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Los métodos de susceptibilidad antimicrobiana o antibiogramas son métodos in vitro que
determinan la susceptibilidad de los microorganismos a una variedad de agentes antimicrobianos,
bajo condiciones de laboratorio especificas y estandarizadas. La meta principal del estudio de
susceptibilidad es proveer al clinico algunas recomendaciones sobre la terapia que puede ser mas
apropiada en pacientes con una infeccidn especifica. No obstante, la correlacién exacta entre los
resultados in vitro y la respuesta clinica es muchas veces dificil de predecir, ya que existen
numerosos factores (Tabla 1) que influencian la interaccidon de agentes antimicrobianos y
microorganismos en un determinado paciente. La metodologia usada para realizar el estudio de
susceptibilidad toma en consideracién algunos de estos factores para determinar mas
eficientemente cémo un microorganismo podria responder in vivo a un determinado antibiético.

Tabla 1
FACTORES QUE INFLUENCIAN LA CORRELACION DE LOS RESULTADOS DEL
ANTIBIOGRAMA Y LA RESPUESTA CLINICA

e Factores del agente antimicrobiano
o Farmacocinética
o Unidn a proteinas del plasma
o Vias de administracion
o Accidn bacteriostatica o bactericida
o Concentracién en sitio de infeccidn
e Factores del huésped
o Enfermedad de base
Estado inmunolégico
Formacidn de absceso
Presencia de cuerpo extrafio
Funcidén renal y hepatica
o Cumplimiento del tratamiento
e Factores del microorganismo
o Virulencia
o Alta concentracidn de organismos
o Infeccién mixta
o Desarrollo de resistencia durante el tratamiento
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Factores que influyen en la respuesta al tratamiento antibidtico

Existen factores propios del agente antimicrobiano, como son absorcion, distribucion,
metabolismo, eliminacion, union a proteinas plasmaticas y otros parametros farmacocinéticos
los cuales pueden influenciar la respuesta del paciente.

La concentracion del antibiotico en el sitio de la infeccion es otro factor importante a
considerar en la eleccion de un antibidtico. Por ejemplo, cefalotina no cruza la barrera
hematoenceféalica, por lo que una meningistis causada por E.coli susceptible a cefalotina in
vitro, no respondera a una terapia con este antibiotico. En cambio, una infeccion urinaria
causada por una cepa de . coli resistente a cefalotina podria responder bien, ya que este
antibidtico es concentrado en la orina.

Ademas de la propia virulencia del germen, el niUmero de organismos presentes en el sitio de
la infeccion ("efecto del in6culo™) puede ser un factor muy importante. La concentracion de
organismos usados para el estudio de susceptibilidad en el laboratorio ha sido estandarizado
en 5 x 10/5 unidades formadoras de colonias (CFU)/ml. Un aumento en el nimero de
organismos en el sitio de infeccion puede variar significativamente la respuesta de un
antibidtico, por lo que pueden ser necesarias concentraciones mayores de éste para inhibirlo.

Por ultimo, y quizas los méas importantes, son los factores propios del huésped. En un
paciente inmunocomprometido, el efecto de la infeccion, unido a su enfermedad de base,
puede resultar en falla de la terapia aunque el germen sea susceptible al antibidtico usado.
Ademaés, pacientes hospitalizados por largo tiempo tienen un riesgo mas alto de contraer una
infeccion sobreimpuesta a la infeccion original, la que puede ser causada por gérmenes
generalmente mas resistentes. En estos pacientes, por lo tanto,es necesario evaluar
nuevamente el germen causal y repetir el estudio de susceptibilidad.

Para que exista una buena correlacién entre los resultados de laboratorio y la respuesta
clinica, es muy importante obtener una muestra que sea representativa del proceso infeccioso,
por ejemplo si el organismo aislado es un contaminante del sitio de la infeccion en vez del
organismo causal, la respuesta clinica puede ser independiente de los resultados obtenidos in
vitro. Por lo tanto, es de extrema importancia una apropiada y cuidadosa obtencién de la
muestra, especialmente si la infeccion se encuentra en un area normalmente colonizada por
bacterias, ya que en estos casos la interpretacién del cultivo bacterioldgico es mas dificil.

Hasta ahora hemos revisado varios de los factores que pueden influenciar la respuesta clinica
a un tratamiento antibidtico para una determinada infeccion. Si consideramos estas variables,
el estudio de susceptibilidad antimicrobiana sigue siendo una ayuda importante en la eleccion
de una apropiada terapia antimicrobiana. Se puede predecir una buena respuesta al
tratamiento si sabemos que el germen es susceptible al antibidtico indicado y una falla
terapéutica puede ser esperada si el germen es resistente.

Indicaciones para el estudio de suceptibilidad antimicrobiana



Debido a que los microorganismos tienen susceptibilidad variable a los agentes
antimicrobianos, es necesario tener una herramienta que permita determinar la
susceptibilidad del microorganismo causante de la infeccion.

Cada vez son menos los organismos que tienen susceptibilidad predecible, por lo que
debemos hacer estudio de susceptibilidad en la mayoria de los microorganismos aislados.
Hasta hace unos afios atréas, los laboratorios de microbiologia o realizaban estudios de
susceptibilidad en S. pneumoniae o S. pyogenes porque se consideraban generalmente
susceptibles a los antibioticos usados para tratar infecciones causadas por estos organismos.

Desafortunadamente, al igual que en el resto del mundo, en nuestro pais han sido aisladas
cepas de S. pneumoniae resistentes a penicilina 'y S. pyogenes resistentes a eritromicina.

La indicacion primaria para el estudio de susceptibilidad es determinar el antibiotico mas
apropiado para iniciar la terapia en un paciente con un proceso infecciosos. En la mayoria de
los casos, cuando el paciente comienza su enfermedad se indica un antibidtico de amplio
espectro (0 una combinacién de antibiéticos) hasta obtener resultados acerca de la
identificacion del germen causal de la infeccidn. Posteriormente, cuando los resultados del
antibiograma estan disponibles, puede indicarse un antibiotico més especifico.

Métodos de estudio de susceptibilidad antimicrobiana

La Tabla 2 muestra los métodos para realizar estudios de susceptibilidad antimicrobiana mas
frecuentemente usados, los que describiremos brevemente.

Tabla 2
METODOS PARA EL ESTUDIO DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA

Meétodo Categorias CIM ug/mi
Difusién en agar (discos) S LR No
Dilucién en agar S LR Si
Dilucién en caldo S LR Si
Métodos automatizados S LR Si
E-test SR Si

Abreviaciones: S, susceptible; I, Intermedio; R, resistente;CIM,
concentracion inhibitoria minima.

Difusion en agar. Este método, que es el mas frecuentemente usado, es también llamado
difusion por disco o Kirby-Bauer, En este caso, el microorganismo es inoculado en la
superficie de una placa de agar, sobre el cual se colocan discos impregnados con una
concentracion conocida del antibidtico.. Las placas se incuban por 16-18 horas a 35I C.
Durante la incubacién, el antibiético difunde radialmente desde el disco a través del agar, por
lo que su concentracion va disminuyendo a medida que se aleja del disco. En un punto



determinado, la concentracion del antibiotico en el medio es incapaz de inhibir al germen en
estudio.El didmetro del area de inhibicion alrededor del disco puede ser convertido a las
categorias de susceptible, intermedio o resistente (S,1, 0 R) de acuerdo a las tablas publicadas
por el National Committee for Clinical Laboratories Standards. Si las recomendaciones para
realizar este método son fielmente seguidas, las categorias se correlacionan muy bien con los
resultados de los otros métodos.

Dilucion en agar. Es considerado el método de referencia . En este método, placas
conteniendo una determinada concentracion de un antibidtico son inoculadas con el
microorganismo en estudio y luego incubadas por 16 a 18 horas. Después de la incubacion,
se examina si el organismo crece 0 no en cada una de las placas, con lo cual se determina la
concentracion inhibitoria minima (CIM) para el antibiético. Si una cepa de S.aureus crece en
una placa que contiene una concentracion de oxalina de 0,06 ug/ml pero no crece en una
placa con una concentracion de oxalina 0,12 ug/ml, significa que la CIM de oxalina que se
requiere para inhibir a ese organismo es 0,12 ug/ml.

Dilucién en caldo. En este caso, tubos (macrodilucién) o microplacas (microdilucio)
contienen concentraciones crecientes de un determinado antibiotico. El organismo en estudio
es inoculado en los diferentes tubos o pocillos de la microplaca y la CIM es determinada
después de la incubacién, de la misma forma descrita anteriormente para el método de la
dilucion en agar.

E-test. Este método ha sido descrito mas recientemente y representa una sofisticada
combinacién de los métodos descritos anteriormente. El E-test es mas simple que otros
métodos para obtener una CIM. Utiliza una tira de plastico que contiene concentraciones
crecientes de un determinado antibi6tico que van desde 0,016 ug/ml hasta 256 ug/ml/ Esta
tira se pone sobre una placa de agar que ha sido inoculada con el organismo en estudio.
Después de incubar la placa por 16 a 18 horas, se forma un area de inhibicién de forma
eliptica, en la cual la concetracion inhibitoria minima puede ser leida directamente (ver
Figura 1). Este es el método de eleccion para hacer estudios de susceptibilidad en gérmenes
problematicos o con requerimientos especiales, como por ejemplo Streptococcus pnemoniae,
Streptococcus pyogenes, Haemophilus influenzae y gérmenes anaeroébicos.
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Métodos automatizados. En este momento existen varios sistemas que ofrecen diferentes
niveles de automatizacion para el estudio de susceptibilidad. Utilizan una medicién
turbidimétrica o fluorométrica para detectar crecimiento bacteriano en un medio liquido. La
mayoria de ellos emplea el método de microdilucion y periodos de incubacion menores que
los habituales. Estos métodos son bastante confiables para el estudio de enterobacterias y
otros gérmenes de crecimiento rapido, pero generalmente no son los adecuados para los de
crecimiento lento o con requerimientos especiales.

Interpretacion del antibiograma

Definiciones

Susceptible. Significa que la infeccion causada por ese organismo puede ser apropiadamente
tratada con las dosis habituales del antibiotico estudiado.

Sensibilidad intermedia. Esta categoria incluye organismos que son inhibidos por
concentraciones del antibidtico que estdn muy cercanas a las alcanzadas en el plasma, por lo
que pueden responder pobremente a la terapia. Esta categoria, ademas, implica que ese
antibidtico puede ser usadsi la infeccidn esta localizada en sitios donde el farmaco es



fisiologicamente concentrado (por ejemplo las quinolonas en vias urinarias), o cuando
pueden ser usadas altas dosis (ejemplo penicilina)....

Resistente. Significa que el organismo no seria inhibido por el antibidtico en las dosis
habituales o que el organismo tiene mecanismos de resistencia contra ese determinado
antibiotico.

Puntos de corte

El punto de corte se refiere a la CIM (si se ha usado un método de dilucidon) o el didmetro de
inhibicidn (si se ha usado difusion por disco) con los cuales un organismo puede ser
clasificado como S, 1 0 R. Estos puntos han sido determinados de acuerdo a estudios
microbiologicos que incluyen informacion sobre la distribucion de los diametros de
inhibicion a las CIM para un determinado antibidtico en variadas poblaciones bacterianas. El
factor mas importante para definir las categorias es la concentracion que alcanza un
antibiotico en el plasma.Obviamente, un organismo no puede ser definido como susceptible
si las concentraciones que se necesitan para inhibir este organismo son mayores que aquellas
que alcanzadas en el suero. En la Tabla 3 se muestran ejemplos de interpretacion.

Tabla 3
EJEMPLOS DE INTERPRETACION DE CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA

Ampicilina Dosis v via Peak
Cepa Sitio CIM SIS yvia conc. |Interpretacion
administracion
(ug/ml) (ug/l)
. Sangre,
E.coli |Sangre 8 1 gEV c/6h 40-60 S
. . Orina, *
E.coli  |Orina 16 0,5 g oral c/6h 250-500 I
Sangre,
. . 0,5goral c/6h [2-4 .
E.coli Herida |16 1 gEV c/6h Sangre I
40-60
Ecoli LCR 32 1 gEV ¢/6h '§6CR 8 R

“ Cepas aisladas de orina pueden ser consideradas susceptibles ya que el

antibiotico es concentrado en orina en niveles sobre la CIM.

“La dosis puede ser aumentada o se puede cambiar la via de administracion

para obtener niveles de antibiotico que sobrepasen la CIM.

“*En meninges inflamadas
Cuando el laboratorio informa que un organismo es susceptible, se debe a que se ha hecho una
interpretacién basada en las concentraciones que el antibidtico correspondiente alcanza en el suero.
Como regla general la concentracién alcanzada en el plasma (y en el sitio de infeccidon)debe ser por



lo menos 2 a 4 veces mas alta que la concentracién inhibitoria minima para que el antibiético sea
efectivo clinicamente.

En la Tabla 4 se muestra un ejemplo del informe habitual de un antibiograma realizado en el
Laboratorio de Microbiologia del Hospital de la Universidad Catolica. EI método utilizado es
dilucion en agar y los resultados son expresados como S, I, R. Ademas se informa la CIM en
ug/ml a varios agentes antimicrobianos. En este ejemplo, el S.aureus es resistente a penicilina
(R8) ya que la concentracion minima necesaria para inhibirlo es 8 ug/ml, lo cual esta por
encima del punto de corte para ser considerado susceptible (S<0.12 ug/ml). Este mismo
S.aureus es susceptible a cefazolina (S1), lo cual significa que se necesita 1 ug/ml de
cefazolina para inhibirlopara inhibirlo y eso se considera susceptible (S=<8 ug/ml. El resto
de los antibioticos son informados de acuerdo a sus propios puntos de corte. No todos los
antibioticos analizados son informados, ya que si una cepa es susceptible a los antibioticos
mas comUnmente usados en este tipo de infecciones, el resto no se informa.

Tabla 4
INFORME DE UN ANTIBIOGRAMA

Antibiograma por concentracion inhibitoria minima (ug/ml):
Cepa: S.aureus

Cefazolina S1 Oxalina S1
Clindamicina S.25 Penicilina R8
Eritromicina S25 Ciprofloxacina S1

Ademas, existen casos en los cuales sabemos que no existe una buena correlacién entre los
resultados in vitro y la eficacia clinica. Por ejemplo, los S.aureus. resistentes a meticilina deben ser
considerados resistentes a todos los agentes beta-lactamicos a pesar que pueden aparecer
susceptibles por los métodos in vitro.

Métodos adicionales para determinar suceptibilidad microbiana

Algunos de los métodos que se mencionaran a continuacion, como la determinacién de
produccion de beta-lactamasa,, son usados rutinariamente por los laboratorios, ya que
proporcionan valiosa informacion al clinico en corto tiempo. Otros son empleados s6lo en
laboratorios especializados.

Presencia de beta-lactamasa. Las beta-lactamasas son enzimas producidas por algunos
microorganismo, capaces de hidrolizar penicilina y cefalosporinas. La deteccion de beta-
lactamasas es muy importante en el caso de gérmenes como Neisseria gonorrheae,
Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis y algunos gérmenes anaerdbicos. Si estos
organismos producen beta-lactamasa, son resistentes a penicilina, ampicilina y amoxicilina;
combinaciones de estos agentes con un inhibidor de beta lactamasa, como acido clavulanico
o0 sulbactam, pueden ser méas apropiados en este caso.



Beta lactamasas de espectro extendido. En el ultimo tiempo, ha habido un aumento en el
numero de cepas de Klebsiella pneumoniae, E.coli y otros bacilos Gram negativos que
producen beta-lactamasas que no solo hidrolizan a las penicilinas, sino que ademés
hidrolizan cefalosporinas de tercera generacion. Ceftazidima y aztreonam son mas
vulnerables a la accion de este tipo de beta-lactamasas, por lo que pueden servir como
marcadores para determinar su presencia. Estas cepas son susceptibles al imipenem y pueden
ser susceptibles a combinaciones de un beta-lactdmico con un inhibidor de beta-lactamasas.

Actividad bactericida del suero. Este método es también llamado "Schlicter test" y fue
desarrollado para medir la actividad antimicrobiana del suero de un paciente que esta
recibiendo antibidticos. La actividad bactericida es la dilucion mas alta del suero del paciente
capaz de matar 99,9% del inéculo bacteriano original. El suero del paciente es diluido
seriadamente e inoculado con el organismo aislado en ese mismo paciente. El resultado es
expresado en un titulo que indica la dilucién: a mayor titulo, mayor actividad antimicrobiana.
En general se considera que un titulo de actividad bactericida del suero de 1:8 a 1:16 es
terapéutico. Este método, que esta indicado principalmente en pacientes con endocarditis, es
dificil de realizar e interpretar, por lo que necesita aprobacion previa del laboratorio antes de
ser indicado.

Métodos genéticos de deteccion de resistencia

En este momento existen varios métodos basados en la biologia molecular que pueden ser
usados para detectar resistencia especifica a varios antimicrobianos, pero su uso de rutina no
esta indicado. Estos métodos son principalmente usados con fines epidemioldgicos, para
monitorear resistencia a antibioticos. Por ejemplo, estos métodos han sido fundamentales
para entender los mecanismos de resistencia a meticilina en S.aureus, lo cual permitid
modificar las técnicas de deteccion usadas en el laboratorio,y también han ayudado a
documentar la diseminacion de enterococos resistentes a vancomicina en Estados Unidos. En
el futuro, ellos pueden ser muy importantes para determinar resistencia antimicrobiana en
Micobacterium tuberculosis.Actualmente existen métodos que detectan resistencia a
rifampicina en este patdgeno, lo que tiene gran importancia clinica, ya que estas cepas son
generalmente multiresistentes, las cuales, afortunadamente, no son frecuentes en nuestro pais,
pero si representan un grave problema en otros lugares.

A pesar de los maltiples factores que intervienen en el estudio de susceptibilidad
antimicrobiana, los resultados tienen buena correlacidn con la respuesta clinica, ya que esta
correlacion es verdadera e independiente del método de estudio empleado. Existen, sin
embargo, situaciones en las cuales deben usarse métodos especiales:los laboratorios deben
estar preparados para ejecutar estos nuevos métodos y los clinicos para interpretar esta nueva
tecnologia en beneficio de sus pacientes.
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