7. Calculo de la concentracidon minima inhibitoria de m
antibiotico mediante el método de dilucidén en caldo

7.1 Introduccion

Una practica habitual en medicina consiste en slhmiento en cultivo puro de
microorganismos a partir de pacientes enfermos e€brobjeto de confirmar el
diagndstico y ayudar a tomar decisiones sobredgige a seguir. Por ello, determinar la
sensibilidad de los microorganismos aislados frardgentes antimicrobianos es una de
las tareas mas importantes del microbidlogo clinkar otro lado, la expansién de los
mecanismos de resistencia a drogas ha traido coowsecuencia que los
microorganismos productores de algunas enfermedanliesciosas clasicas no
respondan a los tratamientos tradicionales, pogue es necesario determinar la
efectividad de estos tratamientos clasicos y sditgci®n por otros alternativos.
Asimismo, cuando se encuentra una nueva sustaoniactividad antimicrobiana, es
necesario conocer la sensibilidad de diferentesromiganismos frente a ella y
compararla con la de los agentes ya conocidose Hagrtécnicas mas empleadas a la
hora de conocer la sensibilidad de microorganisfresge a agentes quimicos estan la
técnica de difusibn en agar o método de Kirby-Bagere ya fue utilizada en las
practicas de la asignatura de Microbiologia dey3e| célculo de la concentracion
minima inhibitoria (CMI) mediante el método de llcién del agente en caldo.

7.2 Objetivos

El objetivo de esta practica es determinar la catnaeibn minima inhibitoria (CMI)
mediante el método de la dilucién en caldo de dobiaticos con blancos de accion
distintos, la ampicilina y el cloranfenicol, frerwedos bacterias diferentes, una Gram
positiva y otra negativa.

7.3 Material necesario

e Cultivos deEscherichia coliy Staphylococcus aureun densidades celulares
de aproximadamente 5 x°1€el/ml.

e Tubos con 2 ml de caldo TSB

e Soluciones de ampicilina y cloranfenicol a concasitnes de 10, 20, 40, 80,
160, 320, 640y 128ag/ml

e Micropipetas de 10Ql y puntas de micropipeta estériles.

7.4 Técnica

Para determinar la concentracibn minima inhibitaia un antibiotico frente a una
bacteria determinada hay que preparar una setiebdds con medio de cultivo liquido,
como el TSB, que contengan diluciones seriadasladbdlel antibidtico a ensayar. Para
ello, se toman 9 tubos por cada bacteria y ani#oi@ ensayar y se marca cada uno con
el nombre de la bacteria, el antibi6tico y la canicacion final de antibidtico, que va a
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oscilar entre 0,5 y 64ig/ml. Asimismo, un tubo se marcara como cero, ya Qo
contendréa antibiético. Al tubo marcado como 0,fesadicionaran 100l de la solucién
gue contiene 1Qg/ml de antibiético; al tubo marcado como 1 sedigianaran 10Qul

de la solucion de antibiético que contienel@@ml, y asi sucesivamente hasta preparar
cada dilucion. Al tubo marcado como O se le adeiéan 100ul de agua estéril. Una
vez preparados todos y cada uno de los tubos,icer@tan 100ul de la bacteria a
ensayar, y se incubaran a 37°C durante 24 h.
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7.5 Interpretacion de los resultados

100 pl

Tras 24 h de incubacion se observa la turbideztesss en cada uno de los tubos
inoculados y se considera como que hay crecimienttodos aquellos tubos en donde
se aprecie turbidez, aunque no sea tan intensa enrabtubo control. Se considera que
no hay crecimiento en aquellos tubos en donde nobserva turbidez alguna. La
concentracidon minima inhibitoria (CMI) de un anditito frente a una determinada
bacteria serd la mas diluida de todos los tubodame no se observa crecimiento

alguno.

En la siguiente tabla, marcar con una cruz losrasaein donde se opserva crecimiento:

CMI
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Bacteria Antibiético Concentracion de antibiético gug/ml

00,5 1 2 4 § 16 32 64
_ Ampicilina
E. col
! Cloranfenicol
Ampicilina
S. aureus P -
Cloranfenicol

En funcion de los datos obtenidos en la anteriblatgpodemos escribir la CMI para
cada pareja antibidtico-bacteria:

CMI de la ampicilina par&. colr ug/mi
CMI del cloranfenicol par&. colr ug/mi
CMI de la ampicilina par&. aureus ug/mi
CMI del cloranfenicol par&. aureus ug/mi
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