| 2l gl 8
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA O MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

ESTADO ACTUAL DE LA SUSCEPTIBILIDAD DE

PSEUDOMONAS AERUGINOSA

r £ § | 3§
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
P R E 8§ E N T A
PATRICIA PEREZ HERRERA

o SRR 4 YA
MEXICO, D. F, SRRREN RS TR 16¢4



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



INDICE.
INTRODUCCION.
1 GENERALIDADES.

1.1 Problema de la presencia de Pseudohonas
agruginosa en enfermedades intrahospita

larias.

1... BAntibidticos y agentes quimioterapéuti-

cos .

1.3 Problema de la aparicidn de cepas resis

tentes de Pseudomonas aeruginosa a 1los

antimicrobianos.

1.4 Pruebas de susceptibilidaa.
PARTE EXPERIMENTAL.

I Material.

II  Métodos.

ITII Resultados.
ANALISIS DE RESULTADOS.
CONCLUSIONES.

BIBLIOGRAFIA.

27

37

63

87

89

100

106

112

114



INTRODUCCION,

El grave problema de las infecciones nosocomiales cobra
cada vez mavce. importancia, debido a que el marcado incremento
en la resistencia que vienen presentando las cepas causales, ha
dificultado alin mis su erradicacidn.

Dentro de los principales agentes etioldgicos en cuestidn, se -

encuentra uno cuya incidencia es mdxima: Pseudomonas aerugino--

sa, microorganismo gque posee reQuerimientos nutricionales tan -
simples, ur puede multiplicarse précticamente en cualquier am-
biente hdimedo gue contenga cantidades minimas de compuestos or-
gédnicos; esta facilidad de desarrollo y su resistencia frente a
numerosos desinfectantes y antibidticos, son Ffactores esenciales
para que frecuentemente se encuentre causando padecimientos en
la especie humana.

Pseudomonas aeruginosa origina padecimientos de gravedad, entre

los que se cuentan: otitis, oftalmfas y las infecciones en que-
maduras y heridas traumidticas que, tratadas a tiempo y adecuada
mente, pueden erradicarse y enfermedades moltales como septice-
mias y meningi*tis. E1 hech de que ficilmente puede desarrollar
resistencia provc la problemas muy serios en los hospitales, -
principalmente en aguellas dreas en las que se prestan servi---
cios de tipo quirirgico vy tratamientos de quemaduras, unidades
de terapia intensiva o en lus que se emplean equipc; de didli--
s's, respiradores, catéteres, etc.

Expuesto lo anterior, el estudio de su susceptibiiidad en el mo

mento actual tiene gran importancia, ya que constituye el cami-~
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no mids adecuado para lograr un ttatanienﬁo tal, que permita re-
solver las necesidades de ccatrol de las irfecciomes intrahospi
talarias, induciendo lo menos posible el desarrollo de cepas re
sistentes a mis agentes antimicrobianos.

Por otro lado, es adem3s indispensable crear conciencia de las

si :uaciones clinicas Y uvpsdemioldgicas que se relacionan con el

incremento de las enfermedades intrahospitalarias.



1 GENERALIDADES.

1.1 PROBLEMA DE LA PRESENCIA DE Pseudomonas aeruginosa EN ENFER

MEDADES INTRAHOSPITALARIAS.

Pseudomonas aeruginosa es un microorganismo, cuyo habi--

tat natural en general esti representado por el agua y el sue--
lo; se encuentra sdlo en el conducto intestinal de un 10 % de -
individuos, y en forma esporddica, en las zonas himedas de la -
piel ( axila, ingle ) y en la saliva. Ya que sus necesidades nu
tricionales son simples y puede utilizar gran variedad de fuen-

tes de carbono, Pseudomonas aeruginosa puede multiplicarse pric

ticamente.en cualquier ambiente himedo que contenga tan sélo -
cantidades minimas de compuestos orgdnicos, por e jemplo, enllos
colirios, en las soluciones antisépticas débiles, en el jabdn,
en los equipos de anestesia y resucitacidn, en los fregaderos,
en los carburantes, en los humidificantes e incluso en el agua
destilada ( 9 ).

En base a esta facilidad de desarrollo, este microorganismo es
frecuentemente aislado a partir de diversas lesiones de la espe
cie humana y a pesar de gque su presencia en infecciones humanas
durante mucho tiempo fué considerada como insignificante; ac---
tualmente, debido a su resistencia frente a num.rosos antibid*i
cos, no es raro que se convierta en dominante a consecuencia de
la supresién de la flora normal y de bacterias més sengibles.
pe ahf que, con la introduccidn de los antibidticos de amplio -

espectro, - Pseudomonas aeruginosa ha pasado a ger uno de los -
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agentes principales de enfermedades hospitalarias, especialmente
en individuos debilitados por procesos crdnicos' y en pacientes
tratados ( o tratados en exceso ) con antibidticos de amplio es

r2ctro o con corticoeste—cides ( 9 ).

Patogenicidad de Pseudomonas a€ruginosa.

Ps. aeruginosa da lugar a enfermedades del tracto urina-
rio ( cuando se introduce en estas cavidades cominmente estéri-
ies })» infec 'iones de quemaduras v de heridas ( es el agente -
causal del :us azul ), casos de bacteremia y septicemia princi-
palmente en huéspedes comprometidos, abscesos, otitis externa,
otitis media o mastoiditis generalmente como sobreinfeccidn, ul
ceraciones de la cdrnea cominmente posteriores a abrasiones -
traumaticas oculares; el uso de lentes de contacto o 1fquido de
lentes contaminado, pueden ser factores importantes en el desa-
rrollo de enfermedades oculares, puede céusar pneumonfa aungue
en forma poco frecuente, as{ como enfermedades pulmonares a me-
nudo asociadas con el desarrollo de microabsceses, por lo gque -
los pacientes con fibrosis quistica so.. particulafmente suscep-
tibles a desarrollar enfermedad supurativa pulmonar con Pseudo-
monas; la meningitis generalmente es consecuencia de infeccio--
nes introducidas en e! espacio subaracnoide. por puncidn 1.me--
bar, anestesia espinal, medicacidn int-ate-al o trauma de la ca
beza, f teden desarrollarse también casos de endocaruitis bacte-
riana debido a Pseudomonas como resultado de cirugfa a corazdn
abierto ( generalmente los microorganismos se implantan en .- -

seda de gutura ) y mds recientemente se han encontrado endocar-



ditis por Preudomonas en valvulas de corazén normales de pacien
tes con quemaduras o drogadictos, estos dltimos se han reporta-

do también susceptibles a oéteomielitis (9, 14 ).

Factores Patogenéticos de Pseudomonas aeruginosa.
Glicocdlix.

En 1los 61timos afios ha habido un descubrimiento excepcio-
nal en el entendimiento de cudles son los factores involucrados:
en la atrz-zidn o unidn de las bacterias a las superficies epi-
teliales ( 3 ).

Las cepas dispuestas a colonizar el tracto regpiratorio de pa=--
cientes con fibrosis qufstica severamente afectados, son Unicas
en su capacidad de producir material capsular abundante, llama-
do recientemente glicocilix ( polisacdridos localizados afuera

de la porcién oligosacdrida de, la pared celular lipopolisacari-
da ) ( 3 ).

La colonizacidn bacteriana del bronquio con fibrosis quistica,

interacciona con la superficie del tejido para alterar los meca
nismos de defensa normales, como son la actividad mucocciliar y

la fagocitosis por macréfagos alveolares.

Otro factor qu; promueve la colonizacién de 1la mucdsa en la fi-
brosis quistica es el glicocdlix de las células animales que -~
puede ser un factor de predisposicién para la atraccién de las

bacterias y estimula la produccidén de glicocilix de Pg. aerugi-
nosa localizadas en regiones pulmonares ( 3 ).

El material capsular de Ps. aeruginosa adem®s de la interaccién

con 1la auperficie del huésped, inhibe también 1la fagocitoasis,
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por ejemplo, por macréfagos alveolares vy confiere algdn grado -
de proteccidn contra inmunoglobulinas especificas. El glicoca--
1ix también produce interaccidn con las moléculas cargadas de -
agentes antimicrobianos, dando como consecuencia retardo en el
paso y reduccidén en el nimerc de moléculas que se introducen a

la célula bacteriana ( 3 ).

Endotoxina.

La jared celular lipopolisacdrida de Ps. aeruginosa es -
el compontnte endotdxico; sin embargo, posee una actividad lio-
18gica considerablemente mias baja en los vertebrados que la en-

dotoxing de las enterobacterias ( 3 ).
Enzimas Proteoliticas.

Una caracteristica bien establecida de Ps. aeruginosa, -
es la produccidn de enzimas que degradan protefnas. entre estas
proteasas se encuentran: ( I ) Elastaéa: es una proteasa con acC
tividad elastolitica, es activa contra la elastina, hemoglobi--
na,.varios factores del complemento v otras protefnas, algunos
investigadores concluyen que la elastasa puede tener u.. papel -
central en el proceso de penetracidn de Ps. aeruginosa; ( II )-
Colagenasa: ©s una proteasa con actividad sobre el coldgeno pro
duciendo liberacién de péptidos del mismo; ( IIT ) Fibrinolisi-
na; que puede actuar directamente sobre el fibrinfgeno del hués
ped; ( IV ) Caseinasa: se ha relacionado con lesiones de piel -
necrdticag; ( V ) Gelatinasa: tiene importancia en la diferen--

ciacién diagnéstica de Ps. aeruginosa de otras Pseudomonas; -
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{ VI ) Proteasa alcalina: produce dermonecrdsis como funcidn -
principal ( 3, 32 ).

La toxicidad de las proteasas es baja en comparacidn con otras

toxinas bactrrianas como la exotoxina i..

Ademds, sorpresivamente, Pseudomonas con una activiaad de pro--
teasas muy alta, tienden a ser menos -irulentas que las cepas -
con menor actividad proteolitica, sugiriéndose que las cepas -~
con elevada actividad rroteolitica, estdn predispuestas para la
legradacién de sus propias toxinas protéicas ( 3, 32 ).

Las proteasas juegan un papel importante :n 1la patogenicidad de
Ps. aerugin sa en queratitis, pneumonia e infecciones de quema-
duras. Las proteasas dafian el tejido vy pueden destruir barreras
anatdmicas y facilitar la diseminacidn de microorganisme s de la
suerta de entrada, las proteasas también son tdxicas a varios -
tejidos y capaces de degradar factores de coagulacidn y comple-
mento ( 27 ).

La inmunizacidn activa o pasiva contra estas proteasas puede -

ser benéfica para pacientes susceptibles ( 32 ).

Exotoxina A.

Su meranismo de accidn es igual al de la toxina diftéri-
" - ) 4 .
Ca, sin embargo, su composicidn es diferente,
£sta exotoXira produce inhibicidén de la actividad metabdlica vi
tal por paro de la sinte:is protéica y es el productoc mds letal
de Ps. aeruginosa. De acuerdo a esto, la exotoxina A es un [ac-
tor patégeno importante en entermedades causadas “or Ps. aeru--

ginusa . su. efectos, luego de la liberacidn in vivo, pueden -



ser bloyueados por la inmunizacién pasiva con la antitoxina y -
posiblemente también por la inmunizacidén activa con formas inac

tivas bioldgicamente de la exotoxina A ( 3, 32 ).
Enterotoxina.

Ps. aeruginosa puede causar diarrea ya que se ha demos--
trado la produccidn de enterotoxina, sin embargo, la enfermedad
intestinal sélo se produce en raras ocasiones v el principio -

diarréico nc ha sido aislado ( 3 ).
Hemolisina.

La produccidn de hemolisina se hace evidente a diario en
el trabajo de diagndstico, por la actividad en las placas de -

agar sangre, causando generalmente hemSlisis tipo beta ('3 ).
Leucocidina.

Es un factor téxico a las células blancas de la sangre -

( 3).
Exoenzima S.

Es un factor de virulencia importante en la patogénesis

de infecciones en quemaduras ( 3 ).

La capacidad de estas bacterias para desarrillar resis--
tencia contra antibidticos en el curso de las enfermedades eg -
alarmante, sin embargo, este, por sf, no es un fictor ¢ pafoge-

nicidad ( 3 ).



Factores gue favorecen la aparicidn de Pseudomonas aeruginosa -

en enfermedades intrahospitalarias.

Uno de los factores importantes que favorecen su desarro
ilo es la presencia de huéspedes comprometidos en sus mecanis--
mos de defensa, que poseen una elevada susceptibilidad a este -
tipc de enfermedades.

Durante las Gltimas tres décadas, ha habido un impresionante e
inguietante incremento en la incidencia de enfermedades provoca
das por Ps. aeruginosa, normalmente como enfermedades nosocomia
les., La razén para este cambio dramdtico en la epidemioclogia de
egte microorganismo no se conoce completamente, pero el hecho -
de que estas enfermedades casli siempre ocurran en pacientes con
defensas comprometidas, indica que un factor importante es el -
cambio que se sﬁcede en el paciente y las modalidades terapduti
cas de los hospitales modernos ( 11 ).

aAsi, el constante incremento en el uso de drogas citostditicas e
inmunosupresoras, los procedimientos terapéuticos, los nuevos y'
continuos procedimientos quirﬁrgicos.drésticos,.etc. pueden fa-
cilitar en varias formas enfermedades serias por patégenos opor,
tunistas como Ps. aeruginosa.

Si tomamos en cuenta que las defensas del huésped contra las en
fermedades microbianas en general dependen de las primeras 1i--
neas de defensa representadas por las barreras epiteliales de -
la piel y membranas mucosas, asi como de ciertos mecanismos de
defensa sistémicos, sélo cuando se rompe la integridad de las -
defensas locales de primera linea y ocurre la penetracién del -

microorganismo, se tendrdn las condiciones para que ocurra la -
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enfermedad clinica generalmente. La extensidn de ésta depende <
de la eficiencia de los tres sistemas de defensa centrales: el

sistema inmune, convencionaimente subdividido en sistema de las
células B v el sistema de las células T; el sistema celular fa-
gocitico, subdividido en céiulas polimorfonucleares y el siste-
ma de fagocitos mononucleares y, finalmente, el sistema del com
plemento, que puede ser activado ya sea por la via cldsici o -
por la via alterna. Si ademds es claro que existe una extensa -
cooperacidn no sdélo entre cada rama de estos tres sistemas, si-
no entre czia sistera mayor; es ldégico pensar que en el pacien-
te comprometido con enfermedad clinica, se encuentra como regla
una combinacidn de defectos en las defensas a diferentes pun---
tos, que predisponen a dicho paciente a desarrollar proéesos in
fecciosos extensos v en muchos casos de alto riesgoe ( 11 ),

De esta manera, los pacientes mds susceptibles de presentar en-
fermedades por Pseudomonas son: infantes prematuros, nifios con

anomalias congénitas o fibrosis quistica, pacientes con préte--
sis o cuerpos extrafics en cavidades del cuerpo, pacientes con -
leucemia, pacientes gue reciben usualmente terapia antibidtica,
esteroides adrenales o antimetabolitos, pacientes con quemadu--
ras y pacientes gerid:zricos con enfermedades neoplisicas y debi
litantes ( 14 ).

Puede concluirse por lo tanto, que los defectos en las defensas
del huésped que pueden predisponer a los pacientes a una enfer-
medad por Ps. aeruginosa parecen ser complicados y mdltiples, -
afectando varios sitios en 1.s mecanismos de defensa locales y

sistémicos. Sin embargo, el estado funcional de las defensas to
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tales del huésped no sdlo es importante en el desarrollc clini-
co de la enfermedad, sino también para la prevencién y el trata
miento de las enfermedades ( 11 ).

asf, la vacuracidn, terapia de inmuniz.cidn pasiva, infusiones
de granulocitos e inmunopotenciacidn farmacoldgica, son sélo -
u.as pocas posibilidades, ademds de 1-s mejoras potenciales en
los antipnidticos antipseudomonas que estdn a nuestra disposi---
cidn. Sin embargo, los mejores antibid.icos probablemente nunca
nodrdn resolver los problemas que causa Pseudomonas en la medi-
cina moderna ( 11.).

Otro factor importante en la gran incidencia de enfermedades ngo
socomiales causadas por Pseudomonas es el uso constante de apa-
ratos de terapia, como son: catéteres, dijlisis, disposi:ivos -
«ntravenosos, aparatos de apoyo ventilatoric, tubos endotraquea
les, que a menudo acarrean microorganismos y son la causa del -
desarrollo de infecciones de vafios tipos ( 15, 31 ).

Si recordamos gue los pacientes con infecciones causadas por -
Pseudomonas a menudo estdn grandemente comprometideos y son inca
paces de eliminar eficientemente la baciaria invasora por meca-
nismos inmunes normales, sunado a la virulencia de Ps. aerugi--
nosa, se comprende y explica la mortalidad tan alta en las in--~
fecciones sistémicas ( 24 ).

3in embargo, la eleccidn de antibidticos para el tratamiento de
estas enfermedad s es cor plicada por el hecho de gue las espe--
cies de Pseudomonas son resistentes a los antibidticos mds ¢ >--
minmente usados, y mis atn, muchas de las cepas n-socomiales -~

son res’ stentes a un gran nimero de drogas antipseudomonas, ha-
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ciendo diffcil el tratamiento de estas enfermedades y, por 1o -
mismo, favoreciéndose la diseminacidn del microorganismo en el

ambiente hospitalario ( 24 ).

Ta amplia distribucidn ¢= los microorganismos resistentes en -~
*os hospitales es favorevida por varios factores: 1) En ocasio-
nes los miéroorganismos agrerares no séle son patdgenos. sino -
también forman parte de la flora normal del individuo. 2) La su
presidn de los microorganismos sensibles en pacientes tratados,
crea probab.emente un nicho ecoldgico que ocupan los microorga-
nismos r-sistentes. 3) Las bacterias patdgenas pueden ser suii-
cientemente viables para transferirse con facilidad de un indi-
viduo a otro. 4) Esta transmisidn se facilita en muchos hospita
les por la relajacidn de las medidas de asepsia en la practica

médica y de saneamiento del ambiente ( 9 ).

El empleo de los guimioterdpicos puede conducir no sflo a la =~
éparicién de mutantes resistentes de modo individual en los pa~
cientes, mino también a la difusidn de la= cepas resistentes, -
como respuesta al cambio ecoldgico producido por el trataiien--
to. Estas cepas son a menudo tan virulentas Como sus antecesc--
res sensibles y asi pueden persistir entre la poblacidn. Este -
problema es mundial y és el resultado del empleo frecuente e in
discriminado de medicamentos antimicrobianos en el hombre :» in-
cluso en los animales. Es preciso entoncer, proceder a una admi
nistracidn mds racional y coordinada de los antibidticos y apli
car medidas estrictas contra su uso indebido, con el fin de re-

ducir la gravedad del problema ( 9, 25 ).
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Epidemiologfa hospitalaria.

Definicién de enfermedad hospitalaria o nosocomial.- Una
enférmedad nosocomial se define como una enfermedad clinicamen-
te evidente o probada bacterioldgicamente en un paciente hospi-
talizado, el principio de la cudl ocurrid al menos durante un -
periodo de incubacidn después de la ;&hisién del paciente o -
cuando el perfodo de incubacidn no se conocid, al menos 48 hrs.
después de la admisidn del paciente ( 10 ).

La necesidad de prevenir la posible adquisicién de una enferme-
dau en un hospital, constituye una reconocida responsabilidad -
de la propia institucién y de su direccidn, por lo que la impor
tancia y la frecuencia con la que ocurren dichas enfermedades -
debe enfatizarse entre el personal y administradores con el fin
de acentuar la necesidad de realizacién de pricticas higiénicas,
tanto ambientales como en el personal y para la observacién es-
tricta de los principios de asepsia, é menudo descuidados; por
lo mismo, es recomendable la organizacidn de una comisidn para
control de enfermedades, asi como otros requisitos para el esta
blecimiento de la polftica y metodologia del hospital ( 10, -
30 ).
Existe entonces una necesidad critica relacionada con la aplica
cidn de técnicas elaboradas: 1) para reducir la poblacidén micro
bioldgica del medio ambiente del hospital; 2) para eliminar el
peligro de la transmisidn de los microorganismos de un indivi--
duo a.otro, ya sea del personal del hospital al paciente y vice
versa, © bien de paciente a paciente, y 3) para manejar la ropa

de cama, el equipo y demis fomites, de manera. que puedan elimi-
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narse como fuente de contaminacidn cruzada. De hecho, la natura
leza de 1la poblaciénAde los hospitales, asi como la introduc---
cidn de nuevos métodos, tales como transplantes de drganos y re
g{menes de tratamiento gue neutralizan las defensas corporales,
indican gue la total aplicacidn de las técnicas de control de -
enfermedades en hospitales todavia revestird mayor importancia

en lo futuro ( 30 ).
Poblacidn hospitalaria.

La “blacidn hospitalaria constituye un elevado porcenta
je de enfermos que tienen una sensibilidad aumentada a las en--
fermedades. Dicha susceptibilidad existe en el recién nacido, -
en el quemado, en el enfermo senil debilitado y en qguienes pade

“cen ciertas enfermedades metabdlicas, en los que estdan siendo -
tratados con esteroides o han sufrido extensas operaciones qui-
rirgicas. Estos enfermos, proporcionan a varios tipos de micro-
organismos la oportunidad de causar una enfermedad, como es el
cago de Ps. aeruginosa ( 30 ).

Muchas de las bacterias asociadas con una enfermedad adquirida
en un hospital son miembros de la flora bacteriana habitual del
hombre, por lo que hay que recalcar, gque dichos microorganismos
estdn constantemente presentes en la atmdsfera hospitalaria.

Son portados por pacientes, visitantes y personal del hospital;
ademis, numerosas bacterias que no ée consideran normalmente -~
pertenecientes a la flora normal, son portadas por algunas per-
sonas; por lo tanto, el pers nal del hcospital que consta de mé-~

dicog, enfermeras, técnicos, etc. aunque represente presumible-
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mente una poblacién normal y sana, es portaddra en todo momento
de una flora normal de agentes microbianos, proporcionando en--~
tonces un reservorio potencial constante.

En el cuidadr de los enfermos existe u.. contacto fntimo entre -
el personal y el enfermo, gque no se da en otros ambientes, al -
menos en la misma medicwa. Asi, es muy real! la potencialidad de
una transmisién directa de microorganismos del personal a los -
enfermos y viceversa, -~si como de enfermo a enfermo ( 25 ).

Es muy dificil valorar en los enfermos su poder de autoinfec---
cidn, pero en general se estd de acuerdo :n qué la infeccidn in
dividual de jempefia un papel importante en el sujeto hospitaliza
do, Cada paciente tiene un componente normal de bacterias en .la
superficie del cuerpo, en el tubo gastrointestinal y en las re-
Jiones respiratorias altas, que no pueden reducirse de modo su-
ficiente, incluso con los mejores métodos de preparacidn de 1la
piel, para prevenir la infeccién de la incisidén quirtdrgica en -
determinados pacientes, pudiendo dar lugar a una bacteremia>teg
poral como resultado de un traumatismo o bien del depdsito de -
bacterias alrededor de incisiones opera.orias { 30 ).

Existen otros caminos por los que puede penetrar la autoinfec--
cién, como la extirpacién de un apéndice o de una vesicula bi--
liar infectados o la reseccidn del intestino ( 30 ).

Seglin 1o antrs mencionado es necesari0 establecer una serie de
medidas preventisas que ayrden a reducir en lo mas posible las
enfermedades nosocomiales transmitidas por estos medios, y ¢i--
chas medidas sueden comprender a las siguientes: ') desinfec---

cié ) de las manos, yva que la remocidn de microorganismos de la
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de la flora residente ( llamada desinfeccidn quirdrgica de ma--
nos ) es importante en la desinfeccidn preoperativa de las ma--
nos de cirujanos, mientras que la desinfeccidn para remover mi-
~roorganismos de la flora de transicién { desinfeccidn higiéni-
~a de las manos ) se requiere para desinfectar las manos de en-
fermeras v doctores para prevenir la transferencia de bacterias
de un paciente a otro; 2) desinfeccidn de los sitios de opera--

cidn, cuya efectividad depender3d no sdlo del agente usado, sino

también de .a forma de aplicacidn de éste ( 19 ).
Medio hospitalario.

El ambiente fisico de un hospital es un complejo de -
dreas vy equipos, algunos de los cuales han sido denominado cri-
ticos. En todas partes, este medio ambiente tiende a ser cada -
vez mas complejo con la incorporacidn de nuevos equipos Yy nue--
vos medios; as{, cada vez hay mds hospitales que instalan apara
tos de aire acondicionado y de control de aire, esto supone una
gran ventaja para la institucidn, enfermos y personal, pero r--
quiere un planezmiento cuidadoso y un mantenimiento, porque si
no, podria crear un riesgo auténtico de enfermedad de cualguier
tipo. Es rncesaria también una consideracidn detenida de cosas
tales como la colocacidn de vertederos de k.sura y de ropz blan
ca sucia, asi como de su disefio y manteniriento ( 30 ).

El contenido micrcwiano del medio ambiente hospitalario depende
en gran medida de la gente y su actividad. La mayor parte de los
microorganismos gon los que normalmente portah los enfermos, el

personal y los visitantes, ello determina la calidad de la flo-
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ra microbiana en cualquier momento dado, la cantidad depende de
un conjunto de factores que incluyen el tipo de control de ai--
re, el tipo de actividad del persoﬁal, la naturaleza de la zona
Yy, sobre todo la conciencia del persaonal y su actuacidn frente

a los riesgos que involucran el desarrollo de infecciones hospi

talarias ( 30 ).
Modos de transmisidn.

Ha habido mucha discusidn acerca de los mecanismos por -
los que los enfermos se infectan en el hogpital y la relativa -
importancia de las diversas vias posibles, éstas se clasifican
como: transmisién por aire, por contacto directo y por contacto
indirecto.

Es importante hacer notar gue los microorganismos necesitan un
medio de transporte que los lleve de un sitio a otro, ademds, -
debe existir un nimero suficiente de microorganismos presentes
para que este mecanismo actde. Este dltimo es un factor decisi-
vo y tiene una aplicacidén fundamental en los programas de cop--
trol de la infeccidn. La importancia relativa de cualquier via
de transmisidn depende de la situacidn existente ( 30 ),

Es facil concebir la posibilidad de que un hospital, con un per
sonal inadecuado y un control de la atmésfera deficiente, po---
dria encontrarse con tal cantidad de bacterias atmosféricas, -
gue dicha via podria ser responsable de un nimero considerable
de infecciones. Por otra parte, un hospital riguros;mente lim--
pio, pero en el gque el personal falle en observar las técnicas

asépticas necesarias y no tenga cuidado en el manejo de los pa-
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cientes, podria descubrir que el contagio directo tiene wuna -
gran importancia. Negligencia en la esterilizacidn adecuada del
instrumental, una escasa técnica en el tratamiento de la ropa -
blanca y el uso inadecuado del material, por ejemplo, el descui
do en el emplec de un juego diferente de instrumental para cada
enfermo, harfa pensar en la importancia de la transmisidn indi-
recta., Otro aspecto importante, es la predisposicién del pacien
te a adquirir una infeccién, por consiguiente, se deben conside
rar todas las vias de transmisidn de las infecciones para pro--

yectar los grogramas de control ( 30 ).

vias de transmisidn

transporte aéreo

contacto directo
Origen de los mi- Poblacidén suscep-
contacto indirecto ,

croorganismos tible

pacientes pacientes
on ..

personal vias de transmisidn

vigitantes

(retrorregulacidén microbiana)

Fig. 1 Epidemiologia de la infeccién ad

quirida en el hospital ( 30 ).
Control de las enfermedades nosocomiales.

Para llevar a cabo un programa de control de enfermeda--
des en un hospital, es necesario realizar la eleccidén de un . co-
mité de control que tendra funciones relacionadas con el progra
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ma que se lleve a cabo.
Programa de control de enfermedades.

El pronrama de control presenta a'.gunas dificultades en -
su realizacidn, debido a su complejidad, ya que se debe tener -
pr ‘meramente, el establecimiento de ur sistema de vigilancia -~
eficaz; segundo, la educacidn del personal respecto a su respon
sabilidad y funcidn dentro de sus actit.dades cotidianas, ¥ ter
cero, la provisidn de lineamientos para la prevencidn de la -
transmisidén de enfermedades dentro del horpital. Este dltimo ag
pecto puede subdiyidirse en tres partes: control ambiental -
( transmisidn aérea ), personal ( contagio directo ) y el trata
miento del instrumental, ropa blanca, equipo, etc., que puede -

.onsiderarse como causa del contagio indirecto ( 30 ).

Vigilancia.~ El establecimiento de un sistema de vigilancia ade
cuado constituye‘la piedra angular sobre la gue debe construir-
se cualquier programa de control de enfermedades.

Los ¢ jetivos de los programas de vigilancia de enfermedades no
socomiales son: 1) la coleccidn de datos de los patrones de en-
fermedad dentru de un hospital y la identificacién de las for--
mas mie comunes de las mismas, asf{ como las ireas del hospital,
procedimientos y grupos de pacientes asociados con alto riesgo,
para la adquisicién de enfermedades hos,italarias; 2) la detec-
cién temprana de cambios en estos patrones; 3) la deteccidn tem
préna de brotes de enfermedades intrahospitalarias, 4) el con--
trdi_rutinario de patrones de sersibilidad a agentes antimicro-

biancs de la flora bacturiana causante de estas enfermedades; Y
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5) que la presencia y actividad de los ccmités de vigilancia en
las diferentes secciones de un hospital se asocie con una mayor
conciencia entre el personal de estos pabellones, acerca del -
rroblema de enfermedades nosocomiales y quizés, un cambio en ac
titudes y prdcticas deseables ( 10 ).

Se ha determinado gue existen elementos esenhciales para cual---
quier programa de vigilancia para enfermedades nhosocomiales, -~
tanto para hospitales privados, como para organizaciones guber-
namentales. %n estos sistemas de vigilancia, el personal que -
lleva a ik~ el control debe: 1) seleccionar ui.a muestra repre--
sentativa de tamafic adecuado de pacientes hospitalizados, gue -
proporcione estimaciones precisas y sin desviaciones de la inc.
dencia de enfermedades nosocomiales; 2) colectar datos adecua--
dos para determinar rangos y para identificar los factores de -
riesgo modificables y no modificables; 3) emplear un sistema de
clasificacidn de las enfermedades hospitalarias para propdsitos
clinicos y epidemioldgicos; 4) usar un sistema de reporte apro-
piado y estandarizado y, 5) garantizar que los programas de pre
vencidn estardn ligados en gran medida al sistema de vigilan--
cia ( 31 ).

Los programas de vigilancia entonces, son importantes para de--
terminar las 4reas de mayor prioridad y presentar una ideé ba--
lanceada de los patrones, tendencia y dire~cidn del problema de
la enfermedad noso~omial. Asi, esta vigilancia debe éer extendi
da a tantas unidades de un hospital como sea posible y llegue a
ser unavactividad de rutina del hospital, sirviendo como pas~ -

para la prevencién de enfermedades, como herramienta de evalua-
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¢idn de acciones preventivas y como componente en el control de

calidad del cuidado proporcionado a un hospital ( 10 ).

Educacidn.- La responsabilidad en la educacidn, del comité de -
control de enfermedades, es una parte esencial de un programa -
bien organizado. No requiere ser un programa formal de conferen
cias, sino mas bien debe congistir en establecer una conciencia
de la necesidad de prevenir la enfermedad hospitalaria { 30 ).

El comité de infecciones a través de su mecanismo de comunica--—
cidn, puede y debe mantener un flujo de informacidn constante -
que circule en las diversas zonas del hospital, constituyendo -
otra faceta de la funcidn educativa del comité de vigilancia -

dentro del hospital ( 30 ).

Control del ambiente y vigilancia.- Existe evidencia que indica
que la transmisidn aérea puede ser un factor importante en las
. enfermedades adquiridas en un hospital y se ha desarrollado el
concepto de que los hospitales tienen tendencia a formar una -
"flora hospitalaria" compuesta por microorganismos autdctonos -
del propio hospital ( 30 ).

Ademds, existe la idea de que el hospital puede constituir un -
centro potencial de diseminacidn de microorganismos hacia la co
munidad circundante. Se han realizado estudios microbioldgicos
extensos en el medio ambiente hospitalario contrastande hospita
les viejos sin sistemas de aire acondicionado y modernos con -
sistemas de aire acondicionado. En ninguno de los casos se€ pu--
dieron hallar pruebas indicativas de la existencia de una flora

hogpitalaria, los resultados de los estudios indicaron que los
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niveles de bacterias en el aire estidn {ntimamente relacionados

con el cuidado del centro hospitalario; por lo tanto, la mues--
tra del aire proporciona un medio excelente de control de cali-
dad en esta importante actividad.

Los factores determinantes del contenido de bacterias en el ai-
re del hospital son: la limpieza general, las personas y sus agC
tividades, la arguitectura’'y el sistema de control de aire -
( 30).

Se ha realizado un gran esfuerzo para eliminar los reservorios

de patdgénos potenciales, asi como cerrar las rutas por las que
el agente infeccioso se pone en contacto con sus victimas. Ya -
que el ambiente hospitalario tanto animado como inanimado puede
servir como reservorio y vehiculo para la infeccidén, la mayor -

parte de los esfuerzos se han enfocado en él. Sin embargo, al -
ger probados programas gue intentan destruir o ai menos reducir
el nimero de microorganismos en el hospital, produjeron poca -
efectividad evidente en el control de las enfermedades nosoco=-~
miales, por 1o que la vigilancia ambiental no puede usarse como
un factor de medicidn de riesgo, ya que no se ha encontrado nin
guna prueba de relacidn entre los niveles de bacterias en el ai
re vy la incidencia dé-enfermedades adquiridas en el hospital, -
sin embargo, el cultivo microbioldgico puede emplearse como pa-
rdmetro para la vigilancia del medio ambiente ( 21, 30 ).

Los cultivas bacterioldgicos de las superficies, si se emplean

adecuadamente, pueden proporcionar un medio de evaluacién de la
‘eficacia de las técnicas de limpieza.

A pesar de que la relacidn entre la contaminacidén de la superfi
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cie vy la del aire no se entiegde completamente, existe una am--
plia evidencia que muestra que la limpieza general, una gran -
parte de la cual es la limpieza de las superficies, tiene un -
efecto directo sobre el contenido aéreoc de bacterias.

Por lo tanto, la vigilapcia del ambiénte tiene por lo menos dos
facetas; la toma de muestras de bacterias del aire y los culti-
vos de superficie, gue pueden contribﬁir al mantenimiento efi--
caz de una atmdsfera hospitaléria adecuada, cuando se usan Co--

rrectamente ( 30 ).

Fomites.- Como se ha mencionado con anterioridad, los fomites -~
constituyen un mecanismo potencial de transmisidn de microorga-
nismos} por lo que, a este respecto deben tomarse en cuenta, -
con gran interés, los diversos problemas de esterilizacidn y de
sinfeccidn de instrumentos.

La esterilizacidn. que generalmente se lleva a cabo mediante ca-
lor seco o hiimedo, con el gas &xido de etileno y en ocasiones =
con beta-propiolactona, debe realizarse por personal plenamente
familiarizado con los reguerimientos de las técnicas de esteri-
lizacidn, para obtener buenos resultados ( 30 ).

La desinfeccidn v el buen uso de los desinfectantes quimicos «=
que inciuyen la gama de los fenoles, las sales cuaternarias de
amonio, los derivados del yodo, hidrocarburos de cadena larga,-
etc., debe practicarse como método de rutina en el uso de ins--
trumental dentro de un hospital.

Debe tomarse en cuenta que la desinfeccidn implica que el obje-
to que va a ser desinfectado serd incapaz de transmitir la in--

feccidn, sin confundir con la esterilizacién que implica la des
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truccion de todos los ‘agentes vivos { 30 ).

El lavado, tratamiento, transporte y evacuucidn de la ropa blan
ca, debe vigilarse correctamente, investigindose inmediatamente
' cualquier evidencia de evacuacidn inadccuada de ésta.téi existe

contaminacidén bacteriana ( 30 ).

Personal.- No debe permitirse gque esté de servicio nadie que -
tenga una enfermedad manifiesta, teniendo especial importancia
los portadores de lesiones infectadas de naturaleza superficial,
sobre todo en las manos u otras zonas expuestas.

La investigacidn epidemiolégica de los brotes de infeccidn ha -
indicado que las personas que sufren una enfermedad activa, son
por lo general, mds peligrosas que el portador, ya que existe -
la prolabilidad de que el nimero de microorganismos en el indi—_
viduo enfermo sea mucho mayor que en el portador, asi, con 21 -
descubrimiento de cierto tipo de portadores y de casos activos,
que pueden retirarse del ambiente, se reducird en gran medida -

‘el peligro de la infeccidn nosocomial { 30 ).

Mantenimiento del equipo.- Existen cier.os romponentes del equi
po que precisan de una atencidn especial. lLos reservorios de -
agua de todo tipo como los humificadores, o los de un equipo de
oxigeno, tienen tendencia a contaminarse, sobre todo con Pseu--
domonas y, y? que estos microorganismos son resistentes a los -
desinfectantes, el métodc de eleccidn para el mantenimiento de
dichos reservorios es una limpieza frecuente ( 30 ).

El equipo para la terapéutica de inhalacidn, que -e utiliza en

pacientes que pueden ser particularmente susceptibles a desarro
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llar enfermedades de las vias respiratorias, tiende a quedar -
muy contaminado con el uso, por lo que entre paciente y pacien-
te, es preciso desmontarlo completamente para limpiarlo y desin
fectarlo. Pues£0 que una gran parte de este equipo no puede ser
~sterilizado con calor, es necesario utilizar un desinfectante
adecuado o esterilizacidén cor gas. Un punto critico en el uso -
de deginfectantes es el enjuague usado para eliminar él desin--
fectante; esta solucidn debe cambiarse con frecuencia, o de -
otro modo qreda frecuentemente contaminada, por 1o gue vuelve a
contamin-r 21 equipo ( 30 ).

Los equipos empleados para administrar infusiones. intravenosas
pueden quedar contaminados como resultado de un uso prolongado
o debido a un montaje inadecuado. E1 flujo constante de mate---
rial que contiene bacterias, ‘origina el desarrollo de fiebre en
el paciente hasta que se interrumpe la infusién y, tal introduc
cién de bacterias, puede dar lugar a complicaciones en pacien--
‘tes debilitados { 30 ).

Todo instrumental tiene tendencia a recoger polvo, que puede 1li
berarse cuando se coloca directamente a un paciente o bien cer-
ca de €1, por .0 que es esencial la atencidn constante en mante
ner limpio este equipo. El. equipo de fisioterapia incluye las -
piscinas de inmersién que deben ser drenadas, limpiadas y vuel-
tas a llenar entre paciente y paciente, ye que el agua caliente
empleada habitualr=nte, permite la supervivencia de la mayor -
parte de los microorganismos.

Se debe poner mucho cuidado también en comprubar que los apara-

tos como filtros de aire, yentiladores y conducciones de aire -
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estén limpios y en orden, por lo que son esenciales en estos si
tios los programas de mantenimiento habitual ( 30 ),

En resumen, un programa ideal de control de enfermedades en un -
hospital moderno, requiere cierto grado de aislamiento de cada
paciente, que ge lleva a cabo mediante la combinacidn del con--
trol del ambiente, el empleo de las me jores técnicas de asepsia,
el manteuimiento de una higiene personal adecuada y el control
cuidadoso de ciertos obietos como el instrumental, equipo, etc.

( 30 ).
1.2 ANTIBIOTICOS Y AGENTES QUIMIOTERAPEUTICOS.

Las drogas que son usadas en el tratamiento de enfermeda
des infecciosas pueden ser antibidticos y agentes quimioterapéu
ticos. Los antibidticos, sustancias antiinfectivas de origen na
tural, son productos secundarios del metabolismo de hongos, bac
terias, actinomicetos y micromonospora, mientras que los agen--
tes quimioterapéuticos son drogas antimicrobianas sintéticas -
(4 ).

El agente antimicrobiano ideal debe most_ ar toxicidad selectiva,
es decir, debe interferir algin procesc metabdlico o sintético

gue exista en el agente infeccioso dUnicamente y no en las :élu-
las del huésped, y debe poder administrarse a concentraciones -
toleradas pur éste. No obstante, el concepto de una verdadera -
toxicidad selectiva existe en un sSlo grupo de antimicrobianos,

las penicitinas, que sélo actdan contra el microcrganismo, to--
dos los demis agentés antimicrobianos interfieren en reacciones

que se llevan a cabo tanto en los microorganismos como en las -

- 27 =~



células huésped; sin embargo, estos antimicrobianos actdan y -
son efectivos contra el agente infeccloso, antes que con las cé
lulas huésped, debido a que la velocidad de las reacciones meta
wdlicas en el microorgarismo son mis ridpidas que en las células
de los tejidos. De este modo, las drogas inhiben la replicacidn
de los microorganismos, para que los mecanismos de defensa del
huésped puedan eliminar a los agentes invasivos ( 14 ).
Los agentes antimicrobianos para poder manifestar su accidn -
inhibidora cel crecimiento, lo primerc gque requieren es tener -
acceso a' sitio receptor, para.después lievaz a cabo su activi-
dad que puede ser bactericida o bacteriostdtica ( 14 ).
Las drogas bactericidas destruyen a los microorganismos y son -
mis efectivas durante la fase logaritmica de crecimiento, dado
que el incremento de la actividad metabélica proporciona una -
susceptibilidad méxima. Los agentes bacteriostiticos, sdlo pre-
veen el crecimiento bacteriano durante un periodo mids o menos -
corto. Esta clasificacién tiene uso clfniro, pero la accién de
estos dos grupos de agentes es dependiente de la dosis in vivo;
basi, las drogas bactericidas, exhiben zominmente un efecto bac-
teriostitico en concentraciones subdptimas, y los agentes bacte
riostdticos pueden ser bactericidas a altas concentraciones de
la droga ( 4 ).

A nivel celular y subcelular, los sqentes antimicrobia--
nos purden actuar en una de estas cuatro maneras:
1) Inhibicidén de la sintesis de la pared celular.
2) Alteracidn de la permeabilidad de la membrana.

3) Inhibicidén de la sintesis protéica.
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4) Inhibicidén de la sintesis de metabolitos esenciales ( 12 9.

Agentes antimicrobianos que inhiben la sintesis de la pared ce-

lular.

Dentro de este grupo de antimicrobianos se encuentran el

grupo de las penicilinas y el grupo de las cefalosporinas.

Se sabe que la forma e integridad de la célula bacteriana, estd
mantenida por la pared celular gque rodea y protege a la membra-
na citopldsmica. La biosintesis incompleta de la pared, da una
forma frigil, que en el amb.ente hipotdnico usual causa la hin-
chazdn de la membrana y la posterior lisis de la célula ( 14 ).
La sintesis de la pared celular ocurre por construccién del mu-
copéptido-nucledtido unido al 1{pido en la membrana celular. La
accién primaria de los agentes que inhiben la sintesis de la pa
red celular bacteriana, es precisamente evitando la sintesis -
del péptidoglicano, actuando a varios niveles ae la misma.,
_Todos estos agentes son bactericidas para las células sensibles
Y actﬁan solamente durante el crecimiento y la replicacién de -
ia bacteria, cuando las reacciones bigsintéticas para la forma-
cién de la pared celular estdn ocurriendo a una velocidad maxi-
ma.

A diferencia de las células del huésped, las bacterias no estan
en medios isotdnicos en los flufdos bioldgicos, siho que su con
tenido estd bajo una presidn osmdtica alta y su viabilidad de--
pende de la integridad de la red de mucopéptido en la pared. ce-
lular, que debe mantenerse durante el ciclo de crecimiento. De

"este modo, cualquier compuesto gque inhiba algﬁn paso en la bio-
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sintesis de la macromolécula del mucopéptido, causa que la pa--
red de la célula bacteriana se debilite y la célula, por dlti--

mo, sufra la lisis ( 14 ).
Grupo de las penicilinas.

Estructura quimicas La estructura bdsica de todas las penicili-
nas es un anillo tiazolidina, fusionado con un anillo bet:-lac-
timico ( que forman la estructura del dcido-7-amino penicildni-
co ), del cual depende la actividad antibacteriana y una cadena
lateral qu: determina las caracteristicas de cada penicilina in
dividualmente, ademds de poseer un sitio formador de la sal -
{ 4 ).

Modo de accidén: Las penicilinas inhiben la dltima etapa de sin-
tesis de la pared celular, donde se establecen los enlaces -
transversales entre las cadenas paralelas del peptidoglicano, -
gracias a una reaccién de transpeptidacién. A pesar de que este
mecanismo por si no es letal, permite el crecimiento de microor
ganismos con pared defectuosa que se rompe bajo la fuerza de su

propia presidn osmética ( 12 ).
Grupo de las cefalosporinas.

Estructura quimica: El bloque de construccidn de las cefalospo-
rinas, es el dcido-7-amino cefalosporsnico, compuesto de un ani
1lo beta~-lactamico ( esencial para la actividad antibacteria---
na ), fusionado con un anillo dehidrotiazina, en lugér del ani-
11lo tiazolidina de las penic.linas (. 4 ).

Mode de accidn: Las cefalosporinas, debido a su gran semejanza
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en estructura quimica a las penicilinas, actlande la misma mane
ra que &stas, inuibiendo la dltima fase de la sintesis de la pa

red celular { 4, 12 ).

Agentes antimicrobianos aue afectan la permeabilidad de la mem-

brana celular.

En este grupo de la clasificacién se encuentran las poli
mixinas.
La membrana citopldsmica bacteriana es el sitio de la cdlula en
donde se sintetiza la pared celular de muchos microorganismos.
Ademds, sirve como barrera osmdtica y como un Srgano para el -
transporte intracelular selectivo y de concentracidn, de los nu
trientes celulares esenciales. Contiene una variedad de enzimas
necesarias para el metabolismo intermediario, para la formacién
de 1a pared celular, asi como componentes responsables del -
transporte de aminodcidos y azficares en la célula ( 4, 14 ).
los antibidticos "activos de superficie"” como son las polimixi-
nas, dafian las membranas celulares bacterianas por incremento -

de la permeabilidad.
Grupo de las polimixinas.

Estructura quimica: Estns antibidticci pertenecen al grupo de -
los péptidos, formados de aminodcidos unidos por enlaces pepti-
dicos que incluyen cominmente formas D _° L de aminodcidos.

En las volimixinas; los aminodcidos se unen en la forma de un -
anillo con un 4cido graso caracteristico en el extremo terminal.
Es importaﬁte hacer notar que la rnolimicina o colistina descu--

bierta, posee una estructura idéntica a la polimixina E ( 12 Y.
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Modo de accidn: Este grupo de antibidticos actida deteriorando -
las membranas ceiulares bacterianas por incremento de la permea
bilidad; asi, los microorganismos sensibles forman un comple jo,
uniendo la droga con los componentes fosfolipidicos de la mem--
brana celular y éstos, gracias a sus grupos lipofilicos y lipo-
£8bicos, se orientan entre los lipidos y proteinas de la membra
na, alterando sus funciones, deétruyendo las propiedades osméti
cas de dichas membranas bacterianas, dando por resultado el es-

cape de macromoléculas y la muerte de las cflulas ( 4, 22 ).

Agentes antimicrobianos que inhiben la sintesis protéica y la -

traduccidn de la informacidn genética.

En esta clasificacién podemos agrupar, entre otros, a -
los aminoglucdsidos, lincomicinas, macrélidos y rifamicinas.
La biosintesis de protefnas es una secuencia compleja de even--
. tos, que pueden dividirse en dos grandes pasos:
1) Precursor.- La replicacidn de la informaciénigenética para -
la biosintesis de ADN y ARN se lleva a cabo en esta etapa; y -
2) antesis.- Se realiza la traduccidn de la informacidn, por -
medio de la cual, dicha informacidn codificada en el ARN mensa-
jero, se convierte en una protefna. Este paso de sintesis puede
subdividirse en tres etapas:

a) Etapa de iniciacidn, donde un ribosoma 30 S se combina con

un ARNm Yy ARNt para formar un complejo inicial que se combina

con una subunidad 50 S de ribosoma, para formar el ribosoma -
70 S, el sitio de la s{ntesis protéica} b) Etapa de elongacién,

cuando los aminoici&os'activadoa codificadoayen el ARNm se adi-
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¢ionan a la cadena peptidica creciente; y c¢) Etapa_ge termina--
cidn, donde se alcanza un coddn terminador y la préteina comple
ta se separa del ribosoma. £En esta etapa, las subunidzdes 50 y

30 S se disocian y reunen un caudal de subunidades libres antes
de recombinarse Con un nuevo mensajero para repetir el ciclo -
( 14 ).

Los antibidticos que inhiben la traduccidn o bien la sintesis -
de una proteina, inhiben dicha sintesis protéica por si, en la

etapa de iniciacidn y elongacidn, o inducen a la formacidn de -
1.oléculas protéicas defectuosas; estos antibidticos que produ--
cen protefnaé defectuosas son bactericidas en su accidn, ya que
la célula microbiana no puede funcionar con una proteina defec-
tuosa. Los antimicrobianos que inhiben pasos especificos de la

sintesis proteica son bacteriostdticos ( 14 ).
Grupo de los amincylucdsidos.

Estructura quimica: Un gran nédmero de antibidticos que esencial
ménte son carbohidratos, se conocen como aminoglucésidos{ ya -
que generalmente conﬁienen varios grup05'amino en sus estructu-
ras glucosfdicas ( 10 ).

Modo de acciéns-El efecto letal de los aminoglucdésidos es resul
tado de la unidn irreversible de las drogas a los ribosomas y -
la interferencia subsecuente con algunas fases de la sfntésis -

de proteinas; iniciacidén, elongacidn o terminacién de la cadena

( 23 ).
Aaf. estos antimicrobianos actian sobre el ribosoma bacteriano,

induciendo ciertos errores especificos en la lectura del cédigo
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gendtico, también pueden impedir la elongacidn de la cadena pep
tidica, o después de su unidén al ribosoma, interrumpen el ciclo
normal del mismo, conduciendo a la incorporacién de uno o mas -
aminoicidos incorrectos en una cadena peptidica en crecimiento,
produciéndose asi una proteina defectuosa: de igual manera fun-
cionan interfiriendo la fase de terminacidn de la sintesis pro-

téica ( 14 ).
Grupo de las lincomicinas.

Estructura quimica: La lincomicina muestra una estructura quimi
ca Unica entre los antibidticos conocidos. Se han preparado un

gran nimero de derivados de la lincomicina, la mayoria de los -
cuales son menos activos que el compuesto inicial, con la excep
cidén de la clindamicina que muestra mayor actividad ( 12, 14 ).
Modo de accidn: Actdan por inhibicidn de ia sintesis de protei-
nas, por unién a las subﬁnidades ribosomales 50 3, que previene
la'sfntesis del polipéptido en los complejos ribosomales que lo
contienen. Ademds, inhiben la actividad de la peptidil transfe-
rasa, que es la enzima que cataliza la formacidén de las uniones
peptidicas durante la etapa de elongacién y manifiesta también

su accidn sobre el mecanismo de remocidn de la proteina en el -
proceso de terminacidn de la misma. La unién de la lincomicina

a la subunidad 50 s del ribosoma, impide la unidén al ribosoma -

del comple jo ARNt-aminoécido activado ( 4, 12, 14 ).
Grupo de los macrdlidos.

Estructura quimica:s Estidn formados por un anillo lactona macro-
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cfclico al cual se unen azdcares ( 12 ).

Modo de accidn: Funciona inhibiendo la sintesis protéica a ni--
vel de la traduccidn, por combinacién de la droga con la unidad
ribosomal 50 S, interfiriendo asi el s.tio ribosomal donde los

aminodcidos son transportados para la formacidn de la protefna.
S afecta principalmente la sintesis le protefnas grandes y, la
formacion de nuevas protefnas, se bloquea al final del creci---

miento de la cadena pentidica ( 14 ).
Grupo de las rifan.cinas.

Estructura quimica: Las rifamicinas son un grupo de antibidti--
cos macrociclicos complejos, en donde el anillo macrociclico es
el responsable de su accidn ( 12 ).

Modo de accidn: Inhiben la ARN polimerasa dependiente de ADN, -
por formacidén de un complejo muy estable entre el anillo macro-
ciclico y la enzima, blogueando de esta manera la cadena de ini
ciacidén de ARN, es decir, la iniciacidn de la sintesis de ARN.
Estos antibidticos inhiben la ARN polimerasa selectivamente -

( 4, 12, 14 ).
Agentes antim.crobianos miscelaneos.
Nitrofuranos.

Estructura quimica: Son agentes quimioterapéuticos derivados -
del S5--itro-2-furaldehido. La presencia del grupo nitro en la -
posicidén 5 del anillo furano, es esencial para su actividad an-
tibacteriana ( 4 ).

Modo de accidni Se ha visto que actda probablemente, deprimien-
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do la formacidén de acetil CoA; la furazolidona inhibe la activi

dad de la enzima monoaminooxidasa ( 12 ).
Fosfomicina.

Estructura quimica:s Es un antibidtico bactericida de amplio es-
pectro, de estructura quimica simple, derivado del dcido fosfd-
nico, este antimicrobiano no pertenece a ninguna familia de an-~
tibidticos.

Modo de a:cidn: Su actuacidn es muy similar a la de la penicili
na, inhiiiendo el primer paso en la sintesis del peptidoglicano
en el proceso de biosintesis de la pared celular de las bacte--

rias ( 26 ).

Ampicilina

Carbenicilina
Penicilinas

Dicloxacilina

Penicilina G
Cefalosporinas 4 Cefalotina
Polimixinas . { Colimicina

T-Zmikacina

Dibekacina
Aminoglucési- Gentamicina
dos Kanamicina

Sisomicina

Tobramicina
e
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Clindamicina

Lincomicinas
Eincomicina
Macrdlidos {:Eritromicina
Rifamicinas <£:Eifampicina
Nitrofuranos {:Eﬁrazolidona
Fosfomicina

Fig. 2 Distribucidén de los antibidticos em-
pleados en este trabajo, de acuerdo a los -

grupos de antibidticos a los que pertenecen.

‘1.3 PROBLEMA DE LA APARICION DE CEPAS RESISTENTES DE Pseudomo--

nas aeruginosa A LOS ANTIMICROBIANCS.

Resistencia bacteriana.

La resistencia bacteriana a los agentes antimicrobianos,
constituye un grave problema en los medios hospitalarios, no sé
lo desde el punto de vista teérico; sino sobre todo, en el as--
pecto practico, ya que este problema, tan importante en la Bac-
teriolog{a clfnica, debe llegar a comprenderse perfectamente pa
ra después intentar una solucidn. Sin embargo, debe tomarse en
cuenta que muchas veces el fallo de un tratamiento antimicrobia
no, no se debe a la farmacorresistencia, sino a otras causas CQ

mo las siguientes: la accién de un antibidtico en ocasiones pue
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de ser neutralizada por la administracién de otro medicamento ~
( se sabe que los antibidticos de accidn bactefiostética pueden
antagonizar la accidn de quimioterdpicos bactericidas ), puede
tambiénAdepender el fra.aso, de un trastorno en la absorcidén -
del antibidtico; asi mismo, la iniciacidn del tratamiento puede
ser demasiado tardfa o bien .a gquimioterapia no ser la adecua--
da (8 ).

Debe ;enerse presente adeﬁés; que el microorgahismo puede encon
trarse en el organismo en forma de una variante morfoldgica, co
mo es el caso de las formas L, que al carecer de parudes celula
res, son insensibles a antibidticos que actdien sobre estas es--
_tructuras ( 8 ).

Por tltimo, e; fracaso terapfutico puede depender de condicio--
nes histopatoldgicas que impiden el contacto del antibidtico -
con la bacteria. Con objeto de separar todos estos problemas -
que pueden conducir a unavquimioterapiajineticiente, se reguie-
re que el diagndstico sea oportuno, que se tenga presente el co
nocimiento de las principales caracteristicas de los divefsos -
anpimicrobianos, asi como las normas terapfuticas para realizar
el\empleo adecuado de 1os quimioterdpicos. Sin embargo, ain se
puede presentar el fracaso a causa de la resistencia bacteriana,
gue alcanza niveles inquietantes sobre todo en ambientes hospi-
talarios y que justifica de esta manera la bﬁsqueda,constantq -

de nuevos firmacos antibidticos ( 8 ).
Problemas actuales de la antibioterapia en medios hospitalarios.

Hoy'in dia. para juzgar el valor de un antibiético no -
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puede prescindirse de algunas consideraciones relativas a los -
probiemas terapeuticos actuales, ligados al fendmeno de la re-
sistencia bacteriana que cada vez es mas frecuente,

Sin duda, 30 afios de terapia antibidti;a han producido profun--
das modificaciones en la microflora patdgena, sobre tcdo en el
ambiente hospitalario, donde el uso continuo de firmacos anti--—
bacterianos ha favorecido la seleccidén de las cepas menos sensi
bles o de las cepas pcrrtadoras de resistencia contra uno o mas
antibidticos. Ahora podemos precisar la localizacidn de los ge-
nes fesponsables~de la resistencia y cém puede transferirse és
ta de célula a célula ( 6 ). .

La aparicidn y seleccidn de cepas resistentes al usn rutinario
de los quimioterdpicos y el descubrimiento de los factores rese
ponsables de la resistencia miltiple, son elementos que expli-~-
can que en el campo clinico epidemioldgico, las infecciones por
bacterias como Pseudomonas, sean de aparicidén temible y cada -
vez mds frecuente. Estos problemas obligan a adoptar, sobre to-
do en medios hospitalarios, una linea de conducta en relacién -
con el empleo de antibidticoterapia gue no puede omitir un pro-
' fundo conocimiento sobre el desarrollo de la resistencia bacte-

riana vy su transmisidén ( 8 ).
Farmacorresistencia.

Se sabe en la actualidad que la resitencia bacteriana es
un fendmeno de mutacidn, se trata de un hecho espontineo y natu
ral presente en toda colonia .wacteriana, independientemente de

loc fendmenos adaptativos contra un farmaco determinade ( 8 ).
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La resistencia natural, la resistencia por transformacidn, la -
resigtencia por seleccidn de mutantes, la resistencia cruzada,
la resistencia miltiple, dependen todas de determinantes genéti
cos presentes en las nucleoproteinas cromosdmicas y extracromo-
sémicas, que pueden ser transmitidas por medic de los procesos
normales de duplicacidén, o transferidas mediante los fendmenos
de transduccidn ( fagos ) o de coniugacidén de célula a célula,
alin cuando pertenezcan a especies racterianas distintas ( 8 ).
Las formes de resistencia bacteriana son:

de especie

Resisten.ias naturales
de cepa bacteriana

Resistencia por seleccidn ripid~, de tipo estreptomicinico
de mutantes ( adquirida ) lents, de tipo penicilinico
transformacidén
s ) .
Resistencia por mutacion
. . &’
conjugacidn
.o
genética
4
transduccion

Los mecanismos fundamentales por los cuales un microorganismo -
puede manifestar una resistencia natural, o bien adquirida ante
un medicamento son: a) la inactivacidn extracelular, b) la inac
tivacidn intracelular, c) la escasa penetracidn intracelular y
d) la falta de estructuras bioldgicas receptivas.

Segin la modalidad con que expresan su farmacorresisten-
cia, se pueden subdividir las bacteriaé en dos tipos fundamenta
les, bacterias farmacotolerantes y bacterias farmacodestructo--
ras. Son numerosas las espacies bacterianas que pueden neutrali

zar los agentes quimioterapéuticos mediante la produccién de en
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zimas especificas, extracelulares e intracelularés. Asi, todos

los antibidticos del grupo beta-lactdmico ( penicilina G, peni-
cilina semisintética, cefalosporina ) presentan en su molécula

rn anillo lactdmico, que constituye el punto activo de estos -
~&rmacos ( 8 ).

La penicilinasa, quimicamente una beta-lactamasa, al hidrolizar
el anillo lactdmico de la penicilina G y de la ampicilina, -
transforma estos dos antibidticos, en sustancias inactivas bac-
terioldgica ente. La produccidn de penicilinasa por parte de -
una bactrria es un fenémeno caractéristico de induccién enzind-
tica, cuando cepas genéticamente predispuestas, entran en con--
tactoc con la penicilina, aumentan la produccién de la enzima -
inactivadora. E1 gene que rige la produccidén de la penicilinasa
se& ha localizado en los pldsmidos; estns pueden ser fransmiti—J
dos a otras cepas primariamente penicilinosensibles y hacerlas,

por lo tanto, penicilinorresistentes ( 8 ).
Resistencia natural.

La resitencia natural estd gen€:icamente determinada y -
depende de la .usencia del proceso metabdlico afectado por el -
antibidtico en cuestidn. Los microorganismos resistentes natu--
ralmente proliferan, en tanto que los sensi’.les son destruvdos
por el agente quimioterapéutico. La resistencia natural puede -
ser caracteristica de todas las células pertenecientes a una es
pecie, o bien confinada a cepas particulares dentro de dichas -
especies, y en ciertos casos a algunas células de una cepa ini-

ca (4, 27 ).
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Resistencia adquirida.

La resistencia adquirida se refiere a la resistencia que
se desarrolla en especies bacterianas previamente sensibles y -
que puede obtenerse por mutacidén ( espontanea, inducida ), adap
tacidén o a través del desarrollo de la resistencia a la droga -

( miltiple ) de tipo infeccioso ( 4 ).
Farmacorresistencia por seleccidn.

Se debe tomar en cuenta que el fendmeno de la resisten--
cia adquirida presenta dos caracteristicas fundamentales, que -
son: la farmacorresistencia en una colonia bacteriana se obser-
va solamente en algunos microorganismos Yy la farmacorresisten--
cia es una caracteristica hereditaria y transmisible a los des-
cendientes ( 8 ).

Se ha explicado que la resistencia adquirida puede deberse a un
fendmeno natural de mutacién espontdnea, en el cual cerca del -
‘uno por 105 a 1010 de las células de las especies producidas de
novo, presentan diferencias respecto a la cepa madre ( 4 ).

Si la bacteria susceptible es expuesta a conéentraciones subin-
hibitorias de drogas antibacterianas, pueden desarrollarse mu--
tantes resistentes mediante mutacidn inducida, que puede llevar
se a cabo en un paso ( tipo estreptomicinico ) o én series de -
pésos { tipo penicilinico ). En estos casos, la diversa rapidez
de aparicidén de la resistencia estd relacionada con el nimero -
‘'de genes que rigen este fendmeno ( 4 ).

La resigtencia de tipo estreptomicfnico, se debe probablemente

a mutaciones que ocurren en 'un nimero de genes diferentes, cada
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uno de los cuales es responsable de un ‘ligero incremento de la

resistencia. En el otro caso, la resistencia bacteriana se debe
a mutaciones que ocurren en los genés mds poderosos que confie-
ren un grado considerable de resistencia ( 4 ).

‘El proceso de adaptacién presupone que los microorganismos po--
seen bajas concentraciones de enzimas destructoras de antibacte
rianos, o potencial para sintetizar dichas enzimas, y que la -
produccién de concentraciones destructoras de éstas, es promovi
da a través de induccién enzimdtica, luego de la exposicidn al

antibidtico ( 4 ).

Es importante hacer notar que en el caso del fendmeno de muta--
cidn espontanea, ésta ocurre independientemente de la presencia
del fdrmaco antibacteriano ( 8 ).

Desde el punto de vista clinico, la aparicidén de farmacorresis-
tencia frente a un determinado antibidtico, y con ello el fraca
so terapéutico consiguiente, es sSlo la manifestacién de la se-
leccidén de mutantes resistentes operada por la droga Fig. 3 -
(8 ).

La resistencia cruzada, que constituye un aspecto de la resis--
tencia por mutacidén, tiene una importancia especial en la clini
ca, ya que una infeccidn bacteriana resistente a un tratamiento,
pﬁede mostrarse insensible al tratamiénto siguiente con un fir-
maco similar quimicamente a1 primerd Y, por lo mismo, dotado -~
del mismo mecanismo de accidén ( 8 ).

La resistencia miltiple a las drogas de tipo infeccioso, es la

transferencia in vivo o in 1itro de material genético ( plismi-

dos R ) que codifican para la resistencia, de una bacteria re--
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sistenteg a una sensible (6 ).

N
W

AL
Uil i,
‘yﬂékﬁbééza'ﬁ”

Antibidtico

Fig, 3 Esquema de la farmacorresistencia por
seleccidn,
El antibiético desarrolla una actividad selec
tiva, va que al suprimir las células sensi---
bles, Jermite la multiplicacidn de las resis-
tentes. Se presentan sombreadas las_células -
bacterianas que por mutacidn espontdnea se =
han hecho resistentes a un determinado ant.i--

bidtico,
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Farmacorresistencia por mutacidn genética.

El recambio de material genético entre las c€lulas bacte
fianas, adn filogenéticamente muy distintas, consticuye uno de
los mecanismos por los que una célula ba~teriana puede adquirir
resistencia, uno de estos proceso: es la transformacidn, ademds

de la conjugacidén y la transducecidn ( 8 ).
Transformacidn.

Esta se refirere a la incorporacidn, por una bacteria sensible,
de genes libres ( desnudos ) provenientes de una célula resis--
tente a la droga ( 4 ).

El descubrimiento del proceso de transformacidn de formas bacte
rianas no virulentas, lo demostrd Griffith en 1928, inoculando *
a un ratén neumococos vivos en la fase R ( colnnias de gérmenes
no virulentos, desprovistos dc¢ cipsula ) Y neumococos en fase §
( ‘colonias de gérmenes virulentos y capsulados, muertos por ca-
lor ), 1o cudl producia la muerte del raton por septicemia y -
permitfa el aislamierto, de la sangre del animal, dnicamente de
neumocoéos de tipo 8 ( 8 ).

Este experimento demostrd sustancialmente la posibilidad de 1la
transformacién de cepas acépsuladas R en cepas capsuladas S y
este fendémenc debfa estar relacionado con un factor genético, =
ya que la transformacidn era transmisible a los descendientes.
investigaciones suscesivas permitieron aislar de los neumococos
el factor responsable de la transformacidén, constitufido por -
ADN; y al ser una nucleoprotefna, es portadora de caracteres he

reditarios ( 8 ).
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La transformacidn tiene pues, como base, la integracidn del ADN
de un donador con el genoma del receptor; y aunqgue poco frecuen

te in vivo, hace posible la transferencia de la farmacorresis--

tencia de célula a célula ( 8 ).

Neumococos vivos en

Sobrevivencia
fase R

Neumococos vivos en

Muerte
fase S
Neumococos vivos en
Muerte
fase R y nuemococos
en fase S muertos
por calor V
Sangre

v

Neumococos de tipo S

Fig. 4 Esquema de la transformacidén de los

neumococos. R en neumococos S.

- 46 -



Conjugacidn,

La conjugacidn es un mecanismo de transmisidn de material gené-
tico entre bacterias, dependiente del contacto de dos células,
en este proceso una célula actda como donador y la otra como re
ceptor de material genético ( 8 ).

Para que tenga lugar la conjugacidn, es necesario que una de -~
las dos células posea el factor llamado de fertilidad o pidsmi-~
do F. Las células carentes de pldsmido F se denominan F, las -
gue lo poseten se llaman F*.

Z1 factor de fertilidad estd constitufdo por material genético
separado del cromosoma bacteriano, capaz de multiplicarse inde-
pendientemente por si mismo ( 8 ).

El plismido F confiere a la cé€lula la capacidad de formar una -
.estructura anﬁtémica llamada pili, eépecie de puente citopldsmi
co que permite la unidn con otra c€lula y por consiguiente la -
transferencia del material genético.

Después de la separacidn, una célula femenina o receptora (F )
forma células hijas con caracteres del macho o célula donadora
(F*). En el procesc de conjugacidn, durante el acoplamiento, se
puede transferir parte del cromosoma bacteriano y con eso, los
genes de la farmacorresistencia ( resistencia cromosdmica ) o -
bien pldsmidos especiales llamados R, portadores de los genes -
de la resistencia miltiple ( resistencia extracromosdmica ) -
Fig. 5.

Los plasmidos R estdn constitufdos por una nucleoproteina circu
lar suéerenrrollada ( ADN ), y sonh portadores autdnomos extra--—

cromosomales de la herencia bacterianz ( 8 ).
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' Los plasmidos R, en forma semejante a la del cromosoma bacteria
no y cde los plasmidos F pueden autoduplicarse, permitiendo de -
esta manera la transmisidn de las caracteristicas hereditarias.
Dichos elementos extracromosdmicos o p: §smiaus consisten de un
segmento, llamado factor de la transferencia de la resistencia
( FTR ), y otro segmento que contiene los determinantes gendti-
cos individuales de la resistencia a antibidticos y drogas qui-
nioterapéuticas sintéticas. Los FTR co..tienen informacidén gené-
tica, la expresidn fenotipica que habilita a la bacteria para -
conjugarse y realizaf la transferencia de pidsmidos R sintetiza

dos de novo Fig. 6 ( 8 ).

Cromosoma Plismido R

célula resistente portadora de

un plismido R

célula sen-
&Ih—___ & -
Puente de conjugacidn ( via pili sexual )

2)

Réplica y transferencia del pldsmido R

i,

Después de la transferencia, obtencidn

de células resistentes.

Fig. 5 Esquema de la transmisidn de la resis

tencia por ~onjugacidn ( 27 ).
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Sulfamidas

Estreptomicina L
Tetraciclinas

Cloramfenicol

Fig. 6 Representacidn esquemitica del plds-
mido R de bactefias Grarnegativas -~
{ FTR- factor de la transferencia de
la resistencia, gene que fegula el -

traslado del pidsmido R ) ¢ 16 ).

As{, la conjugacién dpende de la presencia de un plismido con-
tenido en la célula bacteriana; la célula bacteriana resistente
a la droga ( tipo masculino ) pasa los plasmidos R y el factor
para la transferencia de la resistencia { FTR ) a una célula -
sensible a la droga ( tipo femenino ) via el pili sexual, cuya
formacidn es inducida por el PTR para realizar la vonjugacidn -
de la célula F* ( 4 ). De esta manera, es conferida a la célula
F~ la farracorresistencia miltipl>, as{ como la capacidad para,

a su vez, transferirla a otra célula { 8, 16 ).

Empleando cepas con cromosomas marcados, se ha encontrado que -
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la transferencia de la resistencia ocurre normalmente sin trans
ferencia de los marcadores cromosémicos, lo que indica que los
factores de resistencia farmacoldgica transferible, son elemen-
tos extracromosémicos o citopldsmicos ( 8 ).

oﬁra prueba indiscutible que apoya la naturaleza citopldsmica -
de lors factores de la resistencia transferible, la proporciona
el hecho de que €sta se puede "curar" mediante ciertaé sustan--'

cias como los colorantes de acridina, capaces de destruir los -

elementos extracromosémicos ( 8 ).
Transduccidn.

El proceso de transduccidn, consiste en un mecanismo de transmi
sidén genética de una bacteria a otra mediante un virus particu-
lar, los bacteridfagos, que pueden infectar determinadas célu--
las bacterianas, siendo marcadamente especificos para ciertas -
células huésped. Cuando un fago encuentra una bacteria, se fija
a ella con su extremidad caudal e inyecta en su interior el ma-
~terial genético propio. La célula infectada inicia entonces la
produccidén de ADN figico y la reconstruccidn de nuevos fagos -
completos que terminan por destruir a la c€lula bacteriana -
(8 ).

El fago inyecta su ADN en el interior de una célula portadora -
de un gene del que depeﬁde la farmacorresistencia. Con la multi
plicacidén de los nuevos fagos, el gene de la resisﬁencia puede
quedar incorporado en el ADN de un fago de nueva formacidn, vy a
partir de él ser transmitido a una céilula bacteriana sensible,

confiriéndole la farmacorresistencia ( 8 ).
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Existe un tipo particular de fagos que no provocan necesariamen
te la 1isis celular, sino que pueden permanecer en el huésped -
integrdndose en el genoma bacteriano, a estos fagos se les cong
ce con el nombre de moderados.

E1 ADN Qiral integrado al cromosoma bacteriano por cruzamiento
reciproco entre el ADN del fago y de la bacteria, pierde tempo-
ralmente la capacidad de duplicarse, llamidndosele entonces al -
ADN fégico, profago, el cual de improviso puede pasar de esta -
forma a la ‘2getativa y por lo tanto, reprcducirse en forma si-
milar a com. lo hace el fago virulento. Los nuevos fagos pueden
contener fragmentos del material genético bacteriano, bien cro-
mosémico o extracrcmosémico, y asi transportar pasivamente algu
nas caracteristicas hereditarias de una bacteria a otra, como -
podrian ser los genes de la resistencia a uno o mds antibidti--
cos Figs. 7y 8 ( 8 ).

Los piasmidos, como los factores F y R, son elementos extracro-
mosémicos con capacidad de autoduplicarse'de acuerdo al ciclo -
reproductivo de la célula; y cuya-éstructufa molecular parece -
ser de tipo nucleoprotéico ( 8 ).

Pueden existir pldsmidos depogitarios de genes que rigen la pro
duccién de enzimas que confieren la resistencia a determinados
antibiéticos, o bien, pldsmidos portadores de determinantes ge-
néticos de la resistencia a algunos agentes quimioterap&uticos

(8).
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Resistencia de Pseudomonas aeruginosa a los agentes antimicro--

bianos.

.

La eleccién de antibidticos para el tratamiento de enfer

medades causadas por Pseudomonas aeruginosa se ha tornado muy -

complicado, ya que la mayoria de las cepas son resistentes a -~
los antibidticos mis comunmente usados y un gran nimero de di--
chas enfermedades son causadas por cepas nosocomiales que pre--
sentan resistencia a muchas de las drogas ahtipseudomonas. De -
esta manera, los antibidticos que pueden usarse en pacientes -
co.:. este tipo de enfermedades pertenecen a cuatro grupos: poli-
mixinas, fosfomicina, aminoglucdsidos y antibidticos del grupo

beta-lactamico ( 24 ).
Resistencia de Pseudomonas frente a las polimixinas.

En general, la colimicina resulta bastante efectiva in vitro, -
existiendo una baja frecuencia de desarrollo de resistencia y -
hasta ahora no se conoce el caso de resistencia mediada por -
pldsmidos ( 24 ).

Un mecanismo por el que Pseudomonas aeruginosa se vuelve resis-

tente a los antibidticos, es por pérdida de la permeabilidad a
través de la envoltura celular. La resistencia frente a las po-
limixinas involucra alteraciones ultraestructurales y quimicas
de la membrana exterior, como serian una reduccidn en el lipopo
lisacdrido, una gran reduccidn en el contenido de proteinas de
la membrana exterior, una reduccién en la concentracién de los

2

iones Mg + y Caz*, as{ como alteraciones de los lfpidos.

Se han propuesto dos mecanismos diferentes como las posibles ba
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ses moleculares para la resistencia adaptativa g las polimixi--
nas, que pueden resumirse en lo siguiente. La pérdida de las -
proteinas especificas de la membrana exterior, responsables de

la penetracidn de la molécula de polimixina, da como resultado

una pérdids de la permeabilidad de la membrana exterior para -~
las polimixinas, o bien cambios en la composicidn lipidica o 1i
popolisacdrida de la envoltura celular, dando como resultade -
pérdida de la capacidad de unidn de la polimixina,

Un mecanismo molecular alternativo para explicar la resistencia
de Ps. aeruginosa a las polimixinas lo han propuesto Nicas y =
Hancock, quienes exponen gue el incremento en la céntidad de - -
protefina H, unida a las moléculas lipopolisacdridas en los Si--
tios que son capaces de producir una unidn con las polimixinas,
produce la reduccidén del ndmero de sitios de unién disponibles

para las polimixinas ( 24 ).

En la terapia comin, las polimixinas permanecen ain como drogas
de eleccidn en situaciones que involucran el tratamiento de en-
fermedades causadas por cepas de Pseudomonas resistentes hacia

otros antibidticos. En ocasiones, el uso de la colimicina en -~

combinacidén con otras drogas puede ejercer actividad sindérgica

( 24 ).
Resistencia de Pseudomonas frente a la fosfomicina.

El empleo de la fosfomicina representa una alternativa clfnica-
mente dtil, ya que ademids de qgue esta droga tiene una actividad
inmediata, no existe resistencia cruzada entre este .ntibidtico

Y las otras drogas antipseudomonas; sin embargo, un inconvenien
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te considerable de la fosfomicina, es el rdpido desarrollo de -
resistencia cromosomal y a pesar de que las mutantes normalmen-
te tienen menor virulencia en este caso, pueden esperarse recai

das en muchas ocasiones ( 24 ).
Resistencia de Pseudomongs frente a los aminoglucdsidos.

Se ha demostrado la presencia de cepas de Pseudomonas resisten-
tes a los aminoglucdsidos, debido a la capacidad de producir en
zimas inactivadoras de dichos antibidticos, estas enzimas son -
codificadar por plasmidos de resistencia gue pueden transferir-
se de especie a especie.

Se han definido tres tipos de enzimas: enzimas fosforilantes de
los grupos hidroxilo, enzimas adenilantes de los gruéos hidroxi
lo y enzimas acetilantes de los grupos amino, que al ejercer su
accién especifica sobre los aminoglucdsidos, causan la inactiva
cidn de los mismos ( 24,27 ).

Algunas cepas resultan resistentes a los amingglucdsidos debido
a la inhabilidad de los mismos de penetrar la pared celular, di
cha resistencia es codificada cromosomalmente y da comec resulta
do una resistencia cruzada entre los diferentes aminoglucdsidos
{ 24 ).

Los aminoglucdsidos se consideran aln como drogas de primera -
eiecciéh, usdndose como agentes simples en el tratamiento de en
férmedades por Pseudomonas, si estas son facilmente accesibles,
ya que son bactericidas que actdan répidp; sin embargo, en la -
mayoria de los casos de padecimientos sistémicos con significan

cia clfnica, causados por Pseudomonas, se indica una terapia -
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combinada de un aminoglucdsido y un antibidtico del grupo beta-
lactdmico, ya que a menudo actdan en forma sindrgica en contra
de Pseudomonas, ademas de que previene el desarrollo de resis--

tencia por parte de Pseudomonas hacia penicilinas activas para

este género.

Resistencia de Pseudomonas frente a los antibidticos del grupo

beta-lactamico.

Entre los antibidticos del grupo beta-lactdmico con actividad -
antibseudomonas se encuentr.n las penicilinas y las cefalospori
nas.

La resistencia de las especies de Pseudomonas frente a los com-
puestos beta-lactdmicos involucra dos mecanismos: exclusidn de

la droga e inactivacidn hidrolitica ( 35 ).

Se ha definido un mecanismo intrinseco de resistencia en las es
pecies de Pseudomorias que da como resultado la exclusidn de los
éompuestos beta-lactimicos de los sitios blanco, es decir, los

'sitios de sintesis del peptidoglicanoc en el exterior de la mem-
brana citopldsmica. Esta exclusidén se asocia con las propieda--
des de permeabilidad de las capas exteriores de la envoltura ce
lular,rquekson barferas efectivas para prevenir el acceso direc
to de los compuestos beta-lactdmicos a los sitios blanco ( 5 ).
La presencia de una barrera de permeabilidad en la envoltura ce
lular, puede actuar potenciando la accidn de las beta-lactama--
sas unidas a la célula, en caso de que existan, de manera que -
niveles relativamente bajos proporcionan un mecanismo de protec

‘©¢idn celular efectivo ( 5 ).



Asf, la estructura de la envoltura de la céiula en las especies
de Pseudomonas juega un papel importante en el mecanlismo intrfg
seco de resistencia a los antibidticos beta-lactamicos estable-
ciendo una barrera de permeabilidad ( 5 .

Las especies de Pseudomonas producen también enzimas que hidro-
lizan Ja unidn amida cfclica en el anillo beta-lactdmico de las
penicilinas y cefalosporinas y se conocen colectivamente con el
nombre de beta-lactamasas; dichas enzimas pueden ser codifica--
das por cromosomas o plismidos de resistencia (-plésmidos R ).
Las beta-lactamasas mediadas cromosomalmente , generalmente son
inducibles y tienen una alta actividad contra las cefalospori--
nas, ademds de encontrarse universalmente presentes en Ps. aeru-
ginosa.

Las generalmente infrecuentes beta-lactamasas mediadas por pl§§
midos R, son constitutivas y algunas de ellas se caracterizan -
por su capacidad de hidrolizar la carbenicilina a alta veloci--
dad. Hasta el momento se reconocen Qarios tipos de beta-laétamg
sas constitutivas codificadas por plésmidosrR, con perfiles de
sustrato especificos para cada enzima, de las cuales la mayoria
se encuentran en Ps._aeruginosa ( 5 ).

Estudios clinicos de los antibidticos beta-lactdmicos in
dican claramente que no pueden usarse como agentes simples para
el tratamiento de infecciones sistémicas causadas por Pseudomo-
nas debido al gran desarrollo de resistencia cruzada hacia to--
dos loé miembros del grupo, ya sea mediante el mecanismo de ex-
clusién de 1a droga o de inactivacidén hidrolitica, por lo que -
en estos casos debe combinarse una peniciling antipseudomonas -
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con otro antibidtico también activo, preferiblemente un amino--
glucésido (24 ).

En el caso de 1os demas agentes antimicrobianos emplea--
dos en el trabajo experimental, dado que no son drogas de elec-
cién para el tratamiento de enfermedades causadas por Ps. aecu-
ginosa, no exié£e bibliografia gue indigue los mecanismos de re

sistencia de este microorganismo hacia las drogas respectivas.

Terapia antimicrobiana de enfermedades causadas por Pseudomonas

aeruginosa.

A causa de la dificultad que implica la terapia de las -
enfermedades causadas por Ps. aeruginosa usando drogas como -
agentes simples, principalmente cuando se trata de enfermedades
sistémicas, se han tratado de encontrar rutas terapéuticas nue-
vas como son la combinacién de antibidticos; asi, estudios in -
vitro han demostrado actividad sinérgica contra Pseudomonas en-
tre aminoglucésidos y beta-lactamicos. Este fendmeno puede ex--
plicarse por el efecto que ejercen los antibidticos del grupoc -
beta-lactamico sobre la pared celular bacteriana, facilitando -
la penetracién del aminoglucdsido a la célula, potenciando de -
esta manera la accidn del dltimo en contra del microorganismo -
( 24 ).

Recientemente se ha iniciado el empleo de la inmunoterapia, tan
to activa ( vacuna polivalente ) como pasiva ( gamma globulina
"hiperinmune ) en pacientes quemados, en los que la infeccién -
por Ps. aerﬁginosa es generalmente mortal, proporcionando un -

prondstico exitoso en la mayoria de los casos ( 9, 14 ).



Evaluacidén del uso de antibidticos y prevencidn del desarrollo

de resistencia.

La aparicidn de cepas bacterianas resistentes a los anti
bidticos, guarda estrecha relacidn con el empleo de los mismos
en el tratamiento de enfermedades en el hombre. Se ha estudiado
gue un gran porcentaje de los casos que involucran la adminig--
tracién de antibidticos dentro de un hospital, en las condicio-
nes médicas, no requiere tratamiento antibidtico; ademés.bno se
emplean las drogas mas eficaces y mas baratas, o bien, la dosis
y la duracién de la terapia, no se prescriben correctamente -
(6, 17 ).

SEan lo antes mencionado, gran parte del uso creciente gque se

hace de los medicamentos antimicrobianos es innecesario, en mu-
chas ocasiones se emplean sin previo examen clinico o de labora
torio. No indica esto que el anilisis de laboratorio sea siem--
pre factible o necesario, pero hay muchos casoé en que el trata
‘miento éSlo puede aplicarse racionalmente si se dispone de da--
Afbs obtenidos en culéivbs. Igualmente se emplean mal los anti--
bidticos en casos de enfermedades de etiologfa viral, en infec-
ciones bactg:ianas leves que no :équiereq esa clase de trata---
miento y en numerosos “asos de diarrea en gue son ineficaces y
Len_ocasiqnea indeseables. La disponibilidad de una amplia varie

I3

dad'de drogas, particularmente antibidticos, promueve su uso in
discriminado bajo la direccidn de médicos, veterinsrios vy adn -
inclufdoé én la comida animal, causando una tensidén ambiental -
que puede aelecéionar cepas de bacterias cuya resistencia a los

antimicrobianos se transmite por plismidos; ademis existen -
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otros factores, como las presiones ejercidas por los enfermos y

sus familiares, y la propaganda de la industria farmacéutica

{ 6, 17 ).

Aunque es dirfcil controlar la utilizacién de antibidticos en

el hombre, se debe hacer todo lo posible para racionalizar su

uso, dando importancia al establecimiento de programas educacio
nales respecto al diagndstico de las enfermedades que pueden re
querir terapia antimicrobiana ( 6 ),
Como se menciond anteriormente, el aumento de la resistencia a
los antibidticos esti también vinculado al empleo de estos medi
camentos en animales, as{ como la adicidén de antibidticos a los
pienads. Ya sea para favorecer el crecimiento, o para la conser
vacidn de los mismos; por todo lo mencionado, se ve que es nece
sario que los veterinarios, lo miémo que los médicos, reciban -
informacién sobre el empleo adecuado de los antibidticos ( 6 ).
Otro factor importante que puede favorecer 1a‘diseﬁihécién de -
bacterias'resistentes a los medicamentos, lo constituye el me--
dio ambiente ( aguas de superficie, aguas de alcantarillado, -
alimentos, etc. ) que se estian cdntaminando constantemente con
dichos microcrganismos, fendmeno gue es preciso vigilar y, en -
o posible, controlar adecuadamente, siendo necesario estable--
cer un programa de vigilancia sobre las bacterias patdgenas -
orincipalmente.

!, la informacién sobre ias tdimas de resistencia gue pueden
presentar las principales bacterias patdgenas frente a los medi
camentoﬁ, Y la apa. irién de nuevas caracteristicas de resisten-

cia, tiene sumo valor ‘ara la seleccidn adecuada de agentes an-
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timicrobianos con fines terapéuticos. Ademds, un prégrama nacio
nal de vigilancia, permite detectar rapidamente la aparicidn de
cepas multirresistentes, facilitando a los clinicos la orienta-
cidn necesari-~ para elegir el agente antimicrobiano mis adecua-
do, sin necesidad de proceder a un examen de laboratorio del ma
terial aislado, pudiendo vvitar el empleo a ciegas de miltiples
antibidticos ( 6 ).

<n los paises desarrollados, as{ como e¢a los pafses en desarro-
llo, se llevan a cabo investigaciones de laboratorio para deter
minar qué microorganismos causan infeccio es en el hombre, y se
efectfan pri sbas de sensibilidad con fines clinicos, como orien
tacidn para el tratamiento. En muchos pafses, esa clase de da--
tos ha permitido también obtener material epidemioldgico para -
determinar la incidencia de las bacterias resistentes en las in
fecciones humanas, lo mismo en los hospitales que en la pobla--
cidn general ( 6 ).

_Aunque es diffcil vigilar el uso de los antibidticos en el hom-
bre, debe hacerse todo 1o posible para que estos se empleen de
manera racional. Por ello conviene vigilar la aparicién de bac-
terias registentes a los antibidticos, establecer comités nacio
‘nales sobre el uso de antibiéticos; y distribuir por todo el pa
i{s informacidén sobre las modalidades de sensibilidad a los anti
bidticos, con los perfiles de empleu de estos medicameﬁtos -
(6 ) |

seria cqnveniente considerar las siguientes proposiciones para
el mejoramiento del uso de antibidticos:

1) Deben adoptarse medidas para mejorar la formacidn de 1os-eé-
tudiantes y de los médicos en el problema de la resistencia a
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los medicamentos, haciéndoles comprender la importancia de una
gquimioterapia racional contra las enfermedades bacterianas.

2) Debe controlarse la propaganda de la industria farmacéutica,
para evitar presiones de los representantes de estas compafiias
sobre los médicos.

3) bebe establecerse un formvlario que seifale las drogas posi--
bles de usar de acuerdo a sus ventajas, costos, etc,

4) Se sugiere también la suspensidn temporal del uso comin de -
algunos ant bidticos, para favorecer la reinstalacidn de las ce
pas susceptibles, permitiendo la pronta reduczidn y desapari---
cién eventual ( o aparente desaparicidn ) de las variantes re--
sistentes a dichos medicamentos y, asi, lograr posteriormente -
uh mayor rendimiento de estos agentes antimicrobianos.
Considerando estos puntos como constituyentes de un método de -
control sobre el uso de los agentes antimicrobianos en hospita-
les, aunado a los programa§ de vigilancia de la resistencia bac
teriana frente a los antibiéticos, que permiten evaluar constan
temente estos problemas que se plantean, alertando al mismo -
tiempo sobre los brotes inminehtes de infeccidn por tales bacte
rias, suministrarfan las bases de una terapia racional antibid-
tica y ayudarian a las autoridades sanitarias a establecer poli

ticas nacionales en relacidn con los medice sentos ( 6, 17 19 ).
1.4 PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD ( 2, 18 ).

Determinar la susceptibilidad a los antibidticos es una
actividad de aplicacién prictica por excelencia, que influyr de

" manera radical en la evolucidn de muclas enfermedades infeccio-
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sas, respecto al tratamiento de las mismas, para mejorarlas en
la mayoria de los casos: En los Ultimos tres decenios la Micro-
biologia €ifnica tuvo auge, sdlo comparable al descubrimiento -
paralelo y desarrollo de los modernos agentes antimicrobianos.
Desde el punto de vista tradicional, en la infeccidn interveni-
an el microorganismo y el huésped; hoy, en cambio, hablamos con
. mayor propiedad de la triada de la infeccidn, que se representa
como un triangulo ( huésped, bacteria y agente antimicrobiano )
que refle‘a el gran cambio derivado de la introduccidén de los -
antibiét‘:os en la terapdutica de las enfermedades bacterianas.
Para que el clinico emprenda una terapia antibacteriana racio--
nal, el -laboratorio Hebe proveerle: 1) la identidad del microor
ganismo o de los microorganismos infectantes v, 2) una gufa -
wacta y fidedigna sobre los antibidticos que pueden o no pue--
den usarse, es decir, que antibilticos resultan eficaces in vi-
vo. En un principio se desarrollaron iﬂvestigaciones extensas -
con modelos animales, para establecer la actividad de un anti--
bidtico administrado para el tratamiento de una determinada en-
fermedad bacteriana. Este enfoque, ademds de resultar costoso -
en tiempo y dinero, no orientd respecto a las guias terépéuti—-
cas que se buscabaﬂ, por ‘esto, se procurd idear y perfeccionar
pruebas de susceptibilidad in vitro que con una interpretacidn
correcta, 6frecieran la informacidén necesaria.

El desarrollo de dichos métodos entonces fué enorme, desarro---
11indose varias técnicas y modificaciones de lac mismas; sin -
embargo, no se habian desarrollado co..troles de producciGn o de
procedimientos, pot 1o que se 11e96 a gue los laboratorios, en
algunos Casos proveian regultados incqrrectos o interpretacio--
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nes errdneas de sus resultados, cuando no ambas. Esto hizo que
la Administracidn de Alimentos y Drogas en E.E.U.U. { F.D.A. ),
dictase disposiciones para controlar la fabricacidn de discps -
impregnados con antibidticos v se hizo labor para el desarrollo
de técnicas o procedimientos qué proveyesen datos coherentes, -
entendiendo por &stos, un medio para saber si un microorganismo
dado era susceptible o sensible a un determinado antibidtico en
una concentracidn dada,

Los Gltimos 10 afios fueron muy fructiferos en cuanto a innova--
ciones positivas y correctivas. Se han identificado y se pretég
de eliminar las practicas que no sean Utiles, no reproducibles
0 no bien definidas v sdlo permaneceran los métodos que puedan
controlarse, cuyos resultados son reproducibles y se prestan pa
ra una interpretacidn acorde con las lfineas de definicidn dadas
por la Organizacidn Mundial de la Salud, de lo que se entiende
por microorganismo susceptible. Se considera que una bacteria -
.‘es‘susceptible a un determinado agente antimicrobiano, si la -
concentracién del antibidtico :equerida para producir la inhibi
cidn del crecimiento de esa bacteria igvvitro, es menor a la -
concentracién que se alcanza in vivo en el humano. Esta defini
cidén, sin embargo, no considera tres factores: l) que los meca-
nismos de defensa del huésped pueden tener un efecto aditivo o
de antagonismo frente al antibidtico, 2) que la dosis mdxima o
me&ia dé una determinada droga, origina diétintos niveles de -
concentracidn sanguinea de acuerdo al individuo, de modo'que el
aumento o dxsmznuc;on de los niveles sangulneos de la droga -

tras su adm1n15trac1on varian y, 3) que el nivel sanguineo pue-

- 65 -



de no guardar ninguna relacidén con la concentracidn de la droga
en el sitio de la infeccidn. A pesar de sus deficiencias, esta
definicidn de susceptibilidad antibidtica todavia rige y fué el
eje alrededor del cual subsistieron los buenos métodos de ensa=-
vo antimicrobianc. Los procedimientos de laboratorio que se re-
fieren a agentes antimicrocbianos, se llevan a cabo cominmente -
en medic de agar. Para determinar la susceptibiiidad dei micro-
organismo frente a un agente antimicrobiano, se miden cantida--
des de la droga que seran incorporadas a un medio de agar, gque
se inocula posteriormente con el microorganismo que sera proba-
do. Después de una incubacidn adecuada, se puede determinar si
éste es capaz de crecer en presencia de esa cantidad de antimi-
crobiano. Cuando se prepara una serie de cajas de petri con can
tidades variables del antibidtico a probar, se puede determinar
la concentracidén minima requerida para inhibir el crecimiento -
'del microorganismo ( concentracidn inhibitoria mfniha o CIM ).
‘Dichas pruebas de dilucidn de 1a droga, llevadas a cabo en me-~
dio de agar, se determinan cominmente como procedimientos de ai
iucién en agar, opuestamente a los procedimientos de dilucidn -
en tubo que se lLlevan a cabo en medio liguido.

Las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana, mejor que prepa-
rando diluciones de la droga, se pueden realizar por métodos de
difusidén en agar. En estos métodos, una concentracién determina
da del antimicrobiano se aplica a un reservorio en un medio de
agar inoculado y la droga tiende a difundir en el medio que le
rpdeé. Esto expone al microorganismo sometido a prueba, a un -~

gradiente continuc de concentraciones ( menores a distancias ma



vores del reservorio y viceversa ).

Asf mismo, han sido ideados métodos de automatizacidn de estas
pruebas de susceptibilidad, que tienen por objeto la minimiza--
cién del tiempo de realizacidn de la prueba, ademds de la dismi

nucidn del gasto de reactivos.
Pruebas de susceptibilidad de dilucidn en agar.

Para determinar la CIM para uno o mas aislamientos bacte
rianos, la droga en estudio debe ser incorporada a un medio de
agar licuado entre 45 - 50% y mezclado, para ser depositado -
posteriormente en cajas de petri con el fin de gue solidifigue.
Se prepafa una serie de cajas con concentraciones crecientes de
la droga, y con la ayuda de un replicador mﬁltipie de indculo,
pueden ser inoculadas hasta 36 diferentes cepas bacterianas en
una misma placa. .

Después de incubar durante la noche, la CIM se lee Como la me--
nor concentracién de antimicrobiano que inhibe completamente el
| crecimiento bacteriano, gque representa entonces un punto final
cuantitativo que se ha usado para comparar 15 susceptibilidad -
de una cepa bacteriana dada, frente a la inhibicién causadé por
varios antimicrobianos, o bien, para estimar la Susceptibilidad
relativa para un agente antimicrobiano, en series dé aislamien-

tos de una o diferentes especies.
Factores que influencian las pruebas de dilucidn en agar.
1.- Naturaleza del agar. La composicidn deil medio es uno de los

féchores que mas afectan los resultados y la reproducibilidad -
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‘dé las pruebas de susceptibilidad, de este modo se han sumariza
&0 ios requerimientos del medio ideal, camo se describe a conti
nuacidén: a) el medio ideal debe ser capaz de permitir el creci-
miento de la mayoria de los microorganismos patdgenos para los
que se requieren pruebas de susceptibilidad, sin reguerimiento
adicional, b) el contenido del medio debe ser definido, descri-
biendo los procesos de produccidn de sus componentes, como la -
peptona y el agar, c) los resultados de las pruebas de suscepti
bilidad deben ser reproducibles para diferentes lotes de medio
e incluso, para distintas marcas comerciales, d) el medio debe
estar libre de sustancias antagénicas a los agentes antimicro-
bianos que se prueban cominmente, e) el medio no debe estar su-
jeto a cambios marcados en el pH, durante el crecimiento de los
microorganismos, f) el agar y el caldo del medio deben tener la
misma formulacidn, excepto por la presencia o ausencia del agen
te solidificante y, g) el medio debe sef aproximadamente isotd-
nico para las bacterias,

En la mayoria de las pruebas de susceptibilidad, el medio Mue--
ller-Hinton es recomendado, ya que permite gue el microorganis-
mo prueba crezca en este medio. E1l agar de Mueller-Hinton puede
ser suplementado con sangre, derivados de la sangre u otros fac
tores, por lo que la técnica de dilucidn en agar se prefiere co
minmente para microorganismos prueba exigentes nutricionalmente.
El agar de Mueller-Hinton cumple con la mayoria de los requisi-
tos necesarios para obtener datos fidedignos.

2.- Naturaleza de ;os diluycntes de los antibidticos. Cuando -

las soluciones antibidticas se obtienen en solventes con activi
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dad antibacteriana potencial, el volumen total de la solucidn -
antiﬂiética afiadida al agar, debe reducirse en lo posible a 0.2
ml en 20 ml de agar.

'3.- Almacenamiento de las placas de agar. El almacenamiento de

las placas de agar bajo las condiciones de refrigeracidn, pue--
de producir tres tipos de cambios:

i) Inactivacidén gradual del antimicrobiano, especialmente con

las drogas mds l3biles; sin embargo, las CIM, generalmente no

se afectan hasta que se ha perdido el 50 % de la actividad o

’
mas.

ii) Una pérdida de la humedad por evaporacidn, puede producir

un aumento en la concentracidn del antimicrobiano remanente,
iii) La calidad nutritiva del medio puede afecﬁarse por pérdida
en la humedad debida a la evaporacidén. En base a ésto, se reco-
mienda almacenar las cajas en bolsas de pldstico selladas, mini
mizahdo asi la posibilidad de evaporacidn. El deterioro de las
placas puede disminuirse, manteniendo constante lé temperatura
del refrigerador.

4.- Densidad del indculo. Con el objeto de obtener resultados -
" reproducibles, la densidad del indculc debe ser esbandarizada -
‘cuidadosamente. En las pruebas de susceptibilidad de dilucidn -
én agar, cada sitio de inoculécién debe contener aproximadamen-
te 1 x 10? céiulas viables, gue pueden variar de 5 x 109 4 -
5 x 104 cé1utas viabies por sitio de inoculacidn.

5.- Inoculacién de las placas. En el método de dilucidn en agar,
‘es comin realizar la inocuiacién de un gran nimero de microorga

nismos prueba en la misma placa de agar. Tedricamente, el creci
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miento de un organismo puede afectar el de otro que crezca en -
un sitio adyacente, va sea por reduccidn en la -concentracién -
del antimicrobiano, disminucidén de nutrientes, o por la accién

de enzimas inactivadoras de la droga en caso de que uno de eg--
tos microorganismos las produzcan, ya qgue la concentracidén del

antimicrobiano en el medio adyacente puede reducirse y asi per-
mitir el crecimiento de microorganismos completamente susrepti-
bles a la droga. Sin embargo, éste es un inconveniente teé;ico

v no prictico, debido a que las cepas de prueba individuales -
son colocazas al menos a una distancia de 5 - 7 mm, evitando -
que las cepas crezcan juntas.

6.- Incubacién de las placas. Las placas se incuban a 35°C de -
16 a 20 horas, una incubacidn prolongada puede producir un in--
cremento en las CIM_ en el caso de antibidticos que sean inacti
vados en forma progresiva con un tiempo de incubacidn prolonga-

do ( penicilinas, cefalosporinas ).
Pruebas de susceptibilidad a los antibidticos en medio 1iquido.

Observaciones sistemiticas del efecto de los agentes an-
timicrobianos sobre microorganismos especificos, involucran la
incorporacidn del antimicrobiano directamente en el medio de -
crecimiento 1fquido. Se realizan estimaciones cuantitativas del
grado de actividad del agente antimicrobiano contra el micrqor;
gahismo, por inoculacidén de una suspensidn de éstos, en medio -
con diluciones seriadas del agente. La concentracidén mis baja -
de la droga que previene un crecimien’o visible luego de 18 a -
24 horas de incubacidn, se considera la concentracidn inhibito-

ria minima o CIM,
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Asf, la CIM obtenida usando diluciones consecutivas del doble -
de corcentracidn, se ha usado como referencia para comparacio--
nes de exactitud con otras técnicas.

El procedimiento de dilucidn en tubo con medio liquido permite
una determinacidn simultdnea de la concentracién bactericida mi
nima {( CBM ), ¥y en algunos casos puede ser usada para pruebas -
con combinaciones de drogas para detectar sinergismo.

En ocasiones el control de calidad puecz dificultarse, por erro
res de dilucidén que no se pueden detectar, por la contaminacidn
que puede producir un error en la interpr~tacién ya que no pue-
de detectarse, y el deterioro de antibidticos o reactivos stock,
que es un peligro constante,

Los rangos de concentraciones de las diluciones de antibidticos
deben tomar en cuenta los siguientes aspectos:

a) Niveles en fluidos biolégicos.—‘Las concentraciones probadas
deben estar comprendidas en el rango gque invoiucra las concen--
traciones mas altas encontradas en los fluidos bioldgicos, y en
ocasiones, exceder por una dilucidn dichas concentraciones, con
el fin de obtener un espectro de suscept ibilidad amplio de la -
cepa probada frente a un antibidtico dado.

b) Grado de susceptibilidad de cada especie bacteriana.- Es de-
cir, debe tomarse en cuenta el grado de susceptibilidad mostra-
do por una gran cantidad de aislamientos bacterianos de una es-
pecie dada, de manera que los rangos de concentraciones escogi-
dos para determinados antibiSticos sean efectivos, evitando el
uso de concentraciones indtiles.

c) Toxicidad farmacoldgica.- Para drogas que son téxicas farma-



coldgicamente en un rango estrecho, arriba de los niveles séri-
cos o tisulares, las concentraciones probadas pueden expanderse
en una o dos diluciones mds, arriba del nivel tdxico, para en--
trar en los niveles esperados de la drnga en orina en dosis nor
males, cuando €sta pretende emplearse en infecciones de las vi-
as urinarias.

d) Prediccidn de sinergismo para cepas seleccionadas.- En cier-
tas enfermedades serias, el tratamiento con una combinacidn de
antibidtico: produce un efecto sinérgico bactericida. as{, las
pruebas de iilucidn en caldo, son la base de los métodos cuanti
tativos de las pruebas de sinergismo.

En casi todos los casos, las diluciones recomendadas para faci-~
litar la preparacidn del esténdar, son diluciones consecutivas

del doble de concentracida.

Factores que influencian las pruebas de dilucidn en medio liqui

do.

1.- Naturaleza del medio. Cuando se realiza la seleccidn del ne
dio que ha de emplearse en este tipo de pruebas, debe conside--
rarse que la actividad de ciertos antimicrobianos se ve influen
ciada por factores como: Ccationes presentes en el medio, pH del
medio y presencia de materiales antagSnicoe en general, acamds
de que la capacidad nutritiva del medio tiene gran influencia -
en la posibilidad de desarrovllo del microorganismo prueba.

El medio de Mueller-Hinton, es un medio satisfactorio para las
pruebas de diluciénben caldo, por lo que se ha designado ccmo -

un medio de referencia.



2.~ Preparacidn y almacenamiento de las soluciones stock. Las -
soluciones stock deben ser preparadas a partir de polvos estan-
darizados de los antimicrobianos, obtenidos directamencte de los
laboratqrios farmacéuticos; dichos polvos estandarizados deben
- guardarse en refrigeracidn ( 4% ) o congelarse ( -20% ); si
no estan sellados en ampolletas o viales, en un desecador.
Todas las Soluciones estandar deben guardarse en congeladores -
de -20 a -70% y no dehen sometérse a zongelacidn y descongela-
cidn repetidas. Ciertos agentes requieren solventes especificos
en la solucidn stock para obtener una di’ucidn Yy preservar la -
actividad, en general, sdlo se requiere un pequefio volumen de -
solvente.

3.~ Densidad del indculo. La densidad del indculo debe estanda-
rizarse cuidadosamente para obtener resultados reproducibles y
reales.

En las pruebas de dilucidn en caldo, esta va:iable es aln mis -
importante que en las pruebas realizadas en agar, ya que en el
desarrollo obﬁenido én el medio lfquido, no puede establecerse
una estimacidén aproximada de si la densidad del indculo fué -
excesivamente grande o pequefia, contrariamente a 1o que se pue-
de apreciar en las pruebas efectuadas en medio de agar. General
mente se sugiere un lnéculo de 1 x 105 y 1 x 106 unidades forma
doras de colonias ( UFC )/ ml para las pruebas de dilucién en -
macrqtubo; para las de microdilucidn, el indculo administrado a

los pozos. de las placas de microtitulacidén varia usualmente, en

I d

el rango de 5 x 103 aSx 104. con indculo promedio recomendado

de 1 x 10? urc / mt.
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4,- Incubacidn de los tubos. La temperatura de incubacidn debe -
mahtenerse’a 35°C, controldndola dufante el cursa de 1los proce-
dimientos de control de calidad. La lectura de los puntos fina-
les de la CIM en el método de dilucidn en caldo, se realiza'lug
70 de incubacidn usual entre 16 a 18 horas o bien durante la no
che.

Dentro de las pruebas de susceptibilidad de dilucién en caldo,
en general se han desarrollado dos métodos, que se describen a

» e
continuaclon:

Método de macrodilucidén.- En este procedimiento se inoculan con
centraciones seriadas de diluciones de antibiéticos en alicuo--
tas de llml, con 1 ml de suspensiones bacterianas estandariza--
das, obteniéndose volUmenes finales de 2 ml. Luego de la .inocu-

lacidn, se procede a la incubacidn descrita anteriormente.

Método de microdilucidn.- Este método se basa en el empleo de -
peqﬁeﬁos volimenes, debido a esto se cred el término microdilu-
cién para designar una prueba de dilucidn en caldo, en la cual
el volumen final, tras de haber afiadido el indculo, es de sélo
0.1 ml. Inicialmente estés pruebas se realizaron manualmente -
utilizande un sistema de microtitulacién empleado para realizar
pruebas seroldgicas.

En la actualidad se han desarrollado técnicas semiautomatizadas
y automatizadas, para facilitar la realizacidn de las pruebas -

de susceptibilidad antes descritas.
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Técnicas de dilucidn en agar contra dilucidn en caldo.

Las técnicas de dilucidn en agar tienen cuatro grandes venta jas
sobre los métodos de dilucidn en caldo:

1.~ Mediante el uso de un aparato replicador del indculo, se -
pueden probar un gran nimero de cepas al mismo tiempo.

2.~ La heterogenicidad microbiana, o la contaminacidn, pueden -
detectarse rdpidamente mediante la observacidn de 1la naturaleza
del crecimiento bacteriano en la superficie de las placas de -
agar, hecho que no seria posible determinar en un medio 1iqui--
do.

En las pruebas con caldo no hay manera de establecer las varia--
ciones de sensibilidad de un determinado microorganismo frente
a un antibidtico, ya que el resultado final estd indicado por -
el éomportamiento de las bacterias mis resistentes. Una pequeﬁa
poblacidn de bacterias resistentes puede sobrevivir a una con--
centracidn dada de antibidtico, multiplicarse y producir turbi-
‘'dez macroscdpica en el caldo. En cambio, las bacterias aisladas
de muestras clinicas tienden a ser heterogéneas respecto a su =
susceptibilidad antimicrobiana, lo cual puede ser observado en
el agar.

3.~ E1 medio puede ser suplementado con sangre completa o deri-
vados sanguineos, para permitir realizar ia prueba en microorga
nismos nutricionalmente exigentes que no pueden ser probados en
caldo.

4.- E1 procedimiento estindar puede modificarse en varios aspec
tos con el objeto de permitir probar un determinado tipo de mi-

croorganismo, pero es necesario que se incluyan log controles -
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apropiados , para demostrar gue la modificacidn no puede afec-~
tar el resultado final.

A pesar de esto, la mayor desventaja del procedimiento de dilu-
cidén en agar, es el hecho de que las placas de agar no pueden -
ser subcultivadas ficilmente con el objeto de determinar la ac-

tividad bactericida del antimicrobiano.
Ensayo de la actividad bactericida.

A la concentracién minima de la droga requerida para realizar -
una inhibicidn irreversible del indculo ( la muerte ), puede -
llamdrsele concentracién bactericida minima ( CBM ) o concentra
cidén letal minima ( CIM ).

En general, las CBMs se determinan mds convenientemente reali--
zandose en medio l{quido, como un procedimiento subsecuente a -
la determinacidén de las CIM_ por el método de dilucidn en caldo,
ya sea la dilucidén en macrotubo o las técnicas de microtitula--
cién.

La concentracién bactericida minima se define como la concentra
cidn minima de la droga que permite la supervivencia de no mis
de un ndmero minimo arbitrario de células o una proporcidn arbi
traria mfnima de un indculo definido despuds de incubacidn ba jo
condiciones establecidas por un periodo determinado ( 24 horas).
Las técnicas de dilucién en caldo se pueden realizar en forma -
relativamente simple para producir la CBM, los pasos adiciona--
les son:

a) Cuantificacién de las células bacterianas viables ( UFC / -

ml ) del inéculo estandarizado ¥, b) luego de la incubacién eg~-
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‘tdndar de la CIM, realizar subcultivos cuantitativos de los tu-
bos o pozos para calcular la proporcidn del indculo original -

que ha sabrevivido.

Pruebas de susceptibilidad de difusidn en agar.

;

En general, las pruebas de difusidn en agar se llevanh a
cabo mediante la inoculacidn estandarizada de un medio de agar
y aplicando la drogaodrogas por estudiarse, sobre la superfi--
cie del agar en algin tipo de reservorio. Después de un perfodo
apropiado de incubacidn, puede existir unz zona de inhibicidn -
del crecimiento que puede medirse para determinar el grado de -
susceptibiridad del organismo de prueba. Generalmente, cuando -
las otras variables se mantienen constantes, el tamafio de la zo
na de inhibicidn refleja el grado de susceptibilidad de la cepa
probada, dependiendo de las caracter{sticas de la droga en estu
dio.

Las soluciones de los agentes antimicrgbianos que seran proba-TF
dos, deben aplicarse en la superficie del medio de agar inocula
do en varias maneras diferentes.

1) Un método conveniente utiliza discos de papel filtro que han
sido imptegﬁados con las soluciones de la droga y se aplican di
rectamente a la superficie del agar mientras que permanece hﬁmg
do. Los discos pueden ser sumergidos en la solucidn de la droga, -
pero de esta manera no pucede predecirse la cantidad de la droga
absorbida, puede usarse también una micropipeta para impregnar

cada disco con un volumen medido de la solucidn de la droga, pu

diendo calcuiarse entonces la potencia o contenido del disco.

- 77 -



Para facilitar el almacenamiento del papel filtro, puede secar-
se y gurdarse en presencia de un desecante a temperaturas de -
congelacidn o menores.

2) Alternativamente, pueden aplicarse cilindros de metal o de -
vidrio a la superficie del medio de agar inoculado, para facili
tar la aplicacién de la soluridn de 1la droga, de tal manera que
la columna de liquido esté en contacto directo con el agar.

3) Finalmente, pueden cortarse cilindros del agar inoculado for
mando pozos usando un tubo hueco de 4 - 6 mm de didmetro y -
aplicandn +acfo. Los pozos formados se puedel. llenar con las SO
luciones de la droga, en este caso, todas las drogas difunden -~
generalmente en forma bidimensional.

Cuando la droga se aplica en discos de papel filtro seco,
dstos absorben el agua del medio v la droga se disuelve y difun
de. en el medio adyacente. En la capa relativamente delgada de -~

fagar,‘la difusién descendente estd bastante limitada y la con--
éentracién en el fondo del medio pronto alcanza una, cercaha a
a la de 1la superficie, de allf en adelante la difusién continda
en forma esencialmente bidimensional. Debido a esto, la profun-
didad del agar es una variable de gran importancia en estebpro-
cedimientc,
En una placa muy gruesa, la.difhsién tridimensional puede dar -
coﬁo resultado una zona de inhibicidén semicircular, siendo pe--
quefia. abajo y grande en la superficie. Cuando la droga se apli-
ca a placas de agar muy delgadas, la droga disponible para di--

fundir hacia afuera es mayor y, consecuentemente, la zona de . -

. : &

inhibicion tiende a ser mayor.
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Fig. 9 Aplicacidn de los antimicrobianos a -
placas de agar inoculadas.

Los discos de papel filtro deben ser saturados

con la droga y aplicados en la superficie del

agar ( A )+ Los cilindros de metal o vidrio de

A B
c
-
D E

I

ben aplicarse a la superficie del agar y lle--
narse con la solucidn de la droga ( B ). Deben
cortarse pozos del agar sembrado y llenados -
con la solucidén de la droga ( C ). En el dlti-
mo caso la difusidn es mds cercana a ser bidi-

mensional. Cuandc se aplican discos, la difu--

- 8idn inicialmente es tridimensional ( D ), pe-

ro se vuelve bidimensional cuando la concentra

cidn del fondo alcanza la de la superficie. En

una capa muf delgada de agar, la difusién'haQ—‘
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cia los lados es mds rapida debido a que el -
equilibrio con el fondo del agar se alcanza -
rapidamente ( E ), consecuentemente, la zona

de inhibicidn seri mayor en las placas de -

agar delgadas.
Factores que influencian las pruebas de difusidn.

Las variables mas importantes gque influencian las pruebas de -
‘susceptibilidad por difusidén y que estdn sﬁjetas a control expe
rimental, son las siguientes:

1.~ Densidad del indculo. Esta es una variable que afecta el ta
mafio de la zona de inhibicidén, ya que la posicidn de ésta se de
termina cuando se obtiene la masa celular critica. Se requiere
mis tiempo para alcanzar la masa celular critica cuando el ind-
culo es pequeﬁp y por lo tanto, la concentracidn critica de 1la
drogé puede difundir mas, resultando en grandes zonas de inhibi
cidn; mientras que indculos muy grandes tienden a dar zonas de
inhibicidn pequeiias.

4Para las pruebas de susceptibilidad por difusidn, un indculo mo

deradamente denso, de cerca de 1l x 106

células viables por una
caja de petri de 15 cm, es el que se recomienda generalmente.
2.- Profundidad del agar. Las placas de agar deben llenarse con
una capa de aproximadamente 4 mm de espesor, variacioneg mini--
mas en la profundidad del agar ho afectan significativamente -
los resultados.

3.~ Composicién del medio &> agar. El medio de agar por si mis-

mo puede influenciar el tamafic de las zonas de inhibicidn en -
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tres formas:

a) Afectando la actividad de los diferentes antimicrobianos.

b) Influenciando la velocidad de difusidn del antimicrouiano.
c) Afectando la velocidad de crecimientn del organismo de prue-
ba.

La velocidad de difusidn de la droga estd determinada en
cierto modo por la concentracidn del agar, la concer :racién de
varios iones en el medio, el tamafic, la forma, la carga idnica
de la droga y los grupos ionizados en el medio de agar, asi co-
mo la viscosidad del medio y la temperatura de incubaciodn.

4.- Temperatura de incubacidn. Normalmente la temperatura usada
es de 35°¢C para el crecimiento Sptimo de los patdgenos humanos
mas comunes.

5,- Tiempo de incubacidn., Se ha estandarizado el tiempo de incu
baciBn a un perfodo de toda la noche, definido normalmente en--
tre 16 a 18 horas.,

6.~ Tiempo de aplicacidn de la droga. Algunos procedimientos de
difusidn requieren un periodo especifico de predifusidén a tempe
ratura ambiente, luego de aplicar los discos, para proporcionar
un tiempo adicional para que el antimicrobiano difunda a través
del agar ahtes de que la masa celular critica se alcance, por -
lo que el perfodo de predifusidn debe ser estandarizado cuidado
samente en los métodos utilizados.

7.-‘Concentraci6n de antimicrobiano en el reservorio. En las -
pruebas de difusidn, la cantidad de la droga és proporcional al
tamafio de la zona de inhibicién. pero afortunadamente, se re---

‘quieren cambios béstante grandes en el contenido del disco para
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efectuar un cambio mayor en los tamafios de las zonas de inhibi-
4

cidn.

8.- Presencia de dos o mas drogas en el reservorio. En general,
el efecto sinérgico entre dos antimicrobianos no puede ser de--
mostrado probando un solo disco que contenga las dos drogas, ya
que la zona de inhibicidn sdlo reflejard el efecto del antimi--
crobiano mds activo en la combinacidén, sin que uno afecte la di

fusidn del otro.
Pruebas de ;usceptibilidad en disco.

El principio del método involucra el uso de una concen-
tranidn constante de antibidtico impregnado en un disco de pa--
pel filtro seco, gque se coloca sobre el agar empleado para cul-
tivar al microorganismo en cuestidén. La susceptibilidad del mi-
croorganismo frente al antibidtico, se indica por'una clara zo-
na de inhibicidn alrededor del disco de papel.

La aplicacidn de un disco de papel filtro impregnado con anti--
bidtico en un agar inoculado, da como resultado el deéarrollo -
de dos series de eventos simultdneos: 1) la difusidn del anti--
bidtico a través del gel de agar, produciendo un gradiente de -
concentraciones y, 2} el crecimiento del microorganismo.

La periferia de la zona de inhibicidn repreenta la concentra--
cidn mds baja del antibidtico gue produce la inhibicidn del cre
cimiento, relacionada con la densidad de cflulas en este sitio,
de esta manera, el borde de la zona de inhibicidn presenta una

concentracidn del antimicrobiano similar a 1a CIM.

De todas las pruebas de difusidn en agar, sdlo la prueba reali-
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zada con discos sigue empledndose debido a su accesibilidad co-
mercial, asi como a la facilidad de su realizacidn.

Los discos de papel filtro deben ser certificados y, en caso de
ser posible, es conveniente determinar la cantidad de antimicro
biano en el disco para tener parametros de reproducibilidad de

los resultados.

La seleccidn de los antibidticos probados por este método, debe
basarse en: a) la agrupacidn de éstos de acuerdo con su espec--
tro, b) 1¢ eleccidn de uno o dos de ellos como representantes -
de una frnilia, debido a la presencia comin de resistencia cru-
zada dentro de una familia de antibidéticos y, ©) deben ser ele-
gidos aquellos que son clinicamente dtiles para la enfermedad -
de que se trate.

La lectura de los resultados se realiza detefminando el didme-~
tro de la zona de inhibicién en mm, con una regla, mica calibra
da, o un instrumento electrdnico, pero siempre mediante técni--
cas estandarizadas. Los dijmetros de las zonas de inhibicidn pa
ra los antibidticos individuales, se traducen en términos de -

susceptible o resistente de acuerdo a un cuadro interpretativo.
Pruebas alternativas con discos.

1.- Prueba de susceptibilidad directa con especimenes clinicos.

Se ha propuesto la inoculacidn directa de un especimen -
c1inico para disminuir el tiempo requerido para realizar la -
prueba de susceptibilidad; sin embargo, cuando el especimen con
tenga m3s de un tipo de microorganismo o cuando los miembros de

la flora normal estén presgentes, disminuirid la confiabilidad de
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la prueba. La prueba directa puede, por lo tanto, ser elegida -

s6lo en casos clinicos urgentes, o bien cuando sea confirmada -

con la prueba del microorganhismo aislado.

2.~ Prueba de susceptibilidad para bacterias con requerimientos
nutricionales especiales.

Ciertas cepas patdégenas comunes requieren un medio suple
mentado nutricionalmente para su crecimiento, en estos casos, -
al medio de agar que ge use se le puedia adicionar los suplemen
tos en concentraciones especificas conocidas, o bien, probar es
te tipo de microorganismos con discos impregnados con las sus--
tancias suplementarias.
5i el oréanismo requiere elementos nutricionales que afecten 1la
actividad del antibidtico, el procedimiento-de discos no debe -
usarse.

3.- Prueba de susceptibilidad rapida con discos.

El factor dominante que determina el tamafio de la zona -
de inhibicidén es el tiempo critico, de manera que el crecimien-
to bacteriano que se obtiene mds alld de una concentracidn espe
cifica de antibidtico, continuard independientemente de la difu
sidn continua del antibidtico., Esto sugiere que las lecturas ri
pidas corresponderéﬁ a las que se obtengan tras de un tiempo - .
prolongado de incubacién. Se ha demostrado que las lecturas ob-
tenidas luego de 5 a 8 horas de incubacién son dtiles, por 10 -
gque se consideran modificaciones a las pruebas estandar para -~
lecturas tempranas.
4.~ Prueba cén combinaciones de antibidticos.

A este método se le ha denominado "método de los dos dis
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cos", ya que para llevarse a cabo se colocan dos o mis discos a
distancias predetérminadas ( 10 - 15 mm ), con el objeto de de-
‘mostrar 6pticamen£e el efecto sinérgico o antagdnico de los an-
tibidticos, dependiendo de la forma de la zona de inhibicidn.

El efecto sinérgico se demuestra por la ampliacién de la zona -
_de inhibicién en relacién con el disco con el -antibidtico sinér
gico, mientras que el -efecto antagdnico produce una reduccidn -
de 1a zona de inhibicidn respec£o al disco con el antibidtico -

antagdénico.

Fig. 10 Interaccidn entre antibiéticos estudia-
dos por la prueba con discos.
(A) Antagonismo. Eritromicina (E) vs. lincomici-

na (L) vy espiramicina (S). Staphylococcus aureus

resistente a la eritromicina. (B) Sinergismo. Co
listina (C) - §cido nalidixico (N), Proteus mi--

rabilis ‘registente a la coligtina.
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Es importante aclarar que la fabricacidn de los discos impregna
dos con antibidticos estd bajo el control de la Administracién
de Alimentos y Drogas ( F.D.A. ), para estandarizar la prueba.

Una modificacién al método de Bauer-Kirby para la prueba
de susceptibilidad con discos ( la mds usada ) es la técnica de
diseminacidn sobre una cubierta de agar, que pretende instalar
el empleo de un indculo uniforme por desarrollo del microorga--
nismo prueba en pequefios volimenes de caldo. En este método, de
los cultivos primarios en agar se eligen de 4 a 5 colonias ais-
ladas y se “asan a un volumen pequefio de caldo nutritivo, se in
cuba a 35°% durante algunas horas y con un asa calibrada carga-
da con el cultivo en caldo, se inoculan tubos que contengan -
agar fundido y enfriado, se mezcla mediante rotacidn y el conte
nido se disemina sobre la superficie de una placa de agar de -~
Mueller-Hintdn} el procedimiento subsecuente se realiza como en
el método de Bauer-Kirby.

Se han desarrollado también otros métodos rapidos en me-
dio 1f{quido, como son la microscopia directa que detecta ~am---
bios en las células bacterianas, los métodos nefelométricos rd-
pidos de diluc.8n en caldo y elucidn en disco ( automatizados y
semiautomatizados ); 1los métodos que se basan en el uso de indi
cadores de pH, indicadores de 6xido‘reducciin y el control de -
la impedancia; otros métodos usados son los radiométricos, bio-
luminiscentes Y microcalorimétricos. de los cuales, la mayoria
no son utilizados como pruebas de susceptibilidad en el trabajo
de referencia, dada su gran complejidad en algunos casos y, en
otros, por el gran requerimiento de equipo y material no comin-
hente usado en ~1 lzboratorio.
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PARTE EXPERIMENTAL.

I.~ Material.

157 cepas de Pseudomonas aeruginosa aisladas de muestras clini-

cas provenientes de diferentes pacientes y de varias regiones -

anatémicas ( exudados varios ).
Equipo.

Campana de luz ultravioleta.

Balanza analftica.

Espectrofotdmetro.,

Inoculador mecdnico "Zapopler".

El material empleado cominmente en el laboratorio de Bacﬁeriolg

. g{a.
"Medios de cultivo,

Gelosa sangre, agar de Mueller-Hinton, medios para pruebas bio-
Aqufmicas ( Kligler, SIM, Gelatina, Sorbitel, Rafinosa Yy Surra--
co ). medio de agar de Pseudomonas para la deteccidn de fluoreg
ceina, medio de égar de Pseudomonas para la deteccidn de piocia

nina, caldo BHI.
Antimicrobianos.
Sales puras de 18 antimicrobianos, con potencia biolégica cono-

sida.
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Amikacina grado industrial ( 905 mg/g ).
ampicilina sdédica ( 971 mg/g ).
Carbenicilina disddica ( 795 mg/g ).
Cefalotina sddica ( 915 mg/g ).
Clindamicina fosfato ( 776 mg/g ).
Colimicina sulfato ( 65R.5 mg/g ).
Dibekacina sulfato ( 673.08 mg/g ).
Dicloxacilina sédica ( 900 mg/g ).
Eritrounicina estolato ( 645 mg/g ).
Fosforicina disédica ( 752 mg/g ).
Furazolidona ( 1000 mg/g ).
Gentamicina base ( 583 mg/g ).
Kanamicina sulfato ( 787 mg/g ).
Lincomicina clorhidrato ( 813 mg/g ).
Penicilina G sddica ( 987 mg/g ).

Rifampicina normal ( 584 mg/g ).

Sisomicina base ( 584 mg/g ).

Tobramicina ( 920 mg/g ).
Solventes y reactivos.

N,N-dimetil formamida.

Metanol absoluto.

Clorhidrato de N,N-dimetil-p-fenilendiamina.

Glicerina. : e S
Cloruro de bario.

Acido sulfirico.
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II.- Métodos.
A.- Identificacidn.

A pesar de que las cepas proporcionadzs para este traba;
jo por el Laboratorio de Bacteriologia del Hospital General de
México de la S.S.A.; fueron identificadas y aisladas en el me--
dio de Kligler, se realizd una reidentificacién de las mjsmas -

para confirmar la presencia de Pseudomonas aeruginosa en todos

los casos.

La identif:cacidn de las cepas realizada en este trabajo se ba-

sé en los siguientes procedimientos:
1.~ Pruebas biogquimicas.- Las pruebas biogquimicas com=---~
prendidas en el paquete de pruebas de identificacién, -
fueron las siguientes: Kligler, SIM, Gelatina, Sorbitol,
Rafinosa y Surraco.
El patrdn de resultados para lasAcepas de Pseudomonas -
aeruginosa, como bacilo no fermentador tipico, debia -

coincidir con el siguiente cuadro ( 6 ).

ralucosa negativo
Lactosa negativo
Kligler <
Gas negativo
st negativo
—
Indol negativo
SIM < Movilidad positivo
st negativo
L ,
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Gelatina positivo o negativo ( 3 )

Sorbitol negativo
Rafinosa negativo
Sacarasa negativo
Surraco
Urea negativo

2,- Pruebas de identificacidn de pigmentos en medios es-
peciales.,
Ca-acteristicas de diferenciacidén de Pseudomonas fluorescentes
de importancia médica ( 3 ).

Los numeros en paréntesis indican el por ciento de cepas positi

vas.

Ps. aeruginosal Ps. fluorescens| Ps. putida
Piocianina® | positivo (95) negativo neégativo
Fluoresceina| positivo positivo . positivo

Gelatinasa® | positivo (58) positivo (100) negativo (0)
Sacarosa negativo variable (52) negativo (13)

Sorbitol negativo variable negativo

a Reacciones de mayor importancia diagndstica.
Se realizd la identificacidn de dos pigmentos producidos

por las cepas de Pseudomonas aeruginosa ( fluoresceina v

piocianina ), que nos permiten diferenciar a este micro-
organismo de otras Pseudomonas patégenas para el hombre

como son, Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas putida,

ya que aunque las tres especies producen el pigmento -
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fluoresceina, sélao las cepas de Pseudomonas aeruginosa -

son capaces de producir el pigmento piocianina, que cons
tituye una caracteristica importante de diferenciacidn -

de estas especies.,

Procedimiento de la prueba de identificacidn de pigmen--

tos.

Caracteristicas morfoldgicas de Pgeudomonas aeruginogsa en me---

dios de agar de diagndstico.

itedio Medio de agar de Pseu-iMedio de agar de Pseu-
domonas para la detec-{domonas para la detec-
g —— ’ g —— i 4 1]

cion de fluorescelna cion de ploclanina

Morfologia co
lonial carac-
teristica ob~
servada direc
tamente

Generalmente inco- ‘| Generalmente verdoso
loro a amarillento

Fluorescencia

| ul
en 1luz U.V. Amarlllento Az

Se preparan los medios de agar de gggpdomohas para la de
teccidn de fluoresceina y piocianina, tal como se indica
en el instructivo, se vierte en tubos de ensayo, se este
riliza y se espera a que el medio solidifique en forma -
inclinada, posteriormente se procede a la siembra de ca~
da una de las cepas en los tubos respectivos para la -
identificacidén de fluorescefna y piocianina; se incuba a
35 * 2°C por no menos de tres dias.

Luego de 1la iqsybacién, se realiza el examen de las su-4

. perficies -estriadas bajo luz ultravioleta, con el objeto
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de determinar si las colonias tienen las paracteristicas
descritas en el cuadro anterior ( 1 ).

3.~ Prueba de las oxidasas.- Cualquier crecimiento colo-
nial sospechoso en uno o mas de los medios para Ps. ae--
ruginosa, debe ser confirmado por medio de la prueba de

las oxidasas (1 ).
Procedimiento de la prueba de las oxidasas.

Sobre el lugar del crecimiento colonial, se coloca una -
gots de solucidn acuosa al 1 % de clorhidrato de N,N-di-
metil-p-fenilendiamina recientemente preparada, si hay -
desarrollo de un color rosa que cambia a pirpura, el es-~
pecimen cumple los requerimientos de la prueba de presen
cia de Ps. aeruginosa ( 1 ).

El método se basa en gue el microorganismo presenta un -
Sistema citocromo-oxidasa, propio de algunas bacterias -

aerobias, que en presencia del ox{geno atmosférico, pro-

ducen la oxidacidn del sustrato para formar un compuesto

colorido, el indofenol.
'B.~ Pruebas de susceptibilidad de dilucidn en agar.

1.- Preparacidn de las diluciones del agente éntimicro—-
biano.- La preparacién de las diluciones se realiza to--
mando en cuenta las consideraciones mencionadas en las -
géne;alidades de las pruebas de suséeptibi]idad. baséndg
se primordialmente en los valores hemiticos que los anti

microbianos alcanzarian en el paciente, para determinar -
. . [
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el rango de las concentraciones de traba jo.

De este modo,

dio para los antimicrobianos,

las concentraciones empleadas en este estu

fueron las siguientes:

Antimicrobianos | Nivel hemético/‘g/ml Coqéentraciones de tra
baJo/ug/ml

maximo minimo maxima minima
Amikacina 5.0 c.5 20.0 0.5
]Ampicilina 8.0 0.5 20.0 0.5
Carbenicilina 50,0 5.0 50.0 0.5
Cefalotira 15.0 0.5 20.0 - 0.5
Clindamicina 5.0 0.5 5.0 0.5
Colimicina 5.0 0.5 5.0 0.5
JDibekacina 6.6 0. 20.0 0.5
Dicloxacilina 5.0 0.5 20.0 0.5
Eritromicina 5.0 0. 10.0 0.5
|Fosfomicina 6.0 0.5 5.0 .'0.5
Furazolidona 50.0 5.0 50.0 0.5
Gentrmicina 8.0 0.5 20.0 0.5
Kanamicina 2.0 0.5 20.0 0.5
Lincomicina 5.0 0.5 5.0 0.5
Penicilina 2.5 0.5 20.0 0.5
Rifampicina 5.0 0.5 10.0 0.5
|Sisomicina 5.0 0.5 20.0 0.5
Tobramicina 5.0 0.5 20.0 0.5

La eleccidn de estos rangos de concentraciones se reali-

z8 también de acuerdo a agrupaciones por familias de an-
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tibidticos, con el fin de evitar el desarrollo de un es-
quema de dilucidn para cada antibidtico.

El procedimiento empleado para preparar las diluciones -
congiste en pesar una cantidad del antibidtico equivalen
te a 10 mg por cada 10 ml de solvente, obteniendo de es-
ta manera la solucidn madre que se utilizard en la elabo

racidn de las diluciones’ subsecuentes.,

Solventes empleados

para la obtencidn de la solucidn madre.

Solvente

Antibidticos

Agua destilada
esteril

Amikacina, ampicilina, carbenicilina, cefa-

lotina, clindamicina, colimicina, dibekaci-
na, dicloxacilina, fosrfomicina, gentamicina|
Kanamicina, lincomicina, penicilina, sisomi

cina y tobramicina.

Metanol absoluto { Eritromicina v rifampicina.

N,N-dimetil For- | Furazolidona.

mamida

En todos los casos, en las diluciones subsecuentes se em
plea como solvente agua destilada estéril.

Se recomienda que la primera dilucidn o solucidn
madre contenga una concentracidn de 1 mg/ml de antimicro
biano y que las diluciones subsecuentes se realicen de -
manera que la cantidad requerida de éstas por cada caja
de petri, sea de 2 ml, gue sumada al volumen de medio de

vagar de Mueller-Hinton ( 18 ml ) por caja de petri, den

un volumen final de 20 ml por placa. El procedimiento pa
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ra la obtencidn de las diferentes concentraciones de an-
timicrobianos empleadas en este estudio, se describen en
los Esquemas 1 y 2 descritos a continuacidn.

2.~ Preparacidén de las placas antimicrobianas.- El medio
de agar de Mueller-Hinton se prepara tal comc se. indica

en el instructivo, se esteriliza y se enfria a aproxima-
damente 50°C; posteriormente, a 18 ml de medio licuado y
enfriado, se le agregan 2 ml de la dilucidn del antibid-
tico respectiva ( por placa antimicrobiana ), luego de =~
mezclarse perfectamente, se vierten 20 ml de esta dilu--
cidn a cada una de las cajas de petri de 9 cm de didme--
tro, las placas se colocan en una superficie hﬁrizontal,
y se dejan solidificar para posteriormente ser refrigera
das en bolsas de pidstico, condiciones en las que pueden
servir al menos durante una semana.

3.~ Estandarizacidn del indculo.- Las colonias aisladas,
se transfieren a 2 ml de caldo BHI, el cual se incuba du
rante 16 - 24 horas para obtener una turbidez suficiente
Ya que se ha obtenido un crecimiento activo en el caldo

de cultivo, la turbidez se ajusta igualdndola al estdn--
dar de BaSO, en el que se tiene una dilucidn 112 del es-
tandar niméro 1 de McFarland, mediante el uso de un es--
‘pectrofotémetro a una longitud de onda de 660 nm.

Este estindar de turbidez se prepara por adicidn de 0.5

ml de BaCl, 0.048 M ( 1.175 % B/V BaCl,.2H,0 ) a 99.5 ml
de HZSO4 0.3 3 N (1 %v/V ),

Con el fin de determinar el por ciento de transmitancia
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Soln. 1
0.005 mg/ml

Soln. 2
0,01 mg/ml

soln. 3
0.02 mg/ml

Soln. 4
0.03 mg/ml

Soln. 5
0.04 mg/ml

Soln. 6
0.05 mg/ml

Soln. 7
0.06 mg/ml

Soln. 8

0.07 mg/ml -

Soln, 9
0.08 mg/mi

Soln, 10
0,09 mg/ml

Soln. 11

0.10 mg/ml

Soln, 12
0.12 mg/ml

Soln., 13
0.14 mg/m1
Soln., 14
0.16 mg/ml

Soln. 15
0.18 mg/m1

Soln.
0.20 mg/ml

0.5 ug/ml

1.0 ug/ml
2.0 /ug/ml
3.0 yg/ml
4.0 ug/ml
5.0 yg/ml
6.0}1 g/ml
7'leg/ml
8.0 ug/ml
9.0 ug/ml
l0.0/ag/ml

14.0/ug/m1

16, O}‘ g/ml

20.0 ug/m1

~ Esquema 1

go de concentraciones de
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0.5 ml soln, I
0.005 mg/ml

+ USOln. II
0.05 mg/ml

Soln. III

0.10 mg/m1

USO‘ln. Iv

0.15 mg/ml

USoln. v
0.20 mg/ml

Soln. VI

So » VII
U_O. mg/ml

USoln. VIII
0.35 mg/ml

Soln. III
0.10 mg/ml

2.5 ®l-

Soln. IX

USoln. X
0.45 mg/ml

5.0 busmn. XI

0.50 mg/ml

O.F,ug/ml
5.0 ug/ml

10.0 yg/ml

15.0/ug/ml

20.0/ug/ml
25.0/ug/ml
30.0 ug/ml
35.0}1 g/ml

40.0ﬂg/ml

45.0/u g/ml

Esquema 2 Procedimiento de dilucién para el ran

go de concentraciones de 0.5 a 50.0/ug/m1




a la que deberfa de ajustarse el indculo con el uso del
. Id

espectrofotdmetrao, se realizd una curva con los estanda-

res de McFarland, efectuando la preparacidn de éstos co-

" d
mo se muestra a continuacion.

Tubo numero 1 2 3 4 's 6 7 8 9 10

Cloruro de bario 0.1 0.2 0.3 0.4 0,5 0,6 0,7 0.8 0,9 1,0

Acido sulfirico 9,9 9,8 9,7 9.6 9.5 9.4 9.3 9.2 9,1 9,0

Densidad <2lular 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
aprox. (x 108/m1)

En la grdfica l se muestra la curva de los estandares de
McFarland utilizada para este trabajo prdctico.

Tomando en cuenta que el volumen administrado por sitio
de inoculacidn es de 1 p1, 1la estandarizacidn del indcu-
lo debe hacerse de modo que la suspensidn de microorga--
nismos de prueba cuente con 1.5 x lO7 células viables -
( UFC )/ ml; eg decir, el indculo debe ajustarse a un %

T2 %,

de Transmitancia de 97
4.~ Inorulacidn de las placas.- La inoculacién de las -
placas antimiérobianaw y de una placa de control de cre-
cimiento ( preparada con 20 ml de agar de Mueller-Hinton
‘sin antibidtico ), se realiza mediante la éyuda de un -
inoculador mecanico "Zapopler", llenando los pozos de é§
te con el indculo estandarizado a una densidad celular -

de 1.5 x 107 UFC/ml, de manera que el aparato servird en

cada sitio de inoculacidn 1.5 x 1u4 c€lulas viables -
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d o UFC/ml
T T T T T T L
L g3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 x 107
Tubo (dilucidn 1:10) % de Transmitancia Concentracidn
UFC/ml x 10
1 98 3.0
2 92 6.0
3 88 9.0
4 85 12.0
5} I3 15.0
6 78 18.0
7 75 21.0
8 72 24.0
9 69 27.0
10 66 30.0
Estidndar No. 1 dil. (1:2) 97 1.5

Grdfica 1 Curva de los estandares de McFarland.
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( 1 41 ) aproximadamente.
5,- Incubacidn de las placas.- La incubacidn se realiza
a 35°C durante 16 a 20 horas y posteriormente se procede
a leer los resultados en términos de CIM.
6.~ Lectura de los resultados.- La placa de control de -
crecimiento se observa con el fin de determinar si el me
dio permitid el crecimiento de las cepas estudiadas, asi
como para corroborar que la siembra de éstas se realizd
adecuadamente, evitando la posibilidad de reportar resul
tadon falsos.

La lectura se realizg mediante la determinacidn -
de la menor concentracidn de antimicrobiano que inhibe -
completamente el crecimiento bacteriano, ignorando lige-

ra opacidad del medio o bien una o dos colonias aisladas.
III.~- Resultados.
A.- Corroboracidn de la identificacidn de las cepas.

Comportamiento de una cepa tipo de Ps. aeruginosa.

. .
Glucosa negativo
poer . Lactosa negativo
Kligler 4
. Gas negativo
Pruebas bioquimicasd | HoS negativo
r_Indol negativo
SIM 4 Movilidad positivo
HZS negativo
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3

nelatina variable*
Sorbital negativo
. . Rafinosa negativo
Pruebas bioguimicas 4
Sacarosa negativo
Surraco
bmeoun. .
. Urea ‘ ne yativo
4 + '
Produccidn de pig- Fluoresceina positivo
ent . . . L
rentos Piocianina positivo
Prueba de las oxi- -
0
dasas positivo

* E1 Manual de Bergey de Bacteriologia Determinativa menciona
que las cepas de Ps. aeruginosa son gelatinasa positivas en una
proporcidn mayor al 90 %; mientras que el autor Tom Bergan, men
ciona en el articulo Factores patogenéticos de Ps. aeruginosa -

{ 3 ) que esta prﬁeba puede ser uiilizada como una caracﬁerfsti
'ca de diferenciacién entre'Ps. aeruginosa y 6tras especies Qe -
Pseudomonas fluorescentes de importancir médica. y gue el por--
centaje de cepas de la primera que dan positiva la misma es de
58 %.

Las 157 cepas estudiadas coincidieron en un 100 % con -
los resultados arriba mencionados én relacién con las pruebas -
bioqufmicas. excepto en el caso de la prueba de la gelatina, en
donde un 31,684 % de las cepas estudiadas resultaron ser gelati-
nasa negativas.

En "lo gque respecta a las pruebas de produccién de pigmentos -

( fluorescefua y piocianina ), todas las cepas presentaron posi
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tividad.
En el caso de la prueba de las oxidasas, €sta resultd ser posi-
tiva en el 100 % de los casos.
B.~ Pruebas de susceptibilidad.
Los resultados de las pruebas de susceptibilidad, que se
realizaron en forma posterior a la identificacidn de las cepas,
se muestran en las Tablas 1, 2 y 3 de resultados de las paginas

siguientes.

- 102 -



Tabla 1 Resultados de las Pruebas de Susceptibilidad.

Concentra-
cidn ga/mi 0.5 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 12.0 14.0 16.0 | 18.0 20.0
. 5. o5 . . . 86.6 89.2 90.5 93.6
amikacina | 45 15.9 25,5 la0.1 51.4 s1.8 ()
0.0 0.0° 0.0 0.0 0.0 0.0 0.6 0.6 0.6 0.6
Ampicilina
. 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 @ 0.0 00.0 0.0
Cefalotina
~To.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 @
Clindamici |-
o 0.0 0.0 10,8 [l.0 44,0 54.8 @
Colimicina
pibekacina | 38 10.2 28,0 . [38.9 48.4 522 k2.4 (637 ()jea.3 5.0 es.o 65.0 67.5 68.8  [68.8 68.8
] 0.0 0.0 0.0 0,0 0.0 0.0 !!jo.o 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0- " (0.0 0.0 0.0 0.0
Dicloxaci- .
0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 D.6 0.6 0.6 . .
Eritromici @ 0.6 0.6
’ Propor.idn de cepas susceptibles (grados) : : @ ; ﬁ;e&gfggﬁgamiﬂmo del antibidtico en do-
h b 8
. ‘e : ) No.. 1 ;
O »onporcmr de cepas resistentes (grados) v 103 - Porden;qje acumulado de susceptibilidad

o




Tabla 2 Resultados de las Pruebas de Susceptibilidad.

Concentra-

cidn ua/mi o 1.0 2.0 3.0 1.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 12,0 | 14.0 16.0 | 18.0 20.0
9.0 0.0 1.3 1.9 2.6 2.6 oh

Fosfomici- .

Gontamici— |15+3 25.5 36,9 40.8  {51.0 60.5 68.2 @ 70.0 |71.3 72.6 76.4 9.0 |7
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Tabla 3 Resultados de las Pruebas de Susceptibilidad.

O

!

Concentracidén
/ug/ml 0.5 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0
L. 0.0 0.0 0.0 1.3 1.3 4.5 6.4 . . . .
Carbenicilina - 15.9 22.9 26.1 35.0
. 0.0 1.9 1.9 1.9 1.9 3.2 7.0 16.6 19.1 41, .
Furazolidona , : 4 82.8

. Proporcidn de cepas susceptibles (grados)

O Proporcién de cepas resistentes (grados)
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ANALISIS DE RESULTADOS.

A.~ Identificacidn.

A través de los resultados obtenidos en la corroboracidn
de la identidad de las cepas utilizadas en este estudio, puede
verse que las 157 cepas que fueron proporcionadas para el desa-
rrollo de este trabajo, previamente aisladas e identificadas a
partir de exudados varios, pertenecen al género Pseudomonas es-
pecié aeruginosa, ya que todas las pruebas realizadas para la -
reidentificacidn de las mismas, coincidieron en un 100 % con el
comportamiento de una cepa tipo tedrica, guedando sélo por acla
rar que la prueba bioqufmica de la gelatina, gque detecta la pro
duccidn de la enzima gelatinasa, presentd cierta ambigliedad en
los resultados debido al hecho de que, como se menciond ante---
riormente, existen diferentes criterios para la interpretacidn
~de la misma; sin embargo, tomando como base el criterio de in--
terpretacién mds reciente y habiéndose obtenido 68.16 % de posi
tividad para la prueba de la gelatina, pueden identificarse sin
lugar a dudas las 157 cepas empleadas, como cepas de Ps. EEEE?;

ginosa.

B.~ Pruebas de susceptibilidad..

1.~ Aamikacina.
La pdblacién de Ps. aeruginosa utilizada en este estudio,
resultd poseedora de una muy alta susceptibilidad a la accién -

de la amikacina desde concentraciones relativamente bajas de la
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droga, produciendo la inhibicidn del crecimiento de un gran por
centaje de cepas dentro de las concentraciones que coinciden -
con los niveles hemiticos de la droga en el humano.

2.~ Ampicilina.

Este antibidtico resultd ser inefectivo en su accidén con
tra Ps. aeruginosa, observandose una resistencia muy marcada de
las cepas empleadas en el trabajo frente a la ampicilina, ya -
qgue se presentd Unicamente una muy ligera susceptibilidad a con
centraciones muy altas del antibidtico, localizadas en el 1imi-
te de las concentraciones heméticas que se obtienen en el orga-
nismo, en dosis terapéuticas.

3.- Cefalotina.

Las cepas de€ Ps. aeruginosa resultaron ser combletamente
resistentes a la accidn de la cefalotina, adn a concentraciones
mayores a los niveles hemdticos del antibidtico.

4.- Clindamicina.

No se, observd susceptibilidad alguna de las cepas de Ps.
aeruginosa frente a la clindamicina, en las concentraciones de
traba jo.
5.~ Colimicina.,

La colimicina mostrd una buena efectividad en su accidn,
inhibiendo el crecimiento de un gran nimero de cepas de Ps. ae-
ruginosa en las concentraciones de trabajo, sobre todo en aque-
llas cercanas al nivel hemdtico mdximo del antibidtico, cuando
éste se aplica en dosis terapfuticas habituales.
6.~ Dibekacina.

La dibekacina present$ efectividad en un gran ndmero de
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cepas de Ps. aeruginosa, inhibiendo el crecimiento desde concen
traciones relativamente ba jas de ia droga vy obteniendo, en las
concentraciones mias altas de trabajo, -un porcentaje de suscepti
bilidad bastante importante.

7.~ Dicloxacilina.

Las pruebas de susceptibilidad mostraron una resistencia
absoluta por parte de Ps., aeruginosa frente a este antibidtico,
dentro de las concentraciones de trabajo.
8.~ Eritromicina.

Las cepas de Ps. aeruginosa mostraron una resistencia ca
si completa frente a la eritromicina, siendo evidente una lige-
ra susceptibilidad a concentraciones altas de trabajo, gue van
mis alla de los niveles hematicos del antibidtico en dosis tera
péuticas.

9,- Fosfomicina.

La resistencia de las cepas de Ps. aeruginosa frente a -
‘la fosfomicina fué muy'marcéda, de manera qué la pequeﬁa suscep
* tibilidad observada en el rango de concentraciones que pueden -
alcanzarse en el organismo, es despreciable.

10.- Gentamicina.

La gentamicina resultd ser muy activa contra las cepas -
de Ps. aeruginosa, logrando un altb porcenta je &e susceptibili=
dad a concentraciones comprendidas_en el rango de los niveles -
hemiticos del antibidtico.

11.- Kanamicina.
La poblacidn de Ps. aeruginosa estudiada presentd una -

suécéptibilidad moderada frente a la Kanamicina a las concentra
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ciones que pueden alcanzarsge en la sangre; sin embargo, la re--
sistencia puesta de manifiesto es bastante grande, por lo que -
es de mayor importancia que la susceptibilidad que pudo haber -~
mostrado esta poblacidn frente a la kanamicina.

12.~ Lincomicina.

La lincomicina resultd ser un antibidtico completamente
inefectivo en su accidn contra Ps. aeruginosa en las concentra-
ciones de trabajo.

13.- penicilina.

Las ~epas de Ps. aeruginosa fueron 100 % resistentes a =~
la accidén de la penicilina en el rango de concentraciones em---—
pleadas en las pruebas de susceptibilidad.

14.- Rifampicina.

Este antibidtico presentd un poder inhibitorio minimo -
del crecimiento de las cepas de Ps. aeruginosa en las concentra
ciones comprendidas dentro de los niveles hemiticos, por lo que
su resistencia es el factor mas importante a considerar.

15.- Sisomicina.
La sisomicina mostrd un fuerte poder inhibitorio sobre -
el crecimiento de las cepas de Ps. aeruginosa estudiadas, en -~
. las concentraciones comprendidas dentro de los niveles hemdti--
CoS., |
16.- Tobramicina.

La poblécién de Ps. aeruginusa exhibid una alta suscepti

bilidad frente a la tobramicina en concentraciones que coinci--

den con las concentraciones de la droga en la sangre.
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17.- carbenicilina.

La carbenicilina sdlo presentd un efecto inhibitorio mo-
derado sobre el crecimiento, en concentraciones muy cercanas a
los limites mds altos del antibidtico en el organismo.
18,- Furazclidona.

Las cepas de Fs. aerugingsa fueron muy susceptibles a la
furazolidona en las concentraciones del antimicrobiano que Com~-
rresponden al umbral miximo que puede obtenerse en el organismo,

en dosis terapéuticas adecuadas.

En general, los antibidticos pertenecientes al grupe be-
ta-lactdmico, las penicilinas y las cefalosporinas, son inefec-
tivos en su accidn contra las cepas de Ps. aerﬁginosa, ya que -
como se ha mencionado anteriormente, la resistencia del microor
ganismo frente a este tipo de angibiéticos es evidente, excepto
en el caso de la carbenicilina, debido a las concentraciones he

miticas tan altas de este antibiético en el organismo.

N ) :

Los antibidticos aminoglucdsidos muestran una gran acti-'
vidad inhibidora del crecimiento en contra de las cepas de Ps.
aeru inosé;‘desde concentraciones muy bajas de éstos, haciéndo-
se evidente un aumento gradual en la susceptibilidad del micro-
organismo a concentraciones mayd:es de 1asldrogas. hasta alcan-
zar una proporcién de susceptibilidad bastante importante en -
las concentraciones del antibidtico que corresponden al nivel -
maximo que puede obtene;ée en el organismo cuando es administra

do en dosis terapéuticas adecuadas, y ain mds alld de estos ni-
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veles; sin embargo, el aumento de la susceptibilidad del micro-
organismo a estas concentraciones no tiene aplicacidn prictica,
debido a la gran toxicidad de estas drogas a concentraciones su
periores a los niveles hemdticos antes mencionados.

La kanamicina es el dnico antibidtico aminoglucdsido que exhibe
poca efectividad en su accidr contra la poblacidn de cepas de ~
Ps. aeruginosa estudiada, ya que este antimicrobiano tiene un -
espectro de actividad muy limitado en relacidén con otros amino-

glucdsidos.

Los antibidticos pertenecientes al grupo de las “incomi-
cinas, clindamicina y lincomicina, son totalmente _nefectivos -

en su accidn frente a Ps. aeruginosa.
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CONCLUSIONES.

En base a los resultados obtenidos en este estudio, se -
puede concluir lo siguiente:

l.- Las drogas que mostraron un poder inhibitorio efecti
vo del crecimiento en concentraciones equivalentes a las que se
alcanzan en la sangre cuando se administran en dosis terapfuti-
cas fueron: amikacina, colimicina, dibekacina, gentamicina, si-
somicina, tobramicina y furazolidona; por lo que estas drogas -
pueden éonsiderarse como 1os antimicrobianos de eleccidn en el
tratamiento de las enfermedades causadas por Ps. aeruginosa, de
acuerdo a la poblacidn estudiada.

2.- Los antibidticos kanamicina, rifampicina y carbenici
iina presentaron Unicamente un poder inhibitorio moderado dei -
crecimiento, en las concentraciones correspondientes a los nivg
les hemdticos de dichos antibidticos en el organismo, por lo -
que no‘pueden considerarse mis que como drogas de uso alternati
vo en la terapia contra las enfermedades causadas por Ps. aeru-
ginosa.

3.- Los antibidticos restantes fueron inactivos frente a
la poblacién de cepas de Ps. aeruginosa estudiada; asf, 1la ampi
cilina, eritromicina y fosfomicina presentaron ﬁnicahente un -~
porcentaje casi despreciable de susceptibilidad por parte del -
microorganismo en estudio y sdlo a concentraciones comprendidas
en el 1fmite mdximo de los niveles hematicos del antibidtico en

el organismo o bien, aln a concentraciones mayores a éstos.
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4,~ Por otra parte, los antibidticos cefalotina, clinda-
micina, dicloxacilina, lincomicina y penicilina no mostraron -
efecto alguno sobre las 157 cepas de Ps. aeruginosa estudiadas,
haciéndose evidente una resistencia absoluta ael microorganismo
hacia estas drogas; en base a lo anterior, el uso de estos anti
bidticos como medida terapéutica en las enfermedades debidas a
Fs. aeruginosa, es completamente inoperante.

5.~ Una identificacidén microbioldgica certera de los -
agentes pat3genos y la administracidén de agentes antimicrobia--
nos aprop.:dos en el tratamiento, son esenciales para obtener -
resultados dptimos vy dejar de promover la existencia de fendme~
nos de resistencia.

6.~ Las muestras bioldgicas de los pacientes debilitados
u hospitalizados deben controlarse en forma seriada y continua
durante el curso clinico de las enfermedades.

7.~ Una prevencidn de las sobreinfecciones a través de -
una seleccidén cuidadosa de la terapia antibidética, un cuidado -
meticuloso de los aparatos empleados durante la terapia y la vi
gilancia del ambiente, pueden ejercer un impacto favorable en -

la lucha contra las enfermedades nosocomiales.
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