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Viabilidad bacteriana

Determinar la poblacidon que es capaz de dividirse y desarrollarse normalmente

A. Recuento en placa B. Azul de tripan
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Tine las bacterias muertas de color azul




Métodos de dilucion

Observar la susceptibilidad in vitro a determinada molécula

Concentracion mas baja de
molécula antimicrobiana
capaz de inhibir el crecimiento

Concentracion minima de
molécula antibacteriana

CI M capaz de destruir el 99,9%
\_ de la poblacion p.

CBM




Objetivos

Evaluar la susceptibilidad de las cepas Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883 y Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 en cada
una de las fases de la cinética de crecimiento, frente a la
ciprofloxacina como molécula antibacteriana modelo



@ Realizar la caracterizacion morfologica de las cepas en estudio

@ Determinar la poblacion bacteriana de dichas cepas presente en cada
fase de la cinética de crecimiento por medio de técnicas de viabilidad

@ Establecer la posible diferencia en la CIM y CBM de ciprofloxacina en las
fases de crecimiento de latencia, exponencial y estacionaria para las cepas
en estudio



Metodologia general
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Caracteristicas macroscopicas de las colonias

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883

Pases TSA para
colonias aisladas

Koneman y Col. 2006. EEUU
Colonias mucosas




Coloracion de Gram

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

ATCC 13883

ATCC 700603




Criopreservacion
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1. Ambas cepas en estudio presentaron aspecto mucoso y brillante



Procedimiento general

[ UFC agar TSA J

[ Caldo MH ]

[ Escala 0,5 Mc Farland J

[ Longitud de onda: 620 nm con agitacion en el lector J

[ Control de esterilidad, positivo, negativo J

Incubacion

CLSI. 2014. EEUU
Manual antimicrobiano para pruebas de susceptibilidad en determinaciones in vitro




Determinacion de la cinética de crecimiento
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Efecto del volumen de indculo

Cinética: En tubo

Absorbancia
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Cinética: En tubo

Lectura de la placa con y sin tapa

Absorbancia
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CLSI. 2014. EEUU

La fase exponencial de bacterias aerobias no exigentes ocurre en un tiempo menor a 10 horas




Cinética: En placa

Efecto del volumen de indculo

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883
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Cinética: En placa

Lectura de la placa con y sin tapa
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Absorbancia

Cinética: En placa

Crecimiento durante 12 horas
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Crecimiento durante 24 horas

Cinética: En placa
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Cinética: En placa

Crecimiento durante 36 horas
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Hallazgos

2. Se identificaron las fases de latencia, exponencial y estacionaria para ambas cepas en estudio



Viabilidad: Diseiio del experimento

Indculos

l

Ajuste de cada indculo
0,5 Mc Farland

l

Diluciones seriadas con
solucion salina

0 Latencia

6 Exponencial

13 Inicio de la estacionaria
24 Durante la estacionaria

35 Horas




Viabilidad: Recuento bacteriano

Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883 ATCC 700603

e —
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Viabilidad: Resultados recuento bacteriano

Klebsiella 0 Latencia 10° 1,7 x 108
pneumoniae 6 Exponencial 10° 3,1x108
ATCC 13883 13 Inicio estacionaria 107 | 2,7 x 100
| el | 24 Durante estacionaria 107 | 2,4x10%
35 Final estacionaria 10° 1,5 x 108
Klebsiella 0 Latencia 10° 1,8 x 108
pneumoniage 6 Exponencial 10° 4,1x 108
ATCC 700603 | 13 Inicio estacionaria 107 | 3,6 x10%
| EslisizTiie | 24 Durante estacionaria 107 3 x 1010

35 Final estacionaria 10° 2,8 x108



Viabilidad: Azul de tripan

Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883 ATCC 700603
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Viabilicad: Resultados azul de tripan

Cepa sensible: Klebsiella pneumoniae ATCC 13883

0 Latencia 100 0 1,4 x 10°
6 Exponencial 97,2 2,7 1,1 x 1010
13 Inicio estacionaria 93,1 6,3 5,8 x 1011
24 Durante estacionaria 89,3 10,6 4,7 x 1011
35 Final estacionaria 75,6 24,3 7,8 x 10°

Cepa resistente: Klebsiella pneumoniae ATCC 700603

0 Latencia 96,8 3,1 3,2x10°
6 Exponencial 95,4 4,5 1,3 x 1010
13 Inicio estacionaria 91,8 8,1 7,4 x 1011
24 Durante estacionaria 88,0 11,9 6,7 x 1011
35 Final estacionaria 83,0 17,0 1,0 x 1010
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3. En la fase estacionaria se obtuvo mayor poblacion mientras que en la fase de latencia hubo menos
poblacidn bacteriana cepa para ambas cepas en estudio



Determinacion de CIM con ciprofloxacina
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Cada placa contenia caldo
MH vy ciprofloxacina

O ®Cc =

75ul 75ul 75ul Sul 75 pl 75 ul 75ul 75 ul Descartar 75 il
- 2 3 4 5 6 7 8 9 10
118 pl MH 50 MH 501l MH 50 ul MH 50l MH S0 MH S0l MH 50l MH 50wl MH
32l Cipro
118 ul MH
43 |.|IFCI o 50l MH SO ul MH 50 ul MH 50l MH S0 ul MH SOl MH SOl MH 50l MH
40 pl Ciprg, | 40 ul Cipro,
10 pl MH 10 w MH S0 pl i S0ul MH 100 pl MH 100 pl MH
03 6 13 A medida que se tomaba el
r == y indculo del tubo en cada tiempo
24 horas se colocaba en los pozos
2 3 4 5 6 7 8 9 10
B 118 pl MH 50 ul MH 50 ul MH 50 ul MH S0 pl MH 50l MH 50 ul MH 50 ul MH 50 ul MH
32 yl Cipro 50 pl indculo 50 plinéculo | S0 plindeulo | 50 plindeulo | 50plinéeulo | soplindeulo | 50 plindeule | 50wl indeulo
50 w! Indculo
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50 pl Indeulo
D 50ulindeulo | SOulinéeulo | "I inoculo | 50 lf;‘,nécuh 100 4l MH 100 ul MH
10pMH | 100 MH Hiinoculo




CIM: Resultados crecimiento en tubo

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 (Cepa sensible)

0 Latencia 4 pg/ml
3 Inicio exponencial 2 ug/mli
6 Exponencial 8 ug/ml
13 Inicio estacionaria 8 pg/ml Ramires y Col. 2012. Venezuela
24 Durante estacionaria 8 ug/ml My CB“SXL;?EZTC?:IE en fase

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 (Cepa resistente)

0 Latencia 4 pg/ml
3 Inicio exponencial 4 pg/ml
6 Exponencial 8 ug/ml
13 Inicio estacionaria 8 ug/ml
24 Durante estacionaria 8 ug/ml




Caldo MH e

in6culo inicial 0, 6, 13y 24 horas de Adicionar Diluciones
ﬁ . . -
moc.u O Iniclata desarrollo bacteriano ciprofloxacina seriadas
incubar
100 ul 100 100 100 100 100 100 pl 100  Descartar 1004

20 2 F 9

2 3 4 5 6 7 8 9 10
LSUIMH | 5041 MH 50l MH | 50l MH 50l MH 50l MH 50 ul MH 504l MH 50 4l MH
32l Cipro | 5pplindeulo | SO0plinéculo | 50ulindculo | 50plindculo | 50wlindeulo | 50plindculo | 50 ulindeulo | 50 plindeulo
50 pl Indeulo
118 pl I‘:.-‘1H 504l MH 50l MH 50 pl MH 50 ul MH S0l MH 50l MH 50 W MH
32 Cpro | 2 I MH i i 50 wlinoculo | 50 plindculo | 50 plindeulo | 50 ulindcul lindeul

' 50plingeulo | S0ulinéeulo | 50 plindeulo W plinoculo | 50 pl indeulo
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e e ———
40 ul Cipro | 40 pl Cipro
50 gl MH 50 ul MH
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10 pl MH




CIM: Resultados crecimiento en placa

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 (Cepa sensible)

Wiegand y Col. 2008. Canada
Indculos ajustados a 0,5 Mc
Farland

0 Latencia 1 pg/ml
6 Exponencial 16 pg/ml
13 Inicio estacionaria 16 pg/ml
24 Durante estacionaria 4 pg/mil

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 (Cepa resistente)

Anderl y Col. 2003. EEUU
Inicio de |a fase estacionaria
menos susceptible

0 Latencia 2 ug/ml
6 Exponencial 16 pg/ml
13 Inicio estacionaria 32 pg/ml
24 Durante estacionaria 8 ug/ml




Determinacion de la CBM con ciprofloxacina

Leer placa de determinacion CIM luego de su incubacion
Segun turbidez observar en cual dilucién hubo inhibicion
Incubar cajas de petri

Observar inhibicidn en cada concentracion de ciprofloxacina utilizada




CBM: Resultados en tubo cepa sensible
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CBM: Resultados en tubo cepa resistente
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Determinacion de la CBM en placa

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 (Cepa sensible)
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Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 (Cepa resistente)
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Hallazgos

4. La determinacion de CIM y CBM varia segun la fase donde se realice el estudio y si el desarrollo
bacteriano se lleva a cabo en tubo o en placa

5. La susceptibilidad de las cepas en estudio frente a la ciprofloxacina fue menor en la fase exponencial
y estacionaria y mayor en la fase de latencia



Conclusiones

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 vy Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 presentaron
aspecto mucoso y brillante

En las cinéticas de crecimiento se identificaron las fases de latencia, exponencial y
estacionaria para ambas cepas en estudio

En |la fase estacionaria, seguida de la fase exponencial se obtuvo la mayor poblacidn
bacteriana viable para ambas cepas en estudio mientras que en la fase de latencia hubo
menos poblacion viable



Conclusiones

La determinacion de CIM y CBM frente a la ciprofloxacina en ambas cepas en estudio
varia segun la fase de crecimiento donde se realice el estudio y si el desarrollo bacteriano
se lleva a cabo en tubo o en placa, necesitando menores concentraciones de antibiotico

en la fase de latencia

La susceptibilidad de las cepas en estudio frente a la ciprofloxacina fue menor en la fase
exponencial y estacionaria, motivo por el cual se sugiere realizar |la determinacién de CIM
y CBM en estas fases
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