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Determinacidn de la sensibilidad de un microorganismo a agentes con
bioactividad por los métodos de difusion en agar, CIM y CBM

El estudio de la sensibilidad de los microorganismos a compuestos bioactivos es una de
las funciones del laboratorio de microbiologia. Pero la determinacion de la sensibilidad
no implica solo realizar un conjunto de técnicas y medir resultados, se debe interpretar y
darles el significado que posee.

Los métodos pueden clasificarse en métodos cuantitativos (CIM y CBM) y métodos
cualitativos. E1 CIM , concentracién inhibitoria minima, que se define como la menor
concentracion del compuesto con bioactividad capaz de inhibir in vitro el desarrollo del
microorganismo testado. La CBM , concentracién bactericida minima, es la menor
concertacion del compuesto con bioactividad capaz de inducir la muerte in vitro del
99.9% el microorganismo testado. Y los mitos cualitativos, discos difusién, son aquello
que permiten clasificar a los microorganismo como sensible o resistente. Ambos tipo de
métodos estan estandarizados de manera que los resultados sean reproducibles y
comparables.

Los compuestos con bioactivadad producido por los microorganismo son los
antibidticos, estos se emplean para el tratamiento de enfermedades infecciosas. Es por
ello importante que la sustancia posee una toxicidad selectiva. La toxicidad selectiva se
basa en las diferencias de las estructuras celulares de mamiferos y agentes infecciosos.
Para que una sustancia sea ttil en el tratamiento sistémico de una enfermedad infecciosa debe
actuar contra el agente infeccioso y ser total o relativamente inocuo para el huésped. Este criterio
nos diferencia a los antibiéticos de los antisépticos y desinfectantes (estos ultimos dos son
perjudiciales para los microorganismos pero también para los mamiferos por via oral o
parenteral).

La quimioterapia es una rama de la farmacologia que estudia la influencia de los
compuestos quimicos sobre los diferentes agentes patégenos que afectan a mamiferos.
Existe una interrelacion entre los tres participantes del sistema:

Huésped Microorganismo

Antimicrobiano

(1) La interaccion Huésped-antimicrobiano debe ser tal que no existan, a dosis
terapéuticas, reacciones indeseables.

(2) La relacion Huésped-microorganismo depende de dos parametros: uno
depende de las defensas del huésped, y el otro de la virulencia del agente patogeno.

(3) La accion del antimicrobiano sobre el microorganismo y la contrapuesta se
miden in vitro (prueba de sensibilidad a los antibitticos, concentracién inhibitoria
minima, concentracién bactericida minima). Con estas determinaciones medimos la
utilidad de un determinado antibidtico con la cepa causante de la enfermedad.



El indice quimioterapico se basa en las diferencias que puede presentar la
toxicidad selectiva. El indice es el cociente entre DL 50 (dosis que provoca la muerte al
50% de los animales tratados) y DC 50 (dosis que cura al 50% de los animales enfermos
tratados).

La efectividad de un antimicrobiano estd dada por una baja DC 50 (que se deba
administrar en muy baja cantidad) y una muy alta DL 50 (que se necesiten grandes
cantidades para producir toxicidad).

Fleming formulo reglas para los antibiéticos:

1- Un antibidtico sdlo debe aplicarse a bacterias sensibles.

2- Debe administrarse en cantidad suficiente y por la via apropiada para lograr
concentraciones efectivas.

3- Debe tener una difusion tal que le permita llegar al lugar de la infeccion.

4- Debe administrarse hasta la total eliminacién del proceso séptico.

Condiciones que debe reunir un antibiético ideal:
L.- Su acciéon debe ser:

* Selectiva, potente y de amplio espectro.

* Basicamente bactericida.

Independiente de la presencia de liquidos bioldgicos (sangre, exudados, etc.).

Libre de toxicidad y sensibilizacién alérgica.

Insensible frente a los mecanismos de resistencia bacteriana.

2.- Poseer:
* Un indice quimioterapico que permita dosis maximas durante periodos
prolongados.
* Una absorcidn, distribucién y excreciéon que permitan un rapido nivel tisular y lo
mantengan durante un tiempo suficiente.

* Debe sintetizarse en cantidades suficientes y a un precio razonable.



Espectro

Origen

Efecto sobre los
microorganismos

A

Clasificacion de los antibioticos

Estructura quimica

Sitio de accién

~—

—

A

-

Microorganismo a que ata

—

Antivirales.
Antibacterianos.
Antimicoticos.
Antiparasitarios.

Cocos y bacilos Gram positivos:

) Macrolidos
Espectro reducido

Bacilos Gram negativos: Acido
nalidixico, Colistin, Polimixina.

Amplio espectro: Cloramfenicol:, Rinfapicina
espectro dirigido Isoniacida (tuberculosis)

Hongos: Penicilina, Cefalosporinas.
Actinomyces: Estreptomicina.

Bacterias: Polimixina, Colistin, Tirotricina, etc.
Semisintéticos: Ampicilina, Penicilina.
Sintéticos: Obtenidos por sintesis de sulfamidas.

Bactericidas.
Bacteriostatico:

Acido nalidixico.

Aminoglucésidos: Neomicina, Kanamicina,
Gentamicina.

Beta lactamicos. : Penicilinas (Grupo penicilasa
sensible penicilinas, Grupo penicilasa resistente y
Grupo de amplio espectro :Ampicilina.
Cloranfenicol.

Lincomicina. Clindamicina.

Macrélidos (Eritromicina, Lincomicina y
Oleandomicina)

Nitrofuranos.

Polipéptidos (Bacitracina, Polimixina B, Polimixina
E)

Rifampicinas y Rifamicinas.

Tetraciclinas.

Sulfamidas (Sulfadiazina)

Metabolismo intermedio. Sulfamidas.

Sintesis de la pared celular. PenicilinaVancomicina

Alteracién de la membrana celular. Polimixina B, Colistina,
Sintesis protéica. Macrélidos

Metabolismo de los acidos nucléicos., Acido Nalidixico.

Tabla 1. Clasificaciéon de los antibidticos



Métodos difusion en agar

La difusién en agar (antibiograma) es una prueba que enfrente el microorganismo
inoculado en la superficie del agar con un hisopeo en tres direcciones (ver més abajo el esquema)
con una solucién del compuesto con bioactividad (en el practico antibidtico) absorbido en discos
de papel de filtro. Es un método estandarizado por National Committee for Clinical Laboratory
Standard (NCCLS) y Food and drugs administration (FDA) Varios factores afectan el halo de
inhibicidn, ellos son: el agar utilizado composicién, pH, altura del agar, el inoculd, la carga de los
discos, tiempo de desarrollo.

Es un método flexible en cuanto a los antimicrobianos que pueden probarse (basta
contener el disco con el antibiético a ensayar). Se pueden efectuar pruebas individuales
en cualquier momento. Es técnicamente simple pero requiere gran cuidado en la
ejecucion de la técnica. Sélo es aplicable a microorganismos que desarrollan en 18-24
horas y a microorganismos aerobios.

Aunque no se aconseja, puede realizarse antibiograma en forma directa de muestras
clinicas cuando exista urgencia (por ej: meningitis) y cuando el frotis de Gram indique
un numero, moderado a grande de un sélo tipo de microorganismo. Los resultados
siempre deben ser comprobados por el método standard.

Los antibidticos que difunden mal en el agar (Polimixina, Colistin) presentan dificultad
en las cepas sensibles.

Con éste método se obtienen datos con un grado aceptable de exactitud, que permiten
resolver la gran mayoria de los casos clinicos que se presentan en el laboratorio.

La técnica esta estandarizada para:

Los medios de cultivo para realizar las pruebas. De los medios disponibles se considera
que tanto el agar como el caldo Mueller Hinton (MH) son los mas apropiados para las pruebas de
sensibilidad de rutina dado que muestran buena reproducibilidad entre los diferentes lotes
comerciales, son baratos, contienen bajo nivel de inhibidores de sulfonamidas, trimetoprima y
tetraciclinas, no posee glucosa , lo que evita la inhibicién de ciertos antibioticos por acides
producida por la fermentacién, son adecuados para la mayoria de las bacterias patégenas en lo
que a requerimientos nutricionales se refiere y existen suficientes datos recopilados que avalan
su uso en las pruebas de sensibilidad.

Por las variociones que se pueden presentar entre los lotes de medio de cultivo ante una
nueva partida de medio se debe controlar :

« pH: para cada lote debe ser controlado cuando se prepara el medio. El agar debe tener

un pH 7,2-7,4 a temperatura ambiente. Si el pH es demasiado bajo ciertas drogas como
aminoglucodsidos, quinolonas y macrélidos parecerdn menos activas, mientras otras como las
tetraciclinas pareceran tener mayor actividad. Si el pH es mas alto se podran esperar los
resultados opuestos.

« Humedad: si existe un exceso de humedad en la superficie del agar las placas deben ser
incubadas a 35°C durante 10 a 30 minutos antes de utilizarse. Las placas deberan estar himedas
pero no mostrar gotas de agua en la superficie.



Placa de Petri, altura del medio de cultivo debe ser de 4mm, para ello las placas de 150
mm de didmetro deben llevar 60 ml del medio, y para tienen 100 mm de didmetro deben llevar 25
ml.

Los discos con el compuesto biactivo:
Los cambios de concentracién (o contenido de los discos) influyen en el didmetro de
inhibicién. Las potencias de los discos deben dar zonas de inhibicién superiores a 10 mm
para las cepas sensibles pero es inconveniente que superen los 40 mm.
Los discos deben conservarse en heladera o congelarse en seco.
Los discos con Penicilina y Cefalosporinas deben guardarse en congelador porque se
inactivan con mucha facilidad.
Antes de abrir la caja que los contiene hay que dejar que tomen temperatura ambiente,
para evitar condensacion del agua.
Nunca deben usarse discos vencidos.

Inoculd

Debe realizarse la estandarizacién del in6culo debido a que el tamano del halo de
inhibicion varia en forma inversa al tamano del in6culo (inéculos mas densos producen
zonas o halos mas pequenos e indculos poco densos dan halos mayores). La variacién
puede ser lo suficientemente grandes como para cambiar la clasificacién de sensibilidad
del microorganismo.

La preparacion del indculo es conveniente hacerla en caldo Miieller Hinton u otro que
contenga peponas de hidrolizado de caseina.

El in6culo se prepara a partir de varias colonias morfolégicamente iguales, con el objeto
de obtener una suspension representativa de células que pueden estar infectadas por
plasmidos o fagos que inducen a resistencia a los antibiéticos, o tomar una colonia que
provenga de una célula mutante que halla eliminado o "curado" alguna resistencia.

La suspension de microorganismos debe tener una turbidez comparable a la turbidez del

tubo 0.5 de la escala de Mc Farland que representa un valor de 1.5 x 108 mo/ml.

Fundamento del método:

Los antimicrobianos se aplican en discos de papel de filtro que son embebidos en una
solucion del antibioético.

Cuando se aplica el disco seco sobre el agar, se suceden los siguientes hechos:
El disco absorbe agua y disuelve el antibi6tico.
El antibidtico disuelto migra, a través del agar, siguiendo las leyes fisicas de la difusion
en geles.
El resultado final es la formacion de un gradiente de concentracion desde el disco a la
periferia.
Al progresar la difusion del antibiético en el agar, se produce también la multiplicaciéon
bacteriana. (Recordar curva de crecimiento).



No se presenta desarrollo en la zona donde se iguala o supera la CIM (concentracion
inhibitoria minima). Cuanto mas susceptible son los microorganismos mas grande es la
zona de inhibicién.

El didmetro de la zona de inhibicion es inversamente proporcional a la CIM y esta
determinado por:

* Fase de demora (dos o tres generaciones).

* Tiempo de generaciéon del microorganismo de ensayo. Hay que tener en cuenta
que los microorganismos de desarrollo mas lento dan halos méas grandes.

* Velocidad de difusién del antibiético en el gel de agar.
Por lo tanto no pueden compararse zonas de inhibicion de diferentes drogas.

Interpretacion de la zona de inhibicion:
Se deben fijar los diametros minimos para considerar sensibles a los

microorganismos para cada antibiético usado y para cada carga (o potencia) de disco.

Los standards para la interpretacién de los diametros de los halos son diferentes
para cada agente, debido a la variacion en la concentracion de los discos, y a la diferencia
en las propiedades de solubilidad y difusién de cada droga en el medio de Miieller
Hinton. Las zonas o halos disefnados en formas plasticas fueron desarrollados
comparando el tamafio de los halos en un gran niimero de pruebas, empleando una serie
de diluciones en tubo y placa, y relacionandolas con los niveles que se alcanzan en la
sangre y las dosis frecuentemente empleadas. En el caso de la Nitrofurantoina y el acido
Nalidixico, los niveles de orina fueron tomados en cuenta en los standards establecidos.
La confirmacion de la validez de estos standards ha sido obtenida, asimismo, de las
curvas que muestran la distribucién de las sensibilidades de un gran ntimero de cepas
individuales de varias especies en relacion con la experiencia clinica y el tratamiento de
las infecciones causadas por las mismas. Todos estos factores fueron tomados en cuenta
en el establecimiento de los limites de los halos. (Ver tabla de interpretacion segtin Kirby
Bauer).

Técnica:

* Se seleccionan 4 o 5 colonias del mismo tipo morfoldgico.

* Se prepara una suspension en solucion fisiologica estéril, ajustando la turbidez al
tubo 0,5 de Mc Farland (0,5 ml de Cl2Ba 1,175% peso/volumen a 99,5 ml de acido
sulftirico 0,36 N 1%).

* La suspension del indculo no debe dejarse reposar méas de 10 a 20 minutos. -
Para inocular el agar, se sumerge un hisopo de algoddn (estéril) en la suspension
estandarizada, eliminando el exceso de liquido presionando sobre las paredes del
tubo.

* El hisopo asi preparado se pasa sobre el agar Miieller Hinton de 4 mm de



profundidad en tres direcciones, teniendo cuidado de no presionar demasiado.
* Se deja secar la placa inoculada en estufa durante 15 minutos, antes de aplicar los
discos.
* Después de 15 minutos de inoculada la placa se colocan los discos ejerciendo una
suave presion para que tomen intimo contacto con el agar.
Los discos no deben aplicarse a menos de 15 mm de los bordes.
La placa se incuba en estufa a 35/37°C, durante 24 hs en atmésfera normal.

Cumplido este tiempo el medio debe presentar crecimiento difuso, casi confluente,
pero deben verse colonias aisladas. Si s6lo se desarrollan colonias aisladas en la placa de
prueba, el indculo era poco denso y la prueba debe ser repetida. Se debe evitar la
incubacion en presencia de CO2 ya que modifica el pH del medio y esto puede afectar la
actividad de algunos antibidticos
Debe evitarse la incubaciéon con CO2, pues este altera el pH superficial del medio
suficiente como para alterar la actividad antimicrobiana de algunos agentes.

Los tiempos deben respetarse al maximo, pues un alargue en los tiempos de difusion
dara como sensibles cepas que no lo son.

o Lectura de los resultados:

Se mide cada halo empleando una regla por la cara inferior de la placa de Petri. A
continuacién se compara dicha lectura con la tabla de las zonas o halos de inhibicién
segun Kirby Bauer y modificaciones posteriores.

Ventajas: es un método sencillo, barato y de facil control y estandarizaciéon. Una
ventaja adicional del método y especificamente del medio, es que se le pueden realizar
algunas modifi- caciones en cuanto a los requerimientos nutricionales para poder llevar
a cabo el antibiograma con microorganismos exigentes o muy exigentes que necesitan
mas nutrientes que los que este medio les puede ofrecer. Un ejemplo claro es S.
pneumoniae, microorganismo exigente para el cual se puede hacer un agregado de
sangre de oveja desfibrinada en una concentracion al 5%. Muchas veces estos agregados
generan cambios conocidos en los halos de inhibicién del crecimiento bacteriano.



Tabla de interpretacion de zonas o halos inhibicion segiin KIRBY BAUER

Antibiético o Agente Potencia del disco Diametro de la zona o halo de inhibicién en mm.
Quimioterapico
Resistente Intermedio Sensible
A AMI1 Staphylococcus 10 ugm 200 - 21-28 290+
My org. altamente
P sensibles a Penic.
I
C
IAM2 Gram (1) y I0 ugm 110 - 12-13 140+
L Enterococos
I
N
A AM3 Haemophyllus* 200+
Bacitracina 10U 80- 9-12 130+
Carbenicilina CB1 60 - 12 — 14 150 +
Carbenicilina CB2 16 O - 19 — 21 220+
Cefaloridina 30 ugm 1mo- 12-15 16 0 +
Cefalotina 30 ugm 140 - 15 — 17 180+
Cloranfenicol 30 ugm 120- 13— 17 180+
Cefaloglicina** 30 ugm 1mo- 150 +
Colistin 10 ugm 8o- 9-10 110+
Eritromicina 15 ugm 130 - 14 — 17 180+
Gentamicina® 10 ugm 130+
Kanamicina 30 ugm 130- 14— 17 180+
Lincomicina 2ugm 90- 10 — 14 150 +
Metionina 5 ugm 90 - 10 — I3 140+
Nafcilina y Oxacilina* 1ugm 100 - 1 - 12 130+
Acido nalidixico** 30 ugm 130 - 14 —18 190 +
Neomicina 30 ugm 120 - 13-16 170+
Novobiocina*** 30 ugm 170 - 18 — 21 220+
Nltrofurantoina** 300 ugm 140 - 15— 16 170+
Oleandromicina 15 ugm 110 - 12-16 170+
Staphylococcus P1 10U 200- 21-28 290+
Penicilina G
Otros org. P2 10U 110 - 18 — 21 220+
Polimixina B 300U 8o0- 9-1I 120 +
Estreptomicina 10 ugm 110 - 12 — 14 150 +
Sufamidas**** 300 ugm 120- 13-16 170+
Tetraciclina 30 ugm 140 - 15— 18 190 +
Vancomicina 30 ugm 90- 10 — 11 120+

* Standards tentativos.

** Infecciones de las vias urinarias solamente.
*** No son aplicables a medios conteniendo sangre.

**** Cualquiera de los discos de sulfas de 300 0 250 ugm puede ser utilizado con el mismo standard de interpretacion de la zona.
# Esta categoria incluye microorganismos, tales como los Enterococos, los cuales pueden causar infecciones sistematicas curables
con altas dosis de Penicilina G.



Pruebas de Antibiograma - Difusién en Agar

Cultivo puro - 24 Hs.
Suspension 0,5 MF
> ' en SF estéril.
Seleccionar 4 - 5 colonias

Agar M.H. ( —>

\__,.—
Secar 15 min. 37°C.

v

Aplicar discos.

v

Incubacién:35 - 37°C
24 Hs. Atm Normal

v

Medir halos de Inhibicion.

v

Interpretacion

RESULTADOS. 10



Pruebas por dilucién en caldo

Es un método cuantitativo mediante el cual puede determinarse la Concentraciéon

Inhibitoria Minima (CIM) y la Concentracion Bactericida Minima (CBM) de un
antimicrobiano.
No estan influenciadas por la velocidad de crecimiento de los microorganismos en
estudio, por lo tanto puede utilizarse tanto para microorganismos de rapido como de
lento desarrollo.Se utiliza para bacterias aerobias y anaerobias pero no puede inocularse
material clinico (por las contaminaciones).

Por lo tanto estan expresamente indicadas para:
Cuando se necesitan datos cuantitativos.
Cuando los resultados por difusién son inaplicables (microorganismos de desarrollo
lento).
Cuando hay una sensibilidad intermedia con la prueba de difusion y son antibiéticos
toxicos, pero los inicos que clinicamente son aplicables.
En microorganismos anaerobicos.

Puede aplicarse como micrométodo (MICRODILUCION) o macrométodo
(MACRODILUCION).

Fundamento del método:

En los métodos de dilucion en caldo se colocan concentraciones decrecientes del agente
antimicrobiano en tubos con un caldo nutritivo que sostendra el desarrollo del
microorganismo. Aquellos tubos en los que la concentracién de antimicrobiano no es
efectiva apareceran turbios dado por el crecimiento bacteriano.

Consideraciones a tener en cuenta:

El caldo méas cominmente usado para estas pruebas es el de Miieller Hinton por las
mismas razones que el agar (ver Método de Difusién en Agar).

Los agentes animicrobianos se preparan en soluciones concentradas en un diluyente
apropiado y luego se diluyen hasta obtener las concentraciones apropiadas
(generalmente diluciones al medio).

El inéculo estandar del microorganismo es, con mayor frecuencia de 1 x 106 mo/ml
(dilucién 1:500 de una suspensién bacteriana igual al tubo N°1 de Mc Farland).

Técnica - macrodilucidon en caldo:

Se seleccionan 4 6 5 colonias del mismo tipo morfoldgico.
Se prepara una suspensiéon de microorganismos en el caldo MH, con turbidez que

represente I x 100 mo/ml.

Se preparan las diluciones a probar del antimicrobiano y se coloca iml de cada una de
ellas en tubos estériles perfectamente rotulados con la concentraciéon probada
correspondiente.
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A cada tubo anterior con antimicrobiano se le agrega 1 ml de la suspensién bacteriana
(tener en cuenta que la concentracién del antimicrobiano se diluye a la mitad).

Se utilizan dos tubos control:
1) Caldo sin inocular como control negativo en la lectura de los resultados.
También es ttil para controlar posible contaminacion.
2) Caldo inoculado pero sin antimicrobiano como control positivo de desarrollo y
de utilidad en el calculo de la CBM. De este tubo se realiza un recuento
bacteriano en una placa de agar nutritivo.

- Los tubos son incubados adecuadamente.

* Calculo de la CIM:

Se observa la turbidez de los tubos por comparacion con el Control Negativo. El
microorganismo crecera en el Control Positivo y en todos los tubos que no contengan
suficiente agente antimicrobiano como para inhibir el desarrollo, con estos resultados se
calcula de CIM.

CIM: esta dada por la menor concentraciéon del agente que presenta falta de turbidez.
A cada tubo que no present6 turbidez se le realiza un recuento en placa para hallar
la CBM.

* Calculo de la CBM:

Se compara los valores de los recuentos obtenidos de los tubos negativos con el
del tubo considerado control positivo (éste nos da la cantidad de bacterias inoculadas y
representa el 100%). De esta forma se calcula qué porcentaje de crecimiento se obtuvo de
cada tubo sin turbidez.

CBM: esta dada por la menor concentraciéon del antimicrobiano que permite el
crecimiento del 0,1% de los microorganismos inoculados originalmente.

Influencia de la variacién de técnicas sobre los resultados de las pruebas
de susceptibilidad:

Estan bajo la influencia de:
Reactivos.
Condiciones de la prueba:

* Densidad del in6culo.

* Temperatura de incubacién.
* Tiempo.

* pH.

* Atmosfera.
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* Estabilidad de los agentes antimicrobianos.

En las pruebas de difusion tienen también importancia:
* Velocidad de crecimiento (desarrollo) del microorganismo.

* Delagarusado: - Tipo.
- Profundidad.
- Concentracion.
- Fuerza iénica.

Fuentes de error:

I.- Del medio de cultivo:
* Uso de un medio no apropiado (Miieller Hinton, DST, etc.).
* Mala preparacién del medio:
o Mal pesado.
o Mal ajuste del pH.
o No agitarlo al prepararlo.
¢ Uso de medio de cultivo vencido, seco o demasiado himedo.

2.- De los discos:
* De mala calidad o mal cargados (con exceso o defecto).
* Demasiados discos en una caja.

3.- Del in6culo:
* Mala standarizacion de la densidad del in6culo (o comparacion con standares
no apropiados, vencidos, etc.).
* Excesiva demora desde la standarizacién hasta la inoculacién.
* Indéculo demasiado abundante.

4.- Otros:
* Demora excesiva en el secado de las placas después de sembradas.
* Demora excesiva en incubar las placas después de aplicados los discos.
* Inocular cultivos mixtos.

* Tiempo en mas o en menos para la lectura (menos de 15 hs. y mas de 18
hs.).

Pruebas de sensibilidad directas (con materiales clinicos):

Cuando hay urgencia pueden efectuarse, pero deben confirmarse los resultados
preliminares con la técnica comun.

Materiales en que pueden efectuarse:
Liquido cefalorraquideo.
Muestras purulentas.
Liquidos que no pasan por zona séptica.
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Este tipo de antibiograma esta sujeto a grandes errores por:
I. No hay seguridad de incluir s6lo una especie microbiana.
2. No se puede standarizar el in6culo.

3. Presencia de inhibidores en los liquidos clinicos que potencien o inactiven

alguin antibiético.
Pruebas de Antibiograma - Dilucion en caldo

A) Preparacion suspension del microrganismo

Cultivo puro - 24 Hs. i [

Suspension 0,5 MF
> = en SF estéril.
Seleccionar 4 - 5 colonias

B) Preparacion diluciones ATB - Caldo MH.

Control de Control de
crecimiento +. crecimiento -

2 mi Sol v Sin ATB Sin ATB ni m.o.
ATB Descartar 9
Cada tubo contiene 2 ml de caldo MH doble concentracion
C) Siembra

Agregar a todos los tubos (excepto control -), 2 ml de la suspension preparada en A)

Incubar a :35 - 37°C, 24 Hs. en Atm Normal

D) Determinacion de la CIM y la CBM

Incubacion:35 - 37°C24 Hs. Atm Normal

CIM

| CBM
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