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RESUMEN

Se ha estudiado la susceptibilidad de 54 cepas de Bacillus, incluidas en 23 espe-
cies, frente a 17 antibidticos pertenecientes a diversos grupos, mediante la técnica
clasica de antibiograma por difusion en agar, incubando las placas a 37°C y a 22°
C respectivamente. En el 86 % de los casos estudiados, la susceptibilidad fue mayor
a 22°C que a 37°C, y solamente en el 1% ocurri6 lo contrario. La influencia de la
temperatura fue similar sobre cepas mesofilas, psicrofilas y termofilas.

SUMMARY

The classical agar diffusion method was applied to study the sensitivity of 54
strains included in 23 species of genus Bacillus, against 17 antibiotics different
groups. Sensitivity test were belonging to performed at 22°C and at 37°C. Bacte-
rial sensitivity at 22°C was larger than at 37°C in most of the cases (86 % ), where-
as the contrary was infrequent (1 % ). Sensitivity of mesophile, thermophile, and
psychrophile strains were equally influenced.

INTRODUCCION

La temperatura es uno de los factores fisicos ambientales que ejercen una in-
fluencia decisiva sobre el crecimiento bacteriano (1). El efecto de la temperatura
sobre el tiempo de generacidon de los microorganismos ha sido extensamente estu-
diado; ya es clasica en microbiologia la agrupacion de las bacterias en psicrofilas,
mesoéfilas y termofilas, de acuerdo con sus rangos de temperatura para un creci-
miento optimo (2). La temperatura influye no solo en la velocidad de crecimiento,
sino también en la composicién de algunas estructuras celulares. Uno de los ejem-
plos mejor conocidos de esta influencia es el de los cambios en la proporcion de
dcidos grasos saturados e insaturados en la membrana citoplasmatica de bacterias
mesofilas como Escherichia coli, dependiendo de la temperatura de crecimiento
(3). Recientemente se ha comunicado que la expresion de proteinas de la mem-
brana externa de Yersinia enterocolitica es termodependiente (4).
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La susceptibilidad bacteriana frente a los agentes antimicrobianos viene deter-
minada por mecanismos complejos, entre los que cabe sefialar algunos que a su
vez pueden resultar notablemente influenciados por la temperatura: Tales serian
la permeabilidad de las cubiertas celulares, la expresion de enzimas inactivantes,
la expresion de proteinas con afinidad para antibiéticos, etc. Por tanto, la tempe-
ratura de crecimiento puede influir de forma importante en la sensibilidad a anti-
bidticos, como ha sido demostrado para Y. enterocolitica en nuestro Laboratorio
(5).

En el presente trabajo pretendemos extender el estudio de la influencia de la
temperatura en la susceptibilidad frente a antibiéticos a especies del género Baci-
llus, incluyendo cepas mesofilas, termofilas y psicrofilas.

MATERIAL Y METODOS
Bacterias

Las cepas incluidas en este estudio, su procedencia y las especies a que perte-
necen se muestran en la Tabla I.

Antibioticos

Se utilizaron discos comerciales de antibiograma, cuyo origen y concentracion
se relacionan en la Tabla II.

Preparacion de inoculos

Las cepas se cultivaron en tubos con Tripticase soy agar (Difco Laboratories,
Detroit, Mich.) inclinado, para obtencién de masa bacteriana, incubindose a 379%
durante 18 h. Las bacterias se recogieron en solucién salina al 0,85 %, ajustindose
la concentracion por nefelometria hasta un valor equivalente al estandar de
BaSO, propuesto por Bauer y col. en 1974 (6).

Susceptibilidad frente a antibioticos

Los inéculos se diseminaron en la superficie de placas de Mueller-Hinton
(Institut Pasteur Production, Paris), siguiendo la técnica cldsica de antibiograma
en medio sdlido (7). Una vez colocados los discos, las placas se mantuvieron 15
minutos a 4°C para la predifusion de los antibioticos (8) tras lo cual se incubaron
a 22°C o a 37°C durante 24 h, procediéndose entonces a medir los didmetros de
los halos de inhibicion del crecimiento sobre fondo oscuro y con luz lateral.
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Tabla I. Cepas de Bacillus.

Especie Cepaa Especie Cepa

B. alvei ATCC 6344 B. macerans CCM 2012
CCM 2051 B. megaterium ATCC 25848
PCM 481 CCM 2007

B. aminovorans ATCC 7046 PCM 1855

B. badiys ATCC 14574 B. mycoides PCM 1401
CCM 2113 B. pantothenicus ATCC 14576

B. brevis ATCC 8246 CCM 2049
CCM 2050 PCM 454

B. cereus ATCC 11778 B. polymyxa ATCC 842

' ATCC 14579 coM 459

CCM 1992 FG 29
PCM 482 PCM 451

B. circulans ATCC 4513 B. psychrophilus PCM 1850
ATCC 9966 B. pulvifaciens CCM 39
CCM 2048 B. pumilus } ATCC 7061
PCM 1398 ATCC 14884

B. coagulans ATCC 7050 CCM 2144
ATCC 10545 PCM 1852
PCM 1843 B. sphaericus ATCC 14577

B. firmus CCM 2213 CCM 2120

B. laterosporus CCM 2116 PCM 485

B. lentug ATCC 10840 B. stearothermophilus FG 47
CCM 2014 PCM 453
PCM 450 B. subtilis ATCC 6051

B. licheniformis ATCC 14580 CCM 2216
PCM 1847 PCM 1903

B. macerans ATCC 8244 B. thuringiensis PG 45

8 ATCC, Coleccidn Americana de Cultivos Tipo; CCM, Coleccidn Checos-

lovaca de Microorganismos; FG, Coleccidn Facultad de Farmacia de

Granada; PCM, Coleccidn Polaca de Microorganismos.
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Tabla II. Discos comerciales de antibidticos.

Antibidtico Procedencia Concentracidn
Penicilina G (P) B-D.Merieux 10 U
Ampicilina (AM) B-D.Merieux 10 pg
Carbenicilina (CB) B-D.Merieux 100 pg
Cefaloridina (CD) B-D.Merieux 30 pg
Cefazolina (C2Z) B-D.Merieux 30 pg
Cloranfenicol (C) B-D.Merieux 30 pg
Tetraciclina (TE) B-D.Merieux 30 »e
Bacitracina (B) B-D.Merieux 10 pg
Eritromicina (E) B-D.Merieux 15 pg
Amicacina (AN) BBL 30 pg
Estreptomicina (S) Difco 10 pg
Gentamicina (GM) B-D.Merieux 30 pg
Kanamicina (K) B-D.Merieux 30 pg
Tobramicina (TM) Difco 10 pg
Rifampicina (RA) B-D.Merieux 30 pg
Acido Fusidico (FA) B-D.Merieux 10 pg
Novobiocina (NB) Difco 30 pg
RESULTADOS

En la Tabla III se resumen las comparaciones de sensibilidad a 22°C y a 37°C
para cada una de las 23 especies estudiadas. Cuando se estudiaron varias cepas de
una misma especie la comparacion se realiz6 entre las medias aritméticas. De un
total de 391 pares especie/antibidtico comparados, en 337 (86 %) la sensibilidad
fue mayor a 22°C; en 50 (13 & ), no hubo diferencias apreciables entre ambas
temperaturas, y s6lo en 4 (1 ) la sensibilidad fue ligeramente mayor a 37°C.

Dos antibi6ticos, bacitracina y estreptomicina, destacaron por su relativa in-
diferencia a los efectos de la temperatura.

Por el contrario, el comportamiento de B. circulans frente a los f-lactimicos
resultd engafioso, ya que una de las cuatro cepas ensayadas mostro variaciones im-
portantes y en sentido opuesto a las observadas en las otras tres (Tabla IV). Salvo
esta unica excepcidn, en las otras especies que agrupaban mas de una cepa la in-
fluencia de la temperatura fue homogénea, atin en el caso de que algunas cepas
fueran maés sensibles que otras; un ejemplo tipico se expone en la Tabla V. Fi-

nalmente, sefialaremos que la influencia de la temperatura en las sensibilidades de
B. psychrophilus y B. stearothermophilus frente a los antibi6ticos estudiados fue
similar para ambas especies.
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Tabla III. Influencia de la temperatura en la susceptibilidad del género Bacillus a
antibidticos.

Especie Antibidticos

P AM CB CD Cz C TE B E AR S CM K TM RA PA NB
B. alvei 22% 22 22 37b 22 22 22 ¢ 22 22 o 22 22 22 22 22 22
B. aminovorans 22 22 22 22 22 22 22 O 22 22 37 22 22 22 22 22 22
B. badius 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 O 22 22 22 22 22
B. brevis 22 22 22 22 22 22 22 O 22 22 22 22 22 22 22 22 22
B. cereus 22 22 22 22 22 22 22 O 22 22 22 22 22 22 22 22
B. circulans (1] (1] (1] [+] [+] 22 22 0 22 22 22 22 22 22 22 22
B. coagulans 22 22 22 22 22 O 22 0 22 22 O 22 22 22 22 ‘22 22
B. firmus 22 22 22 22 22 22 22 O 22 22 O 22 22 22 22 22 22
B. laterosporus 0 22 22 22 22 22 22 37 22 22 22 22 22 22 22 22 22
B. lentus 22 22 22 22 22 O 22 22 22 22 O 22 22 22 22 22 22
B. licheniformis o] 22 0 22 22 O 22 22 22 22 22 22 22 22 22 O 22
B. macerans 22 0 22 22 22 22 O 22 22 22 22 22 22 22
B. megaterium Z 22 22 22 22 22 22 22 22 22 0 22 22 22 22 22 22
B. mycoides 22 22 22 O 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 O
B. pantothepicug 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 O 22 22 O 22 22 22
B. polymyxa 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22
B. psychrophilus (o] 22 22 37 22 22 22 O 22 22 O 22 22 22 22 22 22
B. pulvifaciens 22 22 22 22 O 22 0 (o] 22 22 22 22 22 22 22 22 22
B. pumilus 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22
B. sphaericus 22 22 22 22 22 22 22 O 22 22 0 22 0 22 22 22 22
B. stearothermophilus 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22
B. subtilis 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22
B. thuringiensis 22 22 22 22 22 22 22 O 22 22 O 22 22 22 22 O 22

8 Susceptibilidad mayor a 229C.
Susceptibilidad mayor a 372C.

¢ Susceptibilidad indiferente a la temperatura.
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Tabla IV. Sensibilidad de cepas de B. circulans frente a

P—lactémicos.

Cepas Temperatura (2C) P AM CB CD Ccz
ATCC 4513 22 20,5a 29 19 22 17,5
37 40 44 47 42 42
ATCC 9966 22 39,5 37 95 41 34
37 31,5 30,5 40 35 32,5
CCM 2048 22 33 42 45 45 44
37 26,5 33 35,5 39 32
PCM 1398 22 15 17 30 25,5 29
37 1 19 19,5 =~ 22 21,5

& Didmetro del halo de inhibicidn (mm) .

Tabla V. Sensibilidad de tres cepas de B. coagulans frente a

P—lactémicos.

Cepas Temperatura (2C) P AM CB CD Cz
a
ATCC 7050 22 41 41 50 50 37
I 29,2 31 37,5 34 33,7
ATCC 10545 22 42 41 48 52 45
37 31 30,5 41 34 35
PCM 1843 22 19 22 27 SI5MS) 25
37 17 21 25 14,5 17,5

& Didmetro del halo de inhibicidén (mm) .

DISCUSION

Los resultados de nuestro estudio resaltan la influencia de la temperatura de in-
cubacion en la susceptibilidad del género Bacillus a los antibioticos. Puede genera-
lizarse que la sensibilidad frente a antibidticos de diferentes grupos farmacolégicos
y con distintos mecanismos de accién, es mayor a 22°C que a 37°C. Resulta aven-
turado buscar hip6tesis que expliquen este hecho. Podria pensarse que, al tratarse
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de especies en su mayoria mesdfilas, el crecimiento mds lento a temperaturas cla-
ramente inferiores al optimo se asocia con un incremento de susceptibilidad. No
obstante, dos hechos debilitan esta hipétesis. En efecto, la cepa psicrofila de B.
psychrophilus esti mas alejada de su optimo a 37°C que a 22°C; sin embargo, la
influencia de la temperatura en la susceptibilidad de esta cepa es esencialmente
idéntica a la registrada en otras especies. Otro tanto ocurre con la cepa de B.
stearothermophilus, siendo asi que en ella el crecimiento muy lento a 22°C debe-
ria exaltar las diferencias de susceptibilidad.

En la bibliografia no existen precedentes que permitan establecer paralelos con
nuestros resultados. Un estudio sobre 13 cepas de la especie meséfila Y. enteroco-
litica, realizado en nuestro Laboratorio, demostr6 en general mayor sensibilidad a
22°C que a 37°C frente a antibiéticos como gentamicina, kanamicina y rifampici-
na; sin embargo, la presencia de [-lactamasas cuya actividad es mucho mayor a
22°C invierte la situacion en lo que se refiere a los 3 -lactamicos (5).
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