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Modarse Herndndez, R. y otros: Modificacidn de la téenica de discos estandarizada de Kirby y Bauer
para pruebas de sensibilidad del estreptococo betahemolitico del grupo A.

Se introduce una modificacion a la técnica: de discos estandarizada de Kirby y Bauer para poder reali-
zar pruebas de sensibilidad del estreptococo betahemolitico del grupo A, Esta modificacién consiste en
tomar ¢l tiempe de incubacién de 4 horas como forma de estandarizar el indeulo y desechar el uso del
patrén de turbiedad, dada la incapacidad de este microorganismo de producir la turbiedad necesaria
dentro del tiempo establecido por estos autores para la realizacién de la prueba.

INTRODUCCION

En 1966, W M, Kirby ¥ A. W. Bauer describen un método de difusiéon, usando una
técnica de discos estandarizada para probar la sensibilidad de los rr1ir:.rf_'rc:.1'g&misrm‘.:~5;1 pos-
teriormente esta técnica es recomendada por la OMS para su uso general. Z Durante la rea-
lizacibn de pruebas de sensibilidad con estreptococos betahemoliticos del grupo A, moti-
vadas por el papel patdgeno tan importante que éstos tienen, fundamentalmente en ni-
fios, ¥ se detectd que es5tos microorganismos muestran incapacidad para producir la tur-
biedad necesaria para ser comparada con un patrén de turbiedad como forma de estanda-
rizar el inéculo, Se realizé una modificacidn que evita el uso del patron, para poder levar
a cabo la prueba.

DESCRIPCION Y COMENTARIOS

En la realizacion del método de difusion clasico se utiliza un patron de turbiedad <o-
rrespondiente al tubo 0,5 de la escala de Mc Farland para estandarizar el indculo que se va
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a sembrar. > ® Esta turbiedad debe ser alcanzada en el tubo que contiene el cultivo en es-
tudio, cuando el microorganismo se encuentra en la fase logaritmica o exponencial de su
crecimiento v debe acurrir dentro de las primeras horas de incubacion, % gue para los es-
treptococos se sefala este periodo dentro de 4 a 8 horas. %10 Cuando se traté de reali-
zar este método, se puso de manifiesto un fendémeno, al parecer no observado anterior-
-mgnte por autores dedicados al estudio de la sensibilidad de los estreptococos. ¥ que con-
siste en la incapacidad del estreptococo betahemolitico del grupo A, en especifico, de
producir la turbiedad necesaria dentro de las primeras horas de incubacion, para poder ser
comparada con el patrén. Se analizaron diferentes variables para tratar de obtener la tur-
biedad necesaria, Estas variables fueron: carga del indculo, tiempo de incubacidn, canti-
dad de caldo que se va a inocular y tipos de caldo.

Inicialmente se realiza una prueba utilizando la descripcion del método clasico. Se to-
maron 10 colonias de estreptococos betahemoliticos del grupo A, a partir de una siembra
en agar sangre; se inocularon en un tubo que contenia 10 m! de caldo triptosa v se incuba-
ron por espacio de 4 horas a 37 °C. Contrariamente a lo que s¢ esperaba, no se observod
turbidez en el tubo, s6lo elementos en suspension,

Ante este fendmeno, decidimos aumentar la carga del indculo, manteniendo igual
cantidad del caldo ¥ tiempo de incubacién. Se tomaron 3 cargas: 20 colonias, 1 asada y
el crecimiento obtenido en 1/4 de placa, Tampoco se logrd obtener la turbiedad idonea
con ninguna de las 3 cargas, observindose que sodlo aumentaba de elementos en suspen-
5i6n a mayor cantidad de indeulo usado. Se varia el tiempo de incubacion, manteniendo
la carga de inéculo inicial. Se probaron 3 tiempos diferentes: 4, 6 ¥ 18 horas. Se observo
que tanto a las 4 como a las 8 horas no sc obtuvo turbiedad adecuada, a diferencia de 18
horas de incubacidon, donde si aparecié turbiedad franca mucho mayor que la presentada
en el patron de turbiedad. Como este tiempo de incubacion es incompatible con los prin-
cipios que rigen ¢l método de difusion, se desecho la idea de tomarlo como tiempo de tra-
bajo.

Se decidit variar la cantidad de caldo gue se iba a inocular. Se inocularon tubos que
contenian 5 mi, 4 ml, 3 ml y 2 ml, incubindose durante 4 horas. A pesar del cambio de
vollimenes no se obtuve turbidez necesaria.

Se probaron diferentes tipos de caldos, para ver si la turbiedad dependia de que en al-
guno de ellos el germen crecia mejor que en los otros. Se utilizaron caldo triptosa, caldo
corazon, caldo tripticasa y caldo Mueller-Hinton. No se observo turbiedad en ninguno,
siempre ¥ cuando fueran incubados en menos de las 8 horas recomendadas,

Comprobada la imposibilidad de llevar a cabo el método de Kirby v Bauer, tal v
como se describe debido a la necesaria utilizacion del patran de turbiedad como factor de
estandarizacion y cuya obtencion es imposible dentro del perioda de incubacion indica-
do, nos vimos precisados a realizar una modificacidon para poder llevar a cabo el experi-
mento, desechando el uso del patrédn.

Como en los principios que fundamentan ¢l método el microorganismo debe estar en
la fase logaritmica o exponencial de su curva de crecimiento, se decidid realizar la curva
correspondiente para el estreptococo del grupo A.

Para la obtencidn de la curva se tomd un crecimiento en caldo que fue incubado a
37 °C y al cual sc le midid la turbiedad durante un periodo de 8 horas. Para e¢sta lectura
se utilizdé un fotocolorimetro, cuya longitud de onda se establecio en 530 nm. La densi-
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dad 6ptica fue medida cada 1 hora y los valores obtenidos se inscribieron en un grafico,
conforméandose la curva (figura).

Del anilisis de la curva A
s¢ desprendid que el valor 0,20
medio aproximado en la
seccion . correspondiente a
la fase logaritmica era el
de 4 horas, considerdandose
éste como el tiempo de iml o.12
cubacién apropiado para la
preparaciébn de nuestro
inéculo, que contenia 10° 0.08
UFC/{mi, wvalor también
utilizado por Matsen. 7

018

Basados en estas expe- e
riencias, se realizdé la modi-
ficacion del método de di- a0 & e .
fusibn descrito por Kirby 1 2 3 4& &5 & 1 g

Tiempo (horas}

y Bauer y se desechd el
A Cepaa72A O cepazsl A O Cepa 589 A

uso del patrén de turbie-

dad utilizando el tiempo  Figura. Curva de crecimiento del estreptococo betahemolitico gru-
de incubacion de 4 horas, po A. 1954

en el cual el estreptococo se encuentra en la fase logaritmica, ¥ en donde ademas, se con-
sigue un crecimiento adecuado en la placa para poder desarrollar este método.

CONCLUSIONES

Los estreptococos betahemoliticos del grupo A son incapaces de producir la turbie-
dad necesaria para ser comparada con el patron 0,5 de Mc Farland, dentro de las primeras
§ horas de incubacién, por lo que para la aplicacion de la técnica de Kirby y Bauer ¢n
pruebas de sensibilidad se debe tomar el tiempo de incubacion de 4 horas como el ade-
cuado para que el germen esté en fase exponencial y su crecimiento sea Otil.

SUMMARY

Nodarse Herndndez, R. et al.: Modification to Bauer-Kirby standardized single disk method for suscep-
tibility tests of Group A bera-hemolytic strepfocaccus.

A modification to Bauer-Kirby standardized single disk methed is introduced in order to perform sus-
ceptibility tests of Group A beta-hemolytic streptococcus. Such modification lies on taking an incuba-
tion time of 4 hours as way for the standardization of the inoculum and to reject the use of turbidity
pattern, because of the incapacity of this microorganism for producing necessary turbidity within the
time established by the authors for the performance of the test.
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RESUME

MNodarse Herndndez, R. et al.: Modification de la technigue des disques standardisée de Kirby et Bauer
pour des épreuves de sensibilité du streptocogue bétahémolytique du groupe A.

Les auteurs font une modification d la technique des disques standardisée de Kirby et Bauer pour pou-
voir réaliser des épreuves de sensibilité du streptocogque bétahémolytique du groupe A. Elle consiste en
la prise du temps d'incubation de 4 heures comme une forme pour standardiser I'inoculum et en reje-
ter I'emploi du partern de turbidité, étant donné l'incapacité de ce microorganisme de produire la vur-
bidité nécessaire pendant le temps établit par ces auteurs pour la réalisation de 'épreuve.
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