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RESUMEN

El presente trabajo experimental tiene como objetivo el evaluar la cera de abeja
y cera dental como métodos de difusion de antibidticos. Este se realizé en los
laboratorios de la Universidad de las Américas, las pruebas que se ejecutaron
para el estudio fueron pruebas de antibiograma. Se diluy6 la cera de abeja y
cera dental y se mezclé cada una con antibiético, midiendo la sensibilidad de
éstas como difusoras de antibiético contra bacterias ATCC en agar Mueller-
Hinton de forma in-vitro. Para esto se realizaron diluciones de Amikacina con
Cloruro de sodio al 0,09%, para los tres subgrupos que se ejecutaron para
cada una de las ceras. El estudio tom6 como referencia el procedimiento de
perfusién regional, el cual argumenta que el aumento del volumen en una
solucion mantiene la misma accién de los solutos; asi se realizaron treinta
repeticiones por cada subgrupo los cuales fueron probados para los dos
meétodos de difusién. De igual forma se mantuvieron controles con papel filtro
para ver la sensibilidad del antibiético en dichas diluciones frente a las
bacterias ATCC S. Aureus BAA976. Para evaluar la sensibilidad se utilizaron
pruebas estadisticas univariadas y bivariadas. Realizando como prueba
méaxima una comparacion de variables por el método estadistico ANOVA. Estas
pruebas arrojaron que la cera de abeja y cera dental aunque tienen resultados
favorables no son significativos estadisticamente. El estudio también determiné
que el método es efectivo, pero si se logra homogenizar la mezcla y se logra

que las ceras mantengan el antibiético como una particula estable.

Palabras Claves: Cera de abeja - Cera dental - Difusion - Agar Mueller-Hinton

-Bacterias ATCC - Perfusion Regional.



ABSTRACT

The objective of this experimental study is to evaluate beeswax and dental wax
as antibiotic diffusion methods. This study was performed in the laboratories of
the Universidad de las Américas, by antibiogram tests. The beeswax and dental
wax were diluted and each dilution was mixed with the antibiotic, measuring the
sensitivity of these waxes as antibiotic diffusers against ATCC bacteria on
Mueller-Hinton agar in the in-vitro way. For this, dilutions of Amikacin with
0.09% sodium chloride were made for the three subgroups that were executed
for each of the waxes. The study took as reference the procedure of regional
perfusion, which argues that the increase of the volume in a solution maintains
the same action of the solutes; thus thirty repetitions were made for each
subgroup, which was tested for the two methods of diffusion. In the same way,
controls with filter paper were maintained to see the sensitivity of the antibiotic
in these dilutions against the ATCC S. S. aureus BAA976 bacteria. To evaluate
sensitivity, univariate and bivariate statistical tests were used, performing as a
maximum test comparison of variables by the Anova statistical method. These
tests showed that beeswax and dental wax, although they have favorable
results, are not statistically significant. The study also determined that the
method is effective if the mixture is homogenized and the waxes maintain the
antibiotic as a stable particle.

Key Words: Beeswax - Dental wax - Diffusion - Mueller-Hinton Agar - ATCC
Bacteria - Regional Perfusion.
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1. CAPITULO I. INTRODUCCION

El médico veterinario actual tiene que estar preparado para ser un profesional
con las herramientas y conocimientos necesarios para la investigacion, al igual
que buscar nuevos métodos para el control de las enfermedades y patégenos.
De esta manera generara aportes al conocimiento de los futuros profesionales
en el campo veterinario, ya que en la actualidad se buscan profesionales que
generen buenos resultados efectuando un buen diagndstico, al igual que un
adecuado analisis clinico lo que podria ser la solucién a la resistencia que
existe a los antibitticos en la actualidad (Bragginton & Piddock, 2014).

Muchos de los avances y métodos que se aplican a la medicina humana se
han descubierto en estudios experimentales en la medicina veterinaria, como
por ejemplo la perfusion regional (Regional Limb Perfusion - RLP) que se
describiera por primera vez en el afio 1908 como un método para inducir la
anestesia regional para ciertos procedimientos quirdrgicos, posteriormente se

utilizé para la administracion de antimicrobianos a humanos y otros animales.

En el afio de 1990 Dietz & Kehnscherper, describieron la perfusion regional
antimicrobiana en caballos. En la actualidad, la perfusiéon regional RLP con
antimicrobianos se considera una terapia coadyuvante efectiva para el
tratamiento de caballos con infecciones ortopédicas de las extremidades
(Rubio-Martinez & Cruz, 2006).

Por esto, en la actualidad se buscan diferentes métodos que contengan accion
antibacteriana, con el uso de ingredientes de origenes naturales como cera y
miel de abeja, aceite de oliva, donde se demuestra que estos también son una
opcion de tratamiento exitoso (Al-Waili, 2005). La busca de estos métodos se
da como consecuencia a la resistencia a los farmacos y por los tratamientos

realizados parcialmente para combatirlos.



Aunque la ciencia ha avanzado logrando determinar diferentes tipos de
antibiéticos especificos para cada bacteria, se presentan de igual manera
inconvenientes para poder luchar contra éstas. La cualidad de las bacterias de
tener una forma de replicacion acelerada les permite generar cambios que les
da una resistencia a medicamentos en poco tiempo (Janssen et al., 2018). Por
lo general el tratamiento contra bacterias es por medio de la farmacologia con
el uso de distintos tipos de antibioticos al igual que en diferentes formas de
administracion como lo son: por via oral, via intramuscular o via intravenosa,

siendo éstas las mas comunes (Fox-Lewis et al., 2018).

Debido a la problematica detectada con respecto a las vias de administracion
de antibidticos para evitar el crecimiento de bacterias desde la década de los
90’s, al igual que el fallo a los tratamientos que se instauran; se tiene la
necesidad de buscar una alternativa que ayude a tener una difusion continua
del antibi6tico generando una accidén que evite y combata el crecimiento desde
su primer dia de aplicacion, ofreciendo garantias al igual que un uso seguro

para tener resultados favorables (Bragginton & Piddock, 2014).

Existen estudios que demuestran las cualidades y beneficios de la cera de
abeja y algunos en los que se indica que varios afios atras se la utilizd
mezclandola con otros productos para tener un efecto similar, asi podemos
ejemplificar con pronunciamientos como el de la FAO en el afio 2005 que dice
“Desde hace mucho tiempo se habla de las propiedades de la miel de abeja y
sus componentes, en la actualidad se la utiliza en diferentes campos de las

industrias en la farmacéutica, cosmeéticos, entre otros”.(FAO, 2005).

Dentro de lo que respecta al uso de la cera de abeja aplicado a combatir
bacterias se ha descrito en diferentes estudios realizados afios atras que
determinan y describen su eficacia para difundir antibioticos, pero estos
estudios fueron realizados con la mezcla de un antibiotico con cera de abeja y
aceite de mani, por lo que no se pudo evaluar si este resultado positivo se dio
por la cera de abeja especificamente (KIRBY & LEIFER, 1945).



Asi se encuentran articulos relevantes donde se inyect6 esta solucion de forma
intramuscular y subcutanea para medir el alcance, al igual que el modo de
accion de estas dos vias (KIRBY & LEIFER, 1945). También existe otro estudio
donde se aplicé esta mezcla para el tratamiento de uretritis gonocdcica con una
sola inyeccion intramuscular (LEIFER, MARTIN, & KIRBY, 1945). En otro
estudio, se evidencio la administracién de este mismo compuesto para tratar
sifilis primaria con una sola inyecciéon (MJ, CR, & GE, 1946). Del mismo modo
para el tratamiento de neumonia con una sola administracion diaria (VOLINI,
HOFFMAN, & HUGHES, 1949). Con esto se exponen los resultados favorables
al utilizar cera de abeja mezclada con antibioticos para el tratamiento contra las

bacterias.

El presente trabajo pretende determinar el efecto que tiene la cera de abeja
como método de difusidn de antibibtico, para comparar se utilizé la cera dental
gue posee cualidades similares, esperando un efecto positivo para la difusion
de antibiético en medios de cultivo, para valorar la capacidad de difusion de la
cera de abeja.

Este estudio apertura este tipo de investigaciones que seran herramientas de

gran ayuda a la medicina veterinaria en su trabajo cotidiano.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo general
Evaluar de la difusion de antibiético en cera de abeja y cera dental
mediante pruebas In Vitro con bacterias ATCC en los laboratorios de la
UDLA, para medir la eficacia de los dos métodos de difusion.

1.1.2 Objetivos especificos

« Evaluar la difusion de los dos métodos con diferentes concentraciones

de antibiotico, valorando halos de inhibicion.



» Verificar la eficacia de forma in vitro, valorando la difusion de la cera de
abeja versus la difusiéon de la cera dental, y comparando las diferentes

diluciones del farmaco.

1.2 Hipotesis

Al mezclar la cera de abeja y la cera dental con antibi6tico, serviran
como método de difusibn formando halos de inhibicién contra las
bacterias ATCC

2. CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1 La flora bacteriana normal de la piel

La piel es la superficie ideal para que microorganismos puedan sobrevivir,
ya que esta compuesta de epidermis, dermis y subcutis o tejido
subcutaneo, cada una de las cuales esta formada por varias subcapas
Figura 1. Estas al estar en contacto con el medio ambiente permiten que
los microorganismos puedan sobrevivir en su superficie por sus
caracteristicas de pH, temperatura, humedad y la cantidad de nutrientes
que estas pueden extraer de este medio. Generando asi la flora normal
de la piel que permite una simbiosis entre el huésped y las colonias de

gérmenes sin causar enfermedades (Fossum, 2013).

La flora basal o flora bacteriana normal es especifica para cada area del cuerpo
y estd compuesta por gérmenes que siempre se encuentren presentes en un

area especifica como por ejemplo:

- Staphylococcus epidermidis. (Especifico de la piel).

La flora transitoria esta compuesta por microorganismos no especificos
gue buscan la colonizacion de un area de forma oportunista una area de
la piel, incluyendo bacterias patdgenas para el individuo u otras especies
que se encuentran en contacto con éste (M. E. Torres, 2002).



2.2 Las bacterias en la piel de los animales

Es comun que cualquier traumatismo o afeccion a la estructura normal de la
piel termine en una infeccion. Esto se debe a que la piel de los animales posee
bacterias propias, al igual que existen bacterias en el ambiente o por
interaccion, es asi que al presentarse infeccion en una herida se puede aislar

bacterias propias como ajenas al animal.

Las infecciones de piel se caracterizan segun su profundidad en
superficiales y profundas, asi para el presente trabajo nos enfocaremos
en las bacterias que afectan a nivel profundo, ya que la piel es una
barrera fisica y quimica que protege al animal frente a los patdgenos que
se encuentran en el ambiente, una vez que la piel sufre un traumatismo
permite el paso de estas bacterias a un ambiente adecuado para su
replicacion, esto se puede dar en procesos traumaticos al igual que en
procedimientos programados como cirugias, sino se tiene la asepsia
adecuada (M. E. Torres, 2002).

X \ Pelo
La Piel ) Glandula cebacea

Terminaciones Nerviosas aferentes

- o - Epidermis
R0 | ~Nervio
N/ Q( i - Dermis
N 43 Foliculo piloso
Ligamento ’ Tejido subcutaneo
Cutaneo ~ I
u2 Fascia profunda
Vasos
Capilares Vasos: Sanguineos ¥ linfaticos

. Musculo erector
Glandula del pelo

Sudoripara Grasa, Colageno, Microblastos

Figura 1.Estratificaciones de la piel
Tomado de: Modificado de http://melisaanatomia.blogspot.com/2011/11/la-
piel.html.



2.2.1 Bacterias mas comunes en la piel de los animales

Dentro de las bacterias que se encuentran en la piel tenemos a las que
sobreviven en la superficie o en el pelo del animal, estas por lo general viven
en simbiosis hasta que pueden traspasar la piel por un factor externo como el
Staphilococcus intermedius. Dentro de estas existen dos grupos, los que son

propios de la piel y los transitorios.

Los propios no producen patogenia solo se replican sobre la piel y los
transitorios se encuentran sobre la superficie de la piel pero no se replican. Son
potencialmente patdégenos cuando se encuentran alteraciones en la piel esto se
conoce como colonizacion bacteriana (S. M. F. Torres, Frank, & Hargis, 2013).

Como se muestra a continuacion en la Figura 2.

/propios: \ (I'ransitorios: \

- Acinetobacter spp. - Pseudomonas aeruginosa
- Staphilococcus Coagulasa + - Proteus vulgaris

- Staphilococcus Coagulasa - - Corynebacterium spp.

- Micrococcus spp. - E.coli

- Streptococcus o hemolitico - Bacillus spp.

\ j \ - Staphilococcus /

Figura 2.Bacterias comunes en la piel de los animales
Tomado de: Modificado de (Fossum, 2013)

2.2.2 Crecimiento de Poblacion Bacteriana

Las bacterias poseen una extraordinaria capacidad de adaptacién a
distintos tipos de condiciones medioambientales, esto es posible por la
base genética que posee este microrganismo, ya que la organizacion de
la informacion genética les permite mutar para adaptarse al medio
ambiente, al igual que generar una patogenia en su huésped
colonizando los tejidos (L. Betancor, M. Gadea, 2008).



Esto estd mediado por la denominada fisibn binaria, que es la
generacion de dos célula hijas iguales a partir de una célula madre, por
esto las bacterias pueden generar el crecimiento exponencial
conteniendo toda la informacion necesaria para que la bacteria pueda
sobrevivir, la misma que esta almacenada en el acido

desoxirribonucleico ADN (Donnell et al., 2013).

2.2.3 Manejo de bacterias con el uso de Antibidticos

Los antibidticos son producidos por microorganismos (generalmente hongos),
estos detienen el crecimiento de las bacterias y los destruyen en algunas
ocasiones. En la actualidad se le conoce como antibiético a cualquier
mecanismo de eliminacion de bacterias ya sea de origen sintético o natural, de
esta forma se les atribuyen propiedades antibidticas a distintos componentes.

Aungue muchas de las veces estas bacterias no pueden ser erradicadas
o eliminadas, dado a que su ventaja mas grande es su rapida
propagacion y proliferacion, esto se da principalmente cuando los
antibidticos que se utilizan para combatir las bacterias no son los
adecuados, lo que ocasiona que se vuelva mas complicado combatir

contra el patdgeno (Seija & Vignoli, 2006)

2.3 Mecanismos de accién y difusion de los antibiéticos

Al existir gran cantidad y variedades de bacterias, se debe tener de igual
manera una gran variedad de antibiéticos o de métodos que permitan
combatir las bacterias, asi se han clasificado los antibidticos dentro de

familias segun su accion (Seija & Vignoli, 2006).

Esto estd dado porque los antibiéticos tienen una toxicidad selectiva para el

patogeno por esto actian de diferentes maneras.



2.3.1 Grupos de Antibiéticos y accion.

Tabla 1
Grupos de Antibidticos y accién

Penicilinas

Primera
Generacion

Segunda
generacion

Tercera Generacion

Cefalosporinas

Cuarta Generacion

Quinta generacién

Aminoglucdsidos

Inhibidores de la betalactamasa, interrumpe
la sintesis de la capa de peptidoglucanos
de la pared celular bacteriana.

Interfieren en la sintesis de peptidoglicanos
de la pared celular bacteriana generando
un efecto becteriolitico. Mejor accion frente
a Cocos y Gram+.

Interfieren en la sintesis de
peptodoglicanos de la pared celular
bacteriana generando un efecto
bacteriolitico, tienen menor actividad con
Gram-.

Interfieren en la sintesis de
peptodoglicanos de la pared celular
bacteriana generando un efecto
bacteriolitico. Son usadas con gran
efectividad para Gram-.

Interfieren en la sintesis de
peptodoglicanos de la pared celular
bacteriana generando un efecto
bacteriolitico. Son usadas con gran
efectividad para Gram- y Gram+, ya que
tienen un espectro extendido para estas
bacterias. Con mejor accion que los de
tercera generacion.

Interfieren en la sintesis de peptidoglicanos
de la pared celular bacteriana generando
un efecto bacteriolitico. Mayor actividad
contra Staphylococcu saureus resitente a
meticilina, Streptococcus pneumonie
resitente a penicilas .

Se adhieren a la subunidad 30s del
ribosoma y otros se unen a la unidad 50s.
Estos inhiben la translocacion de peptidil-
ARNT generando un error en la lectura del
ARNmMm, impidiendo que la bacteria pueda



sintetizar proteinas.

Inhiben la biosintesis de proteinas
generando una union irreversible del
ribosoma 50s, impidiendo la translocacion
del peptidil-ARNL.

Macrolidos

Tomado de: Modificado de (Seija & Vignoli, 2006)

2.3.2 Mecanismos de Accién de los Antibiéticos.

La seleccion de los antibibticos se clasifican segin sus mecanismos de
accion, estos se catalogan segun el proceso o zona donde actuan, asi
ataca a una estructura o proceso bioquimico permitiendo destruir a la
bacteria y no al hospedador, esto se da por la gran diferencia que existe
entre las células de los animales y las células bacterianas, dando la
posibilidad que los blancos que se atacan en una bacteria no existan en
su hospedador (FAO, 2005).

Segun Seija y Vignoli (2006), se clasifican en cuatro grupos:

- Inhibidores de la sintesis en la pared celular, actian sobre la pared
rigida que permite a esta soportar grandes presiones osmaticas, esta
cualidad es tipica de las bacterias por lo que se vuelve el lugar
apropiado para combatirlas. Asi estos antibiéticos provocan que se
rompa esta pared generando la muerte de la bacteria.

- Los que actuan en la membrana celular, estos tienen la facultad de
alterar la membrana impidiendo que cumplan su funciéon de barrera
selectiva, estas son sustancias toxicas la cuales también pueden afectar
a las membranas de las células eucariotas del hospedador.

- Inhibidores de los acidos nucleicos, impiden la sintesis de los &cidos,

impidiendo la reproduccion bacteriana.
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- Inhibidores de la sintesis de proteinas, no permiten que la bacteria
pueda fabricar proteinas, lo que no les permite formar la estructura de la
bacteria (Seija & Vignoli, 2006).

2.4 Excipientes y métodos de difusion de farmacos

La United States Pharmacopoeial define los excipientes como:

“Cualquier componente que se agrega intencionalmente a la formulacion

de una forma farmacéutica, que es diferente del principio activo” (2002).
También define como: “Sustancias, aparte del principio activo, que se
encuentran en una forma de dosificacion, las cuales se han evaluado de
manera apropiada en su seguridad y que se incluyen en un sistema de
suministro de farmacos para ayudar en su procesamiento o manufactura, para
proteger, apoyar y mejorar la estabilidad, la biodisponibilidad o la aceptabilidad
por el paciente, para apoyar en la identificacion del producto, para mejorar
cualesquier otros atributos de seguridad y efectividad de la forma de
dosificacion, durante su almacenamiento y durante su uso” (Good

Manufacturing Practices Guide for pharmaceutical excipients, 2006).

Con esto podemos ver que los excipientes son vehiculos que se adhieren a los
farmacos para lograr que sean absorbidos y metabolizados con mayor eficacia
que si se encontraria en un estado puro (Soler Carrefio, 2015).

2.4.1 Eluso delacerade abejaen lamedicina

El uso de la cera de abeja en la medicina y en la farmacéutica se remonta al
antiguo Egipto en los 1550 AC. Esta era la base de muchas cremas y
unglentos que servian para tratar quemaduras y calmar el dolor de las
articulaciones. Algunos afos después HipoOcrates el padre de la medicina

recomendaba la cera de abeja para tratar amigdalitis graves (FAO, 2005).

Después en el Imperio Romano se la mezcl6 con otros elementos para realizar

un unguiento llamado "Crema Fria” que se componia de cera de abeja, aceite
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de oliva y agua de rosas. Este era utilizado para el tratamiento de quemaduras,
heridas y cortes (FAO, 2005).

En la actualidad la cera de abeja desempefia un papel importante en la
medicina de los paises occidentales ya que se han empezado a buscar
productos naturales para ser utilizados junto con farmacos o incluso para
reemplazarlos. Precisamente esta se usa para el cuidado de heridas y
guemaduras en forma de unguento (Fratini, Cilia, Turchi, & Felicioli, 2016). Hoy
en dia, la cera de abejas es ampliamente estudiada y utilizada para la medicina
humana (Fratini, Cilia, Turchi, & Felicioli, 2016).

2.4.2 Propiedades de la cera de abeja

La cera de abeja es un producto hidrofébico compuesto por grasa en su
mayoria, este se utiliza para la construccion de los panales, es fabricada por
las mismas abejas ya que estas poseen 8 glandulas para producirla, las cuales
se encuentran en su abdomen. La cera se produce a partir de la alimentacion
con miel, las abejas son capaces de crearla en su propio organismo
(Universidad de Valencia, 2016).

La cera de abeja es sdlida, de coloracién palida, pero esto varia segun la
polinizacion de las abejas y del método de su fundicién para su extraccion, la
temperatura a la que se funde es de entre 60 a 65 grados Celcius. La cera se
utiliza de manera comercial para la industria ya sea farmacologia, cosmética,
entre otras. Es la cera de opérculo, que es la que recubre las celdas de los

panales de abejas, esta constituida segun Universidad de Valencia, (2016) por:

- 1% Acidos Estériles

- 1% Alcoholes Libres

- 2% Acidos Poliestéricos
- 3% Triestere

- 4% Hidroxido Monoésteres
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- 8% Hidroxido Poliésteres
- 12% Acidos Libres

- 14% Diésteres

- 14% Hidrocarburos

- 35% Monoésteres

- 6% No ldentificado

2.4.3 El uso delaceradental en la medicina

Se describe en la literatura que la odontologia se practica como una
especialidad a partir del 300A.C. Afos después en Asia a orillas del Mar
Mediterrdneo se describe que los fenicios en el 2500 empezaron los
tratamientos odontoldégicos para restauracion. El aparecimiento de la cera
dentro de estos procesos se da en 1756, Pfaff utiliza la cera como un método
nuevo para realizar la tomas de impresiones dentales, esta da el inicio a
diferentes procesos como por ejemplo la impresion en yeso de Paris
(Anusavice, 2004) .

Afos después en 1839, se inventa la goma vocalizadora por Charles
Goodyear, la cual permite que se pueda moldear las proétesis, facilitando el
trabajo de darle una forma precisa para que esta se pueda ajustar en la boca
del paciente. Hasta la actualidad esta a pasado por distintos procesos como la

mezcla con resinas acrilicas buscando una mejora (Anusavice, 2004).

Asi en la actualidad el uso de la cera dental dentro de la medicina se da en su
mayoria para los tratamientos odontologicos para restauracion, estas se
clasifican en tres tipos: cera para patrones, cera para procesado y cera para

impresiones (Baxter, Hastings, Law, & Glass, 2008).

2.4.4 Propiedades de la cera Dental

La ceradental se compone de fuentes naturales o sintéticas dependiendo de su

propésito. En el caso de la ceras para el uso dentro de la cavidad bucal, se
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busca que estas cumplan con las propiedades de ser hidr6fobas y no generar
una respuesta del sistema inmunitario, generando una reaccion de la linea
blanca (Baxter et al., 2008).

Este tipo de material es realizado de forma estandarizada mediante la mezcla
de (Baxter et al., 2008):

- Gomas

- Grasas

- Acidos Grasos

- Aceites

- Resinas Naturales
- Resinas Sintéticas

- Colorantes

Estos compuestos varian en cantidad de acuerdo al fin que se busque con la
cera como para fusionarlas o u expansion térmica donde se busca una cera
solida la cual se expanda y sea maleable a una temperatura de 37 °cC (Baxter
et al., 2008).

2.5 Pruebas de Sensibilidad a Antibi6ticos (Antibiograma)

Estas pruebas se realizan para medir la sensibilidad o resistencia que tiene una
bacteria a un determinado grupo de antibiéticos, se realizan por medio de
técnicas estandarizadas en un laboratorio de microbiologia donde se evaluan
las reacciones que tienen las bacterias durante un periodo de tiempo

determinado a un antibidtico especifico (Coyle et al., 2005).

En el caso de los antibioticos, su uso por medio de estas pruebas se determina
una vez estudiada la eficacia de la sustancia como agente microbiano. Esta
debe tener la capacidad de combatir o impedir el crecimiento de las bacterias,
Asi en un futuro este elemento podra ser utilizado como tratamiento después

de varios estudios mas (Cuervo Mulet, 2010).
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El fin de las pruebas de antibiograma es brindar una opcién segura al paciente
gue cursa por un proceso infeccioso ya que le brinda la posibilidad de tener un
tratamiento acertado combatiendo el agente microbiano por completo. Por otro
lado estas prueban han servido a la ciencia como un método de control para
tratamientos que se brindan a pacientes de forma irresponsable sin saber el
verdadero agente causal. Permitiendo ver si el tratamiento es acertado o

corregirlo (Coyle et al., 2005).

En algunas circunstancias se las puede utilizar como pruebas diagnésticas ya
que se va descartando los agentes bacterianos dependiendo de su
susceptibilidad o su resistencia siendo un método para la identificacién del

agente causal (Dolinsky, 1994).

2.5.1 Pruebas de difusién por disco

Las Pruebas por disco de difusién o también conocido como método de Kirby-
Bauer, es un método disefiado para determinar la sensibilidad de una bacteria
a un antibiético especifico, esta es una de las pruebas de antibiograma mas
comunes ya que permite medir la susceptibilidad de la bacteria seleccionada

contra un agente antimicrobiano (Cuervo Mulet, 2010).

Este estd compuesto por un agar, el cual es la superficie donde se colocara el
micro organismo, para realizar pruebas de antibiograma. El agar que se debe
utilizar es conocido como Muller-Hinton ya que este permite realizar las
pruebas con alta sensibilidad, para la inoculacién de las bacterias en el agar se
debe poner una cantidad estandarizada y se cubre la superficie con la solucion
para luego colocar los discos de antibiograma con antibiotico hechos con papel
filtro, cuando transcurre el tiempo el antibiético se comienza a difundir en forma

circular uniforme (Bush, 1991).

Este método se debe tener en incubacion y después de las 24 horas se

empiezan a realizar las lecturas donde se miden los halos de inhibicion los que
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indican la accién antibiética de la sustancia colocada en los discos (Coyle et al.,
2005).

2.5.2 Bacterias American Type Culture Collection (ATCC)

Estas bacterias son microorganismos usados como una herramienta precisa,
para tener un proceso certificado y de calidad, cuando se realizan cultivos
bacterianos. Ya que estas son certificadas y contienen un manual el cual
especifica a que son resistentes 0 susceptibles cada una de las cepas de
estas bacterias segun su numeracion. Asi se las puede identificar por su
fenotipo y genotipo. Siendo faciles de identificar evitando el sesgo en los

estudios de laboratorio (Acreditado et al., 2015)

3. CAPITULO lll. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion

El estudio de caracter experimental se realiz6 en Quito — Ecuador, en la sede
Granados de la Universidad de las Américas, donde se encuentran los
laboratorios de microbiologia (Av. De los Granados y Colimes, Quito 170513),
las coordenadas: Latitud: -0.16806; longitud: -78.470537 (Figura 2).

El Distrito Metropolitano de Quito se encuentra ubicado en la provincia de
Pichincha, es la capital del Ecuador, por su altitud corresponde a una zona
ecuatorial templada, en la que las variaciones de temperatura durante el dia
segun las horas son muy significativas. La humedad relativa es de alrededor
del 76% y la presion atmosférica promedio es de 548 milibares. La variacion de
los totales pluviométricos es grande asi que se considera que tiene un
promedio de pluviosidad de 2.000 mm. Estas variaciones estan sujetas a las
condiciones orograficas (altitud, orientacion de las vertientes, relieves de los
alrededores de las cuencas, etc.) (MDMQ, 2008).
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Figura 3. Ubicacion del estudio

Referencia: Google Maps. Recuperado del internet el 20 de Mayo del 2018 de:
https://www.google.com/maps/place/UDLA+Granados/@-0.1664299,-
78.4857765,15z/data=!4m8!1m2!2m1l!l1sudlat+granados!3m4!1s0x0:0xfce8200a
72dfa9e4!8m2!3d-0.16789!4d-78.4725872

3.2 Poblacion y muestra

Este estudio fue realizado en laboratorio, con todos los parametros controlados
y con bacterias ATCC, por lo que no se contempla poblacion, pero en su
defecto se realizaron 30 repeticiones por muestra, para desarrollar un analisis

estadistico con un 95% de confianza (Cuervo Mulet, 2010).

Las muestras para este estudio se dividieron en tres grupos con 30

repeticiones para cada una con las siguientes diluciones de antibiético:

- Amikacina comercial de 1gramo con 20ml de cloruro de sodio
dilucién al 0.025% 30 repeticiones.

- Amikacina comercial de 1gramo con 40ml de cloruro de sodio
dilucién al 0.0125%. 30 repeticiones.

- Amikacina comercial de 1gramo con 60ml de cloruro de sodio

dilucion al y 0.0083%. 30 repeticiones.


https://www.google.com/maps/place/UDLA+Granados/@-0.1664299,-78.4857765,15z/data=!4m8!1m2!2m1!1sudla+granados!3m4!1s0x0:0xfce8200a72dfa9e4!8m2!3d-0.16789!4d-78.4725872
https://www.google.com/maps/place/UDLA+Granados/@-0.1664299,-78.4857765,15z/data=!4m8!1m2!2m1!1sudla+granados!3m4!1s0x0:0xfce8200a72dfa9e4!8m2!3d-0.16789!4d-78.4725872
https://www.google.com/maps/place/UDLA+Granados/@-0.1664299,-78.4857765,15z/data=!4m8!1m2!2m1!1sudla+granados!3m4!1s0x0:0xfce8200a72dfa9e4!8m2!3d-0.16789!4d-78.4725872
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Estas tres diluciones se realizaran por cada uno de los métodos de difusion.
Para el grupo control se utilizara la Amikacina comercial diluida con cloruro de
sodio (NaCl al 0.09%) y se colocara en los discos de papel filtro, por cada una

de las evaluaciones (Tabla 2).

Tabla 2
Grupos y Diluciones de Amikacina.
G’rupo ! Grupo 2 Grupo 3
Método 1 .
Cera de abeia Método 2 Grupo control
) Cera dental Amikacina
Dilucién 1gramo de
Amikacina con 20ml de - - -
NaCal al 0.09%. 30 Repeticiones 30 Repeticiones 2 Repeticiones
Dilucién 0.025%.
Dilucién 1gramo de
Amikacina con 40ml de - . -
NaCal al 0.09%. 30 Repeticiones 30 Repeticiones 2 Repeticiones
Dilucion 0.0125%.
Dilucién 1gramo de
Amikaci 60ml d - - -
mikacina con 5vmide 30 Repeticiones 30 Repeticiones 2 Repeticiones

NaCal al 0.09%.
Dilucién 0.0083%.

3.3 Materiales

En la siguiente tabla se presentan los materiales y la indumentaria necesaria
gue se utilizé para este trabajo de titulacion.

Tabla3
Materiales e Indumentaria

Indumentaria

Materiales
- Cultivo bacterias ATCC - Mandil
- Amikacina de 1g - Cofia
- Cloruro de sodio NaCl 0,09% - Mascarilla
- Jeringas de 60ml - Guantes estériles
- Vidrios - Gafas

- Agar Mueller-Hinton

- Discos de cera de abeja (Estandarizada y
esterilizada)

- Discos de cera dental (Estandarizada de
distribuidor comercial)

- Discos de papel filtro

- Regla

- Asa de platino

- Mechero
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3.4 Metodologia

El estudio es de caracter experimental de forma in vitro con bacterias ATCC S.
Aureus ATCC BAA976 cultivadas en agar Mueller-Hinton. Lo primero que se
realizd es un protocolo estandarizado para el cultivo de las bacterias ATCC en
agar madre, 24 horas después de igual manera de utilizo el protocolo indicado
para las 30 repeticiones de los agares como se detalla en el CLSI (Dolinsky,
1994).

Una vez realizado el agar madre se procedio a preparar los materiales que se
utilizaron en este estudio, primero se perforé el papel filtro para simular los
discos control proporcionados por las farmacéuticas manejados para las
pruebas de antibiograma y control de los halos de inhibicién, los discos una vez
perforados se enviaron al auto clave y colocar el antibiético una vez
esterilizados, asi para este estudio se manejo 2 grupos utilizando discos de
Gentamicina 10mg los cuales son los utilizados por los laboratorios en pruebas
con estas bacterias y bajo las condiciones en las que se desarroll6 el estudio
ya que las bacterias ATCC utilizadas son sensibles a la Gentamicina, por otra

parte la Amikacina 10mg se la utilizo como se describe por Coyle et al,(2005).

Para este estudio se utilizé la misma cantidad de cera de abeja como de cera
dental en cada una de las tres diluciones, siendo 21,50gr de cera para cada
subgrupo Tabla 6. Se utilizé de igual manera 5ml de aceite de glicerina para las

seis diluciones.

Tanto la cera de abeja como la cera dental son compuestos hidrofobos. Para
poderlas mezclar con el antibiotico es necesario llevarlas a un estado liquido
calentandolas, posteriormente se agregd el aceite de glicerina al tener una
mezcla homogénea ya que este permite estabilizar la mezcla logrando que las

ceras contengan el antibiotico (Cruz, Lopez, Haro, & Berba, 2012).
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La concentracién de antibiético destinada para cada uno de los 6 subgrupos se
colocd ya cuando se retiraba la cera estabilizada con la glicerina del calor,
colocandola posteriormente en un papel aluminio esterilizado con alcohol,
extendiendo la cera para conseguir las laminas y enfriarla. Las laminas
obtenidas luego se perforaban con una perforadora estéril realizando los discos
de antibiograma. Este proceso se cumplié de la misma forma para la cera de

abeja y cera dental.

Para realizar las diluciones de antibiético en la cera de abeja y la cera dental se
tomd en cuenta el criterio de RLP, el cual indica que se debe utilizar un gramo
de Amikacina comercial mezclado con cloruro de sodio NaCl al 0.09%, el
volumen con el que se mezcla el antibiético dependera de la region donde se
desea hacer la perfusion teniendo siempre en cuenta que se puede diluir de la

siguiente manera (Rubio-Martinez & Cruz, 2006).:

- 1 Gramo de Amikacina con 20ml de NaCl a 0.09%
- 1 Gramo de Amikacina con 40ml de NaCl a 0.09%
- 1 Gramo de Amikacina con 60ml de NaCl a 0.09%

Los célculos para obtener estos volumenes se realizaron con la férmula:
Ecuacién de dilucion (Ci Vi = Cf Vf) asi se lograron realizar las diluciones
requeridas para este estudio (Dolinsky, 1994). Tomando como volumen total
10ml de cada dilucion, con la formula se logré completar la cantidad de
Amikacina necesaria en un volumen de 10ml de NaCl al 0.09% para lograr el
porcentaje de cada dilucion como se muestra en la (Tabla 2). Asi para
completar los porcentajes de dilucion en los 10ml, utilizando el mismo frasco de
Amikacina comercial se necesitaron las concentraciones de Amikacina que se

muestran en la (Tabla 4):



Tabla 4
Diluciones

20

(%) Dilucidn

Cantidad de Amikacina
miligramos (mg)

Cantidad en microlitros (ul)

1 gramo de Amikacina con
20ml de NaCl al 0.09%.
Dilucién 0.025%.

1 gramo de Amikacina con
40ml de NacCl al 0.09%.
Dilucién 0.0125%.

1 gramo de Amikacina con
60mI de NaCl al 0.09%.
Dilucién 0.0083%.

5 mg de Amikacina
comercial de un gramo

2,5 mg de Amikacina
comercial de un gramo

1,7 mg de Amikacina
comercial de un gramo

200 pl

100 pl

68 ul

Una vez perforadas, las ldminas de cada una de las ceras en las diluciones

antes mencionadas, se generaron los discos y se colocaron seguin su grupo y

subgrupo.

Las 30 cajas Petri se dividieron cada una en 6 partes iguales por fuera como

se indica en la figura 4, con un marcador. Una vez realizada la siembra de las

bacterias se coloc6 un disco de cada una de las diluciones de cera de abeja y

de cera dental en cada uno de los espacios segun le correspondia, para asi

probar las seis diluciones distintas bajo el mismo medio bacteriano.

(cD)

(1) Cera Dental 17mg
(2) Cera Dental 25mg

(3) Cera Dental 50mg

(CA)

(4) Cera de abeja 17mg

(5) Cera de abeja 25mg

(6) Cera de abeja 50mg

Figura 4.Divisién y codificacion de cajas Petri por subgrupos

Para los grupos control se escogieron dos cajas al azar que fueron la nimero 8

y 9, las cuales estaban divididas de la misma manera.
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En la caja nUumero 9 y se coloco tres discos de 10mg de Gentamicina y tres
papeles filtros con 10mg de Amikacina en la forma comercial. En la caja
namero 8 se colocaron dos papeles filtros con cada una de las diluciones
propuestas para el estudio simulando cada sub grupo, cada papel piltro
contenia 5 microlitros de cada dilucion. Este procedimiento se llevé acabo con
los protocolos estipulados en el CLSI (Coyle et al., 2005)

Una vez maduro, el agar madre con las cepas de Staphylococcus aureus. ATCC
BAA976, de donde se extrajeron antes de cumplir 24 horas las colonias para
hacer el método de dilucion con la escala de McFarland, se procedi6 a realizar

las 30 repeticiones en los agares Mueller-Hinton.

Este proceso consiste en seleccionar las colonias del agar madre que se
consideran las mas apropiadas para realizar la dilucion de Mcfarland, se
selecciona las colonias con mejor forma y madurez lo que asegura que las
colonias son las ideales para realizar el caldo de cultivo, de igual manera
permitirdn una mejor estandarizaciéon de la suspension, lo ideal es seleccionar
de 3 a 5 colonias para tener un mayor éxito en la formacién del caldo (Cuervo
Mulet, 2010).

Para la preparacion del inocuo, se utilizé el método de suspension directa de
colonias ya que esta provee resultados precisos y es la que se realiza en
estudios de caracter experimental, asi se busca una suspension de turbidez
estandarizada usando la escala de 0,5 de McFarland esta dilucion contiene
aproximadamente de 1,5X108 CFU/ml (Coyle et al., 2005).

La inoculaciéon de los agares se realizé con el protocolo del CLSI. Se tomo
todas las precauciones de bioseguridad utilizando guantes estériles, mascarilla
y mandil. Asi el protocolo que se instauro para el cultivo fue con el método
Francés Figura 5, el cual consiste en flamear la asa de triglas y tomar la
muestra de las bacterias ATCC en la dilucién de McFarland y se las colocé en
la caja Petri con inoculacién extendida por el agar Mueller-Hinton extendiendo

de forma homogénea las bacterias en el agar (Cuervo Mulet, 2010).
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Figura 5. Cultivo en Agar

Todo este proceso y las mezclas se realizé de forma estéril para tener dentro
del agar solo las bacterias ATCC del cultivo. Asi se muestran a continuacion los
métodos de difusion en la Figura6. En esta finura también se muestra la

codificacion de los discos por grupos cera de abeja, cera dental y controles.

_\ - Blanco: Grupo control Papelfiltro

ey Amarrillo: Grupo Cera de abeja

_» Rojo: Grupo Cera dental
> .

Figura 6.Métodos de Difusion

Las lecturas de los agares se realizaron tres veces. Para las tomas de datos se
hicieron a las 24, 48 y 72 horas después de colocar las placas en la incubadora

la lectura se realizaba en un tiempo aproximado de 15 minutos para que las
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placas no se vean afectadas por el cambio de temperatura, la medicion se la
realizo en milimetros (mm), con un pie de rey electrénico se midieron solo los
halos bien formados. La medida que se utilizo fue entre los bordes externos

del halo.

Para realizar la medicion se examinaba primero las placas y se utilizaban como
datos los halos que tenian un crecimiento uniforme lo que permitia identificar
claramente la zona de crecimiento bacteriano como se indica en la Figura 7, ya
que en este estudio se midieron los halos de inhibicion desde la parte trasera
de la caja Petri donde se encontraba la numeracion y codificacion como se
indico en la figura 4 se utilizé luz para visualizar mejor los halos y luego se los
midid como se menciond anteriormente. Dado a que se utilizd6 un calibrador
electrénico una vez que se realizaba la lectura de 5 placas se lo enceraba de
nuevo para la medicion de las 5 placas siguiente y asi consecutivamente hasta

terminar de leer todas las placas

. El halo que demostrara
"1 difusién por parte de los

meétodos

Distancia en (mm)
entre bordes del halo

Figura 7. Medicion de halos de inhibicion

Los datos obtenidos de los halos de inhibicion por cada sub grupo se tabularon
en una tabla la cual compara la difusion de los subgrupos en milimetros (mm),
y los compara con la misma dilucion del otro grupo como se muestra a
continuacion en la Tabla 5. Esta tabla permitié tabular las 30 repeticiones por
los tres dias para cada numeracion de caja asi con la codificacion ya

mencionada en la Figura 4, se tabularon los datos con mayor rapidez y eficacia.
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Tabla 5
Tabulacién de Datos Tamafio Halo de Inhibicion (mm)
50mg/20ml 25mg/40ml 17mg/60ml
Dia Nume'ro De Cera fje Cera Ce.ra de Cera Dental Ce'ra de Cera Dental
Caja Abeja Dental Abeja Halo Halo (mm) Abeja Halo Halo (mm)
Halo (mm) | Halo (mm) (mm) (mm)
1 1
1 2
1 3
2 1
2 2
2 3
3 1
3 2
3 3

Para la valoracion de los halos de inhibicion con la medida (mm), se los separo

en cuatro grupos distintos como se muestra en la Tabla 6 a continuacion donde

se los agrupo segun su crecimiento para ver si son significativos o no segun el

tamafo del halo y el uso de la Amikacina como antibidtico. Para realizar este

grupo se tomaron las referencias otorgadas por el CLSI-2018 para la bacteria

Staphylococcus aureus ATCC® 25923 utilizada para

las pruebas de

antibiograma con difusion de discos en mm (Dolinsky, 1994).

Tabla 6

Grupos de Susceptibilidad por Formacién del Halo (mm)

Grupos de Susceptibilidad por Formacion del Halo (mm)

Grupo Descripcion Diametro (mm)
NFH No Formacion de Halo 0
+ Nada Sensible 0,001 - 5, 000
++ Medianamente Sensible 5,001 - 10,000
+++ Altamente Sensible 10,001 — 25.000




3.4.1 Variables

Las variables se presentan en a tabla 7.

25

Tabla 7
Variables
Unida
Variables Caracteristi T|.po Definicion Indicador d dg items Instrument
ca Variable medid 0s
a
El tipo de cera
. gue se vaa . Medicién
Ceras Independie Cualitativa usar cera de Uso del tipo N/A Siono directa
nte ’ de cera
abeja vs. cera
dental
El halo que
Cantidad de forma en el
disolucion de agar
L o antibiético en
) Mueller- .
Conce_ntra_glo Independie Cuantitativ las ceras. . # ,de Medicién
n de dilucién al ibioti Hinton mm. centimetr di
Antibiético nte Continua ant_l otico en 0s Irecta
diferentes con las
diluciones de bacterias
NacCl 0,09% ATCC cada
12 horas
Ver la
. Cuantitativ capaqc}ad de El tamafio #de L,
Halo de Dependient difusién de . Medicion
S al del halo mm centimetr ;
Inhibicion e Continua cada una de cada 12h os directa
las ceras por
separado
El tamafio del
Tamafio de . Cuantitativ halo permitira El tamatio #de .
. Dependient ver la acciéon del halo . Medicion
formacién al o mm centimetr ;
del halo e Continua del antibiético cada 12 os directa
en contra de horas
las bacterias
El tipo de
bacterias .
estandarizada Bacterias
Bacterias o S gque se controladas
ATCC Controlada Cualitativa utilizaran para no N/A N/A N/A
p resistentes a
las o
gy antibioticos
repeticiones
del estudio
Valoracion Valoracion
Antibiético i . cada 12 # de L
en estado Controlada Cuanm_anv V'IS ual en _base horas del mm centimetr Mgdlmon
puro a/continua al crecimiento tamario del os directa
del halo halo

3.4.3 Disefio experimental

Es un estudio experimental, transversal, observacional y aleatorio. En el cual se

establecieron 2 grupos experimentales con tres subgrupos por las diluciones

del antibidtico en cada uno de los grupos experimentales, a los que se sumaron

dos grupos controles. Como se muestra en la siguiente tabla:
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Tabla 8
Divisién Grupos y Subgrupos
Grupos Subgrupo
1.1 Dilucién Amikacina 50mg
1. Cera De Abeja 1.2 Dilucién Amikacina 25mg

1.3 Dilucién Amikacina 17mg
2.1 Dilucién Amikacina 50mg

2. Cera Dental 2.2 Dilucién Amikacina 25mg
2.3 Dilucién Amikacina 17mg
3. Control 3.1 Amikacina 10mg
4. Control 4.1 Gentamicina 10mg

4. CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados que se muestran a continuacion corresponden a 30 repeticiones
donde se probaron dos grupos, Cera de Abeja y Cera Dental como métodos de
difusion de tres diferentes diluciones de Amikacina en NaCl al 0,09%, usando
como prueba de antibiograma bacterias ATCC S. Aureus BAA976 cultivadas en

agar Mueller-Hinton.

4.1 Resultados Univariados

4.1.1 Frecuencias

Los resultados que se presentan son las frecuencias de formacién de halos por
cada uno de los sub grupos en sus 90 lecturas para las 30 repeticiones. Los
valores que se obtuvieron por medio de la estadistica descriptiva demuestran
gue los 90 datos son validos, determinando que las medias entre grupos son
diferentes. Por otro lado la desviacion estandar nos muestra que existe mucha

variacion entre los datos como se muestra en la Tabla 9.
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Tabla 9

Frecuencias Estadisticas Formacion de Halos (mm) Subgrupos
Nota: 50mg_CeraAbeja_HALO = Formacién de Halo Cera de Abeja 50mg; 50mg_CeraDental_HALO = Formacién de

50mg_Cer 25mg_Cera 17mg_Cera 17mg_Cera
aAbeja_H Se()nr{fl’—ﬁ/ilr_a(g) 2535—5:[%’“ Dental HAL AbejaHAL Dental HAL
ALO — — o o) o
Valido 90 90 90 90 90 90
Perdidos 0 0 0 0 0 0
Media 7292 9928 1,5261 4771 0878 1,5177
E”c’:;ﬁig?:“ de 57024 32157 132536 21515 128835 132652
Mediana 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Moda 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Desviacion 2,56376 3,05067 3,08662 2,04108 2,73557 3,09765
estandar
Varianza 6,573 9,307 9,527 4,166 7,483 9,595
Rango 11,25 12,66 9,53 10,36 11,86 9,95
Minimo 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Maximo 11,25 12,66 9,53 10,36 11,86 9,95

Halo Cera Dental 50mg; 25mg_CeraAbeja_HALO = Formacion de Halo Cera de Abeja 25mg; 25mg_CeraDental_HALO
= Formacién de Halo Cera Dental 25mg; 17mg_CeraAbeja_HALO = Formacién de Halo Cera de Abeja 17mg;
17mg_CeraDental_HALO = Formacién de Halo Cera Dental 17mg.

La Tabla 9, nos demuestran la validez del estudio ya que no se considera
ningln dato como perdido, los resultados positivos son en diferentes

concentraciones y distintas repeticiones considerandose como datos dispersos.

Es una cantidad minima a comparaciéon del tamafio del estudio pero en
estudios realizados como el de la “Lectura interpretada del antibiograma de
cocos gram positivos” presentan que la Amikacina (AMK) es sensible para S.
Aureus, demostrando que el uso de este antibiético para la prueba de

antibiograma es la adecuada (C. Torres & Cercenado, 2010)

La susceptibilidad de la formacion de los halos por la parte de los subgrupos se

agrupo segun la Tabla 6.

Las frecuencias nos muestran que en los 6 subgrupos No Formacién de Halo
(NFH) varia entre el 80 y 94,4 %, mientras que la formacién del halo es
medianamente sensible (++) para todos los sub grupos, demostrando que el
sub grupo con mayor porcentaje para esta concentracion fue SCD17, por otro
lado de los 6 sub grupos solo 4 logran tener Altamente Sensible (+++). Como

se muestra en la Tabla 10.
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Frecuencias Subgrupos Susceptibilidad por Formacion del Halo (mm)

SCA50 SCD50 SCA25 SCD25

SCA17 SCD17

N % N % N % N % N % N %
NFH 83 922 81 900 72 800 85 944 80 889 72 800
" 0 0 0 0 0 o o o 0 o o o

+ 44 6 67 18 200 2 22 9 100 18 200
3 3,3 3 33 o0 o 3 33 1 11 0 o
Total 90  100,0 90 1000 90 100,0 90 1000 90 1000 90 00

0

Nota: SCA50 = Susceptibilidad Cera de Abeja 50mg; SCD50
50mg; SCA25 = Susceptibilidad Cera de Abeja 25mg; SCD25
25mg; SCAL17 = Susceptibilidad Cera de Abeja 17mg; SCD17

Susceptibilidad Cera Dental
Susceptibilidad Cera Dental
Susceptibilidad Cera Dental

17mg.

En la Tabla 10, se muestra que dentro de la mayoria de grupos, la no
formacién del halo tiene un porcentaje de entre 80 al 94,4 %, esto nos indica
gue el método tiene una accion difusora parcial del antibiotico, sugiriendo una

no homogenizacion dentro de la formula.

Pero en los dos grupos no se dio crecimiento bacteriano dentro de las ceras, lo
gue nos demuestra que estas retuvieron un porcentaje de antibiético ya que
segun el estudio “Beeswax: A minireview of its antimicrobial activity and its
application in medicine” donde muestra que el S. Aureus tiene un crecimiento

moderado dentro de la cera de abeja (Fratini et al., 2016).

La formacién del halo de inhibicion en los 6 subgrupos estuvo entre un rango
de 14 al 26,7%, estos datos recopilan la informacién de los tres dias en las 30
repeticiones, demostrando que son pocos el niumero de discos de difusion que

formaron los halos, como se evidencia en la Tabla 11.
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Tabla 11
Formacion del Halo
50mg_FH 25mg_FH 17mg_FH

CA CcD CA CD CA CcD

N % N % N % N % N % N %
S;?o 77 86 75 833 66 733 79 878 73 811 66 733
Con
halo 13 144 15 16,7 24 26,7 11 12,2 17 18,9 24 26,7

Total 90 100,0 90 100,0 90 100,0 90 100,0 90 100,0 90 100,0

Nota: 50mg_FH = Formacion de Halo 50mg; 25mg_FH = Formacién de Halo 25mg; 17mg_FH = Formacién de Halo
17mg.

En la Tabla 11, las diluciones presentan formaciones de halos similares, donde
se explica que no hay alteraciones con la formacion del halo con las
diluciones, sino que se mantienen la misma cantidad de solutos en una
concentracion de volumen mayor, afirmando lo dicho en el estudio
“‘Antimicrobial regional limb perfusion in horses” demostrando que las
cantidades de NaCl al 0,09% solo incrementan la osmolaridad con fines de
intercambio por presiones a nivel de los capilares (Rubio-Martinez & Cruz,
2006).

La contaminacion de los halos es algo normal dentro de estas pruebas, asi si
comparamos la Tabla 11 con la Tabla 12 donde tenemos que el crecimiento
dentro del halo de inhibicibn para este estudio fue del 0,00% al 0,29%,

teniendo un numero bajo de contaminaciones en los casos que se formé el

halo.
Tabla 12
Contaminacion del Halo
CDH50mg CDH25mg CDH17mg
CA CcD CA CcD CA CcD
N % N % N % N % N % N %
Sin

o 88 97,8 89 98,9 90 100,0 89 98,9 85 944 89 98,9
Contaminacion

Con

L 2,2 1 1,1 0 0,0 1 1,1 5 5,6 1 1,1
Contaminacion

Total 90 100,0 90 100,0 90 100,0 90 100,0 90 100,0 90 100,0

Nota: CDH50mg = Contaminacién del Halo 50mg; CDH 25mg = Contaminacién del Halo 25mg; CDH 17mg =
Contaminacién del Halo 17mg.
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La Tabla 12, sefiala que los protocolos instaurados para el presente estudio
son los adecuados, ya que la contaminacién dentro de los halos es baja para

el agar que se utilizo.

Se obtuvo como valor mas alto el 5,6% demostrando que el antibiético fue el
adecuado en una correcta dilucién, ya que la Amikacina es uno de los
antibioticos predilectos para estas pruebas como se detalla en “Lectura
interpretada del antibiograma de cocos gram positivos™ pero se pude encontrar
crecimiento de bacterias medianamente resistente descrito por (C. Torres &
Cercenado, 2010).

4.2 Resultados Bivariados

A continuacion se presentan los datos bivariados de las frecuencias entre
subgrupos al comparar las diferentes diluciones dentro del mismo grupo Cera
de Abeja (CA), por medio de una tabla la cual permiti6 confrontar si hay
diferencia entre la lectura de formacion de halo de este grupo en cada una de
las lecturas (24, 48 y 72 horas).

En la tabla 13, se muestra que no existen cambios, indicando que para el grupo
la generacion de halo dentro de las primeras 24 horas decide su presentacion o
no, durante las tres lecturas del estudio, con la excepcion del subgrupo
(17mg_FH_CA) donde pasadas las 24 horas se dio un cambio, generando una

formacion de halo mas en una repeticion.

Con respecto a los controles de las diluciones para cada subgrupo, estos se
mantienen igual con lo que refiere a la presencia del halo formando durante la

primera lectura (24 horas) hasta su ultima lectura (72 horas).
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Tabla 13
Formacion de Halo Subgrupos y Controles durante 72horas (CA)

50mg_FH_CA 25mg_FH_CA 17mg_FH_CA

SinHalo Con Halo SinHalo ConHalo SinHalo Con Halo

Recuento Recuento Recuento Recuento Recuento Recuento

Dial 25 3 22 6 25 3
Muestra Dia_lectura Dia 2 26 2 22 6 24 4
Dia 3 26 2 22 6 24 4
Grupo
Dia 1 0 2 0 2 0 2
Control Dia_lectura Dia2 0 2 0 2 0 2
Dia 3 0 2 0 2 0 2

Nota: 50mg_FH_CA = Formacién de Halo Cera de Abeja 50mg; 25mg_FH_CA = Formacién de Halo Cera de Abeja
25mg; 17mg_FH_CA = Formacién de Halo Cera de Abeja 17mg.

Los datos bivariados para el grupo Cera Dental (CD), se muestran en la Tabla
13, para evidenciar si existe o no diferencia en la formacion del halo de
inhibicion para cada subgrupo durante cada una de sus lecturas (24,48 y 72

horas).

Por medio del mismo método estadistico se obtuvo que para este grupo las
primeras 24 horas determinan si habra presencia de halo para las repeticiones

de cada sub grupo a lo largo del estudio.

Para el subgrupo 25mg_FH_CD se observo que existe la formacién de halo
posterior a las 24 horas. Con respecto a los controles en todos los subgrupos
presentaron la formacion del halo que mantuvieron durante el estudio antes de

su primera lectura (24 horas), como se muestra a continuacion en la (Tabla 14).
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Tabla 14
Formacion de Halo Subgrupos y Controles durante 72horas (CD)

50mg_FH_CD 25mg_FH_CD 17mg_FH_CD

SinHalo Con Halo SinHalo ConHalo SinHalo Con Halo

Recuento Recuento Recuento Recuento Recuento Recuento

Dia 1 25 3 27 1 22 6
Muestra Dia_lectura Dia 2 25 3 26 2 22 6
Dia 3 25 3 26 2 22 6
Grupo
Dia 1l 0 2 0 2 0 2
Control Dia_lectura Dia2 0 2 0 2
Dia 3 0 2 0 2 0 2

Nota: 50mg_FH_CD = Formacion de Halo Cera Dental 50mg; 25mg_FH_CD = Formacién de Halo Cera Dental
25mg; 17mg_FH_CD = Formacion de Halo Cera Dental 17mg.

La presentacion de los datos bivariados para la formacion de halo por sub
grupos y controles durante 72 horas como se muestra en las Tablas 13-14, se
tiene como resultado que la formacion del halo dentro de las primeras 24 horas

sera crucial para las lecturas posteriores hasta cumplir las 72 horas.

Demostrando el amplio espectro del antibidtico, al comparar los sub grupos se
ve que la formacion de los halos es baja para el método pero efectivamente
alta para los controles los cuales utilizaron como difusores papel filtro mas las
mimas diluciones de los subgrupos, segun el método convencional y estudios
como “Lectura interpretada del antibiograma de cocos gram positivos” los datos
obtenidos para los controles afirman la larga accién y alta sensibilidad de la
Amikacina (C. Torres & Cercenado, 2010).

La Tabla 15, muestra las comparaciones de variables por un ANOVA donde se
comparan los datos entre subgrupos evidenciando si los datos que se
comparan son significativos o no, para el presente estudio los datos obtenidos
en la siguiente tabla, muestran que no hay diferencia entre los datos obtenidos

para los grupos y los subgrupos en cada una de sus diluciones.
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Tabla 15
ANOVA Comparacion de Variables Grupos y sub grupos
Suma de | Media F Si
cuadrados 9 cuadratica 9-
Entre 3,418 1 3,418 517 474
grupos
50mg_CeraAbeja_ HALO Dentro de 581.568 88 6.609
grupos ' '
Total 584,986 89
Entre 6,336 1 6,336 678 412
grupos
50mg_CeraDental_HALO Dentro de 821.950 88 9340
grupos ' '
Total 828,286 89
Entre 14,972 1 14,972 1,582 212
grupos
25mg_CeraAbeja_HALO Dentro de 832,948 88 9465
grupos ' '
Total 847,921 89
Entre 1,463 1 1,463 349 556
grupos
25mg_CeraDental_HALO Dentro de 369.311 88 4.197
grupos ' '
Total 370,775 89
Entre 6,272 1 6,272 837 363
grupos
17mg_CeraAbeja_HALO Dentro de 659 747 88 7.497
grupos ' '
Total 666,019 89
Entre 14,807 1 14,807 1,553 216
grupos
17mg_CeraDental_HALO Dentro de 839189 38 9536
grupos ' '
Total 853,996 89

Nota: 50mg_CeraAbeja_ HALO = Formacion de Halo Cera de Abeja 50mg; 50mg_CeraDental_ HALO =
Formacion de Halo Cera Dental 50mg; 25mg_CeraAbeja_ HALO = Formacion de Halo Cera de Abeja
25mg; 25mg_CeraDental_ HALO = Formacién de Halo Cera Dental 25mg; 17mg_CeraAbeja_HALO =
Formacion de Halo Cera de Abeja 17mg; 17mg_CeraDental_ HALO = Formacion de Halo Cera Dental
17mg;

Por medio del Anova y la comparacion de los sub grupos, en las lecturas que
se muestran no existe significancia para el estudio teniendo como resultado
poca difusion, pero por los datos obtenidos por estudio y los protocolos
instaurados para el presente estudio de evidencia que no se da una falla por

parte del antibidtico (C. Torres & Cercenado, 2010).

Para culminar se muestra una tabla de comparaciones mdultiples de los
controles donde se toman como variables dependientes cada uno de los

grupos controles y sub grupos controles teniendo como resultado que los datos
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no son significativos y una ausencia del grupo (Amikacina_25mg), ya que el
programa estadistico no los toma en cuenta por ser resultados que se

repitieron.
Tabla 16
Variables Dependientes Controles DMS
Diferencia 95% de intervalo de
; ; de Error . confianza
Variable dependiente medias (- estandar Sig. Limite Limite
J) inferior  superior
Dia 2 ,523 1,056 ,638 -2,06 3,11
Dia 1
Dia 3 ,923 1,056 415 -1,66 3,51
o Dia 1 -,523 1,056 ,638 -3,11 2,06
Amikacina DMS Dia 2
Dia 3 ,400 1,056 ,718 -2,18 2,98
Dia 3 Dial -,923 1,056 415 -3,61 1,66
ia
Dia 2 -,400 1,056 ,718 -2,98 2,18
Dia 2 1,533 ,688 ,067 -,15 3,22
Dia 1l
Dia 3 1,773 ,688 ,042 ,09 3,46
Dial -1,533 ,688 ,067 -3,22 ,15
Gentamicina DMS Dia 2
Dia 3 ,240 ,688 , 739 -1,44 1,92
Dia 3 Dial  -1,773 ,688 ,042 -3,46 -,09
ia
Dia 2 -,240 ,688 , 739 -1,92 1,44
Dia 2 -,260 ,370 ,509 -1,17 ,65
Dia 1
Dia 3 ,550 ,370 ,188 -,36 1,46
Amikacina_50mg DMS ., Dial 260 370 509 -,65 1,17
— ia
Dia 3 ,810 ,370 ,071 -,10 1,72
Dia 1 -,550 ,370 ,188 -1,46 ,36
Dia 3
Dia 2 -,810 ,370 ,071 -1,72 ,10
Dia 1 Dia 2 -1,490 ,718 ,083 -3,25 27
ia
Dia 3 -,940 ,718 ,238 -2,70 ,82
Dia 1 1,490 ,718 ,083 -,27 3,25
Amikacina_17mg DMS Dia 2 .
Dia 3 ,550 ,718 473 -1,21 2,31
Dia 3 Dia 1 ,940 ,718 ,238 -,82 2,70
ia
Dia 2 -,550 ,718 473 -2,31 1,21

Nota: Tabla que contiene los controles del estudio

La Tabla 16, muestra como a pesar de tener resultados favorables no genera
una significancia por los datos presentados y las repeticiones realizadas para

los controles.
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Teniendo dando como consecuencia que el uso de los antibidticos y las
concentraciones no son las adecuadas, lo que pone en duda al método
estadistico ya que se evidencian los datos positivos para la formacion del halo
de inhibicién para los grupos detallados, incluso con el uso de la Gentamicina
que estaba descrito por el laboratorio para la bacteria que se utilizé al igual que
por otros estudios (C. Torres & Cercenado, 2010).

4.3 Limitantes

El nimero de muestras que se revelaron como positivas con la formacion de
los halos de inhibicién en el presente estudio a pesar de manifestarse como
inespecifico para las pruebas de antibiograma, nos sugieren que este estudio
presenta como gran limitante la no homogenizacién de las ceras en los dos
grupos como métodos de difusion, ya que se obtienen formaciones de halos
indistintas a la codificacion de las cajas y a la colocacion dentro de las mismas.
Esto sugiere que las muestras positivas son las que retuvieron una mayor
cantidad del farmaco, ya que en ninguna de las ceras usadas como disco de

difusion se dio crecimiento bacteriano.

La presencia de colonias de baterias resistentes dentro de los halos de
inhibicién a pesar de ser relativamente baja para la magnitud del estudio, se dio
como una consecuencia normal en esta clase de pruebas, lo que permite que
las bacterias se manifiesten por la contaminacion existente en el medio
externo, teniendo como resultado una rapida replicacion dentro del agar

Mueller-Hinton utilizado para este estudio.

El nimero de controles utilizados para el estudio es pequefio lo que muestra
por medio de la estadistica como datos no significativos a pesar de haber sido

positivos a la generacion del halo de inhibicion.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Como se describe en la literatura y se muestra en este estudio, el tener
diferentes concentraciones de antibiotico no presenta diferencias al generar
halos de inhibicién al crecimiento bacteriano.

Al comparar los dos métodos: cera de abeja y cera dental; se verificd que son
compuestos con capacidad de difusion, pero no completamente estables ante
la incorporacién de diferentes diluciones de Amikacina.

Se logré evaluar la difusion de antibidtico en cera de abeja y la cera dental
mediante las pruebas In Vitro con las bacterias ATCC, donde se determiné que
estos métodos son eficaces si se logra estabilizar el antibiético en combinacién

con las ceras.

5.2 Recomendaciones

Se debe estandarizar la formula de las ceras convirtiéndolas en una particula
estable la cual pueda retener y difundir el antibiético de una manera

homogénea.

Aumentar el tamafio de la muestra y de los controles ya que a pesar de tener
resultados favorables en algunas de las repeticiones no se obtiene resultados
significativos con treinta repeticiones a pesar de la literatura indicar que es un

numero adecuado.

Probar el estudio con diferentes antibiéticos y bacterias para probar si las ceras

son mas sensibles a generar una difusidon con otras particulas.
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Anexo 1: Pesaje de Ceras

Anexo 2: Dilucién de las Ceras




Anexo 3: Dilucién Amikacina con NaCl0,09%




Anexo 5: Siembra agares (30 Repeticiones).




Anexo 6: Medicidén Halos de Inhibicion
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