            TESTS DE SENSIBILIDAD FRENTE A LOS ANTIBIÓTICOS

            (mar 28/06/05)

Lo que nosotros queremos testear es frente a un determinado antibiótico como se comporta un determinado microorganismo, que es la cepa problema .Esto es , si es inhibido o no , y tambien vamos a ver con que dosis de antibiótico vamos a trabajar .

Esto lo vamos a ver con las técnicas de difusión.
Hay tres tipos de pruebas, o tests : 

    1) difusion en agar        (PLACA DE PETRI)
    2) dilución.                    (TUBODILUCION)
    3) difusión y dilución.    (E- TEST)              

    1) Técnica o test de tubodilución

Tenemos por un lado una serie de tubos, de medios de cultivo , que lo que tienen es básicamente caldo de cultivo sin microorganismos  , y lo que se quiere hacer es una dilución del antibiótico en presencia del microorganismo .

El primer tubo contiene 9,9 ml de caldo de cultivo, y se le agrega 0,1 ml de ATB.
Lo que se hace es transferir al segundo tubo, 5 ml del primer tubo que contiene caldo de cultivo con antibiótico. Acá se logra una primera dilución con un total de 10 ml.
Luego hacemos una segunda dilución, y ponemos 5 ml del segundo tubo, que ya estaba diluido, en el tercer tubo, y obtenemos una segunda dilución de, también 10 ml.

Así sucesivamente hago lo mismo con los tubos restantes, y cada vez voy a tener menor concentracion de ATB , en los distintos tubos con medio de cultivo .

En este caso tenemos 8 tubos, pero eso depende de que dilución queres lograr.
O sea que en el primer tubo tengo la máxima concentración de ATB, y en el ultimo, la mínima.
Lo que tienen los diferentes tubos no es caldo de cultivo, es medio de cultivo , es decir que no tiene microorganismos . Entonces lo que voy obteniendo es una dilución en el medio de cultivo. 
Eso es la primer parte del test , y hay que hacer un control , para ver que no falle la técnica.

Tenemos también 2 medios de control, lo que tienen en un primer momento, es, el primer tubo, medio de cultivo con MO, y el segundo, simplemente, medio de cultivo. 
Lo importante acá es que estamos testeando solo un antibiótico, con la cepa problema. 
SEGUNDA ETAPA: AGREGAMOS EL MICROORGANISMO .

Agregamos una cantidad especifica de MO, medida por el patron de Mc Farland , que me va a servir para medir cuanta concentracon de MO tengo . 

Sabemos que para saber cuanta concentración de MO  hay en un medio de cultivo liquido , es complicado , ya que lo que vemos es turbidez , un velo , etc .

Entonces el patron de Mc Farland es una determinada turbidez , en un medio liquido , que ni siquiera contiene microorganismos , es una sust. Química, que sirve para compararlo con la turbidez de ese cultivo que voy a hacer. Entonces cuando tengo turbideses similares, ya se cuantos MO tengo en mi tubo prueba, para testear.
A cada uno de los tubos prueba, se le agrega 0,1 ml de microorganismos, al medio de cultivo.
En los tubos control vamos a tener en ambos medio de cultivo, y  a uno le vamos a agregar 

0,1 ml de MO .

TERCERA ETAPA 

Llevamos a incubar al MO de 18-24hs ,y voy a leer luego , para ver como reaccionó frente a este ATB .

Vamos a ver que es lo que paso con los tubos .

Los primeros 4 tubos , no tuvieron ningun tipo de turbidez , y a partir del quinto tubo en adelante empiezo a tener cada vez mayor turbidez .

Este aumento en la turbidez , se debe a que cada vez tengo menor concentración de ATB .

Después tengo que ver , que paso con los controles . Lo que se tiene que ver es que en el medio control que tengo al MO , tengo que tener crecimiento . Si no hubiera tenido crecimiento , quiere decir que el MO no estaba viable .y en el tubo que solo tenia medio de cultivo , si hubo crecimiento , quiere decir que hubo contaminación .

Entonces los controles sirven para chequear falsos positivos o falsos negativos .

Aca vamos a evaluar la minima concentración inhibitoria que se observa en el cuarto tubo , que es el que a simple vista , no nos muestra turbidez , y tiene la minima concentración de ATB que inhibe a los MO.

Ahora lo que vamos a hacer ,  es ver si realmente no hay crecimiento , y lo que vamos a hacer es sembrar el contenido del tubo en un medio de cultivo solido , en un agar . Aca vamos a poder ver colonias , y no turbidez que no nos sirve para hacer un recuento .

El procedimiento lo vamos a hacer con los cuatro tubos que no presentaron crecimiento , a simple vista . es decir que vamos a sembrar 4 placas de petri .

Observamos que recien en el cuarto tubo hay crecimiento con formación de colonias y consideramos que la primer placa en donde no hay crecimiento , que es la tercera , es la que tiene la “minima concentración bactericida “.

Esto quiere decir que aca se logra destruir al MO , y que aun después de sembrado , no aparece .

En un paciente hay que utilizar la minima concentración posible por la toxicidad .

Entonces esta técnica nos sirve para ver como se comporta el MO , frente a un determinado ATB , en determinada concentración , y ademas determinar la MINIMA CONCENTRACIÓN BACTERICIDA , E INHIBITORIA .

Si ya se que ATB utilizar , el experimento me sirve para ver que concentración utilizar .


2)  Test de difusión (placa de petri)

Los hacemos sobre un medio solido .

Vamos a empezar hablando de la técnica de KIRBY BAUER ,O ANTIBIOGRAMA .

Vamos a utilizar placas de petri , con un medio solido , un agar llamado MÜLLER HINTON .Es un medio especifico para esta técnica que nos va a permitir el desarrollo de determinadas bacterias patógenas que nos interesa testear , y tiene un PH adecuado , con pocos inhibidores . Asi , nos permite el desarrollo de las principales patógenas que vamos a querer testear cuando estamos frente a una infección , y ver que ATB vamos a utilizar .

Vamos a necesitar medio de MÜLLER HINTON , solido en placas de petri ; discos de ATB que son de papel de filtro , y vienen en unos dispensadores que es un tubito finito .

Siempre tenemos que trabajar con técnica aséptica ,para no contaminar el medio .

Esos discos estan impregnados en un ATB diferente , cada uno y la diferencia con la técnica de dilución es que podemos testear , frente a la bacteria problema , mas de un ATB a la vez .

Entonces vamos a utilizar varios discos de ATB , cada uno con un ATB diferente .

Debemos preparar una suspensión con la bacteria problema , ajustándola a ese patron de turbidez .

La técnica debe hacerse de forma estandarizada, asi cuando se va a leer se pueden interpretar los resultados bien , y de la misma forma por cualquiera . 

Asi que vamos a obtener ese caldo con ese patron de turbidez , ajustado a la turbidez del medio de Mc Farland .

Aca vamos a sembrar en forma uniforme toda la placa , a diferencia de otras siembras en otras placas anteriores que ya hicimos , se siembra con un hisopo , que se introduce en el tubo que tiene el caldo de la bacteria problema , se lo apreta en las paredes del tubo , para que no este tan empapado , y se pasa el hisopo en todas las direcciones de la placa , para lograr una siembra uniforme .

Luego vamos a sacar los disquitos de los dispensadores , y los vamos a colocar sobre el agar que ya esta sembrado , con técnica aseptica .una vez que ya apoyamos el disco sobre el agar , empieza a difundir el ATB , y ya no se puede correr el disco a otra posición .

Hay que colocar los discos bien separados entre si para que no se toquen los halos entre si , y tampoco hay que colocarlos muy hacia el borde , para que el halo no quede cortado con el borde .

Luego llevamos a incubar , y vamos a observar si hay  desarrollo alrededor de cada uno de los discos , o si se formaron esos halos de inhibición .

Esto se interpreta midiendo los halos de inhibición , con una regla , y el valor se lo compara con el de una tabla que nos indica , si es sensible , resistente , y puede pasar que alrededor del disco no se forme ningun halo , y a ese ATB , no lo vamos a utilizar porque no es efectivo, porque los MO crecieron alrededor de ese ATB .

Otra posibilidad es que dentro del halo de inhibición se formen algunas coloñitas , que tienen resistencia , y a ese ATB , tampoco lo vamos a utilizar . 

Esta técnica es mas facil de hacer que la anterior , y podemos testear varios tipos de ATB a la vez . La desventaja es que solo evalua si es sensible o es resistente a tal o cual ATB , y solo eso . No podemos determinar concentraciones exactas como la CIM , o la CBM , como en el caso anterior, a menos que hagamos una tubodilucion . Siempre utilizamos un unico MO en un cultivo puro .

Si dentro del halo se ven colonias , eso quiere decir o que no es un cultivo puro , o que hay mutantes .          


3)    E – TEST ( técnica para cultivo en placa )

Es una combinación de pruebas de sensibilidad, que combina difusión en agar y tubodilución .

Se utiliza tambien medio solido , cultivo puro , medio de Mc Farland , vamos a sembrar la placa de igual forma , pero en vez de utilizar disquitos de papel de filtro ,impregnados en ATB , utilizamos unas tiras de papel de filtro que van a tener como los disquitos las iniciales del ATB .

La concentración del ATB en la tira , va de mayor a menor concentración , a lo largo de la tira .

No es uniforme , a diferencia de los discos .

Entonces , llevamos la tira a la placa de petri , y lo llevamos a incubar .

Aca tambien se va a formar una inhibición porque el ATB difunde , y hasta donde llega el halo , es la minima concentración inhibitoria . una marquita después , ya es la minima bactericida .-

Entonces decimos que mezcla los conceptos , porque es una técnica de difusión , pero que nos da una idea mas acabada de una concentración de ATB .

Entonces , medimos el halo , y lo comparamos con el mapa que trae el fabricante . 

Asi sabremos que para determinado MO , tal ATB es efectivo , si se forma un halo de determinadas características , de una medida comprendida entre tanto y tanto , y no tiene porque ser un halo enorme .

Siempre hay que ir a una tabla que ya tiene estipulado el halo que tiene que formar el ATB , para determinado MO .

O sea, que tal ATB ,con tal halo para determinado MO , es el que nos sirve .Eso ya esta determinado .
