Acta Médica Cost. 7(2)133-148; 1964

SECCION LABORATORIO CLINICO

Efectividad in Vitro de Algunos Antibidticos y
Quimioterdpicos y su Interpretacion.

Luis E. SoLaNno S.%

En 1960 presentamos las conclusiones sobre la efectividad in vitro de
varios antibiGticos y quimioteripicos basindonos en el estudio de 250 cepas de
cultivos puros, aislados de diferentes origenes e indicibamos el aumento de re-
sistencia de las cepas hacia muchos de los antibidticos y quimioteripicos més
usados (6).

Presentamos ahora un estudio similar basado en 360 cepas a las que
se les practico pruebas de sensibilidad utilizando el método de discos en dos
concentraciones diferentes sobre tripticasa agar como medio de cultivo de los
siguientes antibidticos y quimioterapicos.

Penicilina

Estreptomicina

Clortetraciclina (aureomicina)
Oxitetraciclina (terramicina)

Tetraciclina (tetracina, acromicina, panmicina, policiclina, Steclina)
Cloranfenicol (cloromicentina)
Eritromicina (iloticina, eritrocina)
Novobiocina (albamycina, cathomycin)
Neomicina (mycifradin)

Oleandomicina (matromycina)

Polimixina B (aerosporina)

Colimicina (colistina)

Aminosidina (gabromicina)

Rifamicina (rifocyna)

Kanamycina (nikamycina, kantrex)
Mandelato methenamina (mandelamina)
Nitrofurantoina (furadantina) y
Novebiocina + tetraciclina (albamycin-T)

Los origenes y frecuencia de hallazgo de cada una de estas cepas pueden
observarse en el Cuadro N? 1.

En los grificos de I a VII representamos la sensibilidad-resistencia de
cada grupo de microorganismos a los antibi6ticos enumerados. En el término
"% de sensibilidad” se han incluido las cepas encontradas como moderada-
mente sensibles.

* Jefe Laboratorio Clinico, Hospital Central C.C. S.8.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Puede definirse a los antibidticos como substancias quimicas de origen
microbiano, capaces de inhibir €l crecimiento o interrumpir los procesos meta-
bélicos de otros microorganismos. Esta definicién, cominmente aceptada es de
utilidad aun cuando algunos se han obtenido de otras fuentes, asi como sin-
téticamente.

En los graficos anteriores puede observarse los siguientes resultados in vitro:

PENICILINA: Resulta eficaz seglin pruebas de laboratorio sélo para el
28.5% de las cepas de Streptococens aisladas. Estos datos no estin de acuerdo
con los resultados obtenidos en la clinica debido a algunos factores que luego
se enunciaran asi como por la pérdida de potencia en los discos impregnados
con este antibi6tico en lapsos mis o menos cortos.

DEHIDROESTREPTOMICINA: Son resistentes a este antibiGtico todas
las cepas encontradas de Streprococcus y Psewdomonas y en un grado minimo
(3.4% al 8.89) sensibles las cepas de Micrococens, Escherichia, Aerobacter,
Klebsiella y Proteus.

TETRACICLINAS: La clortetraciclina, oxitetraciclina y tetraciclina se
comportan en las pruebas in vitro en forma igual. En las pruebas presentadas
son totalmente ineficaces para Proteus y Psendomonas y sensibles el resto de las
cepas en porcentajes relativamente bajos, que flucthan desde el 12.3% para
Escherichia hasta el 28.59; para Streptococcus.

CLORANFENICOL: Es uno de los antibidticos llamados de amplio es-
pectro. En nuestras pruebas resultan resistentes las cepas de Prevdomionas pero
acusan sensibilidad el 409 de los Micrococcus y Klebsiells; el 85.7¢4 de los

i
Streplococcus, el 37.19, y 35.7% de las cepas de Escherichia y Aerobacter y
Proteus respectivamente.

ERITROMICINA: Como era de esperar son resistentes todas las cepas

Gram negativo pero es eficaz para Micrococens en el 61.0% y en el 100%
para Streptococcus.

NOVOBIOCINA: Se aislan cepas sensibles de Micrococeus en el 61.0%
y en el 100% de los Streptococcus. Para la flora Gram-negativa resulta eficaz
en ¢l 159 de las Escherichia; en el 28.5% de Aerobacter; solamente en el
4.6% para Klebsiella e inefectivo para Protens y Pseudonionas,

NEOMICINA: Resultan sensibles el 58.99% de las cepas de Micrococcus,
el 42.89 de las de Streprococeus; el 25.8% de las de Escherichia; el 42.89, de
las de Aerobacter; el 9.3% de las de Klebsiella; el 17.19% de las cepas de Proteus
y el 8.3% de las de Psewdomonar,

OLEANDOMICINA: Se obtiene un 48.4% de efectividad para las cepas

de Micrococcus y 100% para las de Streptococcus; resulta totalmente ineficaz
para la flora Gram-negativa.

POLIMIXINA B: Son sensibles el 2.19; de las cepas de Micrococcus y
es ineficaz para las de S#reptococcus. La flora Gram-negativa es sensible en el
1549 las cepas de Escherichia; el 14.29; las cepas de Aerobacter; en el
4.69% las de Klebsiella.

Son resistentes las cepas de Protens y sensibles el 16.6% de aquellas de
Pseudomonas aisladas.
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RIFAMICINA: Este antibi6tico acusa eficacia para el 41.1% de las cepas
de Micrococcus aisladas. No se probé para Streptococcus pero las pruebas indican
sensibilidad de Escherichia, Aerobacter y Klebsiella en porcentajes muy bajos:
1.6%, 14.29% y 1:6% respectivamente. Todas las cepas de Protens y Psendomonas
fueron resistentes.

AMINOSIDINA: Resulta este nuevo antibiético uno de los mis eficaces
tanto para la flora Gram-positiva como Gram-negativa. Acusa el 90.5% de efecti-
vidad contra Micrococcus y el 71.4% para Streptococcus. Las cepas de Escherichia
son sensibles en el 74.3%; las de Aerobacter en el 64.29; las de Klebsiella
en el 79.6% y 82.8% y 58.39, respectivamente para Proteus y Psendomonas.

BACITRACINA: Aparece como ineficaz para la flora Gram-negativa
(porcentajes de 0.0 a 7.1%) pero las cepas de Micrococcus son sensibles en
el 43.1% y la de Streptococcus en el 71.4%.

KANAMICINA: Resulta este antibiotico bastante efectivo tanto para
la flora Gram-positiva como la Gram-negativa de prueba.

Los Micrococens son sensibles en el 93.3%; los Streptococcus en el 42.8%
y Escherichia en el 57.19%; no se le practic pruebas a las cepas de Aerobacter y
Klebsiella, pero es eficaz para el 75.09 de las cepas de Protens.

COLIMICINA: No se logré efectuar la prueba a la totalidad de las
cepas. Es ineficaz para cocos Gram-positivo y resulta de efecto marcado sobre
la flora Gram-negativa: 59.5% para las cepas de Escherichia; el 50.09 para las
de Aerobacter; el 55.8% para Klebsiella; 14.29, para Proteus y 25.59, para
Psendomonas.

MANDELATO DE METHENAMINA: Este preparado, de aplicacién
limitada a infecciones del tracto genito-urinario es en las pruebas in vitro efec-
tuadas, efectivo para el 74.7% de los Micrococcus; €l 71.4% de los Streptococcus;
el 100% pata Escherichia; el 85.7% pata Aerobacter y el 55.89, pata Klebsiella;
las cepas de Proteus son sensibles en el 77.1% y las de Psexdomonas en el 41.6%.

NITROFURANTOINA: Este otro quimioterapico indicado en infecciones
del tracto genito urinario resulta eficaz para el 44.29; de las cepas de Micro-
coccus; el 57.19, de las de Streptococcus; el 67.5% de las de Escherichia; el
21.4% para las de Aerobacter y el 26.7% para las de Klebsiella. Solamente el
5.7% para Protens y el 8.39 para Psendomonas.

ALBAMYCIN-T: Este patentado compuesto de Novobiocina y tetra-
ciclina es efectivo para el 58.9% de las cepas de Micrococcus y el 1009, de
las de Streptococcus. Estos porcentajes son bastantes parecidos a los encontrados
para Novobiocina actuando sola.

Las cepas de Escherichia son sensibles en el 20.3%; las de Aerobacter en
el 28.5%; las de Klebsiella en el 32.5% y las de Pseudomonas en el 16.69,.

Todas las cepas de Proteus resultan resistentes a esta combinacién. Sola-
mente con base a lo vbservado en las cepas de Psexdomonas y Klebsiella se logra
deducir una mayor accién de estos dos antibiticos actuando juntos que en
forma separada,
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Si comparamos los resultados obtenidos con aquellos presentados en el afio
1960 (6), podemos deducir los siguientes cambios in vitro para cada micro-
organismo*¥,

MICROCOCCUS PYOGENES VAR. AUREUS

Se puede apreciar aumento de resistencia para tetraciclinas; cloranfenicol;
eritromicina, novobiocina, neomicina y nitrofurantoina. En cambio, la oleando-
micina y la mandelamina aparecen ahora como mis efectivos para este tipo de
microorganismos.

% Sensibilidad 1964

Antibidtico | % Sensibilidad 1960 '
|
Tetraciclinas 33.8% 20.0%
Cloranfenicol 59.0% 40.0%
Eritromicina 76.0% 61.0%
Novobiocina 81.6% 61.09
Neomicina 66.19%, 58.9%
Nitrofurantoina 83.0% 44.29%
Oleandomicina ‘ 19.7% , 48.49
Mandelamina [ 64.7% | 74.7%

STREPTOCOCCUS HEMOLYTICUS SP.

Se observa aumento de resistencia para las tetraciclinas y nitrofurantoina
y mayor efectividad de la penicilina, cloranfenicol, eritromicina, neomicina y
oleandomicina. Los resultados para este microorganismo no son muy compara-
bles por cuanto el ntmero de cepas estudiadas en el presente son muy pocas
(9 en total).

Antibidtico % Sensibilidad 1960 %% Sensibilidad 1964
Tetraciclinas 40.6% 28.5%
Nitrofurantoina 81.29% 57.1%
Penicilina 9.3% 28.5%
Cloranfenicol 53.1% 85.7%
Eritromicina 65.6% 100.0%
Novebiocina 75.0% 100.0%
Neomicina 28.1% 42.8%
Oleandomicina 37.5% 100.0%

*#% En la presentacién de 1960 no se practicd pruebas con los siguientes antibidticos:
rifomicina, aminosidina, bacitracina, kanamicina y colimicina,
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ESCHERICHIA COLI

Puede deducirse un ligero aumento de resistencia para las tetraciclinas
y cloranfenicol asi como para novobiocina, neomicina y nitrofurantoina y un li-
gero aumento de efectividad de la dihidroestreptomicina para este microorganismo.

Antibidtico % Sensibilidad 1960 0, Sensibilidad 1964
Tetraciclinas 18.9% 12.3%
Cloranfenicol 41.7% 37.1%
Novobiocina 29.1% 15.0%
Neomicina 31.6% 23.8%
Nitrofurantoina 51.9% 20.3%
Dihidroestreptomicina 0.0% 8.8%

KLEBSIELLA SP.

Se aprecia aumento de resistencia para tetraciclinas, cloranfenicol, novo-
biocina, neomicina, mandelamina y nitrofurantoina.

Antibidtico % Sensibilidad 1960 | ¢; Sensibilidad 1964
Tetraciclinas 41.6% 13.9%
Cloranfenicol 54.1% 40.6%
Novobiocina 20.8% 4.6%
Neomicina 29.19% 9.3%
Mandelamina 79.0% 55.8%
Nitrofurantoina 33.39 26.7%
PROTEUS SP.

Se observa aumento de resistencia para tetraciclinas, cloranfenicol, novo-
biocina, neomicina y nitrofurantoina.

Antibidtico : % Sensibilidad 1960 % Sensibilidad 1964
Tetraciclinas 6.4% 0.0%
Cloranfenicol 48.3% 35.7%
Novobiocina 45.1% 0.0%
Neomicina 41.99, 17.1%
Nitrofurantoina 22.5% 5.7%
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Puede observarse aumento de resistencia para cloranfenicol, novobiocina,

neomicina, polimixina B, mandelamina y nitrofurantoina.

Tanto las cepas ais-

ladas en 1960 como las que ahora presentamos, son resistentes a las tetraciclinas.

Antibidtico

% Sensibilidad 1960

|
|

% Sensibilidad 1964

Cloranfenicol
Novobiocina
Neomicina
Polimixina B
Mandelamina

23.0%
15.3%
15.3%
23.09%
61.5%

0.0%
0.0%
8.3%
16.6%
41.6%

En general puede deducirse, que aunque para alguna flora Gram-positiva
parece haber aumentado la efectividad de algunos antibidticos, especialmente
oleandomicina, se aprecia un marcado aumento de resistencia de los bacilos Gram-
negativo a las tetraciclinas, cloranfenicol, novobiocina, neomicina y nitrofurantoina.

INTERPRETACION DE LAS PRUEBAS IN VITRO

Los resultados que proporciona el Laboratorio, deben ser cuidadosamente
interpretados. Se acepta en general que las pruebas de sensibilidad a los anti-
bidticos in vitro, son dtiles y sirven de guia en la escogencia del agente anti-
microbiano. El método mis difundido es el de discos, tabletas o papeles de filtro
impregnados con el antibiftico objeto de estudio, el cual constituye un procedi-
miento cualitativo, indicando solamente sensibilidad o resistencia, pero no la co-
rrelacién con la dosis o la cantidad necesaria para mantener un nivel sanguineo
adecuado, y por lo general, acusa mayor sensibilidad que la técnica por dilucion
en tubo de cantidades conocidas de antibidticos .

De esta forma, repetimos, el método del disco es recomendable como
una guia terapéutica, pero su aplicacién correcta o los resultados esperados de-
penden de miltiples factores asi como del tipo de enfermedad, fisiologia del
paciente, localizacién de la infeccién y muy especialmente del “contacto” entre
la droga y el microorganismo causante. El médico debe ademis considerar la
efectividad del antibidtico, costo, facilidad de administracién, aceptacién del pa-
ciente, posibilidad de reacciones asociadas, y desarrollo de resistencia in vivo.
Favorece la interpretacion de estas pruebas in witro aplicando discos, €l hecho
de que comercialmente estos son fabricados con cantidades relativamente peque-
flas de los antibidticos en estudio.

Damos a conocer los resultados obtenidos in vitro con 360 cepas. Estos
pueden servir tnicamente como punto de referencia, ya que los datos anotados
pueden fallar en su aplicacién clinica por las siguientes razones:
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1—EL LABORATORIO INFORMA SENSIBILIDAD A DETERMINADOS
ANTIBIOTICOS, PERO NO HAY RESPUESTA ADECUADA AL SER
APLICADOS.

a) Presencia de mis de un microorganismo patégeno, pero en el labo-
ratorio se logré aislar solamente uno y la prueba de sensibilidad se le hace a
esta cepa. El patégeno no aislado podria ser precisamente el mis virulento.
Por lo anterior, deben extremarse las observaciones cuidadosas de los prepa-
rados de cultivos, incluyendo la separacién de diferentes cepas mediante discos
impregnados de antibiéticos como Neomycina, Bacitracina o Kanamycina.

b) Aislamiento y prueba de sensibilidad de un microorganismo “equi-
vocado” como podria ser un patégeno o un contaminante,

¢) Crecimiento de una mutante resistente, la que no estaba presente en
el primer plateo y por lo tanto no tomada en cuenta en la seleccion de las
colonias.

d) La observacién in vitro es correcta, pero el microorganismo causante
de la infeccién se protege de la droga por la accibn o presencia de un micro-
organismo de infeccién secundaria, el cual puede neutralizarla mediante la pro-
duccién de ciertos metabolitos, como la penicilinasa.

€) Seleccion incorrecta de la droga, bien por la naturaleza de la enfer-
medad o por propiedades farmacolégicas de la misma.

f) Otros factores, ajenos al control del Laboratorio tales-como dosis
inadecuada, via incorrecta de aplicacién, barreras mecinicas o anatémicas a la
penetracion del antibibtico, crecimiento de variedades mutantes, concentracion
de la droga en los sitios en que el microorganismo se multiplica y sustitucién
de la flora original susceptible por otra resistente.

2—EL LABORATORIO REPORTA RESISTENCIA A DETERMINADO
ANTIBIOTICO, PERO LA INFECCION CEDE CON LA
APLICACION DEL MISMO.

Lo anterior puede deberse a:

a) Edad de los cultivos de prueba, uso de indculos fuertes o materiales
sin diluir, hidratacién, composicién y pH del medio de cultivo usado, potencial
de oxi-reduccién asi como presencia de algunas substancias inhibitorias como
sangre, suero o peptonas. Tiempo y temperatura de incubacién.

b) Lectura tardia de las placas. Como muchos de los antibiéticos a
probar son bacteriostiticos mis que bactericidas, puede aparecer tardiamente
crecimiento dentro del halo de inhibicién primario.

¢) Uso de medios de cultivo que contengan menos del 0.4% de
cloruro de sodio.

d) Uso de discos de sélo una concentracién baja.

e) Pérdida de actividad del antibiético en el disco de prueba. En este
factor influyen prolongado almacenamiento, ausencia de refrigeracion o uso de
discos de fcos. que se han mantenido abiertos durante algin tiempo.

f) Reporte de un microorganismo “equivocado” en aislamiento primario
porque el verdadero patégeno no se aislé por iniciacién temprana de la terapia.
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g) Reporte correcto de resistencia, pero el paciente se recupera sin la
aplicacion terapéutica o con otro tipo de terapia diferente a la indicada por
la prueba de sensibilidad.

h) Grado de difusién de los antibi6ticos en los medios de cultivo
utilizados.

Las tetraciclinas y la polimixina B difunden poco, de ahi que pueda
reportarse erroneamente falsas resistencias por no lograrse observar una amplia
zona de inhibicién. En cambio, la estreptomicina y el cloranfenicol difunden
ampliamente dentro del medio que se utilice para la prueba y se reportan con
mayor frecuencia como sensibles, los microorganismos probados a estos antibiéticos.

i) Criterio que se mantenga en relacién a las colonias aisladas que crecen
dentro de una zona de inhibicién. Recomendamos se acepten como resistentes
al antibidtico en estudio.

RESUMEN

Se practicé a 360 cepas de bacterias puras aisladas, de diferentes origenes,
pruebas de sensibilidad a los antibi6ticos y quimioteripicos mis comunes. Se
anotan los resultados obtenidos con penicilina, dehidroestreptomicina, tetracicli-
nas, cloranfenicol, eritromicina, novobiocina, neomicina, oleandomicina, polimi-
xina B, rifamicina, aminosidina, bacitracina, kanamicina, colimicina, mandela
mina, nitrofurantoina y Albamycin— T, actuando sobre cepas de Micrococcns
pyogenes var. anveus, Streptococcus hemolyticus, Escherichia coli, Aerobacter sp.,
Klebsiella sp., Proteus sp. y Pseudomonas sp.

Se comparan las pruebas de sensibilidad vbtenidas con aquellas publi-
cadas en 1960 y se deduce un aumento de resistencia de la flora Gram-negativa
para las tetraciclinas, cloranfenicol, novobiocina, neomicina y nitrofurantoina.

Se describen los motivos de las discrepancias entre las pruebas in vitro
que reporta el Laboratorio y los resultados pricticos obtenidos en la Clinica.
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