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Resumen:

El proyecto realizado consistié en administrarle antibioticos de diferentes grupos (v por tanto distintos
métodos de accion) a cultivos de Salmonella Enteritidis para estudiar la resistencia a éstos que la bacteria
presenta y asi responder a la pregunta, ,frente a qué grupos de antibidticos presenta mayor resistencia? Los
antibioticos utilizados fueron acido nalidixico, que pertencce al grupo de quinolonas, penicilina G y
amoxicilina que son [-lactimicos, estreptomicina y eritromicina (macrolidos), tetraciclina, trimeto-
sulfametoxazol (sulfamida), cefalotina (cefalosporina) y cloranfenicol. Mediante una yodometria s¢ estudid
a la amoxicilina, respondiendo a la pregunta ;afecta la temperatura mayor a 30 °C a la concentracion de
amoxicilina? Para estas interrogantes, se manejan las siguientes hipotesis: los antibidticos que presentaran
mayor resistencia son la penicilina y la amoxicilina, mientras que la que mostrara mas sensibilidad serd el

acido nalidixico; en cuanto a la concentracion de amoxicilina, €sta disminuira a mayores temperaturas.

Los resultados de los cultivos demuestran que, efectivamente la penicilina G (11,67+0,45) mm v la
critromicina (11,83+0,45) mm presentaron una mayor resistencia (o sea, su anillo es mas pequefio), la
estreptomicina (16,00+0,41) mm resulté en anillos intermedios, y los principios activos restantes (acido
nalidixico (21,83+0,68) mm, tetraciclina (22,67+0,45) mm, trimeto-sulfametoxazol (26,00+068) mm,
cefalotina (24,33+0,36) mm vy cloranfenicol (24,83+0,73) mm resultaron scer sensibles para el
microorganismo estudiado. En cuanto a la amoxicilina, dio un promedio de 95,66 %, por lo que un 4,44 %

de principio activo se vio afectado por el aumento de temperatura.
Introduccion:

Se eligié ¢l tema, va que en las altimas décadas, por consumir antibidticos sin indicacién y por no
finalizar el tratamiento de los mismos, se ha demostrado una resistencia a ciertos principios activos por parte
de diferentes bacterias. La Salmonella Enteritidis puede encontrarse en alimentos como ¢l huevo, el pollo y

la carne roja, alimentos muy consumidos por el ser humano en todas las etapas de su vida.
Objetivos:

® Estudiar la resistencia que presenta la Sa/monella Enfteritidis {rente a determinados antibi6ticos, los
cuales son ¢l Acido nalidixico, la estreptomicina, la penicilina G, la tetraciclina, el trimeto-
sulfometoxazol, el cloranfenicol, 1a eritromicina, la cefalotina, y la amoxicilina.

® Determinar si afecta el calor a 1a concentracion de principio activo de la amoxicilina.



Pregunta investigable:

JFrente a qué grupos de antibidticos (B-lactamicos, macrédlidos, quinolonas, tetracilina, sulfamidas,
cefalosporinas y cloranfenicol) la Salmonella Enteritidis presenta mayor resistencia antibiotica? ;Afecta la

temperatura mayor a 30 °C a la concentracion de amoxicilina?
Hipotesis:

Como usualmente los antibidticos de uso mas frecuentes son los B-lactamicos, la Salmonella Enteritidis

presentara una resistencia mayor que al acido nalidixico, ¢l cual es un antibiotico mucho menos utilizado.

La concentracion de amoxicilina se vera afectada por el aumento de temperatura, ya que puede

descomponerse a mas de 30 °C.
Marco teorico:

El uso creciente de antibiéticos para la salud humana y animal, asi como para la produccion ganadera, ha
sido acompafiado por €l desarrollo de mecanismos de evasion por parte de microorganismos anteriormente
sensibles. De este modo, desde hace décadas hasta la actualidad, no han cesado de crecer las descripciones
de microorganismos que han adquirido alguna forma de resistencia contra uno o mas antibidticos.
(Balsalobre y Herndndez-Godoy. 2004).

Un antimicrobiano ¢s una molécula natural Pared celular

: . . Penicilinas, cefalosporinas
(producida por un organismo vivo, hongo o
Membrana celular
Polimixina B
{aminoglucosidos)

bacteria), sintética o semisintética, capaz de inducir

la muerte o la detencion del crecimiento de
Duplicacidén de ADN
Ac. nalidixico, pipemidico

4-fluor quinolonas: Pefloxa
cipro, norflo, fleroxacina

bacterias, virus u hongos. Los antibidticos
constituyen un grupo heterogéneo de sustancias con

diferente  comportamiento  farmacocinético vy Sintesis proteica

30s: Aminoglucosidos,
Tetraciciina

50s: Cloramfenicol,
Macrohdos

farmacodinamico, ejercen una accion especifica
sobre alguna estructura o  funcion  del

microorganismo, tienen clevada potencia biologica pa
inhibicion de paso

metabdlico
Trimetopnm/sulfa

Duplicacion de ARN
de nuestro organismo. El objetivo de la Rilampicina
Hlustracion 1: Sitio de accidn de los antibidticos.

actuando a bajas concentraciones y la toxicidad es

selectiva, con una minima toxicidad para las células

antibioticoterapia es controlar y disminuir el niimero
de microorganismos viables, de modo que ¢l sistema
inmunologico sea capaz de eliminar de totalidad de los mismos. De acuerdo a la interaccion germen-
antibiotico, estos farmacos pueden dividirse en: a) bactericidas: su accioén es letal, llevando a la lisis
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bacteriana; b) bacteriostaticos: a las concentraciones que alcanzan en el suero o tejidos impiden el desarrollo
v multiplicacion bacteriana pero sin llegar a destruir las células. De hecho, cuando se retira el antibiético, el

microorganismo se puede multiplicar de nuevo. (Seija y Vignoli, 2006).

El mecanismo de accion es por lo que un antibidtico es capaz de inhibir el crecimiento o destruir una
célula bacteriana. Se dividen en inhibidores de la formacion de la pared bacteriana, inhibidores de la sintesis
proteica, inhibidores de la duplicacion del ADN, inhibidores de la membrana citoplasmatica e inhibidores de

vias metabdlicas. (Seija y Vignoli, 2006)

1. Quinolonas: Este grupo de compuestos incluye un nimero de agentes antimicrobianos
intimamente relacionados que funcionan primariamente inhibiendo la actividad de la ADN-girasa
de muchas bacterias, enzima que cataliza el super enrollamiento del ADN cromosdémico, que
asegura una adecuada division celular. Se clasifican en generaciones.

2 Temagighnas: Las etragiclings imhiben. Tustracion 1.Sitio de accion de los antimicrobianos
sintesis de proteinas a nivel ribosomal, de
ciertas bacterias gram positivas y negativas.

3. Sulfonamidas y trimetorpima: Este grupo de compuestos, abarcan varios agentes
quimioterapéuticos con similar espectro de actividad, los cuales inhiben el metabolismo del
folato. El sulfametoxazol es usualmente cnsayado en combinacidn con trimetoprima, estos
producen una inhibicion secuencial en dos pasos del metabolismo del folato de algunas bacterias
gram negativas y positivas.

4. Macrolidos: Son antibidticos estructuralmente relacionados que inhiben la sintesis proteica a nivel
ribosomal.

5. El cloranfenicol, como la clindamicina y la rifampicina son antibioticos que inhiben la sintesis de
proteinas. No presentan otros compuestos relacionados.

6. Betalactamicos: Son un grupo de antibidticos de origen natural o semisintético que se caracterizan
por poseer en su estructura un anillo betalactamico. Actian inhibiendo la ultima etapa de la
sintesis de la pared bacteriana. En esta familia se encuentran las penicilinas naturales (G y V),
aminopenicilinas (ampicilina, amoxicilina), carboxipenicilinas y ureidopenicilinas. (Seija y
Vignoli, 20006).

a. Penicilinas: Su espectro esta dirigido a las bacterias no productoras de B-lactamasas: gram
positivas, algunos fastidiosos y gram negativos. Las acilamino-penicilinas (ampicilina y
amoxicilina) poseen actividad contra muchas especies gram negativas, incluyendo
miembros de la familiar enterobacteriaceae no productos de B-lactamasas. Se combina un
B-lactamico con inhibidores de B-lactamasas, esto incluye una penicilina y un segundo
agente que posee una actividad antibacteriana minima pero funciona como inhibidor de

algunas B-lactamasas. (Malbrdan. 2001).



1. Combinacién de [-lactamico/Inhibidor de [-lactamasas: Esta combinacion
antimicrobiana incluye una penicilina y un segundo agente que posee una
actividad antibacteriana minima, pero funciona como inhibidor de algunas B-
lactamasas. (Malbrdn. 2001).

b. Cefalosporinas: Poseen un espectro de actividad levemente diferente contra bacterias
gram negativas v positivas. Estos agentes son frecuentemente referidos como de
“primera”, “segunda” o “tercera” generacion. (Seija, Vignoli, 2006).

Carbapenemes.

d. Monobactames.

La Amoxicilina es un antibidtico semisintético derivado de la NH,

penicilina. Se trata de un amino penicilina de amplio espectro para mn H
administracion oral. La accion bactericida que gjerce, es el resultado HO |:|
N

O \)<
de la inhibicioén de la 1ltima etapa de la sintesis de la pared celular o
bacteriana, uniéndose a unas proteinas especificas llamadas PBPs O/\ G
(Penicillin-Binding Proteins) localizadas en la pared celular. Al Tlustracion 2. Estructura de la

impedir que la pared celular se construya correctamente, la amoxicilina
Amoxicilina ocasiona, en ultimo término, la lisis de la bacteria y su

muerte. (Maradiaga, Montoya y Mora. 2011).

La resistencia antibidtica puede presentarse en la bacteria de diferentes maneras, como el mecanismo de
resistencia individual, de resistencia poblacional y de resistencia poblacional en microorganismos que
producen una infeccion. La resistencia individual se refiere a la interaccion molecular entre la célula
bacteriana con todo su arsenal genético y metabdlico, y un antibidtico determinado. La resistencia
poblacional representa €l comportamiento i vifro de un indculo bacteriano preestablecido (una poblacion
bacteriana) enfrentado a determinada concentracion de un antibidtico, por un periodo de tiempo
determinado. En ¢l caso de la resistencia poblacional en microorganismos que estan produciendo una
infeccion, se habla de una eficacia terapéutica y juegan otros factores, como el sitio de infeccion, las
propiedades farmacocinéticas del antibiético (donde se¢ encuentran incluidos 1a dosis v ¢l fraccionamiento
diario del mismo), el estado inmunologico del paciente, el tamafio del in6culo bacteriano, etc. (Seija vy

Vignoli, 2006)

En este trabajo, se investigd la sensibilidad a 9 antibiéticos de cepas de Salmonella entérica aislada de
pollo, utilizando la técnica de difusion en placa. Ingerir €sta bacteria ocasiona enfermedades con caracter
oportunista si se¢ dan las circunstancias oportunas, v el hecho de que pueda presentar resistencias a
antibioticos podria tener implicaciones para la salud humana y animal. Por una parte, podria dificultar la

terapia antibidtica en aquellos casos en que pudiera ser necesaria, pero ademas podria contribur de forma
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importante a la difusion de resistencias dada la capacidad de ambos gérmenes para intercambiar material
gendtico con otros gérmenes habituales del intestino humano y animal. (Balsalobre, Herndndez-Godoy.
2004).

El método de disco difusidon es un

método cualitativo, que se caracteriza por

e -
Ao
. K

H T s 55 VTSR . e T ser facilmente estandarizable y que estd
— TR =y | A P o ) )

ALY T\ o Y nbecitns o indicado para  microorganismos 1o

S RO gl : 5 = . . - roo. s
st kil Cobacacitn Medida de halos exigentes de crecimiento rapido. Partiendo

da discos

de una muestra clinica sicmpre s¢ debe
Hustracion 3. Esquema de técnica por difusion de agar. realizar un cultivo puro para poder

comenzar ¢l estudio de la sensibilidad
antibiotica. Para esto se utiliza la técnica de aislamiento en placas que contengan un medio adecuado para la
cepa en estudio (al cual ademas se le deben otorgar las condiciones atmosféricas especificas de esa cepa). El
método de disco difusion consiste en depositar en la superficic de una placa de agar MH previamente
inoculada con el microorganismo, discos de papel de filtro impregnados con los diferentes antibioticos. Tan
pronto como ¢l disco impregnado ¢n antibidtico se pone en contacto con la superficic himeda del agar, ¢l
filtro absorbe agua y ¢l antibiotico se difunde por ¢l agar, formandose un gradiente de concentracion.
Transcurridas de 18 a 24 horas de incubacion, los discos pueden o no aparecer rodeados por una zona de

inhibicién de crecimiento bacteriano. (7aroco, Seija y Vignoli, 2006).

Una manera de determinar la concentracion de bacterias en un cultivo es mediante una espectrofotometria

v luego, mediante la escala McFarland, 1a cual, dependiendo del nimero de bacterias, es un niimero.

La espectrofotometria UV-visible es una técnica analitica que permite determinar la concentracidn de un
compuesto en solucion. Se basa en que las moléculas abso rben las radiaciones electromagnéticas y a su vez
que la cantidad de luz absorbida depende de forma lineal de la concentracion. Para hacer este tipo de
medidas se¢ emplea un espectrofotometro, en ¢l que se puede seleccionar la longitud de onda de 1a luz que
pasa por una solucion y medir la cantidad de luz absorbida por la misma. El fundamento de la
espectroscopia se debe a la capacidad de las moléculas para absorber radiaciones, entre cllas las radiaciones
dentro del espectro UV visible. Las longitudes de onda de las radiaciones que una molécula puede absorber
y la eficiencia con la que se absotben dependen de 1a estructura atémica y de las condiciones del medio (pH,

temperatura, fuerza ionica, constante dicléctrica).

Cuando un rayo de luz de una determinada longitud de onda de intensidad I, incide perpendicularmente
sobre una solucion de un compuesto quimico que absorbe luz o croméforo, el compuesto absorbera una

parte de la radiacion incidente (I.) y dejara pasar el resto (Iy), de forma que se cumple:



To=Ia+1t

La transmitancia (7) de una sustancia en solucion ¢s la relacion entre la cantidad de

luz transmitida que llega al detector una vez que ha atravesado la muestra, 7, v la

cantidad de luz que incidié sobre e¢lla, /,, y se representa normalmente e¢n tanto por lg It
ciento: % T =It/Iox100. La transmitancia nos da una medida fisica de la relacion de & *

intensidad incidente v transmitida al pasar por la muestra. (Rivera, Reyes, Cejudo, Jorrin, <

1
Tlustracion 4.

_ _ Esquema de
La absorbancia (4) es un concepto mas relacionado con la muestra puesto que nos croméforo

Peinado, Meléndez-Valdez, Fitaiia. S'F)

indica la cantidad de luz absorbida por la misma, y se define como el logaritmo de //7, en
consecuencia: A=log 1/T=—log T=—log It/lo. Cuando la intensidad incidente y transmitida son iguales
(Io = I1), la transmitancia es del 100% e indica que la muestra no absortbe a una determinada longitud de

onda, y entonces 4 vale log 1 = 0. (Rivera, Reyes, Cejudo, Jorrin, Peinado, Meléndez-Valdez, Fiiiafia. S'F)

La cantidad de luz dispersada es proporcional al cociente entre el tamafio de la particula y la longitud de

onda incidente; la sensibilidad de la técnica aumenta a longitudes de onda (%) cortas. Este método se utiliza
para determinar el nimero de unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml) usando una tabla va
estipulada (ver Anexo 1).

En el analisis volumétrico, la determinacion cuantitativa de sustancias quimicas se efectiia por medio de
la medicién exacta de los volumenes de las disoluciones que entran en reaccion, siempre que también se
conozca exactamente, la concentracion de una de ellas. El procedimiento general y esencial empleado en los
métodos volumétricos de analisis se denomina —valoracion, y puede definirse como —el procedimiento
operativo consistente en hacer reaccionar dos disoluciones: una en la cual se encuentra la sustancia que se
desea cuantificar, convenientemente disuelta en un solvente adecuado, vy otra de la cual se conoce
exactamente su concentracion. A esta uiltima solucion se le denomina —solucion patron valorantel (también,
solucion valorante) vy a la de concentracion desconocida —solucion a valorarl o —solucion valoradal. Una
de las dos, generalmente la valorante, debera colocarse en una bureta para ir afiadiendo voliimenes sucesivos
de 1la misma hasta finalizar 1a valoracion. El volumen ¢xacto de 1a otra solucidn debe ser previamente fijado
vy medido exactamente con una pipeta. La valoracion culmina cuando se alcanza el punto de equivalencia, es
decir cuando la cantidad de sustancia de equivalentes de la especie que se valora ha reaccionado

completamente con una idéntica cantidad de sustancia de equivalentes del patron (o agente) valorante

adicionado. (Maradiaga, Montoya, Mora. 2011).

e S e 0 -

[lustracion 5. Espectro electromagnético.



El punto de equivalencia de la valoracion es un concepto tedrico; en la practica, solo se puede apreciar
una aproximacion a este punto a la que se denomina punto final de la valoracion. La deteccion del punto
final de la valoracion s¢ realiza con ayuda de los indicadores, nombre con ¢l cual se identifican aquellas
sustancias que provocan un cambio fisico visible (variacion de color, aparicion de un precipitado u otras
sefiales perceptibles al ojo humano) en la solucién que se valora. Este cambio fisico apreciable es el que
indica que debe detencrse 1a adicion de la solucion patron valorante, es decir, que debe darse por concluida

la valoracion. (Maradiaga, Montoya, Mora. 201 1).

Los m¢todos de andlisis volumétricos s¢ pueden clasificar, atendiendo al tipo de reaccidon quimica que
tiene lugar entre el patron valorante v la sustancia presente en la solucion a valorar. Una volumetria de
Oxidacion-Reduccion se basa en reacciones donde ocurre una transferencia de electrones de una especie a
otra, debido a que la oxidacién de una especie va siempre acompafiada de 1a reduccion de la otra especie. La

ecuacion general puede ser representada de la siguiente forma:

Red, + Oxi, <> Red, + Oxi,

Los métodos volumétricos basados en este principio encuentran también una notable aplicacion en el
analisis de aquellos compuestos de interés farmaccutico capaces de oxidarse o reducirse. (Maradiaga,
Montoya, Mora. 2011)

Atendiendo al agente valorante que s¢ emplea, la volumetria redox puede considerarse subdividida,
fundamentalmente, de la siguiente forma: permanganometria, dicromatometria, cerimetria, yodometria,

yodimetria, bromatometria y yodatometria, entre otros tipos. (Maradiaga, Montoya, Mora. 2011)

Los oxidantes fuertes oxidan I a I's en medio dcido (el ultimo es también llamado 16n complejo triyoduro
y se obtiene por la mezcla de yodo I, con exceso de I', lo que permite una mejor solubilizacion en medio
acuoso); dado que el establecimiento de la cantidad de muestra demanda la titulacion del I'; formado, este
procedimiento se denomina método indirecto o Iodométrico. Uno de las aplicaciones de ¢ste método es la
apertura por hidrolisis de funciones ciclicas presentes en la molécula de un fairmaco, permite la reacciéon con
solucion de I, y la posterior valoracion del exceso de éste con solucion estandarizada de Tiosulfato. Esto se

aplica con Antibioticos B-Lactamicos. (Maradiaga, Montova, Mora. 2011)
Materiales:

¢ Hisopos estcriles.

* Pinzas estériles o dispensador.
e (radillas.

* Descartador.



* Anza bacteriologica.

e Estufa de 35°C.

* Espectrofotémetro.

¢ Tubos de ensayo.

e Placas de agar MH.

* Placas de Petri.

* Pipetas aforadas 1,0 mL
* Tubos eppendorf.

* Autoclave.

e Balanza analitica.

e Agitador magnético.

¢ Plancha.
e Papel de filtro.
¢  Embudo.

e Varilla de vidrio.

*  Vasos de bohemia.

* Matraces Erlenmeyer.

e Pipetas graduadas (25, 5, 2) mL.

* Pipetas aforadas (50,00£0,05) , (5,00£0,01) mL., (10,00+0,04) mL, (2,000£0,006).
¢ Mortero.

» Bureta (10,000+0,005) mL.

e Soporte.

* Pinza de Mohr.

Sustancias/Soluciones:

e Agar Mueller-Hinton.

*  (Cloruro de bario.

¢ Biiffer.

e Acido nalidixico.

¢ Estreptomicina.

e Penicilina (G).

® Tetraciclina.

* Trimetopina-Sulfometoxazol.
* (loranfenicol.

* Eritromicina.

¢ (efalotina.
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* Amoxicilina con acido clavulanico.
e Tiosulfato de sodio (solido).

* Solucidén de yodo 0,1 N.

* Acido clorhidrico 10 N.

¢ Almidon soluble.

¢ Fosfato monobdsico sodico (so6lido).
e Fosfato dibasico sodico (s6lido).

e Amoxidal 500 mg (comp.)

¢ Hidréxido de sodio (so6lido).
Técnicas:

* Test de difusion por disco.
¢ Espectrofotometria.
* Yodometria.

Procedimiento:

1. Preparacion de placas Muller-Hinton:
a. Se¢ prepard ¢l agar M. Hinton a partir de la base deshidratada de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante.
b. Inmediatamente se esterilizo, se enfrio a bafio de agua hasta 45-50 °C.
¢. Se coloco el medio en las placas de Petri, hasta un nivel aproximado de 4 mm.

d. Las placas que no se usan en ¢l dia pueden mantenerse en refrigerador (2-8 °C).

e. Con anzas se¢ quitaron las bacterias congeladas y s¢ sembraron por estrias en placas estériles
con medio TSA (Tryptic Soy Agar) Se incubaron las placas a 37 °C por aproximadamente 18
h.

f. Se autoclavaron los tubos con TSB (Tryptic Soy Broth) para esterilizarlos para el préximo
uso.

1. Se esterilizé en autoclave: 121°C x 15 minutos.

2. Preparacion de tubos con TSB:
a. A las placas con estrias (colonias) se les quitaron aprox. 5 colonias con ansas y se colocaron
en tubos con TSB.

b. Se incubd en estufa con agitacidén a 35°C.

¢. Luego se secaron las placas con Muller-Hinton a 35°C.

3. Turbidez estandar para la preparacion del inéculo:
11



a. Se coloco una muestra de caldo TSB en una cubeta de espectrofotometro.
b. La absorbancia a 625 nm debié tener valores entre 0,08 y 0,10 para equivalencia a 0,5 en la
escala Mc Farland (1,5 x 10® células).
¢. En caso de dar valores mayores, se diluy6 el caldo con biiffer.
4. Colocacién de antibidticos:
Se ensopo ¢l hisopo con el caldo TSB (Algunos diluidos con biiffer).

al
b. Se pasé el hisopo por la placa de Petri con Agar (3 Agar por cada caldo).

e

Se agregaron los discos de antibi6ticos (6 por placas)
d. Se esterilizo 1a pinza de los antibidticos con fuego antes de tomar un nuevo disco.
e. Sellevo a estufar a 35 °C por 18 h aprox.
S. Determinacion de resistencia antibidtica:
a. Se midi6 el didmetro del anillo formado alrededor del disco del antibidtico.
b. En caso de que un circulo crezca sobre otro, se midi6 el radio y se multiplico por 2.
6. Yodometria:
a. Preparacion de solucion de tiosulfato de sodio 0,01 N:
i. Enun matraz Erlenmeyer se tomaron aprox. 0,79055g de tiosulfato de sodio.
il. Se diluyo y trasvasé a un matraz aforado de 1000 mL.
ili. Se complet6 hasta el aforo, se limpi6 y enraso.
b. Preparacion de solucion de yodo 0,01N:

i. Se tomo6 con pipeta aforada 50 mL de solucion de yodo 0.1 N y se diluyd en un
matraz aforado de 500 mL.
¢. Preparacion de solucion de acido clorhidrico 1,2N:
i. Se tomo con pipeta graduada 12 mL de acido clorhidrico 10 N y se diluy6 en un
matraz Erlenmeyer hasta los 100 mL de agua.
d. Preparacidn de solucién biiffer pH 6:
i. Enun matraz Erlenmeyer se colocd 0,2 g de fosfato dibasico sodico y 0.8 g de fosfato
monobasico sédico.

il. Se diluy6 en 100 mL de agua.

¢

Preparacion de almidon indicador:
i. Se hizo una pasta colocando aproximadamente 0.4 g de almidon soluble en un vidrio
reloj con un poco de agua.

il. Se calentd en un vaso de bohemia 200 mL de agua hasta ebullicion.
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ili. Se le adicion6 la pasta al agua hirviendo lentamente y se continué calentando
suavemente durante 10 minutos, agitando de forma alternada.
iv. Seenfrio y transfirié a un recipiente bien tapado.
f. Preparacion del estandar:
i. Se pesaron 4 capsulas de amoxicilina 500 mg individualmente.
il. Se determiné el peso promedio del contenido de las capsulas.
ili. Se tom¢ un peso equivalente de 100 mg de principio activo y se transfirié a un matraz
Erlenmeyer.
iv. Se disolvio en solvente cantidad suficiente (Biiffer pH=6).
V. Sec agitd con agitador magnético durante 15 minutos.
vi. Finalmente se filtr6 la solucion.
g. Preparacion de la muestra.
i. Se tomd un peso equivalente de 100 mg de principio activo y se transfirid a una
capsula, luego se calentd a 100 °C aprox.
ii. Se disolvio en solvente cantidad suficiente (Biiffer pH=6).
ili. Se agitd con agitador magnético durante 15 minutos.
iv. Luego se filtro la solucion.
h. Valoracion:
i. Se tomd de cada una de las soluciones (estAndar y muestra) alicuotas de 2 mL y se
transfirieron a un Erlenmeyer de 250 mL.
i, Se adicionaron 2 mL de NaOH 1 N, se tapd y se dejo en reposo durante 15
minutos.
iii. Se adicionaron 2 mL de HCI 1,2 N.
iv. Se adicionaron 15 mL de Yodo al 0,01 N vy se dejo en reposo debidamente tapado y
protegido de la luz por 15 minutos.
v. Luego, se valor6 el exceso de vodo con tiosulfato de sodio al 0,01 N y se adiciono

solucion indicadora de almidon para la deteccion del punto final.
Recoleccion y analisis de datos:

Método de difusion de agar:

Pasado el tiempo estipulado, se midieron las circunferencias de sensibilidad a las bacterias formadas por los

antibioticos y sc obtuvieron las siguientes tablas:
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1. RVI;:

Tabla 1: Crecimiento en mm de cada antibiotico utilizado:

Antibiotico Diametro (mm)

NA Acido Nalidixico 23
S Estreptomicina 15

P Penicilina (G) 12
Te Tetraciclina 23
SXT Trimetopina-Sulfometoxazol 25
& Cloranfenicol 21
E Eritromicina 13
KF Cefalotina 24
AML | Amoxicilina + Acido clavulanico 17

Tlustracion 6. Crecimientos en los discos RV1 A, RVI By RV1 C y los anillos de resistencias.

Acido nalidixico.

Eritromicina.

Amoxicilina ¢/acido clavuldnico.

Cefalotina.

2. RVe:

Tabla 2: Crecimiento en mm de cada antibiotico utilizado:

@ Cloranfenicol.
Trimetopina-Sulfametoxazol
@ Estreptomicina
Penicilina G.

Tetraciclina,

Antibiotico Diametro (mm)
NA Acido Nalidixico 22
S Estreptomicina 15
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P Penicilina (G) 12
Te Tetraciclina 22
SXT Trimetopina-Sulfometoxazol 25
C Cloranfenicol 26
E Eritromicina 12
KF Cefalotina 24
AML | Amoxicilina + Acido clavuldnico 17

Hustracion 7. Crecimientos en los discos RV6 A, RV6 By RV6 C y los anillos de resistencias.

Acido nalidixico.

Eritromicina.

Amoxicilina c/acido clavulanico.

Cefalotina.

3. RVT:

Tabla 3: Crecimiento en mm de cada antibidtico utilizado:

@ Cloranfenicol.
Trimetopina-Sulfametoxazol
@ Estreptomicina
Penicilina G.

Tetraciclina.

Antibidtico Diametro (mm)
NA Acido Nalidixico 22
S Estreptomicina 22
P Penicilina (G) 11
Te Tetraciclina 23
SXT Trimetopina-Sulfometoxazol 26
C Cloranfenicol 24
E Eritromicina 12
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KF Cefalotina 24

Amoxicilina + Acido clavuldnico 17

el = /

.0‘

"\

llustracion 8. Crecimientos en los discos RV7 A, RV7 By RV7 C y los anillos de resistencias.

Acido nalidixico. Eritromicina. @ Cloranfenicol.
Amoxicilina ¢/acido clavulanico. Trimetopina-Sulfametoxazol
Cefalotina. @ Estreptomicina
Penicilina G.
Tetraciclina.
4. RV8:

Tabla 4: Crecimiento en mm de cada antibiotico utilizado:

Antibiotico Diametro (mm)
NA Acido Nalidixico 21
Estreptomicina 14
P Penicilina (G) 12
Te Tetraciclina 22
SXT Trimetopina-Sulfometoxazol 26
C Cloranfenicol 26
E Eritromicina 12
KF Cefalotina 24
AML | Amoxicilina + Acido clavuldnico 17

16



[lustracion 9. Crecimientos en los discos RVS A, RV8 By RVS C'y los anillos de resistencias.

Acido nalidixico. Eritromicina. @ Cloranfenicol.
Amoxicilina ¢/acido clavulanico. Trimetopina-Sulfametoxazol
Cefalotina. @ Estreptomicina
Penicilina G.
Tetraciclina.

{lustracion 10. Crecimientos en los discos RV7 A, RV7 By RV7 Cy los anillos de resistencias.

Acido nalidixico. Eritromicina. @ Cloranfenicol.
Amoxicilina ¢/acido clavulanico. Trimetopina-Sulfametoxazol
Cefalotina. @ Estreptomicina
Penicilina G.
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Tetraciclina.

5. RV9

Tabla 5: Crecimiento en mm de cada antibidtico utilizado:

Antibiotico Diametro (mm)
NA Acido Nalidixico 21
Estreptomicina 15
P Penicilina (G) 11
Te Tetraciclina 23
SXT Trimetopina-Sulfometoxazol 27
C Cloranfenicol 26
E Eritromicina 11
KF Cefalotina 25
AML | Amoxicilina + Acido clavuldnico 18

Tlustracion 11. Crecimientos en los discos R19 A, RV9 By RI'9 C vy los anillos de resistencias.

Acido nalidixico. Eritromicina. @ Cloranfenicol.
Amoxicilina ¢/acido clavulanico. Trimetopina-Sulfametoxazol
Cefalotina. @ Estreptomicina
Penicilina G.
Tetraciclina.
6. MK3:

Tabla 6: Crecimiento en mm de cada antibidtico utilizado:

Antibiotico Diametro (mm)
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NA Acido Nalidixico 22
Estreptomicina 15

P Penicilina (G) 12
Te Tetraciclina 23
SXT Trimetopina-Sulfometoxazol 29
Cloranfenicol 26

Eritromicina 11

Cefalotina 25

Amoxicilina + Acido clavulanico 17

[lustracion 12. Crecimientos en los discos MK3 A, MK3 By MK3 Cy los anillos de resistencias.

Acido nalidixico. Eritromicina. @ Cloranfenicol.
Amoxicilina ¢/acido clavulanico. Trimetopina-Sulfametoxazol
Cefalotina. @ Estreptomicina

Penicilina G.

Tetraciclina.

Anillos en mm
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Tlustracion 23. Grdfica de mm de los anillos en funcion de principios activos.



Calculo de % recuperado de principio activo:

Vm
% Amox = x100

std
Vo = Volumen de 1a muestra.
Ve = Volumen del estandar.

3,780

% Amox = 0xlOO:97,67%

E

£=2. o= Desviacion estandar. N= Nuamero de ensayos.

Conclusiones:

Comparando los resultados de los crecimientos de microorganismos con los valores estiupulados en las
tablas que se encuentran ¢l M-100 Performance Standars for Antimicrobial Susceptibility Testing; 28"
Fdition, y M-100 S-25 Performance Standars for Anfimicrobial Susceptibility Testing; 28" Edition (ver
ancxo 2), se concluye que la bacteria Salmonella Enteritidis presenta resistencia ante los antibidticos
tamicos (penicilina G (11,67£0,45)ymm) y la eritromicina (11,83+0,46)mm, que e¢s un macrédlido, una
resistencia intermedia a la amoxicilina (17,1740,36)mm, que también ¢s un B-lactimico, v ¢s sensible ante ¢l
acido nalidixico (21,83+0,068)mm, perteneciente al grupo de quinolonas, la tetraciclina (22,67+0,045)ymm,
del grupo de las tetraciclinas, ¢l trimeto-sulfometoxazol (26,00£0,68)ymm (sulfamida), cefalotina del grupo
de cefalosporinas (24,332+0,36)mm y ¢l cloranfenicol (24,8340,73)mm.

En cuanto a la amoxicilina, ¢sta demostrd una pérdida de un 4,44% de principio ante una temperatura
mayor a 30 °C.
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Anexos: Imdgenes: Anexo 2: Tabla

Anexos:

Medidas de seguridad:

Cloruro de Bario:

2>

GHS06
Toxicidad aguda categoria 1,
23(T0)

— H301 Téxico en caso de ingestion.

— H332 Nocivo en caso de inhalacion.
Tiosulfato de sodio:
No presenta pictogramas.

— H303+H313+H333 Puede ser nocivo en caso de ingestion, en contacto con la piel o en caso de

inhalacion.
Yodo:
GHS09
GHS08 Daiiino para el medio s

; Toxicidad aguea categoria 4
Cancerigeno, mutdgeno (MU) ambiente acudtico (EN) (peligro al inhaler} (DAY

— H302+H312+H332 Nocivo en caso de ingestion, contacto con la piel o inhalacion
— H315 Provoca irritacion cutanea
— H319 Provoca irritacion ocular grave

— H335 Puede irritar las vias respiratorias
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— H372 Provoca dafios en los 6rganos (tiroides) tras exposiciones prolongadas o repetidas (en caso de

ingestion)

— H400 Muy toxico para los organismos acuaticos

Acido clorhidrico:

3

GHS05
Sustancias corrossivas (CR)

— H290 Puede ser corrosivo para los metales

Hidréxido de sodio:

3

GHS05
Sustancias corrossivas (CR)

— H290 Puede ser corrosivo para los metales

— H314 Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones oculares graves
Anexos. Imdgenes:

EscaLa McFarLAND

e BaCl: 0,048M H:50:0,36M vF N° Células

il ml mi
0,5 0.05 0,95 10 15-10¢%

o1 8 10 3-108
2 0.2 0.8 ] 6-108
3 3 8.7 i 9- 108
4 4 0.6 10 12 - 108
5 0.5 8.5 ] 15 - 108
6 0 0.4 0 18 - 102
7 07 0.3 10 21-108
8 2 8.2 0 24 - 10¢
g g g i 27 - 108
10 1 g 10 30- 10°

Sa preparan los irbos :,:\Ham;-!s dos &n dicha tabla, con esas canfidades de su flirico y de cloruro de bario y se rotuian con

los nimerps de |a zquierda. Se usa para ello pipetas del volumen adecusdo, pipeteador y tubos de ensayo
Anexo 1: Tabla de escala McFarland por niimero de células en el
cultivo.
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Table 2A-1. (Continued)

Zone Diametar
Interprative Criterla MIC Interprative Criteria
Test'Repaort Antimicrobial Disk (nearest whole mm) (pg/mL)
Group Agent Contant S : SDD : 1 £ IR =] ; SDD : 1 R Comments
PEMICILLINS
A Armpicillin 10 ug 217 + — : 1418 : =13 <8 — 16 232 (4) Results of ampicillin testing can be
H : H H used to predict results for amoxicillin.
H : : See comment (2]
=] Piperacillin 100 ug 229 ¢ — . 1820 . =17 =16 + — + 32-84 I =128
(8] Mecillinam 10 pg 215 1 - 112414 ) =11 =8 - 16 =32 {8) For testing and reporting of £ colf
: H H urinary tract isolates only.
B-LACTAM/B-LACTAMASE INHIBITOR COMEINATIONS
B Amaxicillin-clavulanate 2010 pg =ig : 41T =18 sBM | - | 16/8 . =326
B Ampicillin-sulbactam 10/10 pg 215 ; = ;4214 ; =11 =BMd § - 1 188 [ =32/16
B Caftolozane- - o= - HE =214 § - 4/4 T =84
tarobactam H H H H H H
B Piperacillin-tazobactam 100710 pg 229 + — 1820 : =17 s16Md4 @+ — o+ 32M-64/4 : =128M4
o Ticarcillin-clavulanate 7510 pg 220 & P 1519 1 =14 =162 § - 1 322-842 1 2128/2

Anexo 2. Tabla 7. Tablas de resistencia antibiotica extraidas de Standards for Antimicrobial Susceplibility

Testing. 28th ed.

TETRACYCLINES

{35) Organisms that are susceptible to tetracycline are also considered susceptible to doxycycline and minccycline. However, some organisms that are intermediate or resistant to

tetracycling may be susceptible to doxyoycling, min ine, or both.
C Tetracycline 30 pg 215 - 12-14 | 511 =4 = 8 =16
8] Doxycycline 30 pg 214 - 11-13 510 =4 - 8 =16
5] Minocycline 30 pg 216 - | 1345 | s12 =4 - 8 =16
QUINOLONES AND FLUOROQUINOLOMES for Enterobacteriaceas axcept Saimonella spp. (Please rafer to Glossary |.)
B Ciproficxacin 5 g 221 - 16-20 | 515 51 - 2 z4
B Levafloxacin 5 g 217 14-16 513 52 - 4 H:]
(5] Cinoxacin 100 pg 218 = 15-18 | =14 <16 - 32 =64 See comment (25).
O Enoxacin 10 pg 218 - 15-17 =14 <2 - 4 =8 See comment (25).
(o] Gatifloxacin 5ug z18 - 15-17 =14 <2 - 4 =8
[#] Gemifioxacin 5 pg 220 - 16-18 | =15 <0.25 - 05 =1 (38) For testing and reporting of K.
pneumaniae only.
o] Grepafloxacin & ug z18 - 1617 =14 =1 - 2 =4
[¥] Lomefloxacin 10pg 22 - 18- =18 52 - 4 2B
[+] Nalidixic acid 30 pg 218 - 14-18 | =13 <16 - - =32 See comment (25).

Anexo 3. Tabla 8. Tablas de resistencia antibiotica extratdas de Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing.

28th ed.
Interprative Categaories and Intarprative Categories and MIC
Zone Diameter Breakpolnts, Breakpoints,
Test/Report Antimicroblal Digk nearast whola mm pgimL
Group Agent Content S . SDD : ] = R S : SDD : 1 R Comments
QUINOLONES AND FLUOROQUINOLONES for Salmonella spp. [Please refar to Glossary 1)
(37) For testing and reporting of Salmonelia spp. (including 5. Typhi and S. Paratyphi A—-C). Routine susceptibility testing is not indicated for nontyphoidal Salmonella spp. isclated
from intestinal sources.
(38) The preferred test for assessing flucroquinclone susceptibility or resistance in Salmonella spp. is a ciprofloxacin MIC test. A levofloxacin or ofloxacin MIC test can be performed
if either agent, respectively, is the fluoroquinclone of choice in a specific facility. If a ciproflaxacin, levefloxacing, or ofloxacin MIC or ciprofloxacin dizk diffusion test cannot be done,
pefloxacin disk diffugion may be used as surrogate test to predict ciprofloxacin susceptibility.
{39) Mo single test detects resistance resulting from all sible flucrequinolone resistance mechanisms that have been identified in Saimanella spp.
B Ciprofioxacin 5 ug =31 - ¢ 2130 ¢ =20 [ S006 : - ¢ 01205 @ =1 {40) Isclates of Salmonela spp. that test
B Levoflaxacin - - 1 = 1 = 1 = 012 ¢ - ¢+ 0281 ¢ 22 not susceptible to ciprofloxacing
E ' ' ' ' ' levafloxacin, ofloxacin, or pefloxacin may
! ' . . ' . be associated with clinical failure or
1 1 1 i ! : delayed response in fluoroguinolone-
! ! : [ H H treated patients with salmonellosis.
o Oflaxacin - - = b = 1 = s012 ;7 - : 0261 ;22
Inw. Pefloxacin 5 ug 224 ;. - i1 - 1 323 - - - ’ - {41) Report results as ciprofloxacin
(surrogate test for H H : H H susceptible or resistant based on the
ciprofloxacin) : : pefloxacin test result. Pefloxacin will not
: ! t ' detect resistance in Salmonefia spp. due
to aac{6)-Mb-cr. Peflaxacin digks are naot
! X A 1 available in the United States.
' ' ' : See comment (38).
FOLATE PATHWAY ANTAGONISTS
B Trimethoprim- 1.250 216 ; - : 1115 : s10 <P/38 . - - : =476 | Seegeneral comment (2).
sulfamethoxazole 23.75 g H H H H H H
u Sulfonamides 250 or g7 ! = 1 1316 : =12 <256 - - . 2512 (42) Sulfisoxazole can be used to
300 pg : : : H : : represent any of the currently available
L £ i . g 5 sulfonamide preparations.
U Trimethoprim 5 ug 1681 = i 11=15 3 =10 <8 & = - i 216

Anexo 4. Tabla 9. Tablas de resistencia antibiotica extraidas de Standards for Antimicrobial Susceptibility

Testing. 28th ed.
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Table 2A. (Continued)

Zone Diameter
Interpretive Criteria

MIC Interpretive Critaria

{sumogate test for
uncomplicated UTI)

z18 ! v 1517 )

Test/Report Antimicrobial Disk (nearest whole mm (pg/mL}
Group Agent Contant 3 - SDD 1 v R 3 - sSbD : | R Comments
CEPHEMS (PARENTERAL lui cephalosporins 1, 11, lil, and IV. Please refer to Glossary L) (Continued)
u Cephalathin 30 ug =14 S8 ¢ ' 16 232 (11) Cephalothin Interpretive criteria can

be used only to predict susceptibility to
the oral agents, cefadroxil, cefpodoxime,
cephalexin, and loracarbef. Older data
that suggest that cephalothin results could
predict susceptibility to some other
cephalosporins may still be comect, but
there are no recent data o confirm this.

(12) Te predict resulte for oral
cephalosponins whan used for therapy of
uncomplicaled UTls, testing cefazolin s
preferred to testing cephaiothin.

Anexo 5. Tabla 9. Tablas de resistencia antibiotica extraidas de Performance Standards for Antimicrobial
Susceptibility Testing; Twenty-Fifth Informational Supplement.

Table 2A. (Continued)
Zone Diameter
Interpretive Criteria MIC Interpretive Criteria
Tast/Raport Antimicrobial Disk (nearest whole mm] (pgimL)
Group Agent Content § . 80D . i R § - SDD . i R Comments
AMINOGLYCOSIDES (Continued)
[5] Netilmicin 30 ug 215 r13-14  s12 <B ! 16 v =32
[5) Streptomyein 10 ug z15 | Po12-14 | st - i I = 1 - |3 There are no MIC interpretive
! ! ! ! ' ! standards.

Anexo 6. Tabla 10. Tablas de resistencia antibiotica extraidas de Performance Standards for Antimicrobial
Susceptibility Testing; Twentv-Fifth Informational Supvlement
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