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CONTENIDO

e Método de Kirby-Bauer.

INTRODUCCION

Varios métodos de laboratorio pueden ser usados para determinar “'in vitro™” la
susceptibilidad de bacterias ante agentes antimicrobianos. En muchos laboratorios
de microbiologia clinica, la prueba de difusion en agar es usada en forma rutinaria
para bacterias de rapido crecimiento y algunas bacterias fastidiosas patdgenas.

El método que actualmente recomienda el Sub Comité de Ensayos de
Susceptibilidad del Laboratorio Internacional de Referencia (Nacional Committee
for Clinical Laboratory Standars o NCCLS), esta basado por el método
originalmente descrito por Bauer et al, (Método de Kirby-Bauer). Este es el
método de difusion en disco en que se han desarrollado estandares para su
interpretacion y estd apoyado por datos clinicos y de laboratorio.

EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS

Equipos

e Incubadora a 35°C

e Estereoscopio

e Refrigerador doméstico
Materiales

e Aplicadores de algodon

e Lapiz cristalografico

e Asas de nicron

e Pinzas y agujas de inoculacion

e Placas de Petri

e Tubos de 13 x 100 con tapa de rosca estériles

e Tubos de 13 x 100 sin tapa de rosca estériles



e Alcohol 90 %
e Regla graduada en mm
e Cepas ATCC de control
Reactivos
e Medio de Agar Mueller Hinton
e (Caldo Mueller Hinton
e Discos de antibi6tico
Estandar de turbidez para preparacion del in6culo

Para estandarizar la densidad del in6culo para una prueba de susceptibilidad, se
utiliza estandar de turbidez de BaSO, equivalente a un estandar 0.5 McFarland o su
equivalente optico. El cual esta compuesto por una solucién de 0,5 mL de la
solucion BaCL, x 2H,0 al 1,175 % (p/v) en 99,5 mL de una solucién de éacido
sulfarico 1 %. El mismo se puede conservar durante 6 meses a la temperatura
ambiente, en la oscuridad y herméticamente cerrado.

Objetivos

e Conocer la sensibilidad /7 vitro de un determinado germen aislado a un
grupo de discos de antibioticos.

Alcance

e Se le realizara a todas las cepas que se les desee conocer su patréon de
susceptibilidad antibidtica, las cuales seran todos los gérmenes aislados
como patogenos de muestras clinicas.

Responsabilidades

e Técnico que trabaja las muestras y profesional que atiende el trabajo
de ese cubiculo.

Condiciones de bioseguridad
e Ver manual de bioseguridad del laboratorio.
Operaciones preliminares

e Los gérmenes que se van a trabajar en esta seccion deben ser
previamente identificados como Gram positivos o Gram negativos y se
enviardn a dicha seccién en cultivo puro, libre de contaminaciones, y con
una rotulacién segun el numero de entrada y el tipo de muestra.

e Los medios de cultivo en este caso son el Agar Mdueller Hinton y el caldo
Mueller Hinton, los cuales se prepararan en la seccion de Medios de
cultivo. El Agar Mueller Hinton debe ser preparado como minimo con un dia
de antelacion para un mejor secado de las placas.

Procedimiento



Preparacion del inoculo

Método de crecimiento

& Al menos 3 a 5 colonias bien aisladas y del mismo tipo de morfologia se
seleccionan de un agar de cultivo. Se toca la colonia por arriba con un
asa y el crecimiento se transfiere a un tubo con 4 a 5 mL de un medio
de cultivo adecuado, tal como caldo Mueller-Hinton.

% El caldo de cultivo es incubado a 36°C hasta que alcance la turbidez del
estandar de 0.5 McFarland (usualmente 2 a 6 horas). Esto resulta en
una suspensién que contiene aproximadamente 1 a 2 x 10 ® UCF/mL.

# La turbidez del caldo se ajusta con solucién salina estéril o con caldo
para obtener una turbidez opticamente comparable a un estandar de 0,5
McFarland.

Inoculacion de las placas

En un lapso de tiempo éptimo de 15 minutos después de ajustar la turbidez
de la suspension del inodculo, un aplicador de algodén se sumerge en ella. El
aplicador debe ser rotado varias veces y presionado firmemente contra la
pared interna del tubo sobre el nivel de liquido. Esto remueve el exceso de
inoculo.

Se inocula la superficie de una placa de Agar Mueller—Hinton extendiendo el
aplicador de un extremo a otro sobre toda la superficie. Este procedimiento
es repetido dos o méas veces, rotando la placa aproximadamente 60° C
después de cada aplicacion para asegurar una distribucién constante del
in6culo. Como paso final se pasa sobre los bordes del Agar.

La tapas de la placa pueden quedar entreabiertas por 3 a 5 minutos, pero
no mas de 15, para permitir que un exceso de humedad de la superficie se
absorba antes de aplicar el disco con la droga impregnada.

Se debe evitar excesos en la densidad del indculo. Nunca usar caldos de
cultivo de la noche anterior sin diluir u otro inoculo no estandarizado.

Aplicacion de los discos a las placas inoculadas

Los discos se dispensan sobre la superficie del agar. Cada disco debe ser
presionado para asegurar contacto pleno con la superficie del agar. Ya sea
que el disco se ponga individualmente o con un dispensador, deben ser
distribuidos en forma constante y no debe quedar a menos de 24 mm de
distancia entre centros. No mas de 12 discos se deben poner por placa de
150 mm o no mas de 5 en placas de 100 mm. Debido a que algunas drogas
difunden casi instantaneamente, un disco no debe ser relocalizado una vez
gue haya tomado contacto con la superficie del agar.

Las placas son invertidas y puestas en un incubador a 36°C en el lapso de
15 minutos después de aplicados los discos. Las placas no se deben incubar
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en un ambiente de CO, porque los estandares de interpretacion fueron
desarrollados usando aire ambiente y el CO, alterara significativamente el
tamafio de las zonas de inhibicion de algunos agentes.

Los discos utilizados en este proceder estaran directamente relacionados con el
tipo de bacteria a la cual se le esté midiendo la sensibilidad, es decir, si se trata de
bacterias Gram negativas o Gram positivas, de la localizacién de la infeccion, de la
procedencia del paciente al que se le tomo la muestra microbioldgica, ya sea
ambulatorio u hospitalizado y dentro de estos si se trata de una unidad de
cuidados especiales, una sala abierta, etc. Ademés se seleccionaran los antibioticos
que representen a cada uno de los grupos de antimicrobianos que se utilizan en la
actividad asistencial.

Lectura de las placas e interpretacion de los resultados

Después de 16 a 18 horas de incubacion, cada placa es examinada. Las
zonas de inhibicion resultantes deben ser uniformemente circulares en una
capa homogénea de crecimiento. Si aparecen colonias individuales, el
in6culo estaba muy diluido y la prueba debe ser repetida. Los diametros de
la zona de inhibicibn completa son medidos en mm pasando por el centro
del disco. La placa petri se mantiene a una distancia de pocos centimetros
sobre un fondo negro no reflactante y se ilumina con luz reflejada. Si se
agreg6 sangre al agar base (como para Streptococcus), las zonas son
medidas en la superficie superior del agar iluminado con luz reflejada
sacando la tapa. Si el organismo de prueba es un Staphylococcus spp. o
Enterococcus spp., se requieren 24 horas de incubacion y luz transmitida
(placa se mantiene hacia la luz) se usa para examinar la zona de oxacilina y
la zona de vancomicina buscando ligeros desarrollos de colonias resistentes
a meticilina o vancomicina.

El margen de las zonas debe ser tomado como el area donde no se observa
crecimiento visible. Un crecimiento pobre de pequefas colonias, las que se
detectan con lente de aumento al borde de la zona de crecimiento inhibido,
son ignoradas. Sin embargo, colonias discretas creciendo dentro de la zona
clara de inhibicion deben ser identificadas y probadas nuevamente. Con
Proteus spp., el delgado velo de poblacién en una obvia zona de inhibicién
debe ser ignorado. Con trimetoprim y las sulfonamidas, pueden aparecer
zonas de crecimiento leve; por lo tanto, no se considera y se mide los
margenes mas obvios para determinar el diametro de la zona. Cuando se
usa medio suplementado con sangre para probar Streptococcus spp., se
debe ser cuidadoso en medir la zona de inhibicién y no la de hemadlisis.

Los tamafios de las zonas de inhibicion son interpretados en las Tablas NCLI
para ser informado como susceptible, intermedio, o resistente a los
antimicrobianos que se han probado, estas tablas deben ser actualizadas
periddicamente.

Interpretacion de los resultados de la prueba de difusion en disco



Categorias interpretativas

e Sensible: La categoria "sensible" implica que una infeccién debido a una
cepa puede ser apropiadamente tratada con la dosis de agente
antimicrobiano recomendado para ese tipo de infeccidén y especie infectante.

e Intermedio: La categoria "Intermedio” incluye aislamientos con agentes
antimicrobianos con una concentracidbn minima inhibitoria (CMI) que se
aproxime usualmente a nivel de tejido y sangre disponible y para los cuales
su velocidad de respuesta puede ser mas lenta que la de los aislamientos
susceptibles. La categoria "Intermedia” implica eficacia clinica en sitios del
cuerpo donde la droga es fisiologicamente concentrada; ejemplo,
quinolonas y R-lactamicos en orina; o cuando una dosis mayor que lo
normal de una droga puede ser usada; ejemplo: [3-lactamicos.

e Resistente: Las cepas resistentes no son inhibidas por la concentracion
sistémica usualmente alcanzable de un agente cuando los esquemas de
dosificacion normal son usados. Pueden tener CMI que caen dentro del
rango donde estan disponibles mecanismos de resistencia especificos (por
ej. B-lactamicos) y la eficacia clinica no ha sido confiable en tratamientos
estudiados.

Lectura

1.

Con una regla de doble decimetro se medird el didmetro de los halos de
inhibicién de crecimiento alrededor de los discos, estos deben ser medidos por
el fondo de la placa y se anotaran los resultados, los cuales seran
comparados con las tablas correspondientes. Se interpretara como sensible,
resistente o intermedio. El borde de la zona de inhibicion se aprecia a simple
vista y es en general netamente delimitado. Sin embargo hay 3 excepciones:

# En el caso de las sulfamidas y el clotrimoxazol, pequefas colonias
pueden aparecer en el interior de la zona de inhibicién, las mismas no
deben ser tomadas en cuenta.

# Cuando se estudia sensibilidad a la penicilina de los estafilococos
productores de Penicilinasa se observa en la zona de inhibicion un
borde que indica dilatacion marcada estas se reconocen con facilidad
cuando se comparan con las cepas testigos, cualquiera que sea el
tamano debe ser considerada como reveladora de resistencia.

# Ciertas cepas de Proteus pueden dispersarse en el interior de las zonas
de inhibicién lo cual no debe ser tomado en cuenta.

Controles

Todo proceso técnico lleva implicito un Control de Calidad; el Método de Kirby
Bawer se le realiza a través de cepas de referencia las cuales deben dar
determinados halos de inhibicion con un grupo de antibioticos, para esto se utiliza
como referencia una tabla de la NCLI actualizada, la cual recomienda el empleo
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de las cepas ATCC Escherichia coli 25922, Escherichia coli 35218, el
Staphylococcus aureus 25923 y la Pseudomona aeruginosa 27853.

Este control debe realizarse cada vez que se empiece a utilizar un nuevo lote de
discos de antibiograma y periddicamente una vez al mes para un control del
proceso.

Observaciones

2. En este acapite queremos mencionar y referirnos en el caso que queramos
aplicar el método de Kirby-Bawer en organismos fastidiosos la necesidad de
tener en cuenta algunos requerimientos especiales.

3. Para los antibiogramas de los Estreptococos se utilizan placas de Agar Sangre
de carnero y en el caso de las Neisserias los mismos se realizan en Agar
Chocolate y la interpretacion de los resultados se buscara en las tablas
correspondientes.
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