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CURSO “PRACTICAS DE MICROBIOLOGIA" 18-19-20 abril 2023

Centro de Formacion del Profesorado e Innovacion Educativa (CFIE)

BLOQUE I

Practica 1. EXAMEN EN FRESCO.

Objetivo: Diferenciacién entre bacterias y levaduras.

Procedimiento:

Se deposita una gota de agua destilada estéril en un portaobjetos.

Con un asa de siembra se coge la colonia crecida en un medio sélido y se realiza una emulsidn.
Se afiade un cubre.

Se observa al microscopio con el objetivo x 10// x20 // x40

Prdctica 2: TINCION SIMPLE CON AZUL DE LACTOFENOL

Objetivo: Observar estructuras fungicas.

Procedimiento.

(Trabajar en campana de seguridad bioldgica para evitar la dispersién de esporas)
Colocar una o dos gotas de azul de lactofenol sobre un portaobjetos

Con un trozo de cello tfransparente, presionar ligeramente sobre la superficie del hongo. Poner el
cello sobre el portaobjetos

Afadir un cubreobjetos.

Se observa al microscopio con el objetivo x10 // x20 //x 40.
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Préctica 3. FILAMENTACION EN SUERO.

Objetivo: Identificacion de C. albicans con la visualizacién de tubos terminales.
Procedimiento:
Tomar un tubo con suero humano.

Con un asa de siembra, coger varias colonias de un cultivo de levadura. Realizar una suspension en el
suero.

Incubar a 37°C durante 2-4 horas.
Tomar una gota de la suspension con pipeta Pasteur y colocarla entre porta y cubre.
Observar al micoscopio con objetivo x20//x40.

La observacion de tubos germinales (verdaderos filamentos) permite identificar a la especie C.
albicans.

- E1 rubo germanal

es una extensidn
filomentosa de la
levadura, sin
estrechamiento &n

su origen cuyo

ancho sucle ser
la mitad de la célula progenitora y su longitued tres o cuatro

veces mayor que la célula madre.

Practica 4. TEST DE GRAHAM

Objetivo: Visualizacién de huevos de Enterobius vermicularis.
Procedimiento:
Se reciben parche anal del paciente.

Se observa al microscopio con objetivo x10 // x 20.




CURSO “PRACTICAS DE MICROBIOLOGIA” 2023- Centro de Formacién del Profesorado e Innovacién Educativa (CFIE)

Préctica 5. OBSERVACION DE PARASITO

Paciente de 30 afios que acude a urgencias por presentar un cuadro de dos semanas de evolucién
de deposiciones inicialmente acuosas (3-5 /dia) con moco pero sin sangre, pérdida de apetito,
sensacion de flatulencia y dolor abdominal. Los sintomas se han hecho mds patentes los dltimos cinco
dias y la diarrea tiene ahora aspecto grasiento y muy mal olor. El paciente relata que trabaja en una
granja y que lleva dos afios presentando episodios alternos de diarrea y estrefiimiento acompafiado
de dolor abdominal, pérdida de apetito y ligera pérdida de peso. Se decide tomar una muestra de
heces y remitirla para estudio parasicoldgico al laboratorio de Microbiologia.

Procedimiento.
Tomar una gota de la suspension con pipeta Pasteur y colocarla entre porta y cubre.

Observar al micoscopio con objetivo x20//x40.

Prdctica 6. TINCION DE GRAM MANUAL

Objetivo: Realizar la técnica de tincion de Gram.

Procedimiento:
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EVELIN POTENCIANO CEBADA

FUNDAMENTO DE LA
TECNICA GRAM

Se basa en la diferencia constitutiva de la estructura de
su pared celular en las bacterias

Grampositivas y Gramnegativas.

BACTERIAS GRAM +

Posas una grusia copa de peptidoglucanc
[poptidoglicanc. mureina o mucopeéptida)

1) Acide lipoteicoico; anclado en la cara interna de
la pared celdar y unido a la membrona plasmatica

BACTERIAS GRAM -

Es delgada, unida a una segundo memberana
plasmatica extenor por medio de lipoproteinas
La membrana exterior esta formada por
proteina, fosfolipido y lipopolisacando.

2) Acido teicoico en la superficie, que esta anclado
solamente an ol peptidoglecono

TINCION

Ef cristal vicleta, panetra en todas fas clulias
bactenanas a s pared

Ef Lugol, solubiliza el yodo y actuar como mordiente.
fjando ol eriatal vicleta con mayor intensidad a la pared
de lax célula bacteriana

El yodo entra en las célilas y Forma un compleio inscohble
o solucidn acuosa con ef cristal vicleta

La mezcla de alcohol-acetona, wrye para la
decoloracion

Los Gram+ no se decoloran, los Gram- si lo hacen

Para porer de munifiesto las células Gram- se wtiliza uan
coloracksn de contraste, Habituaimente s un colorante
de color rojo. como la saframina o la fucsina

Deatpods de la coloracidn de contratte laz cdlulas Gram-
sen rojas, mientros qee los Gram + permonecen axvies

Practica 7:
TINCION DE
GRAM

AUTOMATIZADA.

Objetivo: Utilizar el tefidor automatizado.
Procedimiento:

Realizar preparaciones de bacterias. Dejarlas secar e introducirlas en el tefiidor.

Préctica 8: OBSERVACION DE DIFERENTES TINCIONES DE GRAM.

Observar al mircroscopio con objetivo x 100 con aceite de inmersion.

1.- Gram CGP

2.- Gram HM CGP racimos

3.- Gram HM CGP cadenas
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4.- Gram DCGN (Neisserias)

5- Gram Ex. Uretral (Neisserias sp)

6.- Gram BGP (Corynebacterium sp)

7.- Gram BGP (anaerobios)

8.- Gram BGN E. coli

9.- Gram BGN Haemophilus sp

10.- Gram Esputo

11.- Gram Levaduras

12.- Gram Ex. Vaginal (Levaduras)
Préctica 9. TINCION DE ZIEHL-NEELSEN

Objetivo. Diferenciar bacilos dcido alcohol-resistentes.
Procedimiento,

Observar al microscopio con objetivo x 100 con aceite de inmersidn.

TINCION DE ZIEHL-NEELSEN

AAR + Pasos AAR -

Fijacién

fuchina

Decoloracion:
alcohal/HCI

Colorante principal: -

11110

Colorante de contraste: -
Azul de metileno
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BLOQUE II

Prdctica 10. AEROTOLERANCIA.

Objetivo: Determinar si una bacteria es aerobia ¢ anaerobia.
Procedimiento.
Inocular una bacteria en caldo tioglicolato.

Incubar a 37 °C durante 24 h.
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Practica 11. MEDIO KLIGLER

Objetivo: Identificacion de grupos de enterobacterias mediante el medio Kligler.

Procedimiento:

El medio Kligler es un medio diferencial que contiene dos carbohidratos (lactosa y glucosa). Contiene
un indicador de pH (rojo fenol) que en condiciones de acidez vira de rojo a amarillo. Se puede observar
también si existe produccién de gas en el agar debido a la fermentacién. Ademds el medio tiene iones
férricos, que si el gas es ac. sulfidrico (SH2) producird precipitados de sales de hierro.

Se siembra en picadura el agar y en superficie en la parte inclinada. Se incuba 24 h a 37°C.
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| no gas

S
AlcA
0as

SH, Especieg

- E. coli

= Morganelia sp.
Providencia sp.
Serratia sp.

+ Citrobacter sp.

& Salmonella sp.

= Shigella sp.

= Yersinia sp.

|
|
= , = ’ Enterobacter sp.
|
|
|
|
I - Kiebsiella sp.

+* Proteus sp.

alc = alcaling o rojo.
a = 4cido o amarillp

Identifica los tubos de Kligler de la prdctica y luego reflexiona sobre estas preguntas:
¢Cémo diferencias un E.coli de un Proteus sp?

¢Cémo diferencias un Enterobacter sp de una Salmonella sp?

¢Cémo diferencias una Salmonella sp de una Yersinia sp?

¢Cdmo diferencias una Klebsiella sp de un Citrobacter sp?

Préctica 12. KLIGLER Y UREA EN ENTEROPATOGENOS.
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¢Qué prueba diferencia Yersinia sp y Shigella sp?

¢Qué prueba diferencia Salmonella sp y Shigella sp?
¢Qué prueba diferencia Shigella sp 'y Pleisomonas sp?

¢Qué prueba diferencia Aeromonas sp y Pleisomonas sp?

Con la siguiente tabla,cqué prueba utilizarias para diferenciar...?

E. coli- Proteus mirabilis
Salmonella enteritis - Proteus mirabilis
Proteus mirabilis - Proteus vulgaris

Yersinia enterocolitica-Klebsiella pneumoniae
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Prdactica 13. BIOTIPO

Objetivo: Realizar una galeria comercial de pruebas bioquimicas.
Procedimiento:

Reunir fondo y tapa de una cdmara de incubacién y repartir aproximadamente 5 ml de agua
destilada o desmineralizada [0 cualquier agua sin aditivos ni derivados susceptibles a liberar gases
(Ej. CI2, €02 ...)] en los alvedlos para crear una atmésfera himeda.

xInscribir la referencia de las cepas en la lengiieta lateral de la cdmara. (No inscribir la referencia
sobre la tapa, ya que ésta puede extraviarse durante la manipulacién). xSacar una galeria de su
envase individual.

xColocar la galeria en la cdmara de incubacién. Preparacién del indculo xAbrir una ampolla de API
Suspension Medium (2 ml) como se indica en el parrafo "Precauciones de utilizacién" o bien utilizar
un tubo que contenga 2 ml de agua destilada sin aditivo.

xCon la ayuda de un escobilldn, retirar todo el cultivo previamente preparado. xRealizar una
suspension muy densa: turbidez superior a 4 de McFarland. Esta suspension debe ser utilizada de
inmediato después de su preparacion. Inoculacion de la galeria

XEn la primera mitad de la galeria (desde el ensayo VP al ADH), repartir la suspensién anterior,
evitando la formacién de burbujas (para ello inclinar la cdmara de incubacién hacia adelante y
colocar la punta de la pipeta o PSIpette sobre el lateral de la clpula): - para los ensayos desde VP al
LAP: agregar aproximadamente 100 pl en cada clpula. - para el ensayo ADH: llenar dnicamente el
tubo.

XEn la segunda mitad de la galeria (desde el ensayo RIB al GLYG): - abrir una ampolla de APT GP
Medium como se indica en el parrafo "Precauciones de utilizacion" y transferir alli el resto de la
suspension, es decir, aproximadamente 0,5 ml como minimo. Homogeneizar bien. - repartir esta
nueva suspension sélo en los tubos

xLlenar las ctdpulas de las pruebas subrayadas desde la ADH a la GLYG con aceite de parafing,
provocando un menisco convexo.

xVolver a cerrar la cdmara de incubacidn.

xIncubar a 36°C r 2°C en aerobiosis durante 4 - 4,5 horas para una primera lecturay 24 horas (r 2
horas) si fuera necesario para una segunda lectura. LECTURA E INTERPRETACION Lectura de la
galeria Después de 4 horas de incubacion.

xAfadir los reactivos: - ensayo VP: 1 gotade VP 1y VP 2 - ensayo HIP: 2 gotas de NIN - ensayos
PYRA, DGAL, BGUR, BGAL, PAL, LAP: una gota de ZYM A ZYM B (*).

(*) Se recomienda controlar cada ampolla de reactivo ZYM B antes de la lera utilizacién. Para ello,
se recomienda utilizar la cepa ATCC® 700400 mencionada en el parrafo Control de Calidad con el
fin de excluir todo reactivo defectuoso.

10
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xEsperar 10 minutos para leer todas las reacciones, remitiéndose la Tabla de Identificacion.
Anotar todas las reacciones en la hoja de resultados

. Interpretacion La identificacion se obtiene a partir del perfil numérico

xDeterminacién del perfil numérico: En la hoja de resultados, los ensayos se separan en grupos de
3y se asigna para cada uno un valor 1, 2 6 4. Sumando en el interior de cada grupo los nimeros que
corresponden a reacciones positivas, se obtienen 7 cifras que constituyen el perfil numérico.

11
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Practica 14: SIEMBRA EN MEDIOS DE CULTIVO

Objetivo: Siembra en estrias. Uso de medios generales, diferenciales, selectivos y cromogénicos.
Procedimiento

Agar Sangre: Medio general. Crecen todas las bacterias (salvo alguna excepcién que veremos mds
adelante)

Agar MacConkey: Medio selectivo para bacilos Gram Negativos por la incorporacion de sales biliares
y cristal violeta.

Agar cromogénico de orinas: Medio no selectivo (crecen bacterias gram positivas y gram negativas)
diferencial por la incorporacién de varios sustratos.

Galactosa > deteccidn de la enzima Beta-galactosidasa
Glucosa > deteccién de la enzima Beta-glucosidasa
Acido glucurodnico > deteccion de la enzima Beta- glucuronidasa

Triptéfano > produccién de indol y la enzima triptéfano desaminasa (TDA)

Saca tus conclusiones y anota como crece cada bacteria.

Agar Sangre Agar MacConkey Agar URI

Staphylococcus sp

Streptococcus sp

Enterococcus
faecalis

E. coli

Klebsiella
pneumoniae

Enterobacter
aerogenes

Proteus mirabilis

Pseudomonas
aeruginosa

12
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Prdctica 15. HAEMOPHILUS INFLUENZAE

Objetivo. Verificar las necesidades de crecimiento de H. influenzae.
Procedimiento.
H. influenzae necesita los factores sanguineos X (hemina) y V (NAD) en el medio de cultivo.

1. Siembra H. influenzae en una placa de Agar Sangre y en Agar chocolate. Incuba las placas a 37 °©
durante 24 h.

¢ Por qué crees que la bacteria H. influenzae no crece en agar sangre?

2. Siembra H. influenzae en una placa de Agar Sangre y a continuacion con otra asa de siembra coge
una colonia de S. aureus . Incuba la placa a 37 © durante 24 h .

¢ Por qué crees que la bacteria H. influenzae crece alrededor del S. aureus?

3. Siembra H. influenzae en una placa de Mueller-Hinton (medio bdsico) y pon los discos de factor
X, factor V y factor XV. Incuba la placa a 37° durante 24 h.

_-l_sp?; T ;lnquﬂimirniu de | Hemdlisis'
X | v Co,
M, inflwenzae + i + H
o, fremolyticis + ¥ T
H. ducrewi - £ = = )
| 1. parainflvenzas - iy =

| i, parahaemelvticus |

!
¢
{ i, segmis | - +
b

U paraphrophilus |~ R
{ A apdirephifus i | =

T Hemdlicic en sanore de caballa

Practica 16. CATALASA.

Objetivo. Diferenciar género Staphylococcus sp'y Streptococcus sp

Procedimiento: Con un palillo se coge una colonia y se coloca en un portaobjetos. Se afiade una gota
de agua oxigenada (perdxido de hidrégeno). Si la bacteria tiene la enzima, se liberard agua y oxigeno
(burbujas), siendo la prueba positiva.

Prdctica 17. COAGULASA

Objetivo. Diferenciar S. aureus de otras especies de Staphylococcus sp.
Procedimiento.

La enzima coagulasa es capaz de aglutinar el plasma. Con un palillo se cogen varias colonias de la cepa
sospechosa, formando una suspension densa de células.Se afiade una gota de plasma, moviendo la
suspension como maximo un minuto. Si se observa aglutinacién la cepa es coagulasa positiva.

13
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Prdactica 18. OXIDASA.

Objetivo. Diferenciar enterobacterias de bacilos gram negativos no fermentadores.
Procedimiento.

Se ponen un par de gotas de N-dimetil-p-fenilendiamina en un papel secante sobre un portaobjetos ¢
placa de Petri. Con ayuda de un palillo de madera se deposita sobre el papel el microorganismo a
estudio. Si la prueba es positiva aparece n color violeta intenso.

Prdctica 19. PRUEBA PYR

Objetivo. Diferenciar Enterococcus sp de Streptococcus sp.
Procedimiento.

Sobre un disco con el sustrato L-pirrolidonil-beta-naftilamida se afiaden varias colonias. Si la bacteria
es capaz de hidrolizar el sustrato se libera L-pirrolidona y beta-naftilamina, con una coloracion roja.

Prdctica 20. PRUEBA CAMP TEST

Objetivo. Identificar S. agalactiae
Procedimiento.

Se siembra sobre una placa de agar sangre una linea de S. aureus y perpendicular, pero sin tocarla,
otra linea de la cepa sospechosa de ser S. agalactiae. Se incuba 24 h a 37°C. Los estreptococos del
grupo B producen una sustancia (factor CAMP) que agranda la zona de hemdlisis del estafilococo
produciendo una zona de lisis en forma de punta de flecha.

14
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Prdctica 21. BACITRACINA.

Objetivo. Identificar S. pyogenes.

Procedimiento. Se cogen varias colonias del estreptococco beta-hemolitico sospechoso y se siembran
en una placa de agar sangre. Sobre la descarga se coloca un disco impregnado con bacitracina. Se
incuba 24 h a 37°C. La cepa sensible a Bacitracina es S. pyogenes.

Prdctica 22. OPTOQUINA.

Objetivo. Diferenciar S. pneumoniae de S. viridans.
Procedimiento.

Se cogen varias colonias del estreptococco alfa-hemolitico sospechoso y se siembran en una placa de
agar sangre. Sobre la descarga se coloca un disco impregnado con optoquina. Se incuba 24 h a 37°C.
La cepa sensible es S. pneumoniae.

Préctica 23. AGLUTINACION GRUPO de LANCEFIELD.

Objetivo. Clasifica a los estretptococos beta-hemoliticos
Procedimiento.

Segln la composicién de los polisacdridos de la pared celular de los streptococcos beta-hemoliticos
se detecta aglutinacion con antisueros de grupo.

Streptococcus

11, Classification hased on serologic reactivity of cell wall

poly=accharide Aps as originally described by R Lancefieis
Rt cup-specific Ags (L cefield groups A-UU) were
[E= = shed according ta the carbofpdrate (C) Ag present in

- Group A: S. Fyogenes - causes pharyngitis, skin infections

= Group B: S cgalocriaor - causes neonatal septicemia,
meningitis

= Growup C: S scguisirnilis — endacarditis, bactermia, meningitis

= Group D: Enterococci — UTEL, endocarditis

= Group M: S sanguic — endocarditis, dental carices

- Group K- S salivarius - endocarditis, caries

15



BLOQUE III

Principales grupos de antimicrobianos y representantes de éstos

Mecanismo de accidn
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Grupos

Antimicrobianos
representativos

Inhibicién de la
sintesis de la pared
bacteriana

Alteracion de la
membrana
citopldsmica

Inhibicion de la
sintesis proteica

p-lactdmicos
Glucopéptidos
Fosfonopéptidos

Polimixinas
Lipopétidos

Acido fusidico

Aminoglucédsidos
Anfenicoles
Estreptograminas
Lincosamidas

Penicilinas

Cefalosporinas

Monobactams

Carbapenems

Naturales: penicilina 6,
penicilina V

Resistentes a penicilinasas:
cloxacilina, oxacilina,
meticilina

Aminopenicilinas: ampicilina,
amoxicilina
Carboxipenicilinas:
carbenicilina, ticarcilina
Ureidopenicilinas:
piperacilina, mezlocilina

1.% generacion: cefazolina,
cefalotina

2.% generacién: cefuroxima,
cefoxitina®, cefotetdn®,
cefaclor, cefamandol

3.% generacién: cefotaxima,
ceftriaxona, ceftazidima,
cefixima, cefpodoxima

4.° generacion: cefepima,
cefpiroma

Aztreonam

Imipenem, meropenem,
ertapenem, doripenem
Vancomicina, teicoplanina
Fosfomicina

Polimixina B, polimixina E
(colistina)
Daptomicina

Acido fusidico
Gentamicina, tobramicina,
amicacina, netilmicina
Cloranfenicol, Tiamfenicol
Quinupristina-Dalfopristina
Clindamicina, lincomicina
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Grupos

Antimicrobianos
representativos

Alteracidn del
metabolismo o la
estructura de los
dcidos nucleicos

Blogueo de la sintesis
de factores
metabdlicos
Inhibidores de p-
lactamasas

Macrélidos

Mupirocina
Oxazolidinonas

Tetraciclinas
Glicilciclinas

Quinolonas

Rifamicinas
Nitroimidazoles
Nitrofuranos

Sulfonamidas, Trimetoprima

Diaminopirimidinas sulfametoxazol

14 atomos carbono:
eritromicina, claritromicina,
roxitromicina

15 dtomos carbono:
azitromicina (azdlidos)
16 dtomos carbono:
espiramicina, josamicina,
midecamicina

Cetélidos: telitromicina
Mupirocina

Linezolid

Tetraciclina, doxiciclina,
minociclina

Tigeciclina

1.“ generacion: dcido
nalidixico, dcido pipemidico
2.% generacién: norfloxacino
3.9 generacion:
ciprofloxacino, levofloxacino
4.° generacion:
moxifloxacino,
gemifloxacino

Rifampicina

Metronidazol, ornidazol,
tinidazol

Nitrofurantoina,
furazolidona

Cotrimoxazol

Acido clavuldnico, sulbactam, tazobactam

Préctica 24. ANTIBIOGRAMA POR DIFUSION

Objetivo. Realizar un antibiograma en disco/placa.

Procedimiento.
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El antibidtico contenido en un disco va a difundir en el medio, produciendo un gradiente de
concentracién. Segln nos alejemos del lugar donde se sitda el disco la concentracion ird descendiendo.
La distancia en la que se inhibe el creciemiento del microorganismo inoculado en el medio se denomina
halo de inhibicion. Se mide en mm, estableciéndose la categoria como S (Sensible), I (Sensible con
exposicion incrementada ), R (Resistente).

- Indculo: tomar 4-5 colonias haciendo un indculo con agua destilada a una turbidez del 0.5 de
escala de MacFarland. Se inocula sobre una placa de Mueller-Hinton rallando toda la placa.

- Discos de antibioticos. Se depositan sobre el agar, bien manualmente bien con dispensador.
- Incubacién. Dejar incubar 18-24 h a 37°C.

- Lectura: Se mide el halo de inhibicion en mm, correlacionado con la concentracion minima
inhibitoria y las categorias de sensibilidad seglin las normas del Comité Europeo de
Antibiograma.

Préctica 25. ANTIBIOGRAMA DE MICRODILUCION

Objetivo. Determinar la concentracién minima inhibitoria.
Procedimiento.

Observa las tarjetas de microdilucion. En cada pocillo hay una concentracién de un determinado
antibidtico.

Los nimeros de los pocillos de la tarjeta se miran poniendo la tarjeta en posicion vertical con el pocillo
de control en la parte superior derecha, y la esquina oblicua en la parte inferior derecha.

Intenta determinar, por ejemplo:
1.- En la tarjeta AST-P666 la sensibilidad a Vancomincina, y la CMI si pudieras
2.- Enla tarjeta AST-P666 la sensibilidad a Levofloxacino y la CMI si pudieras.

3.- Enla tarjeta AST-N425 la sensibilidad a Cotrimoxazol y la CMI si pudieras.

AST-P666: Sensibilidad de gram posiﬂ\-o;_
= |

Antiidico S0 Tl C“'vf ‘ Varsidn del antiblético ’ Nismero de pocillo l— lm-rv-lomm:mx:“ A
Bencipeniciing L 004n T 5.6.7 —rms?—_
Coharoina CR cirozn 9,10, 11,12 i 0062540
Nl i enmdn 13, 14,15 0.125-40
ot o dap02n | 16,17, 18,19,20 0.125-80
Deteccitn de cotoxtina OXSF ! ey i . i
CRRRR. & 1 50 21,22,23,24 025-30
Fosfomicing FOS { fosDin ¥ 25,26 84.4280
Seakmicion GM ; gnita 27,28,28 05-16.0
Levofloxacing LEV i lev0in 32,3334 0.125-80
Linezolid Nz i Inz02n 35,36,37 05-80
Mupirocina MuP mugdla : 28,39 105120
Oxacihne oxi i ox101n ; 40,41,42 025-40
Resistencia inauchle & cindamicna ICR 030 10,31 NEG, POS
Ritampena RK : 03 43.44,45.48 0.03125- 40
Texcoptanna TEC c02n 47,48, 49,50 05-320
Tigecicina T6C tebzn i 51,52,53 0.125-20
Tabramucna ™ moin ; 54,55,56 i 10-16.0
Tnmetoprima/Sufametoxezol SXT SxtDAn §7,58,59 10.0- 3200
: 60,61,62,63,64 05-320

Vancomicing VA { Va0 i _ ek
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AST-N425: Sensibilidad de gram mguivil .

P, Codigo Versidn del antibitico Nimero de pacillo
— el AN ’ nisn ‘ 3,456
AmaricinaAcies clavilénioy AMG | ameddn : .88
’ Sl o | i 10,11,12
BLEE Es8 esbdin 39, 40,41, 42,43, 44 '
; s s o0 5 13,14,15,16,17 G0
J ; = b e 16,19,20,21,22 el
J m; 4 0 : i 23,20,25,26,21 9257040
| \ g CXM cmoin 28,28,30 1R
J Auumnna it » 31,32,33, 34 0.0825-40
; «-f"‘ﬂ’ wy ;': op2n i 3,36,47,38 0.125-50
B FOS : fos02n 45, 45,47 16,0 - 256.0
fasbmm\é % vt 48,49,50 10-180
G : i 51,5253, 54 B2
WL n} : oo i 55,%,57,56, 5,60 49-1288
o - ; i ; 81,626 g
Tnmetopama/Sullametoxazol
4.- En la tarjeta AST-N425 la sensibilidad a Amikancina y la CMI si pudieras.
Prdctica 26. LECTURA DE ANTIBIOGRAMAS.
A) Lee e interpreta los antibiogramas de E. coli.
¢Qué cepa es sensible a todos los antibiéticos?
¢Qué cepa es resistente a las Fluorquinolonas?
¢Qué cepa es resistente a Cotrimoxazol?
¢Qué cepa es resistente a Fluorquinolonas y Cotrimoxazol?
Antibiético Disco ug R S I Comentarios
Ampicili 10 <14 >14 Predice la sensibilidad a
mpicilina .
P amoxicilina
Amoxicilina <14 | >50 | 14-49
oral
Amoxicilina- <19 ] 219
clavulanico iv 20/10
Amoxicilina- <19 | 50 | 14-49
, . 20/10 -
clavulénico oral
Piperacilina- <20 | »20

30/6
tazobactam
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<19 | >50 | 19-49 | Solo E. coli, Klebsiella spp.
Cefuroxima iv 30 (except K. aerogenes),
Raoultella spp. and P. mirabilis
Cefotaxima (no 5 <17 | »20 | 17-19 | Enterobacterias si halo <21
meningitis) mm estudio BLEE
Cefotaxima <20 | »20 Enterobacterias si halo <21
o 5 .
(meningitis) mm estudio BLEE
<19 | »22 | 19-21 | Enterobacterias si halo <22
c idi 10 - -
eftazidima mm estudio BLEE
Cefoxitina 30 <19 >19
Meropenem (no 10 <16 | »22 | 16-21 | <28 consultar screening
meningitis) carbapenemasa
Meropenem 10 @2 | a2 <28 consultar screening
(meningitis) carbapenemasa
Gentamicina 10 <17 >17
Tobramicina 10 <16 >16
Amikacina 30 <18 |>18
Si R: quinolonas R
Si S: testar quinolonas
En caso de meningitis realizar
. . sensibilidad a pefloxacino en
Ciprofloxacino, E. coli. K. pneumoniae
no Salmonella 5 <25 | »25 L P Y
Shigella spp
Spp
No en Salmonella spp (inferir
de disco de pefloxacino o
realizar CMI
Colistina 10 g >10 Como marcador de id
Trimetroprim/ | 1,25/23,75 <11 >14
sulfametoxazol Hg

B) Lee e interpreta el antibiograma de Proteus sp.
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¢Qué antibidtico es diferente entre el Proteus sp y E. coli?

C) Lee e interpreta el antibiograma de Klebsiella oxytoca.

Observa las recomendaciones de resistencias intrinsecas del Comité Espafiol de Antibiograma.
¢La sensibilidad de qué antibiético no corresponde? ¢Cémo deberiamos interpretar este

resultado?

Fipews e A nc (4 0 fox oo CEN 5T

Crtranile
Coodocrer baserd

KRN mEAEn
“C

X XN =

D) Observa el antibiograma. Lee e interpreta.

¢A qué conclusidn puedes llevar?

E) Lee e interpreta el antibiograma de Salmonella sp.

Aechea) MY sisadaantming: & oedsneens, 1 Balee spdackion o CIM diencdlic e Sevenn ek aago S sonpdibeas

-
XX X%

Es una enterobacteria. ¢Qué grupo de antibidticos se estudian que no se ponen en el antibiograma

de E. coli?

Antibiodtico Disco ug R S I Comentarios
Ampicilina 10 <14 | > 14
Amoxicilina <14 >60 | 14-
oral 49
A o

moxule!lna. 20/10 (19 | >19
clavulanico iv
A icilina- 1 14-
mOle:l!lna 20/10 <19 >50
clavulanico oral 49

<17 | »20 | 17-

Cefotaxi 5
efotaxima 19

si halo <21 mm estudio
BLEE

Pefloxacino' 5 <24 | >24

Ciprofloxacino

5 25 | »25

No en Salmonella spp
(inferir de disco de
pefloxacino o realizar
CMI)
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Tetraciclina® 30 >19 Y. enterocolica /ecoff
Trimetroprim/ 1.25/23.75 <11 >14 | 11-
sulfametoxazol 13
Tobramicina 10 <16 >16 No informar en P.
shigelloides
Azitromicina 15 >12 Salmonella'y Shigella/
ecoff

F) Antibiograma de S. aureus por microdilucion. S. aureus Meticilin sensible 6 Meticilin
resistente.

Fijate en el pocillo de deteccién de cefoxitina. Observa la tabla. ¢En qué se diferencian los dos
antibiogramas que se exponen a continuacion?

F Tarjeta:  AST-Po66  [N° de lote: 8262168403 | Fecha caduc.: 03-n0v-2023 12:00 CET |
Informacion de -
sensibilidad Estado:  Final Tiempo de 18,05 horas  |Finalizado:  11-abr-2023 07:14 cesr—\
an#lisis:
[ Antibidtico CMI | Interpretacién Antibidtico cmi | Interpretaﬁ\
ﬁeccién de cefoxitina NEG - Levofloxacino <=0,12 ‘ I j
IBencilpmicilina >=0,3 R Resistencia inducible a NEG ‘ 5 \
clindamicina
[ +Amoxicilina R Eritromicina 0,5 [ S j
|+Ampicilina R Clindamicina <012 | S |
+Amonicilina/Acido S Linezolid 1 \ S \
clavulénico
+Cloxacilina S Daptomicina 025 S |
Oxacilina <=0,25 S Teicoplanina <=0,5 S \
' Ceftarolina Vancomicina <=0,5 S \
| Neumonia 0.12 S Tigeciclina <=0,12 S |
| otra 0,12 S Fosfomicina =3 S
’+Cefazolina S Mupirocina <=1 S
|+Imipenem s Rifampicina <=0,03 S
| Gentamicina <05 S Trimetoprima/Sulfametoxazol <=10 S
| Tobramicina <=1 S
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Tarjeta:  AST-P066 |N° de lote: 8262168403 |Fecha cadue.: 03-nov-2023 12:00 CET |
[ Irmacits da Estado:  Final Tiempo de 18,05 horas | Finalizado:  11-abr-2023 07:14 CEST‘\
andlisis:
f Antibiotico CMI | Interpretacion Antibibtico CMI | Interpretacién |
Deteccion de cefoxitina POS + +Ciprofloxacino | R |
Bencilpenicilina 5= 0,5 R Levofloxacino >=8 | o
+Amoxicilina R Resisten'ci.a inducible a NEG \ - \
clindamicina
+ Ampicilina R Eritromicina >=3 | R |
+Amoxicilina/Acido R Clindamicina >=4 R J
clavulinico
+Cloxacilina R Linezolid 2 S |
Oxacilina >=4 R Daptomicina 025 S |
Cefiarolina Teicoplanina 1 S |
Neumonia 0,5 S Vancomicina 1 S
Orra 0,5 S Tigeciclina <=0,12 S
+Cefazolina R Fosfomicina. <=8 S
+Imipenem R Mupirocina =1 S
Gentamicina | <=05 S Rifampicina <=(0,03 S
‘Tobramicina >=16 R Trimetoprima/Sulfametoxazol <=10 S

¢ Qué otro grupo de antibidticos presenta resistencia cuando tenemos resistencia a
Meticilina?

Provainca 2ol im0 de antititticos (pormentaie de pacienes qua cscban, 2l mencs, us
st aties) e haspitales suopecs, Fncumta POOC J0L3-3042

Peterts on
Emdcabain (W)

>
T
.
-

-

B X
3w <
LR
-

Bt mchuded

Nor-viglte coureres
Lechematon
= Leosrboung
LB,

G) Lee e interpreta el antibiograma de Enterococcus sp.

¢Qué cepa ho es Enterococcus sp?

Antibidtico Disco R I S COMENTARIO
Ampicilina La sensibilidad de ampicilina,
amoxicilina y piperacilina con o sin
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2 g <8 >10 inhibidor de beta lactamasas,
puede ser deducida de la de
ampicilina.

Leer con luz transmitida a las 24
h cualquier crecimiento dentro
v ici 5 12 >12 ,
ancomicina e - del halo. Confirmar con E-test ¢
MIC las cepas ho sensibles
Linezolida 10ug <20 > 20
10pyg <12 >12 Puede usarse para cribado de
Norfloxacino resistencia a fluoroquinolonas
(Cipro y Levofloxacino)
Ciprofloxacino 5y <15 > 15
(ITU no
complicada)
Nitrofurantoina 100 yg <15 >15 Informar sélo en ITU por E.
(ITU no faecalis
complicada)
Cefotaxima Para comprobar identificacion Resistencia intrinseca

H) Lee e interpreta el antibiograma de H. influenzae.

" Se describe con cierta frecuencia la adquisicién de resistencia a ampicilina por alteracion de
proteinas fijadoras de la penicilina (penicillin binding proteins o PBP), mecanismo distinto del
enzimdtico cldsico (cepas betalactamasa negativas resistentes a ampicilina, en adelante cepas
BNRA)"

"Las cepas BNRA son mds prevalentes en pacientes pedidtricos que en adultos”

I) Lee e interpreta antibiograma de Streptococcus sp betahemoliticos.
Fijate en la sensibilidad de Macrélidos y Lincosaminas, y en el punto nimero dos de la tabla.

¢Qué categorizacién darias a la sensibilidad de estos antibiéticos en los antibiogramas
propuestos?

Antibiodtico Disco R S Comentarios
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Predice sensibilidad a
o todos los
Benzylpenicilina (no {unidad <18 18 befalactdmicos.
meningitis) -
Informar Amoxicilina®,
Cefotaxima.
Benzylpenicilina lunidad 19 19  Predice sensibilidad a
(meningitis S. todos betalactdmicos.
LAITLY, Informar Amoxicilina®,
Cefotaxima, Imipenem
Eritromicina’ 15ug <21 >21 Predice la sensibilidad a
azitromicina,
claritromicina y
roxytromicina
Clindamicina® 2 19 <17 >17
Tetraciclina 30yg <23 >23 Informar doxiciclina
Levofloxacino 5 ug <17  >50
Vancomicina 5 g <13 >13
Linezolida 10 g <19 >19
Trimetroprim/ 1,25/23, <15 18
sulfametoxazol 75 g

I: Exposicion Incrementada, no se categoriza pero se ha de interpretar en los valores entre los
puntos de corte de Sy R (si existe el mismo punto de corte Sy R, no existe categoria I)

1.Predice sensibilidad a Azitromicina, Claritromicina y Roxytromicina.

2. Deteccidén resistencia inducible a Clindamicina= Antagonismo de la actividad de
Clindamicina con un macrdélido (fenémeno D). Colocar un disco de Eritromicina y de Clindamicina
a una distancia de 12-16 mm (borde con borde) y observar el antagonismo, en cuyo caso
informar Clindamicina Resistente afiadiendo el comentario * Clindamicina puede todavia ser
usada en terapias cortas de infecciones leves de piel y partes blandas ya que la resistencia
constitutiva raramente se manifiesta durante ese tipo de terapias”

3. La adicidn de inhibidores de betalactamasas no tiene beneficio clinico.

J) BETALACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO.
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Las betalactamasas de espectro extendido (BLEE) se definen como enzimas capaces de hidrolizar las
penicilinas, todas las cefalosporinas (menos las cefamicinas) y las monobactamas, pero no las
carbapenemas. Se caracterizan por ser inhibidas por el dcido clavuldnico, sulbactam y tazobactam.

El método mds difundido en los laboratorios clinicos es el de aproximacion de discos, también
denominado de doble difusién con discos. Consiste en la disposicién de un disco convencional de
amoxicilina/dacido calvuldnico (20/10 pg) en el centro de una placa a una distancia de 30 mm de otros
con ceftazima (30 pg), cefotaxima (30 pg), ceftriaxona (30 pg) y aztreonam (30 pg). La ampliacién de
alguno de los halos de inhibicién manifiesta la produccién de la BLEE.

K) CARBAPANEMASA.

Enzimas que hidrolizan antibiéticos carbapenémicos. Generalmente resistencia a todos los
antibiéticos p-lactdmicos.

1. Prepare un tubo semirrigido y afiada 12 gotas de tampdn LY-A en el tubo.

2. Obtenga las bacterias recogiendo una colonia con un asa bacterioldgica desechable y sumérjala
hasta el fondo del tubo de ensayo semirrigido que contiene el fampén.

3. Remueva bien antes de retirar el asa.

4. Inserte firmemente el cuentagotas en el tubo semirrigido.

5. Agite el preparado para homogeneizarlo. Toda la colonia bacteriana debe quedar suspendida en el
tampon.

6. Invierta el tubo de ensayo y afiada lentamente 3 gotas de la muestra diluida en el pocillo para
muestras de cada uno de los dos cartuchos,marcados como (1) NDM, KPC'y OXA-48y (2) IMP y VIM.

Otra posibilidad es afiadir con una micropipeta 100 pl de la muestra diluida a cada pocillo para
muestras del cartucho.

7. Deje que reaccione durante un maximo de 15 min y lea el resultado.

Los resultados positivos se pueden comunicar en el momento en que resulten visibles las lineas de

prueba y de control. No tenga en cuenta la aparicién de nuevas lineas una vez sobrepasado el tiempo
de reaccién.
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