Pruebas de sensibilidad a los
antibioticos por el método
estandarizado de difusion en agar

Patrones de sensibilidad de bacilos gram-negativos,
en relacion a antibi6ticos tradicionales y nuevos

aminoglicésidos, en el Hospital México.

RESUMEN

En un periodo comprendido entre octubre
de 1976 y diciembre de 1976 se efectuaron
pruebas de sensibilidad in vitro por el mé-
todo estandarizado de difusién en agar de
Kirby-Bauer. Se analizaron los patrones de
sensibilidad a viejos y nuevos antibiéticos
para bacilos gram negativos aerdbicos y fa-
cultativos aislados de muestras clinicas,

Resistencia importante de E., coli ha
emergido para ampicilina, y parece estar
surgiendo rdpidamente para trimetoprin-
sulfametoxazole en relacion a varios tipos
de bacilos gram negativos. Cefalosporinas
permanecen activas contra la mayoria de
Klebsiella, E. coli y Proteus sp. Carbenici-
lina es activa contra un buen nimero de
E. coli, Proteus sp, Enterobacter y Pseu-
domonas, Aminoglicésidos conocidos como la
gentamicina y nuevos como la sisomicina y
tobramicina son activos contra la mayoria
de los Enterobacteriaceae y Pseudomonas.
Se recomienda la implementacion de este
método para el trabajo de rutina clinico, ¥
un andlisis estadistico periédico en cada ins-
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titucién asistencial acerca del patrén de sen-
sibilidades, todo lo cual facilitaria una es-
cogencia més racional y un uso mas adecua-
do de los agentes antimicrobianos.

Introduccion

Hemos creido conveniente analizar en
forma prospectiva y de acuerdo a métodos
estandarizados, la sensibilidad a los antibi6-
ticos de los organismos aerébicos o faculta-
tivos gram negativos mds frecuentemente
encontrados en la clinica para determinar el
patron de sensibilidad y resistencia prevale-
ciente en nuestro medio. Hemos incluido
productos como el trimetoprin sulfametoxa-
zole que ha cobrado gran popularidad Wlti-
mamente, y drogas nuevas como la sisomi-
cina y tobramicina, que han sido introduci-
das recientemente al mercado.

Con este trabajo preliminar quisimos in-
troducir el método estandarizado in vitro pa-
ra pruebas de sensibilidad en el Hospital
Meéxico, y recalcar la necesidad urgente de
su implementacién en el trabajo de rutina
hospitalaria, lo cual permitiri un conoci-
miento mas preciso del grado de resistencia
o susceptibilidad a los antibidticos.

Método

Durante un periodo comprendido entre
octubre y diciembre de 1976, se Eracticaron
pruebas estandarizadas de sensibilidad in
vitro a todos los microorganismos aerébicos
o facultativos gram negativos aislados de es-
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pecimenes clinicos en el Laboratorio de In-
vestigacion Clinica del Hospital México.
Las pruebas de sensibilidad por difusion in
vitro fueron efectuados de acuerdo al méto-
do de Kirby - Bauer (1), con algunas mo-
dificaciones como recomendado actualmente
por la Food and Drug Administration.
US.A. (2) (3) (4). El medio de agar usa-
do fue tripticase soy agar (Mueller-Hinton
preferiblemente) y/o Wellcotest de Well-
come para pruebas de sensibilidad con tri-
metoprin-sulfametoxazole. Las placas de Pe-
tri asi preparadas contienen una altura apro-
ximada de 4 mm de agar y son almacenadas
en refrigerador a 2°C-8°C hasta el mo-
mento de su uso. El inéculo fue preparado
usando 4-5 ml, de caldo nutritivo de tiogli-

colato (preferiblemente soybean casein di-
gest broth), el cual es sembrado después de
tocar 4-5 colonias del microorganismo. Los
cultivos del caldo se incuban por 2-5 hrs.
y se diluyen posteriormente para obtener una
turbidez visualmente comparable a la solu-
cion standard de sulfato de bario (compa-
rable al 509, de la densidad de la standard
N¢ 1 de McFarland). Las placas se inocu-
lan con un aplicador de algodén que ha
sido impregnado con la dilucién del caldo
inoculado asi preparado. A las placas inocu-
ladas se les permite secar y luego 5 discos
estandarizados se distribuyen en cada una de
ellas. La lectura se efectia a las 16-24 hrs.
de incubacién a 37°C de acuerdo al siguien-
te criterio;

Didmetro zona inhibicién (mm.)
Antibiético Disco
Resist Interm Sensib,

Ampicilina 50 mcg 11 12-13 14
Carbenicilina 50 mcg 17 18-22 23

(E. Coli y

Proteus sp.)

100 mcg

(E. Coli, 17 18-22 23

Proteus sp.,
Pseudomonas) 13 14-16 17
Cefalotina 30 mcg 14 15
Gentamicina 10 mcg 12 13
Tobramicina 10 mcg 11 12-13 14
Sisomicina 10 mcg 14 14
Trimetoprin 1.25 mcg/ 10 11-15 ig

Sulfametoxazole 23.75 mcg

Identificacién de los microorganismos se efectué por técnicas standard inclu-
yendo morfologia macroscépica de la colonia en agar sangre y McConkey, triple-aziicar-
hierro, urea, citrato de Simmons, medio de Simms para motilidad y produccién de indol.

Resultados
A.  Microorganismos
Escherichia coli permanece sensible en

la mayoria de los casos a cefalosporinas, am-
picilina, trimetroprin-sulfametoxazole, gen-
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tamicina, carbenicilina, sisomicina y tobra-
micina. Importante resistencia ha emergido
para ampicilina, y empieza a emerger para
trimetoprin- sulfametoxazole. (Tabla 1).
Klebsiella sp permanece sensible en la
mayoria de los casos a cefalotina, gentami-
cina, sisomicina y tobramicina (Tabla II).
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Resistencia a trimetoprin- sulfametoxazole
parece ser también significativa (5/32 ca-
sos). Alta resistencia para ampicilina y car-
benicilina ocurrio.

Enterobacter sp parece ser bastante sen-
sible a gentamicina, carbenicilina, tobrami-
cina y sisomicina (Tabla IIT). Aunque el
total de casos fue pequefio, resistencia a tri-
metoprin- sulfametoxazole parece ser signi-
ficativa (3/7 casos).

Proteus sp.. especialmente Proteus mira-
bilis permanece sensible a la mayoria de
los antibiGticos usados (Tabla IV). Pseu-
domonas sp es aan altamente sensible a gen-
tamicina, y otros aminoglicésidos como siso-
micina y tobramicina. (Tabla V). Carbeni-
clina fue mencs efectiva.

TABLA II. Sensibilidad de Klebsiella sp a

varios antibioticos,

TABLA 1. Sensibilidad de E. Coli a dife-
rentes antibidticos.
Antibiético Sencibilidad N°¢ de casos
Cefalotina Sensible 11/15
- Intermedio 2/15
Resistente 2/15
Ampicilina Sensible 18/29
Intermedio 1/29
Resistente 10/29
TMT-SMX* Sensible 26/32
Intermedio
Resistente 6/32
Gentamicina Sensible 32/34
Intermedio 1/34
Resistente 1/34
Carbenicilina Sensible 20/33
Intermedio 12/33
Resistente 1/33
Sisomicina Sensible 20/21
Intermedio 0/21
Resistente 1/21
Tobramicina Sensible 17/17
Intermedio 0/17
Resistente 0/17
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Antibidtico Sensibilidad N* de casos
Cefalotina Sensible 13/16
Intermedio 1/16
Resistente 2/16
Ampicilina Sensible 13/25
Intermedio 2/25
Resistente 10/25
Trimetoprin- Sensible 27/32
sulfame-
toxazole Intermedio 5/32
Gentamicina Resistente 32/34
Sencible 1/34
Intermedio 1/34
Carbenicilina Sensible 13/31
Intermedio 6/31
Resistente 12/31
Sisomicina Sensible 15/17
1/17
Resistente 1/17
Tobramicina Sensible 12/15
2/15
1/15
TABLA III. Sensibilidad de Enterobacter
a diferentes antibidticos.
Antibiético Sencibilidad N° de casos
Cefalotina Sensible 1/2
Resistente 1/2
Ampicilina Sensible 4/6
Intermedio 1/6
Resistente 1/6
TMT-SMX* Sensible 3/7
Intermedio 1/7
Sensible 3/7
Sisomicina Sensible 6/6
Tobramicina Sensible 5/5
Carbenicilina Sensible 5/7
Intermedio 1/7
Resistente 1/7
Gentamicina 7/7

% Trimetoprin - sulfametoxazole.
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B. Auntibiéticos (Tablas VI y VII).

Cefalotina mostrd actividad contra la ma-
yoria de Escherichia coli, Klebsiella sp y
Proteus mirabilis.

Ampicilina fue activa contra Escheri-
chia coli y Proteus mirabilis. Sin embargo,
un importante porcentaje de Escherichia co-
li (10/29 casos) presentaron resistencia al
antibidtico.

Trimetoprin-sulfametoxazole fue efecti-
vo en general contra Klebsiclla sp., Esche-
richia coli, Enterobacter sp, y Proteus sp.
Sin embargo importante resistencia a los tres
primeros antimicrobianos fue apreciada.

Gentamicina es aln activa contra mas
del 90% de los microorganismos investiga-
dos.

Carbenicilina fue eficaz contra un buen
namero de E. coli, Enterobacter sp, Proteus
mirabilis y Pseudomonas sp. Klebsiella fue
usualmente resistente.

Tobramicina mostré actividad contra la
mayoria de los bacilos gram negativo que se
examinaron, incluyendo 12/12 casos de Pseu-
domonas sp. '

Sisomicina se comporté en forma pare-
cida a Tobramicina, incluyendo actividad
definida contra 11/11 casos de Pseudomo-
nas sp.

TABLA 1V. Sensibilidad de Proteus sp a
varios antibidticos.
Antibiético Sensibilidad N de casos
Cefalotina Sensible 6/7
Resistente 1/7
Ampicilina Sensible
Resistente 2/10
TMT-SMX Sensible 9/10
Resistente
Gentamicina Sensible 10/10
Carbenicilina Sensible 8/9
Resistente 1/9
Tobramicina Sensible 2/2
Sisomicina Sensible 2/2
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TABLA V. Sensibilidad de Pseudomonas
sp para varios antibiéticos.

Antibiético Sensibilidad N? de casos
Gentamicina Sensible 13/13
Carbenicilina Sensible 10/13
Intermedio 1/13
Resistente 2/13
Sisomicina Sensible 11/11
Tobramicina Sensible 12/12
Discusién

Los resultados de sensibilidad in vitro a
los antibiéticos depende de muchas variables
y la necesidad de estandarizacién del método
ha sido demostrado ampliamente por Kirby
y Bauer (1). Esta necesidad indispensable
de estandarizacién del método de difusién
en agar para la correcta interpretacién de la
sensibilidad de un microorganismo ha sido
una de nuestras inquietudes en el Hospital
Mcxico. Este reporte preliminar se efectia
con el objeto de implementar el método
en nuestro medio y de analizar a la luz de
estos resultados iniciales las tendencias de
sensibilidad a los antibidticos imperantes en
el Hospital México. Asimismo hemos agre-
gado varios nuevos agentes como la sisomi-
cina, tobramicina y trimetoprin- sulfameto-
xazole a la bateria de sensibilidad para de-
terminar el patron de resistencia temprana a
estos nuevos antimicrobianos.

El anélisis sistemdtico de la flora bac-
teriana patégena y sensibilidad a los antibi6-
ticos imperante en cada centro de salud es
importante en varios aspectos pricticos co-
mo escogencia de antibiGticos en situaciones
de emergencia basados en el patrén de sensi-
bilidad Iocal, deteccién de desarrollo acele-
rado de resistencia a determinados antimicro-
bianos y aparicién de microorganismos alta-
mente resistentes que pueden provocar gra-
ves infecciones nosocomicas. Como estos pa-
trones de populacién bacteriana y resistencia
a antibidticos puede variar de institucién a
institucién dependiendo fundamentalmente
del uso correcto o abuso de los antibidticos
es fundamental que cada centro asistencial
efectlie sus andlisis estadisticos por separa-
do en forma periédica.
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TABLA VI. Actividad de varios antibiéticos in vitro.
Antibi6tico Microorganismo Sensibilidad y N° de casos
Cefalotina Klebsiella (s) 13/16 (i) 1/16 (r) 2/16
E. coli (s) 11/15 (i) 2/15 () 2/15
Enterobacter (s) 1/2 (r) 1/2
Proteus (s) 6/7 (r) 1/7
Ampicilina Klebsiella (s) 13/25 (i) 2/25 (r) 10/25
E. coli (s) 18/29 (i) 1/29 (r) 10/29
Enterobacter (s) 4/6 (i) 1/6 (r) 1/6
Proteus (s) 8/10 (1) (L) 17
TMT-SMX* Klebsiella (s) 27/32 (1) (r) 5/32
E. coli (s) 26/32 (1) (r) 6/32
Enterobacter (s) 3/7 (i) 1/7 (r) 3/7
Proteus (s) 9/10 (i) (r) 1/10
Carbenicilina Klebsiella (s) 13/31 (i) 6/31 (r) 12/31
E. coli (s) 20/33 (i) (r)
Enterobacter (s) 5/7 (i) 1/17 () 1/7
Proteus (s) 8/9 (i) (r) 1/9
Pseudomonas (s) 13/13 (i) 2/13 (r) 1/13
(s) = Sensible (i) = Intermedio (r) = Resistente
TABLA VII. Actividad de varios aminoglicésidos in vitro.
Antibiético Microorganismo Sensibilidad y N° de casos
Gentamicina Klebsiella (s) 32/34 (i) 1/34 (r) 1/34
Enterobacter (s)y 7/7
E. coli (s) 32/34 (i) 1/34 (r) 1/34
Proteus (s) 10/10
Pseudomonas (s) 13/13
Tobramicina Klebsiella (s) 17/17
Enterobacter (s) 12/15 (i) 2/15 (r) 1/15
E. coli (s) 5/5
Proteus (s) 2/2
Pseudomonas (s) 12/12
Sisomicina Klebsiella (s) 20/21 (i) 1/17
Enterobacter (s) 15/17 (i) 1/17 (r) 1/17
E. coli (s) 6/6
Proteus (s) 2/2
Pseudomonas (s) 11/11

* TMT-SMX = trimetoprin sulfametoxazole

(s) = sensible (i) = Intermedio

(r) = Resistente
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En nuestro hospital, la E. coli permane-
ce sensible a la mayoria de antibidticos in-
vestigados pero resistencia significativa a
ampicilina y trimetoprin - sulfametoxazole
empieza a vislumbrarse. Klebsiella sp per-
manece bastante sensible a las cefalosporinas,
y por tanto el uso excesivo de gentamicina
para infecciones menores causadas por este
organismos no parece estar justificada. Ente-
robacter sp es usualmente sensible a carbeni-
cilina y gentamicina en nuestro medio. El ot-
ganismo es usualmente resistente a ampici-
lina, cefalosporinas, y en nuestro hospital la
resistencia a trimetoprin- sulfametoxazole pa-
rece ser significativa. Proteus mirabilis es
sensible a ampicilina y cefalosporinas. Pro-
teus indol-positivo usualmente requiere ami
noglicésidos, aunque en orina, trimetoprin-
sulfametoxazole parece ser efectivo en nues-
tro medio. Pseudomonas sp es sensible a
gentamicina, carbenicilina y los nuevos ami
noglicésidos tobramicina y sisomicina.

Ampicilina permanece como un buen an-
tibibtico en nuestro medio contra E. coli y
Proteus mirabilis pero importante resisten-
cia ha emergido. En algunos hospitales mds
del 509% de E. coli son resistentes a Ja am-
picilina  (5). Enterobacter, Klebsiclla sp,
Serratia, Citrobacter, Hafnia, Edwarsiella,
Arizona y Providencia son casi siempre am-
picilina-resistentes. (6) (7).

Cefalosporinas son activas contra E. coli,
Proteus mirabilis y la mayoria de Klebsie-
lla sp en nuestro medio. El Proteus indol-
positivo, Enterobacter, Serratia marcecens,
Citrobacter sp, Providencia, Hafnia, Edwar-
siella y Arizona sp, son usualmente cefalos-
porina-resistentes  (8). Trimetoprin-sulfa-
metoxazole, un prometedor quimioteripico
para infecciones urinarias producidas por
una gran variedad de bacilos gram negati-
vos, incluyendo organismos sulfa-resistentes
(9) (10), empieza a mostrar temprano
desarrollo de inefectividad a varios miem-
bros de la familia Enterobacteriaceae en nues-
tro medio. Gentamicina alin es activo contra
més del 909 de los microorganismos gram-
negativos investigados, incluyendo Pseudo-
monas, en nuestro medio. Experiencias simi-
lares han sido reportadas por otros (11).
Sin embargo, en ciertos hospitales, 149 d=
Proteus morganii y 419 de Providencia sp
son gentamicina-resistentes (12).

Pseudomonas aeruginosa es ain muy sen-
sible a la gentamicina en nuestro hospital,
aunque creciente resistencia ha sido reporta-
da en otros paises desde 1971, especialmen-
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te en hospitales dedicados a pacientes con
cancer (13).

Carbenicilina fue eficaz contra un buen
nimero de E. coli, Enterobacter sp, Proteus
mirabilis y Pseudomonas sp. Klebsiella fue
usualmente resistente. Creciente resistencia
contra este antibidtico ha sido reportado des-
de 1966 (14), incluyendo desarrollo acele-
rado de resistencia después de pocos dias de
iniciado el tratamiento, por lo cual la droga
debe de usarse en forma restringida y/o
asociada a un aminoglicésido.

Tobramicina, un nuevo aminoglicésido,
mostré actividad contra la mayoria de los
bacilos gram negativos que se examinaron
incluyendo 12/12 casos de Pseudomonas
sp. Esta amplia actividad contra todos los
Enterobacteriaceae (15), aunado al hecho
que tobramicina es dos a cuatro veces mis
activa contra Pseudomonas acruginosa que
gentamicina (16), hacen de tobramicina una
adicién prometedora al armamentario tera-
péutico. Tobramicina puede ser activa tam-
bién contra Pseudomonas aeruginosa resis-
tente a la gentamicina (17).

Sisomicina se comporté en forma pare-
cida a tobramicina, incluyendo actividad de-
finida contra 11/11 casos de Pseudomonas
sp. Este nuevo aminoglicésido es también
muy similar a gentamicina pero es ligeramen-
te mis activo contra varios bacilos gram
negativos (18). Experimentos en animales
sugieren que sisomicina puede ser el ami-
noglicésido mas activo cuando investigado
in vivo (19). Sin embargo bacilos gram ne-
gativos resistentes a gentamicina, son usual-
mente sisomicina-resistentes (20).
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