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EVALUACION DE LA SUSCEPTIBILIDAD DE Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883y Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 A LA CIPROFLOXACINA

EN FUNCION DE SU FASE DE CRECIMIENTO

RESUMEN

La determinacioén in vitro de susceptibilidad antimicrobiana a diferentes moléculas
actualmente se realiza indistintamente en las fases de la cinética de crecimiento,
aunqgue en cada una de ellas el microorganismo tiene una serie de cambios en su
metabolismo y desarrollo, lo que muy seguramente podria inducir una respuesta
diferente a los antimicrobianos.

Por lo anteriormente descrito, en este trabajo se evalué 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, con el propdsito de determinar si hay
diferencia en la concentracion inhibitoria minima (CIM) y concentracion bactericida
minima (CBM), dependiendo de la fase de crecimiento bacteriano en la cual se
realice la determinacion.

Con esta finalidad se realizd la caracterizacion morfolégica macroscépica de las
colonias de cada cepa en estudio, luego se determiné la cinética de crecimiento y
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mediante la utilizacién de técnicas de viabilidad se evidencio que la fase en donde
hay mayor poblacion bacteriana viable es al final de la fase exponencial en la fase
estacionaria. Finalmente se realizé la prueba de susceptibilidad a la ciprofloxacina
de las cepas estudiadas, para determinar la CIM y CBM en las fases de latencia,
exponencial y estacionaria. Se encontré que la susceptibilidad varia segun la fase
de la cinética de crecimiento bacteriano en donde se realice la determinacion y de
la condicion en la que se lleve a cabo el estudio.

Palabras clave: Klebsiella pneumoniae, cinética, viabilidad, CIM, CBM,

ciprofloxacina
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INTRODUCCION

El uso indiscriminado de antibiéticos convencionales produce continuamente
consecuencias desfavorables para la salud, debido a la generacion de resistencia
bacteriana. Sabiendo que, en una alta proporcién de los casos presentados, estos
antibioticos no responden a la necesidad de control y disminucion de la infeccion

(D).

En este contexto, se ha adoptado el término de infecciones asociadas a la
atencién en salud (IAAS), correspondientes a aquellas que se contraen en el
ambiente intrahospitalario y que no se habian manifestado en el paciente antes de
ingresar al servicio de salud. Esta situacién afecta su calidad de vida, generando
un mayor tiempo de hospitalizacion y aumentando los costos para el sistema de
salud. Este tipo de infecciones, en algunas ocasiones pueden ser contraidas por el

personal que trabaja en la entidad prestadora del servicio de salud (1-4).

En vista de la alta incidencia de IAAS causadas por diferentes microorganismos,
las entidades gubernamentales han disefiado nuevas estrategias en el campo de
la salud publica, como la notificacién de los eventos nuevos en las subredes de
atencion y han creado indicadores para controlar esta incidencia incluyendo otras
infecciones como sifilis y tuberculosis (5). Por otra parte, como medida
complementaria para disipar el aceleramiento en la resistencia bacteriana causada
por el uso indiscriminado de los antibidticos, se estan implementando nuevas
alternativas terapéuticas como la utilizacién de moléculas peptidicas o extractos
naturales, con el fin de ampliar las opciones de tratamiento y generar cada dia una
mayor aproximacion hacia la medicina personalizada y preventiva, que contribuya

a disminuir la morbimortalidad (6-9).
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Para aportar al avance en la caracterizacion de las cepas y el efecto de las
moléculas antimicrobianas en ellas es necesario conocer los procedimientos que
actualmente se tienen en cuenta al suministrar un antibiético. Para ello, existen
ayudas diagndsticas como el antibiograma y la determinacion de los valores de
CIM y CBM, porque de esta manera el profesional de salud puede tener un indicio
de las caracteristicas propias de la bacteria en cuestién y asi ayudar a establecer

la dosis efectiva a utilizar en cada caso.

En la literatura consultada, se evidencia que en algunos estudios no hay claridad
acerca del momento mas adecuado para realizar la determinacion de CIM y CBM
segun la cinética de crecimiento propia de cada bacteria (10-12). Aungue normas
internacionales como la CLSI recomiendan algunos parametros a tener en cuenta
para su realizacion, no se especifica detalladamente aspectos como el volumen
del in6culo, si es necesario realizar una cinética de crecimiento para identificar
cada fase o si el desarrollo de la bacteria debe hacerse en tubo o en placa, lo cual

seria importante conocer si tiene algun impacto en la determinacién (13).

Si se conoce el efecto que tiene realizar la determinacion de CIM y CBM en las
cuatro fases de la cinética de crecimiento: fase de latencia, exponencial,
estacionaria y de muerte; es posible que métodos in vitro como los antibiogramas,
generen resultados mas fiables en relacion a la susceptibilidad de los
microorganismos a varios antibidticos, suministrando un tratamiento mas
apropiado para cada paciente; ademas de disminuir la propagacién en las

personas que rodean a quienes padecen la infeccién (14).

Por lo anteriormente descrito, se consideré que la realizacion de este trabajo
aportaria conocimiento respecto a las posibles diferencias al realizar la
determinacién de CIM y CBM durante las diferentes fases de la cinética de

crecimiento de una bacteria; esta informacién podria usarse como evidencia
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relevante de los aspectos que se deben tener cuenta a la hora de seleccionar un
antibiético y su dosis. Con este propdsito se utilizé la ciprofloxacina como agente
antibacteriano modelo, el cual ha sido ampliamente utilizado para el control de
infecciones causadas por bacterias Gram negativas (10,15), y para realizar este
estudio fueron seleccionadas las cepas Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 y
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 (16—18).

En este trabajo se utilizaron cepas ATCC, pero se considera muy importante dar
continuidad a estos estudios, evaluando cepas silvestres para de esta forma
contar con mayor informacion de los parametros a tener en cuenta al momento de
realizar las determinaciones de CIM y CBM de los microorganismos mas

frecuentemente aislados en la poblacién.
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OBJETIVOS

General

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.

Especificos

e Realizar la caracterizacion morfolégica de las cepas Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883y Klebsiella pneumoniae ATCC 700603.

e Determinar la poblacion bacteriana de las cepas Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883 y Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 presente en cada fase

de la cinética de crecimiento, por medio de técnicas de viabilidad.

e Establecer la posible diferencia en la CIM y CBM de ciprofloxacina frente a
las cepas Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 y Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603 en las fases de crecimiento de latencia, exponencial y

estacionaria.
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1. ANTECEDENTES

Desde 1928 se inicio el interés por los antibidticos cuando Alexander Fleming
descubrié de manera fortuita la penicilina, a partir de un moho que contaminaba
sus placas de cultivo, pero que a su vez inhibia el crecimiento del microorganismo
Staphylococcus aureus. Desafortunadamente fue solamente hasta 1941, durante
la segunda guerra mundial, cuando se pudo disponer de la penicilina a gran escala

para resolver las infecciones presentes en los militares y en la poblacién civil (19).

A partir de ese momento, se comenzaron a descubrir nuevos antibiéticos, por
ejemplo, en 1962 se conocié el grupo de las quinolonas, al cual pertenece la
ciprofloxacina. Posteriormente hacia 1981 se detectdé la generacion de un
mecanismo de resistencia por parte de los microorganismos, conocido como BLEE
(B-lactamasas de espectro extendido), el cual es detectado actualmente en

algunas cepas de Klebsiella pneumoniae (19).

En el boletin de medicamentos esenciales publicado en el afio 2000, se afirma que
la resistencia a los agentes antimicrobianos representa una amenaza mundial ya
que, si bien, con la industrializaciéon llegd la mejora en cuanto a calidad de vida;
incluyendo vivienda, nutricion y saneamiento, asi como el desarrollo de nuevos
antimicrobianos para combatir las enfermedades. Con el paso del tiempo y el mal
manejo de estos medicamentos se ha visto gran diferencia con respecto a la
susceptibilidad que antes presentaban a ellos los microorganismos. Es asi como
en 1990 casi todos los gérmenes del colera aislados en India eran sensibles a
medicamentos de primera linea como la ampicilina o el acido nalidixico, pero para
el afio 2000 esos mismos medicamentos ya no funcionaban de la misma manera

para controlar esta epidemia (3).
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En Perd, durante el afio 2005 se realiz6 un estudio sobre la determinacion de CIM
y CBM utilizando la ciprofloxacina en cepas clinicas aisladas de consulta externa y
hospitalizaciones, encontrando resistencia a la ciprofloxacina del 49% y 73%
respectivamente (10). Durante este mismo afio, en New York se reporté un estudio
con 602 aislados clinicos de Klebsiella pneumoniae obtenidos en dos hospitales
de Brooklyn; el 45% de las muestras analizadas producian B-lactamasas, lo cual
dificulto el tratamiento en los pacientes y genero una mortalidad del 47% al cabo
de 14 dias, especialmente en aquellos que cursaban con bacteriemia (18). Por esa
época también se presentdé mayor incidencia de infecciones por Enterococcus
faecium, especialmente en Europa; encontrandose la primera cepa resistente a

vancomicina, en un paciente renal trasplantado en Espafa (20).

En el afio 2006 aseguran que “en paises como Estados Unidos, las IAAS
causaron la muerte de 60.000 personas por afio, con un costo anual para las
instituciones de salud de 4,5 billones de dolares; y se estimd que alrededor del

90% de estas infecciones fueron causadas por gérmenes multirresistentes” (2).

En Israel, en el afio 2008 se realizd un estudio con 48 pacientes para conocer la
mortalidad causada por Klebsiella pneumoniae. Se encontré que el 44%
presentaban aislamientos compatibles con cepas resistentes a carbapenémicos y
solo el 12,5% presentaron aislamientos acordes con cepas sensibles. Adicional a
esto, se reportd la existencia de algunos factores que aumentaron la mortalidad;
como por ejemplo enfermedad renal, estancia en unidad de cuidado intensivo
(UCI) , uso de catéter venoso central o ventilacion mecéanica y el hecho de haber
tenido procedimientos invasivos no quirdrgicos (21). Por otra parte, en el afio 2010
se aislé Enterococcus faecium en 22 pacientes con vinculos epidemiolégicos entre
ellos (20).
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Aunque no se han reportado articulos similares a este trabajo, en el afio 2011 Miki
Matsuo et.al., utilizaron Staphylococcus aureus con algunas mutaciones genéticas,
para evaluar si la expresion génica podia sufrir alguna modificacion dependiendo
de la fase de crecimiento en la cual se encontrara la bacteria y si esto podia
afectar la susceptibilidad a moléculas peptidicas antimicrobianas. En este estudio,
se demostré6 que la expresion de algunos genes aumenta significativamente
durante la fase exponencial, pudiendo afectar la susceptibilidad antimicrobiana, y
se sugiri6 que Staphylococcus aureus posiblemente era mas susceptible a los

péptidos antimicrobianos durante la fase estacionaria (22).

En el afio 2012, se reportd un estudio realizado en Australia, donde utilizaron
cepas de Acinetobacter baumanii, sensibles y resistentes a la colistina, para
analizar si su efecto era diferente en la fase exponencial y estacionaria.
Concluyendo que en ambas fases hubo un comportamiento similar con respecto a

este antibiotico (23).

En el informe titulado Antimicrobial resistance: global report on surveillance del
afo 2014, se reporté que las principales bacterias que presentan resistencia a los
farmacos antimicrobianos son Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Salmonella, Shigella, y
Neisseria gonorrhoea, resaltando que algunas cepas de Klebsiella pneumoniae
presentan resistencia a las cefalosporinas de tercera generacion, incluida la
resistencia conferida por las carbapenemasas y las BLEE. Ademas, esta bacteria
es una causa importante de IAAS en casos de neumonia, infecciones de los recién
nacidos, septicemias o0 pacientes en unidad de cuidado intensivo (4).
Recientemente en el afio 2017, se reportd de nuevo un brote por Enterococcus
faecium con la caracteristica de tener en su ADN una enzima de restriccion Smal

conocida como ST17, encontrada en otros aislados en el ambiente hospitalario a

21



nivel mundial que produce principalmente IAAS en Europa y afecta nifios entre las
29 y 40 semanas de vida (24).

En Colombia, se han realizado varios estudios relacionados con las IAAS con el fin
de conocer la frecuencia en la poblacion y de esta manera contribuir a su
deteccion, vigilancia y control; prevencion de los efectos adversos y su adecuado
reporte por medio del plan estratégico de consolidacion de la red Nacional del
Ministerio de Proteccion Social , como un ente que aporte a la implementaciéon de

politicas para la seguridad del paciente (25) .

En el contexto nacional, se llevd a cabo una investigacion en hospitales de tercer
nivel de la ciudad de Bogota , donde mostraron que en general las bacterias afio
tras afio estan aumentando la resistencia a los antibioticos, como por ejemplo

Acinetobacter baumannii resistente a imipenem en un 39% en 2003 (26).

Por esa misma época, se realizd un estudio publicado en 2006 sobre la vigilancia
epidemioldgica en hospitales de tercer nivel de complejidad pertenecientes al
Grupo para el Control de la Resistencia Bacteriana de Bogota (GREBO), en donde
participaron 14 instituciones y se recolectaron 84.664 aislamientos provenientes
de UCI, no UCI y extrahospitalarios; obteniendo como resultado siete
microorganismos aislados con mayor frecuencia: Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus faecalis y Enterobacter cloacae (26). Encontrados estos
agentes, se concluy6é que hay diferentes factores que aumentan la resistencia de
los microorganismos a los antibiéticos convencionales, como por ejemplo, el punto
epidémico para Klebsiella pneumoniae resistente a ceftazidima en el periodo de
septiembre del 2001, que repitid en enero del 2002 y marzo - mayo del 2003
posiblemente atribuido a factores externos como cambios ambientales (26).
Luego, en el afio 2007 se publicd una investigacion realizada en la ciudad de

Medellin, donde aseguran que Klebsiella pneumoniae puede causar dafio en
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tracto urinario, pulmones y tejidos blandos; asi como también puede producir en
los pacientes sepsis, meningitis, conjuntivitis, absceso renal, endocarditis y
bacteriemia asociada a catéter en poblacidon de riesgo como los neonatos,
personas inmunosuprimidas o con enfermedades de base como diabetes mellitus

o enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) (27).

En el afio 2011, en Santander, Colombia se llevo a cabo una investigacion acerca
del efecto antibacteriano de nanoparticulas de plata en Escherichia coli y
Staphylococcus aureus; para la determinacion de CIM establecieron un inéculo
inicial de 14 horas para ambos microorganismos y no se registra la cinética de
crecimiento para cada bacteria, con el fin de establecer qué fase era la mas

adecuada para realizar dicha determinacion (11).

En Bogota, se presenté un brote de KPC (Klebsiella pneumoniae productora de
carbapenemasas) en una unidad de cuidado coronario durante el afio 2015; se
identificaron 3 pacientes con sintomatologia urinaria, respuesta inflamatoria
sistémica con leucocitosis y trombocitopenia con un tiempo mayor a 72 horas de
estancia hospitalaria; encontraron que el 100% de las cepas analizadas eran
resistentes a ciprofloxacina, ceftazidima, ertapenem, gentamicina, nitrofurantoina,
entre otros antibidticos (28). Finalmente en Medellin, a inicios del afio 2016 se
publicé una investigacion en la cual se describieron las caracteristicas clinicas de
los pacientes hospitalizados con IAAS por KPC. En el estudio se incluyeron 52
pacientes, que tenian problemas clinicos de base relacionados con el uso de
inmunosupresores, cirugia gastrointestinal, hepatopatia crénica o haber recibido
un trasplante de 6rgano. Las afecciones mas comunes que presentaron a causa
de la infeccion fueron bacteremias (30,7%) y neumonias (13,7%). Y a pesar de
haber administrado antibidticos al 100% de los pacientes analizados, sOlo se

utilizé el antibiograma para guiar el tratamiento en un 50,7%, en donde se tuvo

23



necesidad de utilizar terapia antibidtica combinada con tigeciclina y colistina para
contrarrestar la infeccion (29).

2. MARCO TEORICO

2.1. GENERO Klebsiella

2.1.1. Caracteristicas generales y clasificacion

La familia Enterobacteriaceae, estd compuesta por un gran nimero de especies
gue se encuentran en el suelo, agua, materia en descomposicion y en el intestino
del hombre. Dentro de la familia Enterobacteriaceae se encuentra el género
Klebsiella, dentro del cual se conocen cuatro especies de mayor interés clinico: K.

pneumoniae, K. ozaenae, K. rhinoscleromatis y K. oxytoca (30).

Generalmente son bacterias inmoéviles y con wuna capa druesa de
mucopolisacaridos que genera en las unidades formadoras de colonia (UFC) del
microorganismo un aspecto mucoide (30). Morfolégicamente se caracterizan por
ser bacilos Gram negativos cortos que miden entre 0.3 a 1.0 um en didmetro y 0.6

a 6.0 um de longitud; son capsulados, no esporulados y aerobios facultativos (31).
Dentro de este género se encuentran cepas que son potentes patdgenos
oportunistas, pero también algunas son flora normal en el intestino del ser
humano; a tal punto que las cepas no patdgenas contribuyen a mantener el pH,

trabajando en simbiosis junto con otras bacterias como Escherichia coli (32).

2.1.2. Epidemiologia
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El género Klebsiella es junto con Enterobacter y Serratia la segunda causa mas
comun de infeccidbn por enterobacterias y origina especialmente bacteremia,
infeccion urinaria y neumonia (30). Aunque indudablemente Klebsiella representa
problemas a nivel clinico, también causa dificultades a nivel econdmico. Segun un
informe del Centro Europeo para la Prevencion y Control de Enfermedades
(ECDC) y la Agencia Europea de Medicamentos (EMA), se estima que se
producen alrededor de 25.000 muertes al afilo causadas por bacterias
multirresistentes, dentro de las cuales se encuentra Klebsiella spp, y las
infecciones ocasionadas por estos microorganismos cuestan anualmente

alrededor de 1,5 billones de euros (19).

Durante el afio 2008, se inform6 una alta frecuencia de Klebsiella spp. en
muestras clinicas de diferentes lugares del mundo; mostrando porcentajes del 9%
en Europa y Estados Unidos, 25% en Asia y 45% en Sur América. En Colombia el
problema es muy semejante al resto del mundo, con porcentajes de resistencia
cercanos al 32%, pero con la diferencia de carecer de un sistema de informacion
que contribuya al seguimiento de los tratamientos y posibles resistencias que se
puedan presentar en las diferentes regiones del pais (33).

En Pereira, se analizaron 5.226 urocultivos con el fin de identificar los
microorganismos mas frecuentemente aislados causantes de infeccién en el tracto
urinario. Se concluy6 que Escherichia coli ocupaba el primer lugar con un 67,2% vy
en segundo lugar el 19,2% de los casos presentados fueron ocasionados por
Klebsiella spp., se recomendo utilizar la ciprofloxacina como opcion terapéutica

para pielonefritis por su alta efectividad y baja resistencia (34).

2.1.3. Factores de patogenicidad y virulencia
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El género Klebsiella posee polisacaridos capsulares que le permiten protegerse de
la fagocitosis y también ayudan a prevenir su muerte por factores bactericidas
presentes en el suero. La bacteria produce mdultiples adhesinas con distinta
especificidad por los receptores celulares, de tal forma que le permite adherirse a
la célula huésped y los sideréforos ayudan a captar el hierro con el fin de tomar los
nutrientes necesarios para su desarrollo (30).

Algunas cepas de Klebsiella tienen plasmidos que median la resistencia a agentes
B-lactamicos de amplio espectro gracias a la produccion de enzimas BLEE, lo cual
hace que sean resistentes a la mayoria de B-lactdmicos, incluyendo las
cefalosporinas de tercera generacion, su modo de accion es inhibiendo la sintesis
de la barrera de peptidoglicano de la pared celular bacteriana lo cual afecta su

integridad estructural (19).

2.1.4. Identificacién del género Klebsiella

Aunque se pueden utilizar técnicas automatizadas como el vitek para la
identificacion de género y especie de los microorganismos en forma rapida y con
un porcentaje de concordancia alto, ain se siguen utlizando las técnicas
manuales que son de bajo costo y en la mayoria de casos permiten dar una
aproximacion al microorganismo causante por medio de las tablas de identificacion

existentes.

Para el caso de las enterobacterias, se pueden utilizar los medios de cultivo
selectivos para guiar el proceso de identificaciébn bacteriana; como por ejemplo el
agar Mac Conkey que contiene sales biliares y cristal violeta que inhiben el
crecimiento de la flora Gram positiva y su indicador es el rojo neutro; lo cual
permite ver la degradacion de la lactosa. Para el caso de Klebsiella se observan

colonias grandes, rosadas y mucosas. El agar XLD (Xilosa-Lisina-Desoxicolato)
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permite ver la fermentacion de la xilosa, lactosa y sacarosa por medio del
indicador rojo de fenol, en el caso de Klebsiella se observan colonias amarillas,
opacas y mucosas. Para el cultivo de estos medios es recomendable incubar de
18-24 horas a 35-37 °C en aerobiosis (31).

Aparte de las caracteristicas morfolégicas observadas en los agares selectivos
también se encuentran las pruebas bioquimicas, Utiles para la identificacion de los
microorganismos. En la tabla 1 se muestran las pruebas mas utilizadas para guiar

un analisis presuntivo de identificacion del género Klebsiella.

TABLA 1. Pruebas bioquimicas para identificacion del género Klebsiella (31,35).

Pruebas
Pruebas
bioquimicas
Resultado i imi
bioquimicas Resultado
Motilidad - .
Oxidasa -
Citrato +
Catalasa +
Produccion + .
Ornitina =
de Co,
TSI A/A
Urea +
LIA K/K
Voges <
proskauer
Pruebas Resultado

bioquimicas

Reduccion de T

nitratos

Rojo de metilo -

Fenilalanina -
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Indol +/- Fermentacion de | Resultado
carbohidratos
Lisina +
Glucosa +
Lactosa +
Trealosa +
Arabinosa +
Manitol +
Sorbitol +
Rafinosa +

2.2.1. Epidemiologia

En el aspecto mundial, en el afio 2017 se reportd que China, Korea, Taiwan e Iran
hacen parte de los paises con mayor reporte de infecciones por este patégeno,
especialmente de cepas multirresistentes que se caracterizan por tener plasmidos
y asi causar infecciones invasivas especialmente en pacientes
inmunocomprometidos. De esta manera, se concluyé que la tasa de mortalidad

para las personas infectadas por estas cepas oscila entre 3 'y 42% (36).

En Latinoamérica se reportd una investigacion con este microorganismo en donde
utilizaron antibiograma, vitek y PCR para tipificar cepas de aislados clinicos; se
concluy6 que el sitio de infeccibn mas afectado es el tracto urinario y que los
lugares intrahospitalarios en donde posiblemente se contraen con mayor

frecuencia cepas multirresistentes de Klebsiella pneumoniae es en salas de
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cirugia y en UCI (37). También se reporté que aproximadamente el 63% de estos
casos tuvieron un tratamiento empirico inadecuado al no tener informacion veraz
de que se encontraban frente a una cepa multirresistente, presentandose una

mortalidad aproximada del 59% (37).

En Colombia, la Red de Vigilancia de Eventos Nosocomiales del Valle (RENOVA)
llevd a cabo un analisis con la recoleccion de 123.798 aislamientos
microbiolégicos, el 48% correspondiente al servicio de consulta externa;
encontrando que el 65% del total de las infecciones fueron causadas por
enterobacterias. Afirman que Klebsiella pneumoniae se encuentra dentro de los
aislamientos microbiol6gicos mas prevalentes y ademas que el tipo de muestra
donde se aisla mas frecuentemente es en sangre y en muestras de tracto

respiratorio bajo (17).

La Secretaria Distrital de Salud por medio del programa de vigilancia en salud
publica menciona que Klebsiella pneumoniae hace parte de los agentes causales
mas frecuentemente aislados en IAAS tanto en unidad de cuidado intensivo como
en los aislados clinicos en general de Bogota ; en el afio 2012 este
microorganismo alcanz6 una incidencia del 12% (38) y durante la época 2013-
2014 Klebsiella pneumoniae se consider6 nuevamente dentro de los
microorganismos mas frecuentemente aislados, especialmente en las UCI de
cuidado neonatal y también se concluyé que la enfermedad mayormente
encontrada fue la neumonia (39) . En el boletin epidemiolégico de 2015 de la
misma entidad, se reportdé que contintda la prevalencia de Klebsiella pneumoniae
en UCI con una frecuencia del 14,2% y del 10,2% en no UCI, mostrando la

importancia de este microorganismo a nivel de salud publica (5).

2.2.2. Patogenicidad
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Klebsiella pneumoniae es un microorganismo que coloniza principalmente la
nasofaringe, el tracto urinario y en ocasiones el tracto gastrointestinal. Existen
aspectos que favorecen su colonizacion como el ambiente hospitalario en
condiciones sanitarias no aptas y el uso inapropiado de antibiéticos de amplio
espectro como la ciprofloxacina, es asi como se han informado porcentajes de
colonizacion en pacientes hospitalizados de 77% en materia fecal, 42% en las
manos y 19% en la faringe (33). Este bacilo produce infecciones urinarias,
bacteriemias, infeccion en heridas quirdrgicas, peritonitis y meningitis. Ademas de
neumonia asociada a IAAS que afecta especialmente a adultos mayores,
alcoholicos y pacientes con EPOC (30).

Klebsiella pneumoniae cuenta con la capacidad de resistir a la desecacion en el
medio ambiente y de sobrevivir en la piel por la cdpsula hidréfila bacteriana que
también ayuda a protegerse de la fagocitosis por los polimorfonucleares. Cuenta
con adhesinas y fimbrias no flagelares constituidas por subunidades de proteinas
poliméricas que le permiten adherirse. Posee antigeno O que la protege contra la
muerte mediada por el complemento y presenta actividad de endotoxina que
facilita su multiplicacion en los tejidos del huésped. Ademas, secreta sideréforos
gue son quelantes del hierro, lo cual favorece a la bacteria porque puede atrapar

tal nutriente para su crecimiento (33).

2.3. CEPAS ATCC

Las siglas ATCC son derivadas del inglés American type culture collection; son
cepas certificadas, con caracteristicas definidas tanto fenotipicas como
genotipicas y son empleadas generalmente para estudios de investigacion, control
de calidad, validacion de nuevos métodos, control de reactivos y procedimientos
en los laboratorios. Son utiles en diferentes campos del conocimiento cuando se

quiere garantizar las caracteristicas propias del microorganismo, y asi evitar
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realizar pruebas adicionales para identificar las cepas y cada caracteristica que la
compone, lo cual ayuda a ahorrar tiempo y recursos (40). Ademas, son
recomendadas por la norma ISO 17025 para aspectos de trazabilidad en los
insumos utilizados del laboratorio (41) . Generalmente, también son importantes
para mantener el cepario, es decir, para organizar y conservar cepas de referencia
que son previamente identificadas para brindar informacion confiable de las cepas
puras. Su apropiado almacenamiento permite tener reproducibilidad de las

caracteristicas de las cepas tanto bioquimicas como morfologicas (40).

2.3.1. Cepas de Klebsiella pneumoniae ATCC

La cepa Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 es utilizada para control de calidad
en estudios de conservantes, para analizar susceptibilidad de antimicrobianos,
pruebas para medios de cultivo, pruebas de alimentos e investigacion, ya que es
sensible a los antibiéticos cominmente utilizados para las infecciones por este
patdgeno. La ficha técnica del producto, menciona que es recomendable contar
con un nivel de bioseguridad tipo 2 para su manipulacion y para su
almacenamiento se sugiere mantener en congelacién a -80 °C (42).

La cepa Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 es utilizada también para control de
calidad, investigacion especialmente para afecciones de tipo respiratorio y pruebas
de susceptibilidad antimicrobiana. Esta cepa fue aislada de la orina de un paciente
hospitalizado en Richmond, VA en el afio 1994. Se considera como cepa
resistente porque tiene la caracteristica de tener cambios en algunos de sus
nucleodtidos, que la hace ser productora de p-lactamasas gracias al gen SHV-18, lo
cual genera resistencia a los antibioticos carbapenémicos y en su comportamiento
antimicrobiano presenta sensibilidad intermedia a algunas cefalosporinas como

por ejemplo a ceftazidima. En cuanto a su almacenamiento, se recomienda
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mantener en congelacion a -80 °C y ademas contar con un nivel de bioseguridad
tipo 2 para su manipulacién (43).

2.4. CINETICA DE CRECIMIENTO BACTERIANO

La curva de crecimiento bacteriano es una representacion gréfica util para conocer
el comportamiento y desarrollo del microorganismo a lo largo del tiempo por medio
de métodos turbidimétricos en donde la absorbancia medida en cada pozo se
relaciona con el crecimiento de la bacteria y con esta informacion se determinan
las diferentes fases de crecimiento (44). La medicidén por turbidez se utiliza para
estudios de crecimiento bacteriano, ya que las bacterias absorben y dispersan la
luz transmitida, lo cual ayuda a registrar los cambios turbidimétricos en un medio
de cultivo liquido. Siendo la luz absorbida directamente proporcional a la

concentracion de bacterias presentes (44).

2.4.1. Fases de la cinética de crecimiento

El crecimiento microbiol6gico esta dado por el incremento del nimero de bacterias
en una poblacién de microorganismos que varia durante sus cuatro fases como se

muestra en la figura 1.

Inicialmente se presenta la fase de latencia o también llamada fase lag, en la cual
la poblacion bacteriana se estabiliza y toma los nutrientes necesarios del medio,
razon por la cual no hay crecimiento aparente y la bacteria sintetiza las enzimas
necesarias para iniciar su actividad metabodlica. Luego, ocurre la fase de
crecimiento exponencial; en donde la velocidad de crecimiento es maxima hasta

gue se acumulan sustancias toxicas en el ambiente y agotamiento de nutrientes
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esenciales que inhiben el crecimiento. Seguidamente la bacteria llega a la fase
estacionaria, donde hay cambios significativos en la cantidad de nutrientes del
medio que desencadena control y regulacién del crecimiento de la poblacion
bacteriana, y por ultimo la fase de muerte celular en donde empieza a disminuir el
namero de células viables de manera progresiva y a su vez da inicio a la nueva

generacion (44).

Curva de crecimiento bacteriano

Fase
eslacionaria

MA
celular

Fase da
adaptacion
{Lag)

Log namaro do células viablos

TICMIPD  s—

FIGURA 1. Fases de la cinética de crecimiento bacteriano (45).

En la mayoria de estudios reportados sobre CIM y CBM la fase de crecimiento
utilizada para su determinacion es la estacionaria, debido a que es la fase mas
larga donde posiblemente la bacteria se mantiene constante en su crecimiento
(46,47). Hay otros documentos que recomiendan tomar el indculo en la fase
exponencial (9) y también hay algunos reportes que no especifican la
caracterizacion o cinética de crecimiento tenida en cuenta para cada bacteria, sino
gue se realiza un indculo de 18-24 horas entre 35 — 37 °C independientemente de

la cepa a trabajar (10-12).

2.5. TECNICAS DE VIABILIDAD
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Desde el punto de vista microbiol6gico, un microorganismo muere cuando pierde
de forma irreversible su capacidad de dividirse, es decir, en el momento en que no
es capaz de formar una colonia en el medio de cultivo porque no hay desarrollo
metabdlico y por lo tanto no necesita tomar nutrientes. De esta manera, las
técnicas de viabilidad son importantes para determinar la poblacion bacteriana que
es capaz de dividirse y desarrollarse normalmente (48). Esta determinacion se
puede realizar por medio de recuentos en placa y por tinciones como el azul de

tripan.

2.5.1. Recuento en placa

Esta técnica permite tener un aproximado de la poblaciéon bacteriana viable
presente en la muestra, mediante la incubacion de la placa con el medio sélido
durante 18-24 horas a 35-37 °C. Al final de este periodo es posible ver la
formacion de UFC que posteriormente se cuentan manualmente. En la figura 2A
se observa una caja de agar plate count una vez ha sido incubada vy lista para el
conteo manual. El agar plate count, contiene triptona y extracto de levadura
utilizados como fuente de nitrégeno y vitaminas, ademas contiene glucosa como
fuente de energia. Todo lo anterior para favorecer las condiciones de la bacteria y
gue la poblacion viable pueda desarrollarse y crecer. Adicional a esto, el medio es
transparente lo que facilita el recuento bacteriano. Esta técnica es recomendada
para bacterias aerobias no exigentes (49).
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A. UFC en agar plate count B. Conteo en camara de Neubauer
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FIGURA 2.Técnicas de viabilidad A: Se observan colonias claras en fondo negro para facilitar el
conteo manual (49). B: Cuadrantes utilizados para el conteo bacteriano en la camara de Neubauer
(50).

2.5.2. Azul de tripan

El azul de tripan es un colorante derivado de la toluidina que posee la capacidad
de tefir las bacterias muertas de color azul, es decir que no penetra en las
bacterias vivas porque mantienen su membrana integra. Para esta técnica es
necesario utilizar el microscopio y la camara de Neubauer para facilitar su
visualizacion y conteo. Una desventaja es que en ocasiones puede tefiir también
artefactos que no necesariamente sea poblacion bacteriana (51) . En la figura 2B
se observan los 5 cuadrantes coloreados en rojo, los cuales son recomendados

para realizar el conteo manual.

2.6. INFECCIONES ASOCIADAS A LA ATENCION EN SALUD - IAAS
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Una infeccion IAAS segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se define
como “una infeccidn contraida en el hospital de un paciente internado por una
razon distinta a la que ingresé al servicio” y también comprende “las infecciones
adquiridas en el hospital, pero manifiestas después del alta hospitalaria y aquellas
infecciones que adquiere el personal sanitario”(52). Actualmente son de gran
importancia a nivel de salud publica y por esta razon se han determinado algunos
factores que propician la infeccion en los pacientes hospitalizados como por
ejemplo la baja inmunidad de la persona causada por una enfermedad de base,
las técnicas invasivas que crean posibles vias de infeccion y la transmisién de
bacterias multirresistentes especialmente bajo condiciones de hacinamiento o

practicas inadecuadas por parte del personal de salud (52).

En Colombia, mas especificamente en Neiva, se realizd una investigacion sobre
las situaciones de mayor riesgo para contraer IAAS utilizando 251 casos
confirmados. Los procedimientos quirdrgicos fueron responsables del mayor
namero de infecciones, seguido de los dispositivos médicos como por ejemplo el
catéter vesical. En el estudio se report6 una letalidad en los casos presentados del
9,5%, siendo la neumonia y las infecciones del torrente sanguineo los de mayor

proporcion (24).

2.7. RESISTENCIA BACTERIANA

Segun la organizacion Sanitas Internacional la resistencia bacteriana hace
referencia al rechazo parcial o total de las bacterias al efecto de los antibioticos, el
cual puede ser generado por el uso no racional e indiscriminado de la sustancia
antibacteriana. También mencionan que la multirresistencia de un microorganismo
se define como la ausencia de sensibilidad o no respuesta a los farmacos.
Adicionalmente, se habla de resistencia adquirida cuando una bacteria que

inicialmente es sensible a los antibiéticos se hace resistente porque adquiere
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genes que le ayudan a producir plasmidos o enzimas que facilitan el rechazo a los
antimicrobianos. Esta situacion es preocupante ya que la inapropiada utilizacién
de los antibidticos convencionales para controlar y tratar las infecciones
bacterianas, pueden inducir la generacién de resistencia y cada vez las terapias

antibiéticas responden de manera menos eficiente (53).

Anteriormente la industria farmacéutica modificaba la estructura quimica de las
moléculas de los antibidticos que ya habian sido reconocidos por las bacterias,
con el propdésito de que las nuevas moléculas pudieran esquivar los mecanismos
de resistencia que habian sido adquiridos por los microorganismos. Esta
aproximacion fue eficaz durante algunos afios, pero las bacterias al cabo del
tiempo desarrollaron nuevos mecanismos de resistencia a las moléculas
antibioticas modificadas (19).

Un informe publicado en el afio 2012 por el Ministerio de Salud de Peru, resalta la
importancia de  bacterias de origen intrahospitalario, relacionadas con la
resistencia a cefalosporinas de tercera y cuarta generacion, las cuales fueron
encontradas en casi el 50% de los pacientes hospitalizados, debido posiblemente
a la presencia de cepas productoras de BLEE como mecanismo de resistencia
(54).

La generacién de las resistencias bacterianas, son posiblemente atribuibles a
modificaciones genéticas en el microorganismos que se generan a través del
tiempo de forma natural, pero este proceso es severamente acelerado por el
mal uso y abuso de los antimicrobianos porque son administrados sin supervision
profesional, por suministrar un tratamiento incompleto , un tratamiento no
apropiado o cuando se trata de enfermedades que no se resuelven con antibidtico,
como es el caso de las infecciones virales o para la prevencion de enfermedades
(55).
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2.7.1. Resistencia de Klebsiella pneumoniae

Esta bacteria presenta resistencia natural a las aminopenicilinas (como la
ampicilina) , debido a que dispone de una B-lactamasa cromosomica de clase A;
pero ademas de esto, es frecuente encontrar cepas de Klebsiella pneumoniae que
poseen genes o plasmidos de resistencia que les permiten codificar enzimas para
modificar los antibioticos convencionales o evadirlos para continuar con la
infeccion. Se conoce que KPC cada vez cuenta con mayores variaciones, lo cual
dificulta su identificacion y tratamiento. Estas cepas, tienen la capacidad de
producir enzimas llamadas carbapenemasas para inactivar los antibidticos
comunmente conocidos como carbapenémicos (56). Las cepas también pueden
contener otros genes que codifican enzimas modificadoras de antibioticos de tipo
aminoglucésidos y algunas de ellas ademas pueden codificar plasmidos como
QnrA y QnrB ( plasmidos contra las quinolonas), lo que resulta en una
susceptibilidad reducida a las fluoroquinolonas, ya que las otras familias de
antibiéticos posiblemente puedan no ser eficientes porque las cepas contienen
genes que codifican para enzimas de resistencia (56).

En un estudio realizado en el afio 2014 en Colombia, fueron incluidos 13 clinicas y
hospitales de alta complejidad. En este estudio; se reporté un perfil de resistencia
bacteriana promedio a ceftazidima y cetriaxona del 32% en pacientes de UCI y
hospitalizacion. Especificamente afirman que Klebsiella pneumoniae presentd un
35% de resistencia promedio en UCI y salas de hospitalizacion general, 25% en
servicios de urgencias y hasta el 15% en servicios de consulta externa a
cefalosporinas de tercera generacion; sumando a ello que el perfil de resistencia a
los carbapenémicos incrementd hasta un 2,7% para ertapenem, imipenem vy
meropenem desde el aiflo 2010 a 2012 (17). En el afio 2015, el grupo GREBO

realiz6 un estudio publicado en 2016 en donde se mostré la frecuencia de
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microorganismos mayormente aislados en UCI de adultos. En la figura 3, se
observa que Klebsiella pneumoniae se encuentra dentro de los microorganismos
mas frecuentemente aislados, pues ocupa el segundo lugar, luego de Escherichia

coli.

Frecuencia de microorganismos en UC| adultos.
Ano 2015

Acinetobacter boumanni
Enterococeus faecalis
Enterobacter cloacae
Proteus mirabilis
Staphylococcus epidemichs
Candlida albicans
Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa

Klebsiefla pneumonioe

Eschevichia coli

Porcentaie (%)
n=8630

FIGURA 3. Resultados de vigilancia en resistencia bacteriana del afio 2015 (57).

Asi mismo, se observé un incremento en el porcentaje de aislamientos resistentes
a carbapenémicos del 5,9% en 2014 y del 13,7% en 2015, lo cual es un hecho que
impacta negativamente en el pronéstico de los pacientes, aumentando la
mortalidad y la estancia hospitalaria. Por esta razén es importante establecer
planes locales, regionales y nacionales para disminuir su diseminacion,
aumentando las buenas costumbres en la comunidad como la higiene de manos e
implementando precauciones de contacto a todos los pacientes infectados o
colonizados por estas bacterias; ademas de generar estrategias de uso prudente
de antibidticos (57).

2.8. ANTIBIOTICOS UTILIZADOS EN INFECCIONES POR Klebsiella

pneumoniae
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En vista que actualmente gran cantidad de cepas de este microorganismo
muestran resistencia frente a los antimicrobianos comunmente utilizados como la
amikacina, gentamicina, rifampicina, cloranfenicol o ciprofloxacina, ultimamente se
ha recurrido a la tigeciclina, colistina y polimixina, como alternativa para el
tratamiento de las infecciones causadas por patdgenos resistentes a multiples
farmacos, los cuales no estan bien identificados ni caracterizados (56).

En una investigacion realizada en el afio 2012, se encontr6 que el mal uso de
antimicrobianos acelera de manera considerable la resistencia presentada por
Klebsiella pneumoniae. En el articulo, se reportd que existe una asociacion entre
la infeccion por Klebsiella pneumoniae multirresistente y el uso frecuente de
carbapenémicos, al que se atribuye un cambio en la microbiota intestinal, lo cual
favorece la presencia de microorganismos patégenos como los productores de
BLEE, porque estos desplazan la flora normal presente en el intestino. Es
importante realizar el uso racional de antimicrobianos como se evidencié en un
estudio realizado en el afio 2001 en Barcelona, en el cual se demostré que la
restriccién en el uso de las cefalosporinas de espectro extendido en UCI permitié
controlar un brote causado por KPC (58).

2.8.2. Ciprofloxacina

La ciprofloxacina es un antibiético perteneciente al grupo de las quinolonas, mas
especificamente es una fluoroquinolona de amplio espectro que actda inhibiendo
la ADN girasa, enzima que cataliza el superenrrollamiento del ADN cromosémico
gue contribuye a una adecuada division celular. Se considera una fluoroquinolona
de segunda generacion y presenta mayor actividad sobre los microorganismos
Gram negativos (59). Este antibi6tico se utiliza en infecciones bacterianas de tipo
dérmico, pulmonar, de tracto urinario y conjuntivitis; mediante administracién via

oral o intravenosa (60). Segun el informe del Ministerio de Proteccion Social de
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Colombia, en el afio 2007, cepas salvajes de Klebsiella pneumoniae presentaron

resistencia a ceftazidima y sensibilidad intermedia a ciprofloxacina (61).

2.9. METODOS DE DILUCION

Son metodologias aplicadas con el fin de observar la susceptibilidad bacteriana a
determinada molécula. Para esto es importante estandarizar la concentracion
bacteriana a utilizar con el animo de evitar un crecimiento que dificulte el analisis
de los resultados, por lo cual se recomienda utilizar una concentracion de
bacterias equivalente a la escala de 0,5 Mc Farland, que en absorbancia equivale
a 0,08-0,110 a una longitud de onda de 620 nm (9,16).

Mediante estas metodologias se realiza la determinacion de la concentracion
bactericida minima (CBM), derivada de su sigla en inglés MBC ( Minimum
Bactericidal Concentration) y de la concentracion inhibitoria minima (CIM) derivada
de su sigla en inglés MIC ( Minimum Inhibitory Concentration) (47).

2.9.2 CIM y CBM

La concentracion minima inhibitoria corresponde a la concentracion mas baja de
molécula antimicrobiana que es capaz de impedir el crecimiento de la poblacion
bacteriana, CIMs, corresponde a la concentracion de antimicrobiano que inhibe el
50% de la poblacion bacteriana y CIMgy corresponde a la concentracion de
antimicrobiano que inhibe el 90% de la poblacion bacteriana. Para realizar esta
determinacion, se incuba una cantidad conocida de bacteria con diluciones
seriadas especificas del agente antimicrobiano para observar en donde se obtiene
la inhibicion de la poblacion bacteriana. Generalmente se utiliza el CBM como

estudio complementario y hace referencia a la minima cantidad de molécula
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antibacteriana capaz de destruir el 99,9% de la poblacion bacteriana en
condiciones de temperatura de 35-37°C (9,13).

En el afio 2013 se llevd a cabo una investigacion acerca de la actividad
antibacteriana con aceites de importancia a nivel cosmético y se realiz6 la
determinacion de CIM y CBM, utilizando para la obtencién del indculo inicial una
incubacion de 24 horas, sin tener en cuenta la cinética de crecimiento propia de la
cepa en estudio (12). En el afilo 2017, se realizO un estudio en hongos para
determinar la CIM de algunas moléculas con actividad antifingica en cepas
causantes de esporotricosis; para realizar esta determinacion se utilizé un in6culo
de 48-72 horas incubado a 35°C para todas las cepas estudiadas siguiendo las
directrices de la CLSI (18).
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3. DISENO METODOLOGICO

Tipo de disefo: Experimental

Universo: Cepas de Klebsiella pneumoniae

Poblacién: Cepas bacterianas ATCC de Klebsiella pneumoniae

Muestra: Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 y Klebsiella pneumoniae ATCC
700603

3.1. TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

3.1.1. Activacién de las cepas ATCC

Las cepas Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 (que para este trabajo se
nombrara como Kp 83) y Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 (que en este caso
se llamara Kp 03) fueron obtenidas comercialmente. Cada empaque venia sellado
herméticamente y la presentacion del producto se conoce como Kwik stik. Luego
de romper la ampolla y reconstituir el microorganismo liofilizado, se impregno el
hisopo con la suspension bacteriana para ser sembrado masivamente en agar
enriquecido; para este caso se utiliz6 agar TSA en su activacion. Posterior a eso,
se incub6 de acuerdo a las condiciones de crecimiento durante 18-24 horas en

aerobiosis a 35-37°C para observar la morfologia de las colonias.

3.1.2. Caracteristicas macroscopicas de las colonias

Una vez las cepas estaban activadas en el agar TSA, se procedi6 a realizar varios

pases en dicho medio de cultivo con el fin de obtener colonias aisladas; para el
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caso de Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 se realizaron 3 pases adicionales y
para Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 fue necesario realizar 2 pases a partir
de la cepa activada para el mismo fin. De esta manera se pudo realizar la
descripcion morfolégica macroscopica de las UFC de cada cepa y establecer si

era posible diferenciarlas.

3.1.3 Coloracion de Gram

Con las colonias aisladas que se obtuvieron se realizé una coloracién de Gram
para cada cepa, teniendo en cuenta los tiempos para cada colorante segun la
estandarizacion previamente realizada por el grupo de investigacién en estudios

anteriores.

3.1.4. Criopreservacion de las cepas ATCC

Con el fin de conservar y mantener las cepas en su pase original, se utilizaron
Cryobank, que son viales con perlas de ceramica suspendidas en una solucion de
preservacion criogénica y se inoculd un vial por cada cepa; cada vial contiene
aproximadamente 64 perlas y se mantuvieron en congelacién a una temperatura
menor a -20 °C. A partir de la cepa original, cada 5 pases se tomaba una nueva
perla para evitar variaciones morfologicas, metabdlicas o de comportamiento de
las cepas en estudio y se realizaba la reactivacion para obtener las cepas de
trabajo.

3.1.5. Determinacién de la cinética de crecimiento en tubo

Inicialmente se tomo un tubo que contenia 8 ml de caldo Mueller-Hinton (MH) y se
tomaron UFC de las cepas previamente activadas en TSA con el asa metdlica

para obtener un inéculo, homogeneizando la suspension para ajustar a 0,5 Mc
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Farland por espectrofotometria (0.08-0.110) con longitud de onda de 620 nm; lo
cual equivale a 1,5 x 10® UFC/ml (16). Cada hora, durante 12 horas se tomaron
300 ul de la suspension previamente agitada en voértex por 10 segundos y se
dispensé en tres pozos de la placa de 96 pozos para realizar la medicion en el

lector de placas con una agitacion nuevamente de 10 segundos.

Adicional a esto, se tuvo en cuenta un control de calidad del caldo MH
dispensando 300 ul en un pozo y midiendo la lectura de cada hora junto con los
in6culos a evaluar. Cabe mencionar que este ensayo fue realizado por triplicado,
bajo las mismas condiciones para ambas bacterias y en cabina de flujo laminar

para evitar cualquier contaminacion.

En este ensayo se hizo una variacion al medir en el lector de placas con y sin la
tapa de la placa. Todos los resultados obtenidos hora tras hora de las
absorbancias en cada pozo se guardaron para luego hacer graficas que
permitieran ver de una manera clara el comportamiento de cada cepa, dado que
en cada hora se media la absorbancia de 3 pozos se tomaba promedio de los

datos para graficar la media correspondiente.
3.1.6. Determinacion de la cinética de crecimiento en placa

En este ensayo se preparo el inéculo inicial y se utiliz6 la misma longitud de onda
en el lector de placas como se explicé en el numeral 3.1.5; al tener el indculo
ajustado a 0,5 Mc Farland se tomaron 300 pl de la suspension previamente
homogeneizada, para luego depositar dicho volumen en 3 pozos de la placa. Esta
placa fue incubada y leida cada hora durante 12 horas en el lector de placas para
obtener las absorbancias necesarias para la construccion de la gréafica. En este
caso, también se realiz0 la variacion en el espectrofotdmetro midiendo con y sin la

tapa de la placa y se tuvo en cuenta el control del medio MH.
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Posteriormente en otro ensayo, se realizdé una cinética de crecimiento bacteriano
en placa con una duracion total de 24 horas; siguiendo el mismo procedimiento
anteriormente mencionado, leyendo cada hora la placa sin tapa y con 10
segundos de agitacién en el equipo. Para este ensayo, se hizo la medicion cada
hora durante 12 horas leyendo la placa, al finalizar este tiempo se realiz6 un nuevo
in6culo con una absorbancia muy similar al que se utilizé en la medicién de 0 a 12
horas. Y posteriormente se dejo incubando durante 12 horas. Al dia siguiente se
realizaron las lecturas correspondientes al intervalo de 12 a 24 horas; como se
ilustra en la figura 4.

300 pl
L)\w
0 Horas 12’Hnras
Lectura cada hora 300
m
N N N
— D Horas 12 Horas 24 Horas
Incubacién sin lecturas Lectura cada hora
e

FIGURA 4. Cinética de crecimiento bacteriano durante 24 horas. El primer in6culo se utilizé para
medir las lecturas de 0 a 12 horas; pasado este tiempo se ajusté un segundo indculo el cual fue
incubado durante 12 horas y luego se utilizé para medir las lecturas correspondientes a las 12-24
horas. Para ambos in6culos se colocé el control de medio MH y este mismo procedimiento se tuvo

en cuenta para cada cepa en estudio.

Luego de esto, se realizo un ensayo adicional midiendo las absorbancias durante
36 horas consecutivas, utilizando un solo inéculo para todo el estudio. Las
absorbancias resultantes de la medicién hora tras hora se utilizaron para graficar

de tal forma que se ilustrara el comportamiento de cada cepa.
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3.1.7. Ensayo preliminar para evaluar viabilidad bacteriana

Para estas técnicas, se realizaron ensayos por duplicado igualmente ajustando los
in6culos a 0,5 Mc Farland por espectrofotometria (0.08-0.110) en caldo MH
incubado a 37 °C, se midié a una longitud de onda correspondiente a 620 nm con
agitacion de 10 segundos para homogeneizar la suspension. Inicialmente, se
utilizaron volimenes de 100 pl, 200 pl y 300 pl.; posteriormente se sembré en
profundidad con el agar plate count y se incubd a 37 °C por 18-24 horas. Al dia
siguiente, se procedio a sacarlas del incubador y realizar el conteo manual de las
UFC.

3.1.8. Técnica de plaqueo manual

En este ensayo se trabajo con un volumen de indculo correspondiente a 200 pl
previamente ajustado como se indicé anteriormente y seguidamente se incubd
para obtener de un mismo tubo inéculos correspondientes a 0, 6, 13, 24 y 35
horas. A medida que se obtenian, se ajustaban nuevamente a 0,5 Mc Farland y
con cada uno de ellos se realizaron diluciones seriadas con solucion salina al
0,9% teniendo en cuenta la curva de calibracion resultante de estudios anteriores
dentro del grupo de investigacion para establecer el nimero aproximado de
diluciones que debian hacerse para obtener colonias contables. Todas las lecturas
se realizaron a 620 nm en el lector de placas, con agitacion de 10 segundos en el
equipo y realizando la lectura sin tapa. A medida que se fue estandarizando la
técnica, se estableci6 un rango de absorbancia mas reducido dentro de lo

estipulado en la escala Mc Farland para ajustar el inéculo. Se realizé el ensayo
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con 100 pul de in6culo y ademas se realiz6 control de la solucion salina utilizada en
las diluciones. Y se utilizo el lector de placas para guiar los pozos recomendados a
plaquear y realizar la siembra por profundidad con agar plate count con el fin de
obtener un conteo de UFC contables para todos los in6culos. La distribucion de la
placa utilizada para este ensayo, una vez fueron establecidas las diluciones

necesarias para cada inoculo se ilustra en la figura 5.

Klebsiella pheumoniae Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883 ATCC 700603
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FIGURA 5. Distribucion de la placa para ensayo de plaqueo
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3.1.9. Viabilidad con azul de tripan

Para iniciar se preparo la solucién de azul de tripan a una concentracion del 1%,
luego se desarroll6 el ensayo con los mismos indculos del ensayo del plaqueo,
ajustando cada uno de manera individual con caldo MH a escala de 0,5 Mc
Farland, con la longitud de onda de 620 nm. Después se realizaron diluciones
seriadas con solucion salina al 0,9% para establecer una concentracion adecuada
que permitiera observar bacterias contables. Para la estandarizacion de la técnica

en este trabajo fue necesario utilizar el lector de placas al finalizar el tiempo de
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incubacion con el fin de guiar los pozos recomendados a observar
microscopicamente con azul de tripan y también teniendo en cuenta las diluciones
estandarizadas en el ensayo del plagueo. En la figura 6, muestra la distribucion de

la placa utilizada para el ensayo de viabilidad con azul de tripan.

Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883 ATCC 700603
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FIGURA 6. Distribucion de la placa para el ensayo con azul de tripan
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Al momento de utilizar la cdmara de Neubauer en el microscopio, se realiz6 una
dilucién a la mitad, tomando 10 pl de la dilucién realizada con 10 pl del azul de
tripdn y en la cadmara Unicamente se colocaban 10 pl de esa suspension para
hacer el conteo manual en el microscopio con el objetivo de 40x. Se contaron las
bacterias vivas, bacterias muertas y niumero total de bacterias encontradas en los
5 cuadros recomendados para realizar el conteo (50); para determinar la poblacion

presente en cada inéculo se utilizaron las siguientes ecuaciones:

Promedio del conteo total * 2 * dilucion utilizada en el inéculo
4x10-°

UFC total =
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S ( Promedio del conteo total — promedio de bacterias no viables )
% viabilidad = - * 100
Promedio del conteo total

Promedio de bacterias no viables

0 talidad = 100
% mortalida Promedio del conteo total *

3.1.10. Determinacion de CIM con ciprofloxacina

La ciprofloxacina se adquiri6 comercialmente a una concentracién de 10 mg/ml en
solucién inyectable. Luego se realizaron los célculos necesarios para obtener
soluciones de antibiético a una concentracion de 32 pg/mly 16 pg/ml que segun
estudios anteriores realizados en el grupo de investigacion es la concentracion

suficiente para inhibir el crecimiento bacteriano.

Este estudio se realizd por triplicado para cada in6culo en ambas cepas. En el
ensayo donde se permiti6 el desarrollo bacteriano en placa se utiliz6 una
concentracion inicial de ciprofloxacina de 32 pg/ml y se realizaron diluciones
seriadas a la mitad con 100pl, teniendo en cuenta los respectivos controles:
positivo (con el antibiético), negativo (sin el antibiético) asi como también control
del medio (MH). Con el fin de obtener mayor volumen de indculo inicial la
suspensién bacteriana fue ajustada a 0.5 Mc Farland en un tubo de 45 ml con
caldo MH. Para la siembra de las placas se tomaron de este tubo 50 pl requeridos
en cada pozo desde la hora 0 y a medida que se cumplian las 0, 6,13 y 24 horas
de desarrollo bacteriano en cada pozo seleccionado se adicionaba la
ciprofloxacina para luego realizar las diluciones seriadas como lo ilustra la figura 7.
Las placas una vez eran sembradas se incubaron de 18-24 horas y se midio su

absorbancia en el lector de placas.
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FIGURA 7. Esquema de los pozos utilizados en el ensayo para determinar CIM en placa. En la fila
D se observan los pozos correspondientes a los controles utilizados en los cuales no se realizaron
diluciones. En la fila B y C se ilustran las diluciones seriadas, ensayo que fue realizado por

duplicado para mayor reproducibilidad.

Para determinar el efecto en la CIM al permitir el crecimiento y desarrollo
bacteriano en tubo se utilizd una concentracion inicial de 16 pg/ml de
ciprofloxacina. Las placas fueron incubadas desde la hora O con el caldo MH y la
ciprofloxacina depositados en los respectivos pozos y se realizaron las diluciones
seriadas del antibiodtico antes de colocar los 50 pl de in6culo en cada pozo. Con el
fin de obtener mayor volumen de indculo inicial la suspension bacteriana fue
ajustada a 0,5 Mc Farland en un tubo de 45 ml con caldo MH desde la hora 0 y asi
cuando el in6culo llevara 0, 3 ,6 ,13 y 24 horas de desarrollo bacteriano poder
tomar el volumen requerido de este mismo tubo ya que se agitaba para
homogeneizar la suspension y se agregaban los microlitros de in6culo a cada
pozo. Luego de finalizar la siembra en cada placa se incubaron de 18-24 horas y
se midié su absorbancia en el lector de placas. En la figura 8 se muestra la

metodologia utilizada para este ensayo en tubo.
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FIGURA 8. Esquema de los pozos utilizados para determinar CIM con el desarrollo bacteriano en
tubo. En la fila D se observan los pozos correspondientes a los controles utilizados en donde no se
realizaron diluciones. En la fila B y C se ilustran las diluciones seriadas, ensayo que fue realizado

por duplicado para mayor reproducibilidad.

3.1.11. Determinacion de la CBM con la ciprofloxacina

Este ensayo fue realizado como estudio complementario a la determinacién de la
CIM, motivo por el cual para este caso se tuvo en cuenta la lectura resultante de la
placa de la CIM de cada in6culo luego de haberse incubado de 18 a 24 horas para
observar segun la turbidez emitida en cada pozo en cual dilucién ocurria la CIM y
en donde posiblemente estaba la CBM.

Luego de esto, se procedié a sembrar en las cajas de agar MH por agotamiento

los pozos desde donde se observéd disminucion de la turbidez entre una dilucion y

la siguiente. En cada caja de petri también se sembr6 por agotamiento el control

positivo con ciprofloxacina (C1), control negativo sin el antibiético (C2), control del

caldo MH (C3) y control del agar MH utilizado (&), como se ilustra en la figura 9.
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Estas cajas se incubaron de 18-24 horas en aerobiosis a 35-37 °C y luego se
realizé la lectura observando crecimiento o inhibicion en cada concentracion de

ciprofloxacina utilizada.

Figura 9. Distribucion de la caja de petri para determinacion de CBM

53



4. RESULTADOS

4.1. ACTIVACION DE LAS CEPAS ATCC

En ambas cepas se observé crecimiento en el agar TSA, visualizando colonias
con caracteristicas de unico crecimiento morfologico de aspecto mucoso, brillantes
y color crema compatibles con las caracteristicas reportadas para Klebsiella

pneumoniae, como se ilustra en la figura 10.

Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883 ATCC 700603

FIGURA 10. Activacion de las cepas de trabajo ATCC

4.2. CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS DE LAS COLONIAS

4.2.1. Klebsiella pneumoniae ATCC 13883

Al realizar los pases correspondientes, se observaron colonias redondas, brillantes
y de tamafo variable en las UFC, la figura 11 ilustra cada pase realizado.
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Klebsiella pneumoniae ATCC 13883

FIGURA 11. Visualizacion macroscopica de las colonias de Klebsiella pneumoniae ATCC 13883.
A: Primer pase. Colonias de tamafio mediano, redondas, color crema y brillantes. B: Segundo
pase. Colonias de tamafio variable, brillantes, de aspecto mucoso y color crema. C: Tercer pase.
Colonias de tamafio mediano, brillantes, redondas y de color similar a las mencionadas
anteriormente.

4.2.2. Klebsiella pneumoniae ATCC 700603

En esta cepa se observaron colonias redondas, brillantes y color crema de tamaio

mediano en la mayoria en las UFC, la figura 12 ilustra cada pase realizado.

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
B

FIGURA 12. Pases realizados para obtener colonias aisladas para Klebsiella pneumoniae ATCC
700603. A: Primer pase. Se observan colonias de color crema y mucosas. B: Segundo pase. Se

observan colonias brillantes y ligeramente elevadas, de aspecto mucoso y color crema.
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4.3. COLORACION DE GRAM

Se observaron bacilos Gram negativos cortos para ambas cepas bacterianas de

Klebsiella pneumoniae como se ilustra en la figura 13.

Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883 ATCC 700603

FIGURA 13. Coloracién de Gram para las dos cepas en estudio

4.4. CRIOPRESERVACION DE CEPAS ATCC

Se realizé la criopreservacion en cryobank correspondiente a cada cepa
bacteriana debidamente marcada, como se observa en la figura 14.

FIGURA 14. Criopreservacion de cada cepa
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4.5. DETERMINACION DE LA CINETICA DE CRECIMIENTO EN TUBO

4.5.1. Ensayo utilizando 100 o 300 pl de inéculo durante 12 horas de

incubacion

En este ensayo, el objetivo era conocer si el volumen del indculo afecta la cinética
de crecimiento de cada cepa, en cuanto a la duracion de la fase de latencia y
exponencial. Para esto se graficaron los valores obtenidos de absorbancia en

funcién del tiempo.

En la figura 15 se observa que Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 alcanza
mayores valores de absorbancia que Klebsiella pneumoniae ATCC 13883;
ademas, se evidencia que el volumen de in6culo utilizado si afecta el valor de la
absorbancia, pero que el comportamiento de la bacteria es similar en referencia a
cada una de las fases de crecimiento. Cabe mencionar que en el control de medio
MH no se observo crecimiento ni contaminacion durante las lecturas realizadas en

el periodo del ensayo.

57



Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
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FIGURA 15. Efecto del volumen de in6culo en la cinética de crecimiento en tubo durante 12 horas.

Cada punto graficado corresponde a la media de las lecturas realizadas en los tres pozos.

4.5.2. Ensayo utilizando 100 o 300 pl de inéculo durante 12 horas de
incubacion, para determinar el tiempo de la fase de latencia y exponencial de

cada cepa

En este caso, con el fin de conocer el momento en el cual iniciaba y terminaba la
fase de latencia y la fase exponencial, se tomaron los mismos datos del ensayo
anterior y se graficé la media de las absorbancias obtenidas cada hora para cada
cepa como se ilustra en la figura 16. Se puede observar que Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603 alcanza mayores absorbancias que Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883. Sin embargo, el comportamiento hora tras hora es
similar entre ambas cepas, asi que posiblemente su fase de latencia y exponencial

oscile dentro del mismo periodo de tiempo.

En la figura 16 se observa que el resultado obtenido en el ensayo para ambas
cepas en cuanto al tiempo aproximado de la fase de latencia es entre la hora Oy la
hora 1 0 2, y la fase exponencial para ambas cepas ocurre entre la hora 2 y la
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hora 7 u 8. Por lo cual se puede ver que la duracién en las fases analizadas es

similar independientemente del volumen de in6culo empleado.
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FIGURA 16. Ensayo durante 12 horas con 100 o 300 ul para establecer el tiempo de la fase de
latencia y exponencial. Cada punto graficado corresponde a la media de las lecturas realizadas en

los tres pozos.

4.5.3. Cinética de crecimiento en tubo realizando la lectura de la placa con y

sin tapa

En este ensayo se realizd una variacidbn, porgue al momento de leer la
absorbancia se midié con y sin la tapa de la placa de 96 pozos. Posteriormente se
registraron las absorbancias de manera independiente con el fin de graficar y
observar si la tapa podria generar alguna interferencia en la medicion. Los
resultados obtenidos se graficaron como se ilustra en la figura 17 y se observé que
si hay una notoria diferencia entre medir con y sin tapa; porque al realizar la
lectura con tapa se aprecia que ambas cepas de Klebsiella pneumoniae alcanzan
una mayor absorbancia en los valores hora tras hora y ademas se observa que la

fase exponencial inicia en la primera hora y finaliza a las 6 horas, es decir mas
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pronto que cuando se realiza la medicion sin tapa en donde la fase exponencial

inicia a las 2 horas y finaliza hacia las 8 horas de incubacion.

A Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 B Klebsielfa pneumoniae ATCC 700603
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FIGURA 17. Ensayo en tubo leyendo la placa con y sin tapa para ambas cepas durante 12 horas.

Cada punto graficado corresponde a la media de las lecturas realizadas en los tres pozos.

4.6. DETERMINACION DE LA CINETICA DE CRECIMIENTO EN PLACA

4.6.1. Ensayo utilizando 100 0 300 pl de in6culo durante 12 horas de incubacién

en placa

Tal y como se realizé con el ensayo en tubo descrito en el numeral 4.5.1. , el
primer ensayo consistio en saber si el volumen del inéculo tenia efecto en la
lectura de absorbancia y en el comportamiento de las cepas a lo largo de las fases
de crecimiento. Al realizar la lectura de la placa cada hora durante 12 horas
consecutivas se obtuvo los valores de absorbancia ilustradas en la figura 18, en
donde se muestra en cada punto la media obtenida de los 3 pozos medidos cada
hora y se aprecia que el volumen del in6culo si arroja absorbancias diferentes

pero el comportamiento en ambas cepas en cuanto a su crecimiento es similar.
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Es importante mencionar que Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 alcanza
mayores absorbancias que Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 al igual que en el
ensayo en tubo; sin embargo no se afecta el comportamiento general de las cepas
al modificar el volumen del in6culo, motivo por el cual se decidié realizar los

siguientes ensayos Unicamente con 300 pll.

A Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 B Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
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FIGURA 18. Efecto del volumen de inéculo en la cinética de crecimiento en placa durante 12 horas.

Cada punto graficado corresponde a la media de tres lecturas.
4.6.2. Variacion leyendo la placa con y sin tapa

Posteriormente, se realiz6 una variacion en la lectura, ya que se leia la placa con
tapa y sin tapa con el fin de observar si habia algin cambio en los valores de
absorbancia obtenidos. En la figura 19, se aprecia que ambas cepas alcanzan una
absorbancia mayor cuando la lectura se realiza con tapa y que ademas el inicio y
terminacion de la fase exponencial también varia, similar a lo que ocurri6é al
realizar el ensayo en el tubo. Es decir que el tiempo en el cual ocurre el inicio y
terminacion de la fase exponencial se puede ver afectado sélo con el hecho de

realizar la lectura de la placa con y sin tapa. Motivo por el cual se establecié que
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en los ensayos a partir de este momento se iba a realizar la lectura de la placa sin

tapa.

A Kiabsiella pnetimoniae ATCC 13883 B Kiehsiella pneumoniag ATCC 700603
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FIGURA 19. Lectura con y sin tapa para ambas cepas incubadas en placa durante 12 horas. Cada

punto graficado corresponde a la media de tres lecturas

4.6.3. Cinética de crecimiento durante 12 horas de incubacién en placa, para

determinar el tiempo de la fase de latenciay exponencial de cada cepa

El objetivo fue observar el comportamiento para cada cepa durante 12 horas
consecutivas para iniciar la caracterizacion de la fase de latencia y exponencial al
realizar la medicion en la placa de 96 pozos; de las absorbancia resultantes en la
lectura de cada hora se obtuvo un promedio de los datos y luego fueron graficados
en la figura 20. Teniendo en cuenta que no se observé contaminacion en el medio
MH que se utiliz6 como control durante el mismo periodo de tiempo que se

realizaron las lecturas hora tras hora.

Se observé un comportamiento similar en ambas cepas. La fase de latencia
transcurre de la hora 0 a la hora 2 y la fase exponencial inicia sobre las 2 horas

hasta aproximadamente las 8 horas. Nuevamente se observa que Klebsiella
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pneumoniae ATCC 700603 alcanza mayores absorbancias que Klebsiella

pneumoniae ATCC 13883.
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Figura 20. Cinética de crecimiento durante 12 horas para ambas cepas bacterianas en placa. Cada

punto graficado corresponde a la media de tres lecturas

4.6.4. Cinética de crecimiento durante 24 horas de incubacién en placa

El objetivo de este ensayo era conocer el comportamiento desde la hora 0 hasta la
hora 24, y asi saber la duracion aproximada de la fase estacionaria para cada
cepa, las absorbancias obtenidas fueron promediadas y graficadas en la figura 21.
Se observl que la fase estacionaria tiene una duracién de 12 horas o méas, con un

incremento minimo hora tras hora, en el valor de la absorbancia.

63



1,000
« 0,800

(&)

c

(1]

2 0,600

S —=-Kp 83
< 0,400 =—Kp 03

0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tiempo (Horas)

Figura 21. Cinética de crecimiento durante 24 horas para ambas cepas bacterianas en placa. Cada

punto graficado corresponde a la media de tres lecturas

4.6.5. Cinética de crecimiento durante 36 horas de incubacién en placa

En este ensayo, se utiliz6 un mismo in6culo medido durante 36 horas con el fin de
observar mejor el comportamiento de la bacteria y si era posible identificar el
momento en el cual la bacteria atravesaba cada una de las cuatro fases de
crecimiento bacteriano. Como se ilustra en la figura 22, los resultados fueron
similares a los presentados anteriormente al realizar la cinética durante 12 y 24
horas en donde se observé que la fase de latencia ocurre entre las 0 y las 2 horas
de incubacion; la fase exponencial inicia a las 2 horas y finaliza aproximadamente
a las 8 horas. A partir de ese momento ocurre la fase estacionaria, pero a partir de
ese periodo de tiempo cada hora continla aumentando un poco mas la
absorbancia de cada cepa hasta las 36 horas; razén por la cual no es posible

reconocer donde finaliza la fase estacionaria y da inicio a la fase de muerte.
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FIGURA 22. Cinética de crecimiento durante 36 horas de incubacién para cada cepa en placa.

Cada punto graficado corresponde a la media de tres lecturas.

4.7. VIABILIDAD BACTERIANA

Dado que no era posible por medio de la técnica de turbidimetria establecer en
qué momento ocurria la fase de muerte ni tampoco establecer un estimado de la
poblacion bacteriana presente en el inoculo, se decidié realizar técnicas de
viabilidad como el plagueo por conteo manual en agar plate count y el azul de
tripdn para conteo manual microscopico. Teniendo en cuenta los resultados de los
ensayos anteriores realizados en el grupo de investigacion, se observd que era
necesario realizar diluciones seriadas con solucion salina al 0,9% para obtener un

numero de colonias contables.

4.7.1. Ensayo preliminar

Inicialmente, se desarrolld6 un ensayo cuyo objetivo era determinar si el volumen

de in6culo utilizado podria afectar en gran escala el conteo de UFC en las técnicas

65



de viabilidad. Para esto se utilizaron indculos de 0 horas de incubacién ajustados a
0,5 Mc Farland a volumenes de 100, 200 y 300 pl.

Al realizar el conteo manual de las UFC de cada volumen utilizado se comparo si
existia gran diferencia entre tomar diferentes volimenes de indculo bacteriano a
pesar de ajustarlo inicialmente a la misma concentracién. Los resultados fueron
registrados en la tabla 2. Se observé que el volumen no afecta en gran medida las
UFC presentes, siempre y cuando la concentracion del in6culo inicial se ajuste a
0,5 Mc Farland. Entonces, en los ensayos de viabilidad bacteriana se pueden
utilizar inéculos tanto de 100, 200 o 300 pl y los resultados no se veran alterados

en gran magnitud.

TABLA 2. Conteo manual de UFC a diferentes volimenes de in6culo. Kp 83 hace referencia a la
cepa Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 y Kp 03 hace referencia a la cepa Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603.

Volumen Kp 83 Kp 03 Dilucion UFC/ml Kp 83 UFC/ml Kp 03

300 ul 110 353 10° 3,6 x 10° 1,1x10°
200 pl 99 339 10° 4,9 x10° 1,6 x 10°
100 pl 75 308 10° 7,5 x 10° 3,0x 10’

4.7.2. Ensayo de plaqueo bacteriano

Este ensayo se realizd con el fin de determinar la poblacién bacteriana en las
diferentes fases de la cinética de crecimiento bacteriano para ambas cepas.
Basado en los resultados obtenidos de la cinética de crecimiento se identificaron
los tiempos donde ocurre un cambio en el crecimiento bacteriano y por

consiguiente es posible que su poblacion viable sea dependiente de la fase en la
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que se encuentre. Los tiempos establecidos para obtener los indculos se muestran

en la tabla 3.

TABLA 3. Tiempos utilizados para la obtencion de los in6culos en las técnicas de viabilidad

0 Horas Latencia

6 Horas Exponencial

13 Horas Inicio de la estacionaria
24 Horas Durante la estacionaria

Aunque por turbidimetria no fue posible determinar el momento en el cual se
encontraba en la fase de muerte, se establecié un tiempo de 35 horas para

observar si se encontraba en esta fase por medio de las técnicas de viabilidad.

En la figura 23 A se observan todas las cajas que fueron contadas manualmente,
debidamente marcadas y el control de medio plate count y de solucion salina que
no se encontraba contaminado; en 23 B se observa el contador de colonias
utilizado para el conteo manual y facilitar la visualizacion de las UFC; en 23 C, se
observan las UFC de diferentes tamafios que fueron encontradas en algunas cajas
y por ultimo en 23 D se observa una de las cajas que fue contada para este

ensayo, mostrando la forma como se veian las UFC para realizar el conteo.
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FIGURA 23. Ensayo de plaqueo bacteriano

Los resultados del conteo de cada placa para ambas bacterias fueron tabulados
en la tabla 4, y se determiné la poblacién bacteriana presente en cada inéculo

seleccionado.

En esta tabla, se observé que Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 tuvo mas
UFC al conteo manual, lo cual se ve reflejado en el resultado final de UFC/ml. Con
las diluciones realizadas se obtuvo UFC contables en todos los in6culos y en
ambas cepas se aprecia que la poblacion bacteriana es maxima especialmente en
las 13 y 24 horas, lo cual hace referencia a la fase estacionaria. Motivo por el cual
fue necesario realizar mayores diluciones seriadas en estos inéculos. Cabe
mencionar que los resultados correspondientes al duplicado de este ensayo fueron

similares.
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TABLA 4. Plagueo bacteriano. Kp 83 hace referencia a la cepa Klebsiella pneumoniae ATCC
13883 y Kp 03 hace referencia a la cepa Klebsiella pneumoniae ATCC 700603. Abs. Inicial hace
referencia a la absorbancia inicial que se obtuvo en el indculo que se utilizé para el conteo de las

UFC. UFC se refiere al conteo manual de cada caja de petri incubada.

Kp 83 1x10° 0,081 0 Horas 175 1,7 x 10®
Kp 83 1x10° 0,08 6 Horas 316 3,1x10°
Kp 83 1x10’ 0,082 13 Horas 270 2,7 x 10"
Kp 83 1x10’ 0,084 24 Horas 247 2,4 x 10*°
Kp 83 1x10° 0,085 35 Horas 156 1,5 x 108
Kp 03 1x10° 0,081 0 Horas 185 1,8 x 10®
Kp 03 1x10° 0,083 6 Horas 416 4,1x10°
Kp 03 1x 10’ 0,08 13 Horas 365 3,6 x 10*°
Kp 03 1 x 10’ 0,081 24 Horas 306 3 x 10%

Kp 03 1x10° 0,08 35 Horas 282 2,8 x 10®

4.7.3. Ensayo de viabilidad con azul de tripan

En cada cuadrante seleccionado de la camara de Neubauer se realizé el conteo
bacteriano de cada inéculo segun los tiempos establecidos en la tabla 3. En la
figura 24 se muestra un ejemplo de la observacién microscépica para realizar el

conteo manual.

69



%
R

FIGURA 24. Visualizacién microscépica del cuadrante en 40x con azul de tripan. Las flechas

sefialan las bacterias vivas con su membrana integra, transparentes y redondas.

Posterior al conteo manual, se tabularon los datos para cada cepa con los
porcentajes de viabilidad y porcentajes de mortalidad para cada in6culo como se
ilustra en la tabla 5. En esta tabla, se observa que los porcentajes de mortalidad
aumentan a medida que los in6culos llevaban mas horas desarrollandose, es decir
que el inéculo de 35 horas fue el que presentd mayor porcentaje de mortalidad
para ambas cepas. Ademas se observo que Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
tuvo mas UFC totales pero su porcentaje de mortalidad fue mayor en el in6culo de
0,6 ,13 y 24 horas a comparacion de los valores de Klebsiella pneumoniae ATCC
13883.

Cabe mencionar que los resultados correspondientes al duplicado de este ensayo

fueron similares y que se realizd control de la solucidén salina en donde no hubo

contaminacion.
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TABLA 5. Resultados del conteo manual con azul de tripan

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883

0 Horas 100 0 1,4 x 10
6 Horas 97,2 2,7 1,1x 10"
13 Horas 93,1 6,8 5,8x10"
24 Horas 89,3 10,6 4,7 x 10"
35 Horas 75,6 24,3 7,8 x 10°

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603

0 Horas 96,8 3,1 3,2 x 10°
6 Horas 95,4 4,5 1,3x 10"
13 Horas 91,8 8,1 7,4 x 10"
24 Horas 88,0 11,9 6,7 x 10"
35 Horas 83,0 17,0 1,0 x 10"

4.8. DETERMINACION DE LA CIM UTILIZANDO CIPROFLOXACINA

4.8.1. Determinacion de la CIM en placa

La concentracion inhibitoria minima de ciprofloxacina en cada indculo para ambas
cepas se reporta en la tabla 6. Segun los resultados, se aprecia que Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603 necesitd mayores concentraciones de ciprofloxacina
para inhibir el crecimiento bacteriano. Ademas, se evidencié que para ambas
cepas en cada inéculo se establecié un CIM distinto, posiblemente relacionado
con el metabolismo propio de cada cepa y con la poblacion viable presente en

cada in6culo estudiado. Se observo que especialmente en los indculos de 6 y 13
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horas fue necesario utilizar mayor concentracion de la ciprofloxacina para inhibir
su crecimiento, es decir durante la fase exponencial e inicio de la fase

estacionaria.

Cabe aclarar que los controles utilizados no se encontraron contaminados y que
en las lecturas del lector de placas se observo que las absorbancias de una misma
placa leida desde la hora 12 hasta la hora 24 eran similares, es decir que la

inhibicion bacteriana ocurria en un plazo no mayor a 12 horas.

TABLA 6. Determinacion de la CIM de ciprofloxacina en placa para cada cepa evaluada

In6culo CIM
Klebsiella pneumoniae ATCC

13883
0 Horas 1 pg/mi
6 Horas 16 pg/mi
13 Horas 16 pg/ml
24 Horas 4 pg/mi
Klebsiella pneumoniae ATCC
700603
0 Horas 2 pg/ml
6 Horas 16 pg/mi
13 Horas 32 pg/ml
24 Horas 8 pg/ml

4.8.2. Determinacion de la CIM en tubo

En la tabla 7, se muestran los resultados de la concentracion minima de
ciprofloxacina para inhibir el crecimiento de ambas cepas. Se evidencié que en
general se necesitd menos concentracion de antibiético para inhibir la poblacién
bacteriana en ambas cepas a diferencia de la concentracion de ciprofloxacina
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utilizada en el ensayo realizado en la placa. También se pudo ver que a las 3
horas el comportamiento es coherente para encontrarse al inicio de la fase
exponencial; en ambas cepas, se observa un comportamiento similar desde las 6
horas hasta las 24 horas, es decir que desde la fase exponencial hasta la fase

estacionaria los valores de la CIM fueron similares.

TABLA 7. Determinacion de la CIM de ciprofloxacina en tubo para cada cepa evaluada

In6culo CIM
Klebsiella pneumoniae ATCC

13883
0 Horas 4 ug/ml
3 Horas 2 pg/ml
6 Horas 8 ug/ml
13 Horas 8 pg/mi
24 Horas 8 pg/ml
Klebsiella pneumoniae ATCC
700603
0 Horas 4 ug/ml
3 Horas 4 pg/ml
6 Horas 8 pg/ml
13 Horas 8 pg/ml
24 Horas 8 pg/ml

4.9. DETERMINACION DE LA CBM UTILIZANDO CIPROFLOXACINA

4.9.1. Determinacion de la CBM en placa

En la figura 25, se observan las fotos correspondientes a los indculos de 6 y 13
horas para ambas cepas. En A y B se aprecia crecimiento desde la concentracion

de 1 pg/ml hasta 32 pg/ml de ciprofloxacina. Se evidencia mayor crecimiento en el
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in6culo de 13 horas, tanto asi que hay crecimiento en C1, correspondiente al
control con ciprofloxacina. En C y D se muestra abundante crecimiento desde la
mayor concentracion de ciprofloxacina utilizada y en el control C1; el crecimiento
en el control C1 puede indicar que en este indculo era necesaria una mayor
concentracion de antibidtico para inhibir el crecimiento bacteriano. En ninguna

placa se observé contaminacion del medio utilizado.

FIGURA 25. CBM de los inéculos de 6 y 13 horas. A y B: In6culos de 6 y 13 horas
respectivamente para Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, C y D: Inéculos de 6 y 13 horas
respectivamente para Klebsiella pneumoniae ATCC 700603.

4.9.2. Determinacion de la CBM en tubo

En la figura 26, se muestra la CBM obtenida para Klebsiella pneumoniae ATCC
13883 en cada uno de los in6culos evaluados, se observé que en el inéculo de 6
horas es donde crece de forma mas abundante la cepa, es decir cuando la

bacteria se encuentra en la fase exponencial, es importante mencionar que
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conforme a lo esperado; en C3 correspondiente al control del agar MH no se

obtuvo crecimiento.

FIGURA 26. Resultado de CBM para Klebsiella pneumoniae ATCC 13883. A: Inéculo de 0 horas. 4
pg/ml B: In6culo de 3 horas. 1 pg/ml C: Inéculo de 6 horas. >16 pg/ml. D: Inéculo de 13 horas. 16
pg/ml E: Inéculo de 24 horas. 16 pg/ml

En la figura 27, se muestran algunos CBM obtenidos para Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603. En la figura 27 B se observd que la bacteria crecio
abundantemente, tanto asi que la CBM requerida corresponde a una
concentracion > 16 pg/ml, incluso se evidencié crecimiento en C1, correspondiente
al control con la ciprofloxacina. En 27 C se observd que aunque el crecimiento no
era tan abundante como en 27 B aun asi el CBM observado en estos inéculos

sigue siendo una concentracion de ciprofloxacina > 16 ug/.
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FIGURA 27. CBM obtenidos para Klebsiella pneumoniae ATCC 700603. A: In6culo de 0 horas: 4
pg/ml. B: Indculo de 6 horas: > 16 pg/ml. C: Indculo de 24 horas: > 16 pg/mi
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5. DISCUSION

En la activacion de las cepas estudiadas, se observé diferencia; ya que Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883 tenia un aspecto mas mucoso que Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603, a pesar de que esta Ultima posiblemente sea mas
patdgena por la resistencia a antibioticos ya conocida (43). De esta forma se
sugiere que las caracteristicas en la morfologia macroscopica no necesariamente
estan relacionadas con la susceptibilidad antimicrobiana. Acorde con lo reportado
en la literatura (62) , al obtener colonias aisladas para la identificacién
macroscopica se observaron colonias de tamafio mediano y aspecto brillante en

las cepas estudiadas de Klebsiella pneumoniae.

Para este trabajo se utilizo la cepa Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 con el fin
de realizar ensayos in vitro de susceptibilidad antimicrobiana en cada fase de la
cinética de crecimiento bacteriano y de esta manera encontrar posibles diferencias
en la determinacion de la CIM y CBM. Lo cual coincide con la recomendacion de la
norma CLSI M100 para analisis in vitro de susceptibilidad bacteriana en donde
sugieren utilizar dicha cepa para estudios de esta indole (13,16). En el estudio de
Aura Lucia Leal y colaboradores (63) también se utilizé esta cepa para control de
calidad de susceptibilidad antimicrobiana con el fin de analizar aislamientos
productores de BLEE provenientes de pacientes con infecciones urinarias. La
cepa Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 utilizada en este trabajo se caracteriza
por ser productora de BLEE, lo cual es coherente con lo reportado por Simona
Bratu y colaboradores (18), en donde esta cepa fue usada como control para
comparar sus aislados clinicos con produccion de BLEE con la cepa de Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603 ya que posee la expresion del gen SHV, también

encontrado en sus aislamientos.
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En este trabajo se ajustaron todos los inéculos a la escala de 0,5 Mc Farland para
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 y Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, es
decir, la concentracién aproximada por inéculo inicial era de 1,5 x108 UFC/ ml (16),
utilizando solucién salina o caldo MH para los ensayos realizados; lo cual es
acorde a lo enunciado por el manual antimicrobiano para pruebas de
susceptibilidad de la CLSI para determinaciones in vitro de susceptibilidad
antimicrobiana (13) . Adicional a esto, también se trabajo con una longitud de onda
de 620 nm para todos los ensayos, parametro que también fue utilizado en el
estudio de Maria Alejandra Ledn y colaboradores (47) para pruebas de
susceptibilidad con la cepa Escherichia coli ATCC 25922.

En el presente trabajo se observé que el aumento de poblacidén bacteriana ocurria
en cuestion de minutos, razén por la cual el inéculo era ajustado a escala de 0,5
Mc Farland e inmediatamente se procedia al montaje del ensayo en el menor
tiempo posible porque las bacterias al encontrarse en el caldo MH contaban con
nutrientes necesarios para continuar con su desarrollo y eso podia aumentar la
poblacion bacteriana viable y generar variabilidad en los resultados. En contraste
con lo mencionado por Irith Wiegand y colaboradores (64), ya que ellos afirman
que una vez se ajuste la suspension bacteriana, se puede realizar el montaje del
estudio dentro de los siguientes 30 minutos para evitar cambios en el nUmero de
poblacién bacteriana. Otro aspecto en el cual no se observé coherencia entre los
resultados de este trabajo y lo reportado en la literatura es que, para este estudio,
el ajuste del inoculo se realizaba tomando con el asa metalica la bacteria
necesaria para alcanzar la concentracion correspondiente a la escala de 0,5 Mc
Farland y desde el primer momento que se empezaba a incubar se contaba como
tiempo 0. Mientras que segun la CLSI se sugiere que para el ajuste del inodculo se
deben tomar 3 UFC de una cepa fresca y luego colocarla en una suspension con
caldo MH e incubar hasta que se obtenga la fase deseada (13) ; no se realiz6 de

esta forma porque si se incuban las UFC frescas hasta que se obtenga dicha
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turbidez entonces no seria posible tener claridad acerca de la fase en la cual se
esta trabajando a menos que con anterioridad se haya caracterizado la cinética de

crecimiento de la bacteria.

Para la determinacion de la cinética bacteriana con Klebsiella pneumoniae ATCC
13883 y Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 se utilizo la técnica de turbidimetria
con el fin de observar el crecimiento hora tras hora por medio de los valores de
absorbancia al realizar las lecturas en las placas , lo cual coincide con lo reportado
por Elier Riveron Rodriguez y colaboradores (44) quienes mencionan que la
medicion por turbidez no es una técnica de reciente uso en microbiologia, sino que
ha sido utilizada desde hace algunas décadas para estudios de crecimiento
bacteriano. De otra parte, en el presente trabajo empleando esta técnica, no fue
posible apreciar la fase de muerte pero si las fases de latencia, exponencial y
estacionaria, lo cual es coherente con lo enunciado por este mismo autor. Lo
anterior, posiblemente atribuido a que las bacterias muertas y los desechos
propios del metabolismo permanecen suspendidos en el medio manteniendo asi la
turbidez y por eso se dificulta la posibilidad de establecer esta ultima fase del

crecimiento bacteriano.

Dentro de los resultados obtenidos en los ensayos de cinética de crecimiento
bacteriano se observo que la fase exponencial se encontraba entre las 2 y las 8
horas de desarrollo bacteriano, lo cual coincide con lo mencionado en las normas
de la CLSI (13) en donde argumentan que la fase exponencial se usa en la
mayoria de estudios de susceptibilidad antimicrobiana debido a que no excede las
10 horas de incubacion para alcanzar dicha fase. Lo anterior, se relaciona con el
estudio de Luis Guillermo Ramirez Mérida y colaboradores (46), en donde se
utilizé un indculo de Listeria monocytogenes usando una suspension bacteriana
ajustada a escala de 0,5 Mc Farland Unicamente en fase exponencial para realizar

la determinacion de CIM y CBM. Otro estudio, en el cual no se reporta la
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utilizacion de la cinética de crecimiento propia de cada bacteria, es el de Cecilia
Beltrdn Cifuentes y colaboradores (12) quienes utilizaron cepas ATCC de
microorganismos como Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa y Salmonella typhimurium para realizar la determinacion de CIM; sin
embargo, al momento de realizar esta medicién inocularon cada cepa en tubos
con caldo MH y todos contenian una concentracién microbiana de 10° UFC/m
para seguidamente ser incubados durante 24 horas y realizar dicha determinacion.
Lo anterior, se complementa con otros estudios, en los cuales no se especifican
los parametros a tener en cuenta para caracterizar el microorganismo, sino que
hacen referencia a que se guiaron por las normas de la CLSI o EUCAST.
(29,37,63,65—-68) y en dichas normas no se sugiere realizar la caracterizacion de
cada fase de la cinética para el microorganismo en cuestion (16,69). Estos difieren
en la determinacion de CIM y CBM realizada en el presente trabajo, ya que para
este caso se tuvieron en cuenta las cuatro fases de la cinética de crecimiento

bacteriano para la determinacién de CIM y CBM.

El hecho de que no sea habitual realizar la caracterizacion de la cinética de
crecimiento bacteriano antes de los estudios de susceptibilidad antimicrobiana
puede estar relacionado con el hecho de que actualmente se utilizan nuevas
estrategias para la determinacion de la susceptibilidad in vitro, como por ejemplo
el Vitek, que permite la identificacion del microorganismo y su sensibilidad a los
antimicrobianos en un tiempo no mayor a 24 horas. Es asi como actualmente se
reporta su utilizacién no solamente en Europa (70), sino también en Latinoamérica

en paises como Argentina (29) y Colombia (37).

Como no fue posible identificar la fase de muerte en la cinética de crecimiento
bacteriano, se realizaron técnicas de viabilidad que permitieran conocer la
poblacién viable presente en cada indculo. Dentro de las técnicas usadas en este

trabajo se utilizé la camara de Neubauer y el colorante de azul de tripan para el
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conteo manual; siendo esta utilizada principalmente para estudios con células
eucariotas (71), microalgas (72), o para el recuento de leucocitos (73). Sin
embargo, teniendo en cuenta que la membrana de las células eucariotas es similar
a la pared de las células procariotas en cuanto a componentes como la bicapa de
fosfolipidos y proteinas; conociendo que el principio del azul de tripan es tefiir las
membranas de las células muertas, fue posible también realizar el conteo de las
bacterias porque también tifie la pared bacteriana por la afinidad con dichos
componentes presentes tanto en la membrana de las células eucariotas como en

la pared de las células procariotas (74).

En este trabajo se decidio utilizar la ciprofloxacina como molécula antimicrobiana
modelo, ya que en estudios como el de Alvaro Hoyos Orrego (27) fue (til este
antibiotico para contrarrestar la infeccibn causada por Klebsiella pneumoniae y
aunque algunos aislamientos presentaron multirresistencia a antibidticos como
imipenem y amikacina, el 100% de ellos presentaron sensibilidad a la
ciprofloxacina. Esta investigacion se correlaciona con el estudio realizado por Lilia
Benavides y colaboradores (75), donde mencionan que la ciprofloxacina se
encuentra dentro de los antibidticos més frecuentemente utilizados, lo cual a su
vez es coherente con el presente estudio ya que se aprecié buena susceptibilidad

bacteriana en las concentraciones de CIM y CBM.

Determinaciones como la CIM y CBM son herramientas fundamentales al
momento de evaluar susceptibilidad antimicrobiana, lo cual es acorde a lo
mencionado por Gertrudis Quintana y colaboradores en el afio 2012, en donde
también utilizaron la molécula de ciprofloxacina y afirman que este tipo de
determinaciones se ha establecido como gold standard frente a otros métodos que
evallan susceptibilidad antimicrobiana (10). Para la determinacion de CIM y CBM
en este caso se utilizaron placas de 96 pozos y control positivo, negativo y del

medio; asi mismo se utilizaron concentraciones para determinar la CIM y CBM
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desde 32ug/ml hasta 0,125ug/ml de ciprofloxacina; pardmetros coherentes con lo
sugerido en las guias de la CLSI y EUCAST para determinacion de la CIM (13,69).

Tal como en los ensayos de cinética de crecimiento y viabilidad bacteriana, los
inoculos utilizados para la determinacién de CIM y CBM fueron ajustados a 0,5 Mc
Farland; lo cual coincide con lo mencionado por Irith Wiegand y colaboradores
(64), en donde también realizaron determinacion de CIM y ajustaron el in6culo de
la misma forma; ellos aseguran que si se utiliza una suspension con mayor
cantidad de inéculo bacteriano puede producir un aumento en los valores de CIM,
especialmente si la bacteriana en estudio produce alguna enzima capaz de

destruir la molécula que se esta evaluando.

En el presente estudio, para la mayoria de indculos evaluados en la determinacion
de CIM y CBM se requiri6 una concentracion de ciprofloxacina mayor a la
reportada por Ana Gonzalez y colaboradores (76) para contrarrestar la infeccién,
ya que ellos utilizaron la ciprofloxacina para su estudio a una concentracién de 5
pg/ml y observaron una resistencia a quinolonas cercana al 88,8% en las cepas
aisladas. Lo cual difiere con el estudio realizado por Patricia Diaz y colaboradores
(68), en el cual la mayoria de las cepas KPC analizadas fueron resistentes a
gentamicina, pero la ciprofloxacina fue el antibiético con mayor actividad
antibacteriana; encontrando un CIM para este antibiético < 1ug/ml, mientras que
para este trabajo se trabajo con concentraciones entre 0,5 y 32 pg/ml . En la
presente investigacion se encontrd que la medicion de CIM en general fue distinta
en cada fase; aunque también pueden influir aspectos propios del ensayo, tal
como lo enuncian las normas EUCAST (69), en donde mencionan que los ensayos
de susceptibilidad tienen variabilidad inherente; bien sea por aspectos técnicos
como por ejemplo cuando diferentes personas realizan la misma prueba, la forma
como se leen los resultados, diferencias propias del microorganismo y en como se

fabrican todos los insumos utilizados, las diferencias entre los productos de cada
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fabricante, el lote de cada medio de cultivo preparado, la estabilidad de la
temperatura de las incubadoras, entre otros aspectos de relevancia, que pueden
generar cambios en los resultados. Por lo cual, se sugiere la estandarizacion de
estas determinaciones in vitro en cada lugar acompafnado de las buenas préacticas
de laboratorio para que estas variaciones puedan ser reducidas y se obtengan
resultados coherentes con la realidad del comportamiento de la cepa estudiada.

En la presente investigacion no se encontraron normas nacionales especificas
acerca de la manera adecuada para realizar determinaciones de susceptibilidad
antimicrobiana in vitro en Colombia; lo cual coincide con lo mencionado por Martha
Cecilia Beltran Cifuentes y colaboradores (12) en donde afirman que en nuestro
pais no hay una Farmacopea Nacional ni tampoco unas normas oficialmente
aceptadas para la determinacién de CIM, entonces se recurre a las normas
internacionales que han sido aceptadas en otros paises, como lo son la CLSI y
EUCAST que posiblemente no sean idéneas para guiar los problemas de salud

publica propios de la poblacién colombiana.

En los resultados de este trabajo, se evidenci6 que la CIM y CBM de
ciprofloxacina eran mayores en la fase estacionaria a fin de inhibir el crecimiento
de Klebsiella pneumoniae, posiblemente atribuible a que en los ensayos de
viabilidad en la fase estacionaria también se encontr6 mayor cantidad de
poblacion bacteriana viable. Lo cual coincide con lo enunciado por Jeff Anderl y
colaboradores (77), en donde afirman que para cepas de Klebsiella pneumoniae
es recomendable utilizar la fase estacionaria porque en este momento la bacteria
crece lentamente o no crece; al realizar los ensayos necesarios concluyeron que
en esta fase, contrario a lo esperado, la bacteria fue menos susceptible a la
muerte por antibiéticos y mostr6 mayores absorbancias, lo cual puede estar
relacionado con las bacterias muertas y productos del metabolismo pero también

con la posible presencia de una nueva generacion bacteriana.
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6. CONCLUSIONES

Se confirmé que las cepas Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 y Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603 se caracterizan morfolégicamente por su
aspecto mucoso, brillante y de tamafio mediano acorde con lo descrito en la

literatura para este microorganismo.

En las cinéticas de crecimiento bacteriano fue posible identificar las fases
de latencia, exponencial y estacionaria para ambas cepas en estudio y por
medio de las técnicas de viabilidad se pudo determinar que en el in6culo
correspondiente a las 13 horas de desarrollo bacteriano se obtuvo la mayor

poblacién bacteriana viable.

De acuerdo a las técnicas de viabilidad en la fase donde hubo menos
poblacién bacteriana viable fue en la fase de latencia, mientras que en la
fase exponencial y estacionaria fue donde se obtuvo mayor poblacién viable
para ambas cepas en estudio.

Se establecid mediante la determinacién de CIM y CBM de ciprofloxacina
que la susceptibilidad de Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 y Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603 a este antibiético varia segun la fase de
crecimiento bacteriano en donde se realice el estudio observando mayor
efecto en la fase de latencia y asi mismo ocurre variacion cuando el

desarrollo bacteriano se lleva a cabo en tubo o en placa.

La susceptibilidad de las cepas Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 y
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 frente a la ciprofloxacina fue menor

en la fase exponencial y estacionaria, motivo por el cual se sugiere realizar
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la determinacion de CIM y CBM en estas fases porque es donde se

necesita mayor concentracion del antibidtico
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