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PRUEBAS de SENSIBILIDAD

Miden la respuesta del crecimiento de un microorganismo 

en presencia de una o varias drogas

-Predecir el éxito o fracaso de tratamiento antimicrobiano. 

-Combinadas con información y experiencia clínica deberían permitir 

la elección del antibiótico correcto para el tratamiento del paciente.

-Vigilancia local de resistencia



PRUEBAS de SENSIBILIDAD

1. Dilución en caldo y en agar

2. Método epsilométrico (E-test®, MICE®, MIC Test Strips®)

3. Equipos Automatizados (VITEK2C®, MICROSCAN®, PHOENIX®, SENSITITRE®)

4. Difusión en agar



1. Dilución en caldo y en agar
Macrodilución en caldo

Control de 
esterilidad del 
medio

Control de 
inóculoConcentraciones crecientes de ATB (µg/ml)

Dilución en agar

Control de 
inóculos

Concentración “Break-points”

Concentraciones crecientes de ATB (µg/ml)

Microdilución en caldo

ATB 1
ATB 2
ATB 3
ATB 4
ATB 5
ATB 6
ATB 7
ATB 8

Control de inóculo
Control de esterilidad del 
medio

Concentraciones crecientes de ATB

0,03  0,06 0,12  0,25  0,5     1      2       4      8     16  

CIM: concentración inhibitoria mínima

0,03          0,06          0,12           0,25            0,5              1                2



Crecimiento 

bacteriano

Zona de 

inhibición

CIM

Tira plástica no porosa o de papel  con un 

gradiente de concentraciones de ATB

2. Método epsilométrico 
(E-test®, MICE®, MIC Test Strips®)



3. Equipos Automatizados

VITEK2C® MICROSCAN®

PHOENIX® SENSITITRE®



4. Difusión en Agar



Orificio en el agar



CINETICA DE LA DIFUSION DE ANTIMICROBANOS
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Método de dilución

Se actualizan cada 3 años (2018)

Se actualiza todos los años (2022) 







https://clsi.org/all-free-resources/



✓Enterobacterales. (Tabla 2A, M100)

✓Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter spp. (Tablas 2B-1 y 2B-2, M100)

✓Burkholderia cepacia complex y S. maltophilia (Tablas 2B-3 y 2B-4, M100)

✓Staphylococcus spp. (Tabla 2C, M100)

✓Enterococcus spp. (Tabla 2D, M100)

Aplicable a bacterias aerobias o anaerobias facultativas de crecimiento rápido

Método de Difusión por Discos

✓Haemophilus influenzae  y H. parainfluenzae (Tabla 2E, M100)

✓Neisseria gonorrhoeae y Neisseria meningitidis (Tablas 2F y 2I, M100)

✓Streptococcus pneumoniae (Tabla 2G, M100)

✓Streptococcus spp. grupo β- hemolítico y grupo Viridans (Tablas 2H-1 y 2H-2, M100)



-Sensible (S): el microorganismo es inhibido por las concentraciones del antimicrobiano que usualmente se alcanzan cuando

se usa la dosificación recomendada para el tratamiento del sitio de infección, lo que resulta en una probable eficacia clínica.

-Intermedio (I): aislamientos con CIMes o diámetros de zona de inhibición que logran niveles generalmente alcanzables de

droga en sangre y tejidos y/o cuyas tasas de respuesta puedan ser mas bajas que para aislamientos sensibles. Esta categoría

también incluye una zona buffer, que contempla la variabilidad inherente al método, y debería prevenir que factores técnicos

pequeños y no controlados causen grandes discrepancias en la interpretación, especialmente para drogas con estrecho

margen de farmacotoxicidad.

-Resistente (R): el microorganismo no es inhibido por las concentraciones del antimicrobiano que usualmente se alcanzan

cuando se usa la dosificación normal y/o presenta CIMes o diámetros de zona de inhibición dentro del rango en el que son

probables los mecanismos de resistencia, y la eficacia clínica del antimicrobiano contra el microorganismo no se ha

demostrado de forma confiable en estudios clínicos.

Categorías de Interpretación



-No Sensible (NS): Se aplica a microorganismos que tienen sólo categoría “S”, debido a la ausencia o baja frecuencia de 

cepas resistentes. Los aislamientos con CIMs mayores o zonas de inhibición menores al BP de “S”, se deben informar como

“No Sensibles”. “NS” no implica necesariamente que exista un mecanismo de resistencia. Es probable que cepas con CIMs 

por encima del punto de corte de sensibilidad se encuentren dentro de la distribución salvaje.

Para cepas con resultados en la categoría “NS” se debería confirmar la identificación del organismo y las pruebas de 

sensibilidad.

-Sensible dependiente de la dosis (SDD): La sensibilidad de un aislamiento es dependiente del régimen de

dosificación que se utilice. Cuando las pruebas de sensibilidad (CIM o difusión) determinen que la categoría de 

interpretación es SDD, será necesario utilizar un régimen de dosificación que resulte  en una mayor exposición a la droga que

el que se utilizó para establecer los puntos de corte.

Categorías de Interpretación

Siempre considerando el máximo régimen de dosificación aprobado.
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VANCOMICINA vs Enterococcus spp.

R

S

R S

Falso resistente 

(error major)

Falso Sensible 

(error very major)

I

I

< 5%

< 1%



M100 32º Ed.M100 32º Ed.



M100 32º Ed.



-TABLA 3A: Test para ß-lactamasas de espectro extendido en  K. pneumoniae, K. oxytoca, E. coli y P. mirabilis

-TABLA 3B: Prueba de Carba NP para Enterobacterales y P. aeruginosa sospechosas de producción de 

carbapenemasa

-TABLA 3B-1: Modificaciones de Tabla 3B  usando puntos de corte para carbapenemes de M100-S20, enero 2010

-TABLA 3C: Método de Inactivación de  Carbapenem modificado (mCIM) para Enterobacterales y P. aeruginosa

sospechosas de producción de carbapenemasa

-TABLA 3C-1: Modificaciones de Tabla 3C  usando puntos de corte para carbapenemes de M100-S20, enero 2010

-TABLA 3D: Test para detección de resistencia a colistín en Enterobacterales y P. aeruginosa

-TABLA 3E: Test para realizar Difusión por Discos directamente de hemocultivo positivo



-TABLA 3F: Test para detección de producción de ß-lactamasa en Staphylococcus spp.

-TABLA 3G-1: Test para detección de Meticilino resistencia (resistencia a oxacilina) en S. aureus y S. lugdunensis

-TABLA 3G-2: Test para detección de Meticilino resistencia (resistencia a oxacilina) en Staphylococcus spp. 

excepto S. aureus y S. lugdunensis

-TABLA 3H: Screening para detección de CIM ≥ 8 µg/ml de Vancomicina en S. aureus y Enterococcus spp.

-TABLA 3I: Test para detección de resistencia inducible a clindamicina en Staphyloccocus spp, S. pneumoniae y 

Streptococcus spp grupo ß-hemolítico.

-TABLA 3J: Test para detección de alto nivel de resistencia a mupirocina en S. aureus.  

-TABLA 3K: Test para detección de alto nivel de resistencia a aminoglucósidos en Enterococcus spp. 



1.Preparación y estandarización del inóculo

2.Inoculación de placas

3.Aplicación de discos

4.Incubación

5.Medida de las zonas de inhibición

6.Interpretación de resultados

7.Control de calidad

Método de Difusión por Discos



0,5 ml BaCl2 1.175% + 99,5 ml de H2SO4 1% 

(Absorbancia a 625 nm: 0.08 a 0.10 )



MÉTODO de SUSPENCIÓN de COLONIA: 

- Cepas con 18-24 hs de incubación.

- Staphylococcus spp. y detección de Meticilino-Resistencia

- Microorg. fastidiosos : S. pneumoniae , Streptococcus spp.,
Haemophilus spp., N. gonorrhoeae y 
N. meningitidis. 

MÉTODO de CULTIVO en CALDO:

- Se dispone de pocas colonias.

- Cepas con mas de 24 horas de incubación.

- Bacterias con dificultad para obtener suspensiones  
homogéneas.



EFECTO INOCULO

0,25 Mc Farland 0,5 Mc Farland 1 Mc Farland

Escherichia coli TEM 1

PIP
PIP

PIP

CIP CIP CIP

CRO
CRO CRO

POL
POL

POL

7 x 107 UFC/ml 1.5 x 108 UFC/ml     3 x 108 UFC/ml



✓ Agar Mueller Hinton (MH)

✓ Agar MH + 5% sangre de  carnero, HTM, etc.

✓ pH 7.2 – 7.4

✓ Profundidad de las placas: 4 mm

Hisopar en tres direcciones

Hisopar Rotar 60o, hisopar Rotar 60o, hisopar

INOCULAR DENTRO DE LOS 15 min. DE 

ESTANDARIZADO EL INOCULO



Variación en el  medio de cultivo
P. aeruginosa ATCC 27853

Agar BHI

GEN

GEN

PIP

CAZ

PIP
FEP

CIP

CIP

CAZ

FEP

Falsa R

Agar MH



✓ Verificar el vencimiento

✓ Evitar humedad

✓ Conservar a  4 ºC o menos

✓No usar mas de 6 discos por placa de 100 mm.

✓No usar mas de 12 discos por placa de 150 mm.

APLICAR LOS DISCOS DENTRO DE LOS 15 min. 

POSTERIORES A LA INOCULACION



Variación en el tiempo de colocación de los discos 
Escherichia coli ATCC 35218

PIP

GEN

CXM

CTN

AMS

CFP

PIP

CTN

CXM

AMS

GEN

CFP

AMS

PIP

CFP

GEN

CXM

CTN

AMS

CXM

CTN
CFP

PIP

GEN

Falsa R (a mayor demora en la colocación)

3 hs

0 hs1 hs

2 hs



INCUBAR LAS PLACAS DENTRO DE LOS 15 min. DE 

COLOCADOS LOS DISCOS



Efecto de la Temperatura de Incubación
Staphylococcus spp. y Meticilino Resistencia

Las pruebas a temperaturas superiores a 35ºC pueden no detectar la Meticilino Resistencia en Estafilococos



OXA

TET

ERY

OXA

ERYTET

Variación en la atmósfera de incubación
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619

AireC02



Condiciones de incubación y pH del agar



-Staphylococcus aureus (Tabla 3H): MUPIROCINA. 

-Staphylococcus spp., excluyendo S. aureus, S. lugdunensis, S. pseudintermedius
y S. schleiferi (Tabla 2C): CEFOXITINA.

-Enterococcus spp. (Tabla 2D): VANCOMICINA. 

Casos particulares donde la lectura del antibiograma se hace a las 24 horas: 



Interpretación de resultados

Medida de las zonas de inhibición

2018



«Deberá tenerse en cuenta el área que no muestre desarrollo obvio a ojo desnudo, no

incluyendo velo de crecimiento o pequeñas colonias que puedan ser detectadas solo con

mucha dificultad en el borde de la zona de inhibición»

M02QG, 1º Ed.(2018)

EVALUAR EL CRECIMIENTO MEDIDA DE LA ZONA DE INHIBICION

Reglas Generales para la Medida de Zonas de Inhibición

Medida de las zonas de inhibición



MEDIDA DE LA ZONA DE INHIBICION CON LUZ REFLEJADA

Medio translúcido Medio opaco

MEDIDA DE LA ZONA DE INHIBICION CON LUZ TRANSMITIDA

-Staphylococcus spp.: linezolid (Tabla 2C) y 

mupirocina (Tabla 3H)

-Enterococcus spp.: vancomicina (Tabla 2D) 

M02QG, 1º Ed.(2018)



Medida de Zonas de Inhibición en Situaciones Especiales

M02QG, 1º Ed.(2018)

COLONIAS DENTRO DEL HALO DE INHIBICION

TRIMETROPIMA/SULFAMETOXAZOL

SWARMING

DOBLE HALO





Contaminación del antibiograma
Escherichia coli

AMS

CTX

FEPCTN

GEN



Selección de subpoblación resistente
Enterobacter cloacae

CAZ

CIP

CAZ



ERY

CLI

CAZ
IMP



DETECCION DE ß-lactamasas de Espectro Extendido
Inhibición con ácido clavulánico

E. coli CTX-M-2

AMC

CTX

CAZ

E. coli PER-2

AMC

CTX

CAZ

E. coli SHV-5

AMC

CTX

CAZ



DETECCION DE CARBAPENEMASAS:
Inhibición con Ac. Borónico y con EDTA

MER

IMP

CAZ

ERT

EDTA

E. cloacae MBL IMP-1 

K. pneumoniae KPC+



DETECCION DE CARBAPENEMASAS:
Método de discos combinados



Método Microbiológico de Hodge: 
Detección de actividad enzimática

E. coli ATCC 25922

(cepa indicadora)

Zona de inhibición de ERT 

en E. coli ATCC 25922

Crecimiento exaltado de E. coli ATCC 25922

Método Hodge 

#1: Cepa clínica, resultado positivo

#2: K. pneumoniae ATCC® BAA-1705, 

control positivo

#3: K. pneumoniae ATCC ® BAA-1706, 

control negativo
ETP



Método de Inactivación de Carbapenem modificado (mCIM) 
para sospecha de producción de carbapenemasa

• mCIM: método para detección de carbapenemasa en Enterobacterales y 

P. aeruginosa

• eCIM: se realiza junto con el mCIM para diferenciar metalo-β-lactamasa 

de serin-carbapenemasa en Enterobacterales

TABLA 3C, M100 32° ed.



1. Inocular 2 ml de caldo TS con la cepa a estudiar: ansa 

completa de 1 µl para ETB y de 10 µl para Pae (cultivo 

overnight en A. sangre)

2. Vortexear 

3. Agregar un disco de 10 µg de Meropenem

4. Incubar a 35ºC por 4hs

5. Retirar el disco y colocarlo en una placa de MH 

hisopada con E. coli ATCC® 25922

6. Incubar a 35ºC por 18-24hs

7. Leer el halo de inhibición e interpretar.

mCIM: procedimiento
TABLA 3C, M100 32° ed.



• Carbapenemasa positivo: halo entre 6-15 mm, o 16-18 mm con colonias intra-halo

• Carbapenemasa negativo: halo ≥ 19 mm

• Indeterminado: halo entre 16-18 mm, o ≥ 19 mm con colonias intra-halo

mCIM: interpretación
TABLA 3C, M100 32° ed.

A) Control Negativo: K. pneumoniae ATCC® BAA-1706™

B) Control Positivo: K. pneumoniae ATCC® BAA-1705™



20mm 18mm

• mCIM negativo→no interpretar eCIM

• mCIM positivo→MBL positivo: incremento de ≥5 mm del halo de eCIM vs. mCIM

→Serín-carbapenemasa positivo: incremento de ≤4 mm del halo de 

eCIM vs. mCIM

15mm

eCIM: interpretación
TABLA 3C, M100 32° ed.



Métodos para la evaluación de sensiblidad a Colistín
Enterobacterales, P. aeruginosa y Acinetobacter spp.

Predifusión con tabletas

www.antimicrobianos.com.ar/2017/09/protocolos-colistin/

Colistín Agar Spot Drop Test



GRACIAS POR SU ATENCION

ealbornoz@anlis.gob.ar

atb@anlis.gob.ar


