sintetizarlo, y dicho acido tiene que
suministrarse en la dieta y ser
transportado activamente en la célula.
En la mayor parte de las céiulas
bacterianas el acido folico no es
transportado a través de la pared
celular, y a de ser sintetizado por los
organismos. En la figura 10 se
representa el proceso de sintesis del
acido félico. Las sulfonas, el PAS y las
sulfamidas concurren con el PABA y
se incorporan al proceso biosintético,
originando un producto analogo al
acido félico que es metabdlicamente
inactivo y da lugar, por consiguiente,
al cese del desarrollc microbiano.
Ademas, el compuesto folato analogo

producido puede inhibir las enzimas

del proceso. El trimetoprim actua

especificamente sobre una enzima, la

acido-dihidrofdlice reductasa.
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2.9 RESISTENCIA A LOS ANTIMICROBIANOS

Clasicamente en clinica se considera que una cepa bacteriana es resistente a un
antibiético cuando necesita para inhibirse concentraciones de farmaco superiores a la
concentracién que el antibidtico puede alcanzar en el sitio de la infeccion (19). La
capacidad de muchos microorganismos para desarroliar resistencia frerte a las drogas
quimioterapéuticas ofrece una amenaza para su futura utilidad y exige tanto recursos
como ingenio para enfrentar y contrarrestar este problema. Para que el uso de estos
agentes sea exitoso, se debe abandonar la nocidn de que afeclan solamente a los
microorganismos contra los cuales estan dirigidos en cualquier momento en particular; y
de que independientemente cudn temerariamente se los use, l0s microorganismos son
poederosos para responder (23).

2.9.1 TIPOS DE RESISTENCIA

Origen no genético

Es mas correcto denominaria insensibilidad natural (19). Este tipo de resistencia suele
atribuirse a la ausencia de los lugares de destino del farmaco dentro de la bacteria. Si,
por ejemplo, no existen receptores de unidn al farmaco o falta la via metabdlica necesaria
para que éste desarrolle su actividad, las bacterias mostraran una resistencia intrinseca
(la resistencia a vancomicina de los bacilos gramnegativos) (21-24).

Origen genético

Se debe a modificaciones en la carga genélica de las bacterias, que pueden tener lugar
en el DNA cromosomico (resistencia cromosémica) o en el DNA extracromosémico
{resistencia extracromosdmica o plasmidica) (19).

v Cromosdémica. Se desarrolta como resultante de la mutacién espontanea en un Jocus
que controla la susceptibilidad a un antimicrobiano determinado. La presencia del
medicamento sirve como mecanismo seleclor para la supresién de microorganismos
sensibles y permite el desarrollo de mutantes resistentes a los medicamentos. La
mutacion esponténea ocurre con frecuencia de 10 ™ a 10 ® (es decir, una bacteria
cada 100 millones a un billon) y, por lo tanto, es una causa rara de |a aparicion de la
resistencia clinica al medicamento en un enfermo determinado. Sin embargo, mutantes
cromosomicos resistentes a rifampicina, ocurren con bastante frecuencia (107 a 10%).
En consecuencia, el tratamiento de infecciones bacterianas con rifampicina como
medicamento unico falla con frecuencia (24). El conccimiento de la velocidad de
mutacién, asi como el sitio de ataque de las distintas drogas, es importante en un
enfoque racional de la quimioterapia (23). ’



v Extracromosémica. La informacién genética que controla la resistencia bacteriana a
drogas aparece tanto en el cromosoma bacteriano como en el DNA de los plasmidos.
El rasgo de la resistencia puede ser transmitido de estos foci por la transferencia del
material genético de una célula resistente a una sensible por transformacion,
conjugacion o transduccién (23). '

1. Transformacién. La transformacién depende de la capacidad de las células
bacterianas para absorber DNA del ambiente extracelular; constituye un proceso camplejo
en que se integran varias etapas:

A)Captacion del DNA. Durante el proceso de transformacion, las bacterias competentes
fijan primero reversiblemente el DNA; sin embargo, rapidamente, ia fijacion se convierte
en irreversibie.

B) Integracidn del DNA incorporado. El DNA en transformacion esta unido a la superficie
de la celula por una proteina de unién del DNA, después de lo cual una nucleasa degrada
una cadena mientras se fija la ofra. EL DNA incorporado se asocia con una proteina de
competencia especifica, que permanece unida al DNA, evitando presumiblemente un
ataque por una nucleasa, hasta que llega al cromosoma, donde lo captura la proteina
RecA. Entonces el DNA es integrado al receptor (Figurat1) (26).

2. Transduccion. La transduccion es el proceso mediante el cual un bacteriéfago
participa en la transferencia del material genético desde una bacteria donadora hacia otra
receptora. La transferencia de los genes del huésped por los virus puede tener lugar en
dos formas:

A) Transduccién especializada; en este caso, un grupo especifico de los genes del
huésped es integrado directamente en el genoma viral, muchas veces sustituyendo a
alguno de los genes virales, y es transferido a la célula receptora durante la
lisogenizacion.

B} Transduccion generalizada; los genes del huésped quedan como una parle de Ia
particula viral madura en lugar del genoma viral 0 ademas de &l (25,27}, La particula viral
transductora es defectuosa en ambos casos, y es capaz de producir lisis del huésped,
probablemente debido a la falta de algunos genes virales.

3. Conjugacién. La conjugacién bacteriana o apareamiento, s un proceso de
transferencia genética que supone contacto célula a célula. En la conjugacion, la célula
donadora transmite informacién genética a la célula receptora mediante un apareamiento
especifico entre ambas. La célula donadora, en virtud de que posee un plasmido
conjugativo, posee una estructura en la superficie, el pelo sexual, que interviene en la
formacion de par. Los pelos sexuales hacen posible el contacto especifico entre las
celulas donadora y receptora y entonces se retraen, impulsando a las dos células a que
se unan de modo que se pueda formar un puente a través del cual pasa el DNA de una de
las células a la otra. La serie completa de fendémenos es probablemente disparada por un
contacto célula a célula; en ese momento el circulo de DNA se abre, y son transferidas
una cadena parenteral y una nueva. De acuerdo a este modelo, la transferencia puede
tener lugar solo al mismo tiempo que ocurre la sintesis del DNA (25).
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2.9.2 MECANISMOS DE RESISTENCIA

El mensaje genético que codifica la resistencia a los antibitticos determina a nivel
bioquimico, molecular o estructural, varios mecanismos que son responsables en uitimo
lugar de que aquella se manifieste. Los mas importantes son:

1. Disminucién de la permeabilidad celular. La permeabilidad alterada a agentes
antimicrobianos puede involucrar cambios en fos receptores especificos para la droga,
pérdida de la capacidad para el transporte activo a través de la membrana celular o
cambios estructurales en uno o mas componentes de la envoltura celutar que influyen
en la permeabilidad en una u otra forma relativamente no especifica. Esta es !a forma
mas comunmente halltada de resistencia a tetraciclinas (Figura 12A) (1 9,23,28-30).

2. Por modificacion enzimdtica. Puede ser por hidrlisis y deloxicacidn. Las -
lactamasas son enzimas hidroliticas que destruyen el anillo B-lactamico de las p-
lactaminas, inactivandolas y determinando la aparicién de resistencia a penicilinas y
cefalosporinas (Figura 12B).Las enzimas inactivantes intervienen en la resistencia a
los aminoglucésidos y cloramfenicol. Como estos antimicrobianos son téxicos para las
bacterias, éstas han desarrollado mecanismos enzimaticos que las inactivan,
haciéndolos ineficaces mediante ta unién de distintos radicales: grupos acetilo y
adenilo, y radicales fosféricos. Las enzimas que detoxifican a los aminoglucésidos
son fosforilasas, acetiltransferasas y adenilasas (Figura 12D).

3. Por modificacion del sitioc receptor del agente quimioterapéutico. Por ejemplo,
modificando la estructura de los ribosomas en el caso de la resistencia de la
lincomicina, eritromicina o aminoglucésidos y por alteraciones en las PBP en los f-
lactamicos. Por modificacién de los sistemas enzimaticos de [a bacteria. Esto ocurre
con la RNA-palimerasa en la resistencia a la rifampicina y con la folatosintetasa en la

resistencia a las suifamidas (19,21,23,25,28).
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Figura 12. A Modificacién de la porina, de tal modo que la bacteria es impermeable al antibittico, B.
La enzima inactiva la penicilina, abriendo el anillo p-lactdmico, que ne se puede unir a PBP, ¢. Se
observa una disminucién de la afinidad de la estreptornicina (S) por el lugar de unién al ribosoma, D.
La enzima acetila la gentamicina,por [0 que é&sta no se une al ribosoma.
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2.10. METODOS PARA LAS PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD A ANTIMICROBIANOS

Al seleccionar el mejor antimicrobiano para tratar una infeccion se deben tomar en cuenta
varias consideraciones:
v Conocimiento de la susceptibilidad in vitro del microorganismo infectante a los

antimicrobianos apropiados.

¥ Relacién de la susceptibilidad de la cepa con la de otros miembros de la misma
especie.

¥ Propiedades farmacoldgicas, incluso toxicidad, unién a proteinas, distribucion,
absorcidn y excrecion, en particular en circunstancias de insuficiencia hepatica o renal
existente o en desarrollo.

¥ Experiencia clinica previa de eficacia en el tratamiento de infecciones debidas al
mismo agente patdgeno.

v Naturaleza del proceso patologico subyacente, su historia natural y su influencia sobre
la quimioterapia.

¥ El estado de inmunidad del huésped.

El papel del laboratorio en la seleccion y supervision de la quimioterapia lo expresé
sucintamente Theodore G. Anderson: “al seleccionar un agente anfimicrobiano
terapéutico, es responsabilidad del médico tomar en consideracion fas caracteristicas
farmacoldgicas de las diversas drogas, asi como su relaltiva efectividad antimicrobiana. LLa
responsabilidad del laboralorio es dar informacion obtenida de pruebas estandarizadas in
vitro, sobre la actividad de agentes antimicrobianos apropiados contra el microorganismo
en cuestién” (38). Es Iimportante destacar que las pruebas de susceplibilidad
antimicrobiana pretenden ser una guia para el ¢linico, no una garantia de la eficacia del
agente antimicrobiano.

2.10.1. PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA

En general, los métodos para pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos se clasifican
de acuerdo al principio en que se basan los mismos:

v Métodos de difusidn.

v Métodos de dilucién.

En cada clasificacién hay modificaciones en el método, lo que hace que se cuente con
varios procedimientos especificos (tabla 4).
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TABLA 4

METODOS DE SUSCEPTIBILIDAD POR DIFUSION

Método de Kirby-Bauer

Método de Ericson

Método comparative

Método de Stokes

Establece que sdlo se use medio de Mueller-Hinton, ef inbculo se prepara a partir de
4 colonias con morfologla colonial semejante que se transfieren en caldo soya
tripticasa, se incuba de 2 a 5 horas a 37°C y la turbidez final debe estandarizarsa con
la del tubo 0.5 del nefelémetro de McFarland. La inoculacién de la placa se realiza
en tres direcciones con un hisopo de algodén humedecido en fa suspensién
bacteriana, se deja secar la superficie del agar y se colocan los discos con
antibidtico, posteriormente se incuban las placas a 35-37°C durante 16 a 18 horas y
se mide en millmetros el didmelro de 12 zona de inhicidn de crecimiento; para
interpretar fos resultados se recurre a tablas publicadas,

Se usa medio de Mueller-Hinton o medio para prueba de sensibilidad a los
antibidticos. El inéculo se prepara a partir de 10 colonias y éstas se transfieren en
solucidn salina, las placas de agar se inoculan transfiriendo 3-5 mL de la Suspenston
bacteriana para que cubra toda la superficie y postericrmente se retira el exceso, se
dejan secar las placas en una superficie plana durante 30 minutos a 37°C,
posteriarmente se colocan los discos, las placas se incuban durants 15-18 h a 3rec,
se mide en milfmetros el didmetro de la zona de inhicién de crecimiento, se
interpretan los resullados de acuerdo con tablas publicadas,

Se usa cualquier medio especifico para pruebas de sensibilidad a los antibidticos, et
inbculo se prepara en caldo nutritive o a partir de varias coionias transferidas en
solucién salina con la condicibn de que permitan un crecimiento confluente al
sembrar en placa e incubar 24 horas, la placa se inocula en tres direcciones con un
hisopo humedecido en la suspensién bacteriana, se deja secar la superficie del agar
se colocan los discos, se incuba 24 h a 35-37°C, se mide el didmetro de la zona de
inhibicién de crecimiento. La interpretacién de resultados se hace considerando el
didmetro de |a zona de inhibicién de crecimiento del control y 12 cepa de prueba.

Se usa cualquier medio especifico para pruebas de sensibilidad a los antibiéticos, el
indeulo se prepara en caldo nutritivo 0 a partir de varias colonias transferidas en
solucién saling con la condicidon de que permitan un crecimiento confluente al
sembrar en placa e incubar 24 horas, para inocular la placa ésta se divide en tras
partes paralelas y en la banda central se siembra la cepa problema y en los laterales
la cepa control, los discos se colocan entre los limites de las bandas y se incuban 24
h a 37°C, la interpretacién de resultados considera la inhicién de la cepa problema y
la ¢cepa control,

METODROS DE DILUCION

Método de dilucién en caldo

Métode de microdilucién en
caldo

Metodo de dilucién en agar.

Este es un macrométodo que nos permite determinar la Qpncggl_rgqiQthl_glpjtgitoria
MEnima (MIC) y la Concentracién Bactericida Minima (MBC), se siembran tubos con
medio que ya contiene el agente antimicrobiado y posterior a incubacién se siembra
en placa de agar

Es un método de referencia.

Es la variante del método anterior que usa microplacas en que los pozos ya tienen et
medio y el agente bacteriano, esta variante def método permite probar a la vez gran
namero de cepas.

Es el método de referencia, a diferencia de los métodos anteriores permite estudiar
varias cepas a la vez y es posible detectar cepas contaminadas, nos permite
determinar la MIC que en este caso es igual a la MBC,

OBTENIDO DE:43,44.
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Seleccién del método para pruebas de susceptibilidad

El método mas apropiade para una situacién en particular depende del equipo disponible,

el nimero y tipo de microorganismos y antimicrobianos que se van a estudiar y el

propdsito para el cual se va a llevar a cabo la prueba. Las pruebas de susceptibilidad

antimicrobiana pueden emplearse para:

¥ Probar aislamientos individuales y proporcionar una guia para la seleccion de la
terapia.

v Estudio de la aclividad y espectro de accidn de nuevos agentes antimicrobianos.

v Estudiar poblaciones microbianas para documentar los cambios de los patrones de
susceptibilidad bajo el efecto del uso de antimicrobianos. )

v Determinar antibiogramas como marcadores epidemioldgicos o para identificacion
presuntiva de un aislamiento.

La prueba de difusién en agar es la mas usada dia a dia y generalmente es satisfactoria

cuando;

v Es suficiente una informacidn cualitativa simple.

¥ Las cepas crecen rapidamente de manera uniforme.

v Se estudia un gran nimero de antimicrobianos al mismo tiempo.

v Las pruebas de difusion con los agentes y microorganismes a probar se
estandarizaron previamente y mostraron ser satisfactorias.

Por otra parte, las pruebas de dilucion antimicrobiana se pueden requerir:

¥ §i son necesarias mediciones cuantitativas de susceptibilidad.

v Si las cepas son fastidiosas o de crecimiento lento.

¥ Cuando las pruebas de difusidn mostraron ser insatisfactorias para un agente en
particular o un tipo de microorganismo.

v Cuando se pretende determinar la concentracién bactericida minima.

Categorizacién de susceptibilidad

Susceptible: Esta categoria implica que una infeccién debida a una cepa puede tratarse
apropiadamente con la dosis del agente antimicrobiano recomendada para este tipo de
infeccidn y especie infectante a menos que esté contraindicado (44,45).

Moderadamente susceptible: Esta categoria incluye cepas que se pueden inhibir por
concentraciones que se pueden alcanzar de ciertos agentes antimicrobianos (P.ej.p-
lactdmicos) proporcionando altas dosis o en ciertos sitios del cuerpo (P.gj. orina) donde
las drogas se concentran fisiolégicamente (44,45).

Resistente: Las cepas causantes de la infeccion no son inhibidas por las
concentraciones sistémicas alcanzables del agente antimicrobiano con ésquemas de
dosificacion normal y/o caen en el rango donde son probables los mecanismos de
resistencia y la eficacia clinica no es segura (44,45)



€€ WA 0'91-0L OONvE] - _ 4 [ £L61
VYNNISIXOWY
e WBTOT 05 oI i Gl 9861
L€ WBT90 05 OIw I iz 0.61
VNITIOIdWY
WA g'gezo O9ONVH
BT gy 08 DI .
ze Wb gy 0S JIN Il Si 9861
BT 001571
L€ 30 SINOIDYHINIONOD ¥ NOIDIGIHNI i Iz 061
LE SVd30 S 30 8 N3 vaIDIY310vE I Sl Y6l
9 YNIMIDINId
0000L:1L AQooL L
Le SINOIOVHLNIONODV VYOIV LSOINIL Ivg I I 6E6L
VYNIQINIdYIINS
3IN3NA | soaviinsay logoLlan] =N | ONV

¥

OdI3IL 713Q SIAVNL V ejeonig Od¥3aN3D

o,

130 VNVISOMODINILNY avaralldaosns 3a solan.Lss 4




080 YNIDINOLd3dLS3

0Z0 YNIDINYNYN
200 YNIDIWVLNIO
{(wyBr1) gGoIN

w6 000S L ¥ SILNILSISIY
siwed ‘g 30 SvYd3D Z 'VNIDINOL43H 1S3

LE Vv §3181Ld30SNS SYd3ID 52 [ 2 0.6
g TWBTSZ-0't OONVH 'WNIJINOL43N 1S3 f vZ 6v61
£ BT 00 OONVYH ‘WNIJINOLJINLST I ov SP6 1
SOQISOINTOONINY SOHLO A VNIDIWOLJIYLST
9L NV1310430
09 vNIQIDVYL430
Al YNOXVIYL43D
S0 YIWIXILO43D
£0 YIWIXOZi1430
LE (wy6v) ogoIW 1] ]! 86l
LE WABT 0 1-Z1'0 ODNVY YNIOVIY13ID I c6 9861
BT O'gzL-91 0SDIW
WYNOIHLZY A YWIXOHNTTD "WNIAIOVL43D
‘YNOZvHId0 43D ‘WYLYIVXOW
qw/Br o' L-6'0 [0SDIN (YIWIWIXYLO43D
pe A YNOZVIE1430 'YWIX0ZIL33D I £8 9861
IN/BTISZ 0
0SDIN 'WNIDIWYNIIL NOQINIWYOS-N :
LE VAILD343 ON ‘¥NILIXO43D it 86 Ze6l
SYNINOdS0IV43D

(NQIOVNNILNOD)

sz




ZE BT €1°0>053IW 'YNOITOIOVH LI L Il Gl 9861
LE w/BT Gz2°0> 0SOIW ”<z:o_o<EWF il 86 Z861
Juior
0'1>0SOIW ‘WNITDIOVHLIL A YNINIDIDIWI
LE 'YNIT12I2IX0a 'YNIT1DID0190W3a A 00t 9/61
€e WBT80- 10 OONVE 'WNIDUOVYLIL - 52 £.61
T3 WBTOG-100  OONVY 'WNIIDISVELIL A ol zi61
WBTO 1400 OONVY
WNITOIOVHLILNOTD A YNITIDIDVHELILIXO
'WYNITDIOIXOQ "YNITOIOVLIN 'YNIIDONIW
S00°0 YNIIDIOVHLEL
5000 VNIIDIOVYLILHOIDTLINIG
LE (w/Br) oo - iz 0461
LE W/BT 6°1L-9°0 OONVY WNIIIOVELILHO 1D [ - 6v61
SYNINDIDVY13L
WBToO-1'0 OONVH
9t WO 0Z  0SOIN “WNIDINO1J3INLST ni 29 €661
SE TWBT06-6L°0 OONVY VNIJINOLdIULS3 ] i 6861
06'l VYNIDIWOLd341S3
60'} YNIOVL138I10
€90 VYNIDIWNOSIS
IED VNIDINVYLNID
LE {(qw/6r) o5 OIN n GLL 9861
oY YNIDVIIAY
0z VYNIDINOLd3N1S3
0L YNIDINVHEOL
50 VNIDIWVLINID
ze (BT 051N I Gl 9861

INOIOVYNNILNOD)

9




"YOV1d N3 YINVZ 30 O0OLIN A

'¥O¥d N3 NQISNAIQ 30 COOL3N Al
"HYOY N3 NQIDNTD 30 0Q0LIW 1)
"00T¥D N3 NQIZNTIOOYUDIW 30 OJOLIW I
OGO N3 NOIINHA 30 GAOLIN i

‘Q10NL53 13 N3 NOYIANTONI 35 3nND dds ageonig 30 SVdID 30 OUIANN =N
‘OALLTINAD 30 GIO3W 13 NINILNOD IND YNIGIAILL ¥ 30 OvAIALLDY V1 38IHNI IND YSYUHOISOF-YNIOIWIL INIILNGD ‘'VOVNIHEI2STO O11vaYD 30 JHONYS .

W/BT 66 JIW 10ZYXOLIWVAINS

e 7 w/Br G0>0IN WIHdOLIWINL - 201 G861
W/BT 0'8zZ1
¥ 10Z¥XOL3WVY4INS vV SILNILSISIY m«d%
/!
LE 0'P9 V WIHdOLIWIMNL ¥ S31811d3DSNS ON Hl LE vE61
wBT 0°c 0SOIN T10ZVXOLINVIINS
LE W/BT 0°GL 0SDIW WINHOLIWINL Wil =] €161
W/ 0z 0SDIN - T0ZVXOLINYS NS A
e w/Bt 0°'Ze 0SOIW  NINdOLIWIYL Wil sz €161
JOZVXOLIWVHINS A WIIJOLIWINL
LE IWBT0Z-520 OONVY Th LE v861
LE /BT 01-900 OONYY I 86 Z961
LE BT oz DI ] | 0861
e Jw/Bn 06Z-61'0 OONYY - 20l 961
LE W/BT 06-Z00 OONVY ! 17 0/61
VNIOIdW VI
WBT 09 060IN
Jwot oy OS2I
ot b1 0°9L-20 QONVY i - €661
qwoiog 052N
4> JwBr 08-S0 ODNVY - Si 0861
L€ BT SZ-Z00 OONVY | 17 0.6
€€ WBT0S-500 OONVY Al ot 9961
YNIDINOYLIHT

(NQIOVNNILNOD)

L




28

I1l. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha postulado que la susceptibilidad de los microorganismos es cambiante a través del
tiempo, estos cambios son debidos a un proceso evelutivo de ios microorganismos como
consecuencia de la presion selectiva ejercida por el uso de antimicrobianos.

La resistencia bacteriana a los antimicrobianos constantemente se encuentra en aumento,
en especial en aquellas cepas aisladas de pacientes hospitalizados. Por otro lado, en los
casos de bacteremias detectadas dentro de una institucion de salud se recomienda iniciar
tratamiento tan pronto como sea posible; la seleccién inicial de los antimicrobianos en
estos casos y en general en todas las situaciones infecciosas se realiza con base en fas
caracteristicas clinicas del paciente, sus antecedentes y la susceptibilidad conocida de
los microorganismos mas frecuentes segun el tipo de padecimiento. La brucelosis es un
padecimiento relativamente poco frecuente y sin signos patognoménicos por lo que es
confundida con otros padecimientos (fiebre tifoidea, tuberculosis, faringitis, cuadros
gripales, etc.) e iniciaimente no es considerada por el médico como posible causa del
malestar del paciente, lo que provoca sea tratada con maltiples esquemas terapéuticos
antes de ser diagnosticada correctamente; estos esquemas al no ser los adecuados sdlo
proporcionan una aparente_mejoria pero finalmente el paciente vuelve a presentar el
misrno cuadro clinico y en ocasiones con diferentes manifestaciones gue indican secuelas
de la enfermedad (13,50).

En la busqueda bibliografica que se llevd a cabo, no se encontraron hasta la fecha
publicaciones que reporten estudios de susceptibilidad antimicrobiana de cepas del
genero Brucella aisladas en nuestro pais; por este motivo, el presente trabajo pretende
estudiar este aspecto con cepas de Brucella melitensis aisladas en la Republica
Mexicana, ya que a este género pertenecen aproximadamente el 90% de las cepas de
Brucella aisladas en nuestro pais (12). Para llevar a cabo lo anterior, se empleara el
método de dilucién en agar considerandose a éste el método mds adecuado dadas las
caracteristicas y bondades del mismo. Las cepas se retaran con los agentes
antimicrobianos recomendados en la NOM-022-SSA2-1994. Para Ia prevencion y control
de la brucelosis en el hombre, en el primer nive! de atencidn (tetraciclina, estreptomicina,
rifampicina, suifametoxazol, doxiciclina y trimetoprim; asi como a dos agentes
antimicrobianos que son usados ampliamente por la poblacién mexicana (penicilina G y
eritromicina). _

Se espera que a partir del estudio se pueda determinar el patrén de susceptibilidad
antimicrobiana de cepas de Brucefla mefitensis aisladas a parlir de humanos y animales
dentro de la Republica Mexicana y establecer si existe diferencia entre ios resultados
obtenidos en nuestro estudio y fos reportados en otros paises. Ademas, se pretende
determinar si existe alguna diferencia en el patron de susceptibilidad entre las cepas de
origen humano y origen animal bajo. el supuesto de que en el animal no existe astimulo
{antimicrobiano) para que tenga lugar la seleccion de cepas resistentes, siendo que en el
humano si tiene lugar este estimulo.
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IV. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar el patrén de susceptibilidad de cepas de Brucefla melitensis aisladas de
humanos y animales dentro de la Repdblica Mexicana hacia los antimicrobianos
recomendados en la Norma Oficial Mexicana NOM-022-SSA2-1994 y algunos
antimicrobianos de uso comun en la poblacién mexicana (penicilina G y eritromicina) por
el método de dilucibn en agar y observar si existe diferencia en el patrén de
susceptibilidad anlimicrobiana entre fas cepas aisladas de humanos y aguellas aisladas
de animales; a partir de lo obtenido inferir si hay seleccidn de cepas resistentes al pasar
por el ser humano y comparar los resultados obtenidos con aquellos reportados en

estudios realizados en otros paises.

OBJETIVOS PARTICULARES

v Estandarizar el métode de dilucion en agar y establecer las condiciones de estudio
para determinar la susceptibilidad antimicrobiana de cepas de Brucella spp en el
laboratorio de brucelosis del Instituto Nacional de Diagndstico y Referencia
Epidemiolégicos.

v Comparar los resultados obtenidos en este estudio con aquellos reportados en

estudios realizados en otros paises.

v Observar si hay diferencia en el palrén de susceptibilidad entre los biotipos de las

cepas de Brucella melitensis.
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V. HIPOTESIS

Dado que al paciente al que se le diagnostica brucelosis ha sido tratado
medicamente con multiples esquemas terapéuticos poco efectivos, es posible
que se seleccionen cepas resistentes a los antimicrobianocs, por lo que se
espera que las cepas aisladas de animales sean mds susceptibles a los

antimicrobianos en estudio que las cepas aistadas de humanos.
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VI. DEFINICION DE LA POBLACION OBJETIVO

CARACTERISTICAS GENERALES

Criterios de inclusién
Cepas de Brucella melitensis de origen humano y animal pertenecientes a la coleccion de

Cepas del laboratorio de brucelosis qué se encuentra en el Instituto Nacional de
- Diagnéstico y Referencia Epidemioldgicos.

Criterios de exclusién
Cepas en donde la morfologia colonial no se apegue a la presentada por los
microorganismos pertenecientes al género Brucelfla, |a prueba de aglutinacién con suero

polivalente anti-Brucelia resulte negativa y la prueba con acrifiavina evidencie que la cepa
es no lisa.

Poblacién

. 19 cepas de Brucella meiitensis aisladas de animales.
84 cepas de Brucella melitensis aisladas de humanos.

TIPO DE ESTUDIO

Observacional, prospectivo, transversal y comparativo.
VARIABLES

Variable independiente Variable dependiente
Fase de crecimiento Susceptibilidad antimicrobiana de las
Tipos de cepas cepas de Brucella melitensis
Tipos y diluciones de antimicrobiano
Humedad

Fase de crecimiento
Densidad del indeulo
Tiempo de incubacién
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Vil. MATERIAL

SUSTANCIAS QUIMICAS Y REACTIVOS

v Agua destilada (INDRE) v Fosfato de potasio dibasico (J.T.Baker)
¥ Agar brucela (Bioxén) v Acetona (SIGMA)
v’ Agar bacteriolégico (Dibico) v Aleohol etilico (SIGMA)
¥ Agar de soya tripticasa {Biox6n) v Penicilina G sodica (SIGMA)
v Caldo Iso-sensitest (Oxoid) Lote; 111HO079
v Extracto de levadura (Bioxon) v Eritromicina (SIGMA) Lote:24H0050
¥ Dextrosa {Difco) v" Estreptomicina, sulfato de. (SIGMA)
v Glicerol (CTR) Lote:53H0088
v Cloruro de sodio (Reproquifin) v Rifampicina (SIGMA) Lote:104H5727
v Fenol (SIGMA) v Trimetoprim (SIGMA) Lote:60H0551
¥ Cloruro de bario (SIGMA) v Sulfametoxazol (SIGMA) Lote:31H0718
v Acido sulfdrico (SIGMA) v" Tetraciclina, cloruro de. (SIGMA)
v Dimetilsulféxido (SIGMA) Lote:43H1092
v' Hidréxido de sodio (J.T. Baker) v Doxiciclina, cloruro de. (SIGMA)
*" Fosfato de potasio monobasico Lote:22H0119
(J.T. Baker) v" Suero polivalente anti-Brucella (INDRE)
MATERIAL
¥ Cajas de Petri 15x100mm ¥ Vasos de precipitados de 30 mL, 50 mi,
(Fisherbrand)* 400 mL, 1000 mL (Pyres)
¥ Pipetas graduadas de 5 y 10 mL ¥ Frascos goteros
' Filtros millipore 0.22 pm* v Aplicadores
v Matraces Edenmeyer de 250 y 1000 ¥ Placas de vidrio para serologia
mL ¥ Algodén
¥ Botellas de leche (Pyres) ¥ Gasas
v Tubos de ensayo de 12x75 mm,15x130 ¥ Mechero Fischer
mm, 15x165 mm (Pyres) v Cubrebocas
v Gradillas ¥ Guantes de latex
¥ Perilla de succién v Gogles
v' Asas bacteriolégicas v Guantes de asbesto
v Jeringas para insulina (Jeripak)* v Nivel
¥ Jeringas de 20 cm® (Jeripak)* v Papel glassine
v Puntas para micropipeta* ¥ Espétulas y microespatulas
v Probetas de 50 mL, 250 mL, 1000 mL v Soporte universal
{Pyres) ¥ Telas de alambre con asbesto
¥ Anillo metalico

* MATERIAL ESTERIL



MATERIAL BIOLGGICO

v Cepa de Staphylococcus aureus ATCC 29213
v" Cepa de Escherichia coli ATCC 25922
v Cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC27853

EQUIPO

¥ Incubadora (VIP CO2 Incubator) ¥ Vortex 2-Genie _

v Lampara de Juz blanca (Quinzarieticino) ¥ Replicador de Steers (Craft machine Inc.)

¥ Olla de presion (Presto Mod. 21 L) v Bafio de agua (Fisher Scientific)
INSTRUMENTOS

¥ Balanza analitica (Mettler H31) v Potenciometre (pH meter Model 810)

v

Balanza granataria (Equipar) ¥ Micropipeta 10-200 pl

33
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ESTANDARIZACION DEL METODO DE DILUCION EN AGAR

RECUPERACION DE CEPAS

|

PREPARACION DEL MEDIO DE

PREPARACION DEL INOCULO

CULTIVO
PLACAS SIN PLACAS CON
ANTIMICROBIANO | |ANTIMICROBIANO
INOCULACION DE PLACAS
INCUBACION DE PLACAS

LECTURA E INTERPRETACION DE RESULTADOS
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Vill. METODOS

RECUPERACION DE CEPAS

- 'Se separaron los criotubos con las cepas seleccionadas del cepario 4-A (-20°C) del

laboratorio de brucelosis del Instituto Nacional de Diagnéstico y Referencia
Epidemioldgicos.
Se dejaron en reposo hasta que tomaron |a temperatura ambiente.

. 8e inocularon las placas de agar brucela con 80 pl del contenido de cada criotubo el

cual fue cuidadosamente agitado con anterioridad.

Se permitié la absorcién del indculo durante 15 minutos.

Se aisl6 por estria cruzada.

Las cajas se incubaron a 37°C durante 48 horas en la incubadora VIP.

Se reviso el crecimiento de las placas.

Se separaron las placas con crecimiento cuya morfologia colonial fue caracteristica
del género Brucella y |a prueba de aglutinacién con suero polivalente anti-Brucella fue
positiva. Estas cepas se mantuvieron en refrigeracién hasta antes de su utilizacién.
Las cepas que no presentaron desarrolio se dejaron en incubacién 24 horas mas, las
cepas que crecieron se trataron como en el punto anterior, las que no crecieron se
desecharon y se resembraron nuevos criotubos obtenidos del cepario 4-A(-70°C).

AGENTES ANTIMICROBIANOS

. Los agentes antimicrobianos se obtuvieron comerciaimente de la marca SIGMA.

Guardandose en refrigeracion dentro de un desecador.

Cada vez que se requirieron se sacd el desecador del refrigerador y se permitié que
tomara la temperatura ambiente antes de sacar los frascos de agente antimicrobiang
evilando ast la formacion de agua de condensacion.
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PESADA DE LOS AGENTES ANTIMICROBIANOS

La siguiente férmula se empled para caleular la cantidad de polvo o diluyente necesarios
para preparar la solucidn stock de cada antimicrobizano.

Volumen (mL) x Concentracid fmL
Masa (mg)= umen (mL) x Con i6n {ug/ml}

Potencia (ug/mg)

PREPARACION DE LAS SOLUCIONES STOCK

Las soluciones stock se prepararon a una concentracién de 1280 ug/mlL, los solventes y
diluyentes empleados para cada agente se muestran en Ia tabla 4. Estas soluciones se
esterilizaron por filtracién empleando filtros millipore de 0.22 ym

TABLA 4
SOLVENTES Y DILUENTES PARA LA PREPARACION DE SOLUCIONES STOCK DE
AGENTES ANTIMICROBIANOS
ANTIBIOTICO POTENCIA (pg/img)* SOLVENTE DILUYENTE
Rifampicina 975 Dimetitsulféxido Regulador de
fosfatospH7 0.1 M
Estreptomicina 750 Agua Agua
Penicilina G 1014 Agua Agua
Tetraciciina 980 NaOH 1 N Agua
Eritromicina 855 Etanol Agua
Doxiciclina 902 Agua _ Agua
Sulfametoxazol 990 Acetona Agua
Trimetoprim 950 HC! 0.05N 10% del Agua
volumen final (requiere calor)

*Valor proporcionado por el distribuidor,



PREPARACION DE LAS DILUCIONES DEL ANTIMICROBIANO

Se realizaron diluciones dobles de cada antimicrobiano de acuerdo con ia tabla 5.

TABLA 5

37

SISTEMA DE PREPARACION DE DILUCIONES PARA EL METODO DE
DILUCION EN AGAR

Concentracion
finala 1:10 en
SOLUCION ANTIMICROBIANA las placas de
agar
Volumen (mL) Concentracién Solvente estéril Concentracién {ug/mL)
{ng/mL) {mL} intermedia {ug/mL)
4.0 1280 0.0 1280 128
2.0 1280 20 640 64
1.0 1280 3.0 320 32
1.0 1280 7.0 160 16
20 160 2.0 80 8
1.0 160 3.0 40 4
1.0 160 7.0 20 2
2.0 20 2.0 10 1
1.0 20 3.0 5 0.5
1.0 20 7.0 25 0.25
FUENTE: 45

LN =

o0k

Se pesaron 75.0 g de medio caldo Iso-

PREPARACION DEL AGAR ISO-SENSITEST

Lo anterior se disolvié en 2880 mL de agua destilada y se fundio.
Una vez fundido se tomé una muestra del medio y se le midié el pH su valor debid

ser de 7.2 a 7.4, cuando el valor de pH fue diferente se ajusté agregando hidréxido
de sodic 1 M o acido clorhidrico 1 M

Se agregaron 36 mL del medio fundido en botellas de leche.
Estas se esterilizaron en autoclave a 20 libras de presidn durante 15 minutos.

Una vez concluida la esterilizacion las botellas se colocaron en baifo maria a 48°C
para su posterior utilizacion.

sensitest y 48.0 g de agar bacterioldgico.
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PREPARACION DE LAS PLACAS DE AGAR CON ANTIMICROBIANO

Las placas se prepararon 24 horas antes de realizar [a inoculacién de cepas. -
Cada solucién de antimicrobiano se agregé en una botella de leche mantenida a 48°C
y se agitd cuidadosamente hasta obtener una solucién homogénea.

. Inmediatamente después se vacid el contenido en dos cajas de Pelri previamente

rotuladas.

Las cajas se colocaron antes de la solidificacién del medio en una superficie plana y
horizontai (estas zonas se ubicaron empleando un nivel),

Una vez solidificado el medio las placas se colocaron en bolsas de polietileno
previamente etiquetadas y se guardaron en refrigeracion.

PREPARACION DE LAS PLACAS DE AGAR TESTIGO

. Se pesaron 3.7 g de medio caido Iso-sensitest y 2.4 g de agar bacteriolégico.

Lo anterior se disolvié en un matraz Erlenmeyer con 160 mL de agua destiiada y se
fundio.

Una vez fundido se tomé una muestra del medio y se le midié el pH su valor debio ser
de 7.2 a 7.4, cuando el valor de pH fue diferente se ajustd agregando hidréxido de
sodio 1 M o acido clorhidrico 1 M

Se esterilizo en autoclave a 20 libras de presion durante 15 minutos.

Una vez concluida la esterilizacién el matraz se colocd en bafio maria a 48°C.

El medio se vacio en ocho cajas de Petri y éstas se colocaron en una superficie plana
y horizontal antes de que el medio se solidificara.

Una vez solidificado el medio las placas se colocaron en bolsas de palietileno
previamente etiquetadas y se guardaron en refrigeracion.
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PREPARACION DEL INOCULO

1. Las cepas que se recuperaron se resembrarcn en placas de agar brucela y se
incubaron a 37°C durante 48 horas.

2. Después del periodo de incubacidn se reviso la morfologia colonial de !as cepas y se
les reali20 la prueba de aglutinacion con suero polivaiente anti-Brucella,

3. De cada cepa se prepard una suspensién con turbidez comparable a la de! tubo 0.5
de! nefelémetro de MalFarland tomando con asa bacteriolégica 4 o 5 colonias
representativas de cada cepa transfiriéndolas a un tubo de ensayo con 3 mL de
solucion salina isoténica estéril (SSIE) y agregando paulatinamente con una jeringa
estéril SSIE segun como fuera necesario al comparar la turbidez de la suspensidn con
el estandar utilizando como fondo una linea negra sobre una supedficie blanca.

4. De cada suspension bacteriana se realiz6 por duplicado una dilucién 1:20 agregando
100 pl de la suspensién inicial en 1.9 mL de SSIE siendo éstas las suspensiones de
trabajo.

INOCULACION DE LAS PLACAS

1. A cada pozo de la placa contenedora de inéculos del replicador de Steers (juego uno)
se le colocod 0.5 mL de ia suspensién de trabajo. Cada placa tiene 32 pozos, de los
cuales, 29 se emplearon para contener cepas de Brucella y los 3 restantes para las
tres cepas de referencia.

2. Se llevo a cabo la inoculacion de placas con antimicrobiano comenzando con la placa
de menor concentracién y finalizando con la placa testigo (para verificar la viabilidad
de las cepas). Con la carga del juego uno se inocularon las placas de cuatro
antimicrobianos (rifampicina, doxiciclina, tetraciclina y estreptomicina),

3. Se lienaron los pozos del juego dos como ya se indicd y se procedid a inocular las
placas de tos cuatro antimicrobianos restantes (trimetoprim, sulfametoxazol, peniciling
G y eritromicina).

4. Se permitid la absorcién de los indculos durante 15 minutos a lemperatura ambiente.

5. Las placas se incubaron a 37°C durante 72 horas.

DETERMINACION DE LOS PUNTOS FINALES

Transcurridas las 72 horas de incubacién se llevd a cabo ia leciura de placas, tomandose
como crecimiento la presencia de mas de tres colonias caracteristicas del género
Brucella. Se considerd la concentracién inhibitoria minima (MIC) como la minima
concentracion del antimicrobiano que inhibié el crecimiento del microorganismo.
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CONTROL DE CALIDAD

El propdsito del control de calidad fue asegurar la correcta elaboracién de los reactivos
asi como el trabajo individual de quienes realizamos el método y la lectura de los
resultados.

CEPAS DE REFERENCIA

Las cepas de referencia utilizadas fueron: S.aureus ATCC 29213, E.cofi ATCC25922 y
Ps.aeruginosa ATCC27853 segun lo recomendado por el National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS) (45).

ALMACENAMIENTO DE LAS CEPAS DE REFERENCIA

1.

2.
3

Método a corto plazo

Se inocularon dos tubos inclinados de agar soya tripticasa por cada cepa los cuales
fueron perfectamente identificados.

Se incubaron a 37°C durante 18 a 24 horas.

Se cubri6 el tapén con papel parafilm y se guardaron en refrigeracion.

Método a mediano plazo

. Cada cepa fue sembrada por estria cruzada en placa de agar soya tripticasa y se

incubaron a 37°C durante 18 a 24 horas.

Se preparé por cada cepa una suspension bacteriana con lurbidez comparable a la del
tubo 4 del nefelémetro de MacFarland.

Se inocularon masivamente con 0.5 mL de suspensién bacteriana dos boteltas de
leche con agar soya tripticasa por cada cepay se incubaron a 37°C durante 24 horas.
Se cosecharon las cepas usando 5.0 mL de leche glicerinada por cada botella y la
suspensidn final se dosificd en cuatro criotubos por cepa perfectamente identificados.
Los criotubos se guardaron en refrigeracion durante 24 horas, posteriormente se
pasaron a guardar a -20°C y finalmente se guardaron a -70°C.

PREPARACION DEL INGCULO DE LAS CEPAS DE REFERENCIA

1.

2,

Cada cepa se sembrd 24 horas antes de la inoculacién .de las placas con
antimicrobiano.

Las cepas se sembraron en placas de agar soya tripticasa por estria cruzada y se
incubaron a 37°C. Se revisd la morfologia colonial de cada cepa y se prepard la
suspensién bacteriana de cada una de ellas como se indicé en los pasos 3 y 4 del
método “Preparacion del indculo”,
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FRECUENCIA DEL CONTROL DE CALIDAD
Cada lote de medio con antimicrobiano preparado se verificd con las tres cepas de
referencia.

INTERPRETACION DE RESULTADOS DEL CONTROL DE CALIDAD

Transcurrido el periodo de incubacién se llevo a cabo la lectura de placas, tomandose
como crecimiento la presencia de méas de tres colonias caracteristicas de! género. Se
considerd la concentracidn inhibitoria minima (MIC) como la minima concentracién del
antimicrobiano que inhibié el crecimiento del microorganismo.

Los rangos de MIC aceptables se muestran en la tabla 6. Cuando e! valor de MIC no fue
el ideal se repitié todo el proceso.

TABLA 6
RANGOS DE MIC'S (ug/mL) ACEPTABLES PARA EL CONTROL DE
CALIDAD
S.aureus E.coli P.aeruginosa
ANTIMICROBIANO ATCC 29213 ATCC 25922 ATCC 27853
ESTREPTOMICINA - : - -
ERITROMICINA 0.12-0.50 - -
PENICILINA G 0.251.0 - -
RIFAMPICINA 0.25-1.0 8.0-32.0 32.0-64.0
TETRACICLINA 0.25-1.0 1.0-4.0 8.0-32.0
SULFISOXAZOLE* 32.0-128.0 8.0-32.0 -
TRIMETOPRIM* 1.0-4.0 0.5-2.0 >54.0

*Medio suplementado con sangre de caballo desfibrinada.,
FUENTE: Modificado de 41 y 45,

DISENO ESTADISTICO

Analisis de frecuencia.
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IX. RESULTADOS

TABLA R1
MIC'S (ng/mL) DE CEPAS DE ORIGEN HUMANO
(N=84)
CONC.
ANTIMICROBIANO EN MIC 50 | MIC 90{ RANGO | RESISTENCIA
: SANGRE (%)
RIFAMPICINA 6.0 20 40 | 05->1280 2.4 (N=2)
DOXICICLINA 3.0 1.0 2.0 <0.25-4.0 8.3 (N=7)
TETRACICLINA 35 1.0 2.0 0.4-4.0 10.7 (N=9)
ESTREPTOMICINA 40.0 2.0 20 | 1.0->128.0 6.0 (N=5)
TRIMETOPRIM 25 320 | 320 320 -
SULFAMETOXAZOL 500 |>1280(>1280| >1280 .
PENICILINA G 1.2 1.0 16.0 0.5-64.0 39.3 (N=33)
ERITROMICINA 1.4 4.0 8.0 0.5-32.0 87.0 (N=73)

Los valores estdn expresados en pg/mt. MICS0: Concentracién minima de antimicrobizno que ihibié el crecimiento del 50% de cepas. MIC90:
Concentracién minima de antimicrobiano que inhibid el 90% de lag cepas. N: Cantidad de cepas incluidas en ef estudio, Resistencia %(N):

Numero de cepas resistentes.

TABLA R2
MIC'S (ug/mL) DE CEPAS DE ORIGEN ANIMAL
(N=19)
ANTIMICROBIANO | CONC.
EN MIC 50 | MIC90| RANGO | RESISTENCIA
SANGRE (%)

RIFAMPICINA 6.0 4.0 8.0 2.0-8.0 15.8 (N=3)
DOXICICLINA 3.0 2.0 4.0 1.0-4.0 15.8 (N=3)
TETRACICLINA 3.5 1.0 4.0 0.5-4.0 15.8 (N=3)
ESTREPTOMICINA 40.0 2.0 40 [2.0->128.0| 158 (N=3)
TRIMETOPRIM 25 320 |320 32.0 -
SULFAMETOXAZOL 50.0 [>128.0|>128.0{ =>128.0 -
PENICILINA G 1.2 16.0 | 32.0 0.5-32.0 | 79.0 (N=15}
ERITROMICINA 1.4 4.0 |16.0 | 1.0-32.0 | 95.0 (N=18)

Los valores estan expresados en pg/mL. MICS0: Concentracién minima de antimicrobiano que ihibié el crecimiento del 50% de cepas. MIC90:
Concentracidn minima de antimicrobiano que inhibid el 30% de las cepas. N: Canlidad de cepas incluidas en el esludio. Reststencia %(N):

Nuimero de cepas resistentes
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MIC'S (ng/mL) DE LLOS BIOTIPOS DE LAS CEPAS DE ORIGEN

HUMANO
ANTIBIOTICO B.melitensis 14 B.melitensis 2 B.melitensis 3
(N=73) (N=4) (N=7)
RIFAMPICINA 1.0->128.0 0.54.0 2.0-4.0
DOXICICLINA 0.5-4.0 <0.25-4.0 1.0-4.0
TETRACICLINA 0.5-4.0 0.5-4.0 1.0-4.0
ESTREPTOMICINA 1.0->128.0 1.0-2.0 2.0
TRIMETOPRIM 32.0 32.0 32.0
SULFAMETOXAZOL >128.0 >128.0 >128.0
PENICILINA G 0.56-32.0 0.5-1.0 1.0-32.0
ERITROMICINA 0.5-16.0 0.5-8.0 1.0-32.0
TABLA R4
B RESULTADOS DEL CONTROL DE CALIDAD i
S.aureus E.coli Ps.aeruginosa
ANTIMICROBIANO ATCC 29213 ATCC 25922 ATCC 27853
ESTREPTOMICINA 4.0 4.0-8.0 32.0-64.0
ERITROMICINA <0.25-0.25 320 320
PENICILINA G 0.25 64.0 >128.0
RIFAMPICINA 0.25 8.0-16.0 320
TETRACICLINA . 0.25-1.0 1.0-4.0 320
SULFAMETOXAZOL 32.064.0 16.0-32.0 >128.0
TRIMETOPRIM 1.0-2.0 0.5-2.0 >128.0
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X. DISCUSION DE RESULTADOS

Historicamente, en las pruebas de susceplibilidad antimicrobiana in vitro con Brucella se
han empleado una gran variedad de medios de cultivo, concentraciones de indculo,
periodos de incubacion y condiciones de atmosfera (31-37). En este estudio se usé el
método recomendado por el NCCLS (45) con algunas modificaciones que se
establecieron una vez que se hicieron pruebas piloto empleando 15 cepas de Brucella
spp y las cepas de referencia S.aureus ATCC 29213, E.cofi ATCC 25922, Ps.aeruginosa
ATCC 27853: el caldo soya triplicasa se sustituyd por solucion salina isoténica estéril
para mantener la concentracion de indculo constante ya que al no haber nutrientes en e!
medio las bacterias no tienen la materia prima para sus funciones metabdlicas y por
consiguiente no hay multiplicacién bacteriana; el periodo de incubacion fue de 72 horas
en lugar de 24 h debido a que los microorganismos del género Brucella son de
crecimiento lento, las placas se incubaron en atmdsfera humeda para evitar la
deshidratacion de las mismas como consecuencia del periode de incubacion prolongado;
el agar Mueller-Hinton se sustituyd por caldo Iso-sensitest con 1.5% de agar
bacterioldgico.

Analizando los valores de las tablas R1 y R2 se observa que las cepas de origen animal
son menos susceptibles a los antimicrobianos de prueba que las cepas de origen humano
lo cual es indicativo de que el supuesto bajo el cual se planteo la hipétesis no es del todo
cierto y muy probablemente el ser humano administra agentes antimicrobianos a los
animales lo que constituye el estimulo para que tenga lugar la seleccion de cepas
resistentes.

Es conveniente mencionar que en los resultados obtenidos existe un sesgo debido a que
el tamafo de muestra de las cepas de origen anima! es pequefio (19 cepas) y menor que
el tamarfio de muestra de cepas de origen humano (84 cepas), no obstante, se analizara la
informacion obtenida no sin antes recomendar que se intensifigue la busqueda del
microorganismo en los animafes o en sus productos para fines de investigacién. Las
cepas de origen animal incluidas en el estudio son todas con las que cuenta el cepario del
laboratorio de brucelosis del INDRE.

Apegandonos a las definiciones de susceptibilidad y resistencia antimicrobiana se
encontré que algunas cepas presentan resistencia a los antimicrobianos de prueba; se
observé que la proporcion de cepas de origen humano resistentes a los antimicrobianos
indicados en fa NOM 022-SSA2-1994 es menor (rifampicina, 2.4%:; doxiciclina, 8.3%;
tetraciclina, 10.7% y estreptomicina 6.0%) que las cepas de origen humano resistentes a
la penicilina G (39.3%) y eritromicina (87.0%). Las cepas de origen animal se
comportaron de manera similar (rifampicina, doxiciclina, tetraciclina y estreptomicina:
15.8%; penicilina G, 79.0% y eritromicina, 95%); esto nos conduce a pensar que existe un
problema bastante serio ya que antes se creia que las recaidas de la enfermedad sélo se
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debian a que el esquema del tratamiento no se seguia correctamente, lo gue ocasionaba
que quedaran focos de infeccidn que con el transcurso del tiempo se manifestaban
nuevamente como enfermedad propiamente dicha. Con base en los resuitados obtenidos
en este estudio nos permite inferir que la falla del tratamiento se debe muy probablemente
a que la cepa infectante es desde un principio resistente.

Analizando los resuitados obtenidos con el trimetoprim y el sulfametoxazol, ésios
sugieren que el 100% de las cepas inciuidas en el estudio son resistentes a ambos lo que
se considera no real ya que se debe considerar que la actividad de estos agentes
antimicrobianos es sinérgica y se debieron probar en forma combinada,

Al comparar los resultados obtenidos en el estudio realizado con los reportados en la
literatura sélo se consideraron los reportes mas recientes. Los resultados obtenidos con
la rifampicina, en Israel emplearon el método de dilucién en agar (ADil) y 86 cepas
(tamafo de muestra y método semejantes a nuestro estudio), los valores de MIC 50 y MIC
80 (2.5 y 4.0 pg/mL, respectivamente) fueron similares a los obtenidos en este estudio
(2.0 y 4.0 ug/mL} aunque en Israe!l no reportan cepas resistentes a este antimicrobiano.
En cuanto a los otros estudios se puede observar que hay diferencias pero se debe
considerar que el tamafio de muestra en éstos es menor lo que origina que el estudio no
sea del todo representalivo,

Los resultados obtenidos con tetraciclina, penicilina G y eritromicina en nuestro estudio
(Tablas D2, D4 y D5} muestran que las cepas aisladas en la Republica Mexicana son
menos susceptibles que aquellas aisladas en el extranjero lo que podria constituir una
diferencia entre las cepas de México y de otros paises.

Con respecto a lo que se obtuvo con estreptomicina en nuestro estudio {Tabla D3) se
observo que las diferencias son tolerables pero s6lo se observo resistencia en las cepas
de México.

Los resultados del control de calidad del estudic se muestran en Ia tabla R4, los valores
de MIC registrados se encontraron deniro de los rangos reportados en la literatura.
Cuando no se encontraron valores reportados (por ejemplo, para la estreptomicina) se
considerd correcto el que el valor de MIC obtenido permaneciera constante a lo fargo del
proceso.
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TABLA D1

RIFAMPICINA : '
COMPARACION DE MIC'S (ng/mL) CON ESTUDIOS DEL EXTRANJERO

ANO/PAIS | MIC 50 | MIC 90| RANGO METODO N= FUENTE
1997
MEXICO 2.0 4.0 0.5->128.0 ADil. 84 ESTUDIO
1993 0.5 1.0 0.140 ADil. 62 36
1991
ISRAEL 25 4.0 - ADil, 86 37
1989 o=
A. 0.15 1.25 0.02-2.5 BDil. 47 35
SAUDITA
1986 .
USA 0.25 1.0 0.06-1.0 BMic. 15 32
1984
- - 0.25-2.0 ADIl. 31 31
TABLA D2

TETRACICLINA
COMPARACION DE MIC'S {ng/mL) CON ESTUDIOS DEL EXTRANJERO

ANO/PAIS | MIC 50 MIC 90 | RANGO |METODO N= FUENTE
1997

MEXiCO 1.0 2.0 0.5-4.0 ADIl. 84 ESTUDIO
1993

- 0.2 0.2 | 0.01-02 ADil. 62 36
1989
A.SAUDITA | 0005 | 0.04 |0.001-06| BDIlL 47 35
1986

UsA <0.13 | 0.25 <0.13- BMic. 15 32

0.25
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ESTREPTOMICINA
COMPARACION DE MIC'S {ng/mL) CON ESTUDIOS DEL EXTRANJERO
ANO/PAIS |MIC50 | MIC 90 | RANGO | METODO | N-= FUENTE
1997
MEXICO 20 2.0 1.0- ADil. 84 ESTUDIO
>128.0
1993
- 2.0 4.0 0.1-4.0 ADil. 62 36
1991
ISRAEL | 125 | 3.1 - ADil. 86 37
1989
ASAUDITA | 06 25 | 0.15-5.0 BDiIl. 47 32
1986
USA 2.0 40 1.0-4.0 BMic. 15 31
TABLA D4
PENICILINA G
COMPARACION DE MIC'S {ug/mL} CON ESTUDIOS DEL EXTRANJERO
ANO/PAIS | MIC 50 | MIC 90 | RANGO |METODO| N= FUENTE
1997
MEXICO 1.0 16.0 | 0.5-64.0 | ADiIl. 84 ESTUDIO
1986 ‘
USA 1.0 40 | 02580 | BMic. 15 32

Los valores estan expresados en pg/mL. MIC50; Concentracién minima de antimicrobiano que ihibié el crecimiento del 50% de cepas.
MICS0: Concentracién minima de antimicrobiano que inhibié el 90% de las cepas. N: Cantidad de cepas incluidas en el estudio.
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ERITROMICINA
COMPARACION DE MIC'S {pg/mL) CON ESTUDIOS DEL EXTRANJERO
ANO/PAIS | MIC 50 | MIC 90| RANGO METODO| N= FUENTE
1997
MEXICO | 40 8.0 0.5-32.0 Adil. 84 | ESTUDIO
1993
- 4.0 16.0 0.2-16.0 Adil. 62 36
1986
USA 8.0 >8.0 0.5->8.0 Bmic. 15 32
Adil. Dilucién en agar
Bdil. Dilucién en caldo
Bmic. Microditucién en caldo
N Nimero de cepas
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XIi. CONCLUSIONES

El método empleado en el estudio se estandarizé al efectuar pruebas piloto con 15
cepas de Brucella spp y las cepas de referencia S.aureus ATCC 29213, E.coli ATCC
25922, Ps.aeruginosa ATCC 27853,

Las cepas de origen animal fueron menos susceptibles que las cepas de origen
humano.

Las cepas aisladas en la Republica Mexicana son menos susceptibles que las cepas
aisladas en el extranjero.

En el estudio se encontraron cepas resistentes a los antimicrobianos indicados en la
NOM 022-S5A2-1994 asi como a eritromicina y penicilina G (tablas R1 y R2).

Los hallazgos obtenidos indican el escaso control que se tiene en México en cuanto a
la administracion de antimicrobianos en humanes y en animales lo gue trae como
consecuencia que cada vez sea mas dificil el tratamiento de las enfermedades
infecciosas.

CESTA TESS MO OFRE
UUR DE LA BISLOTECA



50

Xil. RECOMENDACIONES

v Implementar estudios encaminados a mantener una vigilancia permanente de la
susceptibilidad antimicrobiana de las cepas de Brucella spp aisladas en la Republica
Mexicana.

v Intensificar la busqueda del microorganismo en los animales y/o sus productos para
que en posteriores investigaciones los resultados sean mas representativos.

v Para la determinacién de la susceptibilidad de las cepas con trimetoprim y
sulfametoxazol es indispensable que se prueben en forma combinada ya que su
actividad es sinérgica.
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