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I. RESU¥EN.

Con el objeto de conocer la frecuencia de aislamiento de las bac

terias anserobias y su susceptibilidad & los antimicrobianos, se

Frocesaron 150¢ muestras de sangre y 265 de material purulento,-

obtenidas de nifios con ¢iversas enfermedades, internados en el =-

Hospital de Pediatr{a del I.M.S.S., durante el lapso de diciembre
de 1¢84 a agosto ce 1¢85.

Las muestras fueron transportadas en medio "Vacutainer" e incubg
das a 37°C hasta que se evidencid desarrollo bacteriano. Le iden
tificacidén se realizé hasta género y especie por medio de fpruebas
biogufmicas. Ia determinacién de la C.M.T. (Concentracién Minime
Inhibitorie) se realizd por el método de éilucién en place para

los siguientes antibidéticos: penicilina, cefotaxima, moxalactam,

ampiecilina, carbenicilina, piperacilina, cefoxitin, cloranfenieol
clindamicina y metronidazol.Se realizé la prueba de beta - lacta
masa con la finalided de determinar la produccidn de ésta enzima

a través del método “iodométrico.

Se aislaron 115 cepas de bacterias anserobias de las diferentes
muestras con los éiguientes porcentajes de rositivided:1.5% en -
hemocultivos, €1.7% en peritonitis, 25.0% en absceso cerebral, -
6.3% en derrame pleural, 18.5% en abscesos diversos y 33.3% en -
otras muestras. Predominaron Bacteroides sp (50.4%),Clc. *ridium

ep (21.7%) y Fusobacterium sp (8.7%). Se identificaron ademds 15

cepes de Propionibacterium acnes que probahlemente correspondie—

ron a contarinacidén. Se realizd la prueba de sensibilidad s anti
microbiancs a las cepas,obteniendose los signientes resultados:-
de los Gram negativos 4.5% presentaron resistencia a renicilina,
6.0% a metronidazol, 1.5% a cloranfenicol, 15.0% a clindamicina,
2.0% a cefotaxime, 3.¢% a cefoxitin y 0.0% al resto de los beta-
lactémicos. En el caso de Gram positivos; 8.8% para penicilina,

5.3% para metronidazol, 3.5% a clorenfenicol, 10.5% & moxelactam



1.3% para ampicilina, 36.¢% pera clindamicina, y 2.0% pere el res

to de los beta-lactémicos. Los resvltados de la prueba de beta~lac
tamasa fueron los siguientes: ©5.2% beta -lactamasa negativas con

ung C.M.I. <3 ?,gg/ml de penicilina, 1.€6% Weta lactamasa-negastivas
con una C.M.I. = ¢,¢g/m1 de penicilina y 3.7% beta~lactamasa posi-
tivas con una C.M.I. 72 ug/ml de penicilina. -

Ias conclusiones estﬁblgcidae fueron las siguientes: la frecuencia
de aislamiento de bacterias anaerobies en hemocultivos y material
purulento fué elevada, el género mds frecuentemente sislado fué =-
Bacteroides sp y la especie B.fragilis. Ios porcentajes de recsisten
cia a los beta—lactémicos,cloranfenicol y metponidazol 80N menores
del 10%, sin embargo en el caso de clindamiciﬁa los porcentajes de
resistencia son superiores & los establecidos como confiables o -

efectivos.



IT. INTRODUCCION.

Las bacterias anaserobias estdn directamente relecionsdas con in-
fecciones graves, sobre todo en donde forman psrte de la flors =
normal(4,54) y cusndo por variadas circunstancias se pierde el =
equilibrio ecoldgico éstas se convierten en agentes patdgenos. -
Estas bacterias se pueden establecer con facilidad en zonas donde
las condiciones son mds gpropicias, sobre todo en lugares de pre
via colonizacién por aerobios o en huéspedes inmunocomprometidos
(18,45). Estos microorganismos poseen la capacidad de producir =
ciertss enzimas que favorecen su implantacidén, metabolismo, facto
res de crecimiento, modificacién del medio ambiente local y resis
tencia a los antibidticos: de ésta forma, compitiendo por el sug
trato, rompen el equilibrio ecoldgico.Un factor més de virulen -
cia estd relacionado con las propiedades de la cépsula bacterians

(6,45).

El aislamiento de las bacterias anaerobiss se ha incrementado de
menera importante rpor el desarrollo de métodos de recoleccidn y
transporte de mueetras (5,¢,10), adémds del desarrollo de técni-
cas cada vez méds confiables y de resultados rdpidos. Actualmente
las técnicas més vtilizadas son las pruebas bioquimicas para evi
denciar bdsicamente la fermentacién de carbohidratos (18,28). Hay
pruebas de identificscidn como la cromatograffa de gases y patro-
nes electroforéticos en geles que contienen la ventaja de su rapi

dez y confiabilidad (26,57).

"El incremento en el ntmero de cepas resistentes a antibidticos e

inclusive cepas multirresistentes, hace indispensable la evalua-
cibén periddica de los diferentes antimicrobianos disponinvlesi (3,

17,25,46).



{ée ha demostrado que éstos microorgenismos poseen el factor de re
sistencia por la presencia de pldsmidos y ademds ésta capacidad -
puede ser transferida de bacterias resistentes a sensibles (42,43
45). Estos plésmidos confieren el factor de resistencia dando la
capacidad de produccidn de enzimas, una de ellas llamada beta-lac
tamasa, de la cual se ha demostrado gue hsy variantes gue actdan
contra diferentes antibiéticos con anillo beta -lactdmico (2,12,
56). Estas enzimaes se han evaluado por diferentes procedimientos
siendo uno de ellos el método iodométrico muy eficaz por su sen-
sivilidad (30,41) y adecuado para éste tipo de bacterias porque -
puede evidenciar la hidrolizacidn del anillo beta -lactémico de
los antimicrobianos en cantidades hasta de 1 umol de sustrato en-

30 minutos (50) :;



ITI. ANTECEDENTES.

A peser de gque las becteriass anserobias fueron descritas por ---
Fasteur en el siglo LIX, recibieron rocaz gtencidn durante los si
guientes 100 afios. Existen entecedentes de las discrepancias en-
tre los autores para clasificar a las bacterias anserobias. Algu
nas pretendfan clasificarlas de scuerdo al tipo de enzimas que =
producen, rero ésto no fué rosible ya que estudios posteriores -
demostiraron que no todas producen el mismo tipc de enzimss o cuan
do menoe algunas no 10 manifiestan en ciertas condiciones (29).-
Todos loe autores coincidian en que son orgenismos gue requieren
nutrientes especiales en medios sbélidos e incubaree con bajas con
centraciones de 002 (5 a1l 10%) y con un rotencial éxido-reduccién

bajo en el medio de cultivo (15,70).

Otros autores recomendaban la clasificacién de éstos microorganis
mos de acuerdo = su tolerancia a la exposicidén de oxfgeno y con -
éste criterio se clasifiharon como asnzercbios moderados y anaero-
bios estrictos, aﬁbos asociados a infecciones humznas, y dentro -
de un grupo llemado bacterias anaerobias obligadas, denomindndose
en éste caso, bacterias anaserobias obligadas moderadas y hacteris

anaerobias obligadas estrictas (15).

Las bacterias snaerobias obligadas moderades son aguellas con ce-
pscided de crecer en concentraciones promedio de 3% de 802 en el

medio ambiente, mientras jue las anaerohias obligasdas estrictas -
son squellas que no pueden crecer en concentraciones 20.5% de 002

en el medio ambiente.

Otras caracteristicas tomadas en cuenta para le clasificacién son
la morfologia: cocos, bacilos, cocobacilos, bacilos pleomérficos,
que de acuerco a la clésificacidn de Gram serdn positivos o nege-
tivos. Una csracterfstica de imrortancias taxondémica es la Iorme-

cién de esporas por alguncs de éstos gruros (15,18,35).



Aungue en lz 8a edicidn del Bergey's Manual of leterminative Bac-
teriology se reconocfan 20 diferentee géneros (15), actualmente -
se han reconocido elevaciones de rango taxondmico e idgntificacidn
de por lo menos 16 nueves especies aisladas de muestras humanas -
(27).

Actualmente la clasificacidn de las bacterias anaerobias aisladas

de muestracs clinicas es la siguiente (35):

I. Cocos Grem positivos:

1. Peptococcus sp-

d
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. asaccharolyticus

. indolicus
magnus

« prevotii
. saccharolyticus

I g 9 |

I2 |

2. Peptostreptococcus sp.

F. anaercbius
P. micros

. Qarvulus
« productus

I I

3. Streptococcus sp.

S. conestellatus
S. intermedius

S. morbillorum

IT. Cocos Gram negativos:
1. Veillonella sp.
V. pervuls

V. alcalescens’

V. CDC grupo 3



III.
1'

Iv.
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Bacilos Gram positivos esporulados:
Clogtridium sp.

C. bifermentans

botulinum

butyricum

cadaveris

.
-

-

chauvoel

clogtridiiforme
difficile

histolyticum

innocuum

.

@ lalala o la a |la la
-

limosum

Qi la jala lala la la

tetani

Bacilos Gram negativos no esporulados:
Bacteroides sp.

B. asaccharolyticus

. bivius

.

I [ |

buccae

|

buccalis

capillosus
corporis

denticola

L]

disiens

distagonis

eggerthii
fragilis
5 Eingivalis
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novyi

raraputrificum

Lerfringes

ramosum

septicum
sordellii
sphenoides

BQOPOEEHBS
subterminale

tertium

intermedius
loescheil
melagninogenicus
multiacidus

oralis

ovatus

pentasaceus

splanchnicus
thetaiotaomicrom

anifornis

ureolyticus
vulgatus



2. Fusobacterium sp.

F. nucleatum F. gonidiaformans
F. necrophorum F. naviforme
F. varium F. mortiferum
F. rusii ;

V. Bacilos Gram positivos no esporulados:

1. Actinomyces sp. am
A. isrgelii A. naeslundii
A. odontolyticus A. viscosus
A. pyogenes A: meyeri

2. Arachnia sp.
A. propionica

3. Bifidobacterium sp.
B. denticum B. bifidum
B. infantig B. giobosum
B. longum B. catenulatum
B. adolescentis

4. Bubacterium sp.
E. glactolyticum E. rectale
E. limosum E. saburreum
E. multiforme E. cxlindréides
E. moniliforme. E. comesii
E. nodatum E. tenue
E. contortum E. serofaciens
E. lentum E. brachy
E. timidum

5. Propionivacterium sp.
P. acnes F. granulosum

P. avidum




Hace apenas 15 afios que las técnicas microbiolégicas se han im-
Plementado de maners importante pars favorecer el aislamiento e
identificacidén de bacterias anserobias (7,22) y se ha demostrado
que hay infecciones provocadas exclusivamente por éstas bacterias
(14), aungue en muchos casos forman asociaciones con bacterias -
aerobias (1,20) y también se han considerado como orortunistas -
(20,21,3c¢).

Las bacterias aneerobiss forman parte de le flora normal del hu-
mano, principalmente en senos psranasales, cavidad oral y tubo -
digestivo. Cuando existen las condiciones ambientales convenien-
tes para su crecimiemto como son: necrosis de tejido, isquemia e
infecciones'previas por aerobios, todos éstos factores provocan -
la disminucién del potencial de éxido -reduccién indispensable pa
ra su desarrollo e infectando los érganos vecinos a éstas locali-
zaciones produciendo abscesos cerebrales, mastoiditis,sinusitis,

neumonfa, peritonitis o infecciones de la piel (4,10,15,54).

En hallazgos recientes.a nivel pedidtrico se ha demostrado el pa-
pel de las bacterias anaerobias en infecciones muy frecuentes en
ésta edad, ror ejemplo otitis media crénica y amigdalitis (7,29).
En el caso de infecciones intrsabdominasles se complican gravemen-
te por el gran nimero de bacterias que colonizan el tubo digesti-
vo y que en la mayorfa de loe casos se pveden convertir en infee-
ciones mixtas como reporta Gorbach y col. (20): en éste caso pue-
de existir sinergismo de bacterias aserobias que provocan la toxi-
cidad sistémica y lac anaerobias que llevan a cebo la formacidn -
de abscesos (16), como ha sido observado por Chm -Smith y col.,

en el caso de infecciones pélvicas(40). Otro padecimiento impor-

tante es el de colecistitis, en el cuval el agente causal es ====-

Clostridium perfringes (20,51). En el caso de abscesos hevdticos




los microorganismos aislados son Gram negativos de los géneros

Bacteroides y Fusobacterium (20,47).

Un tipo de infecciones muy frecventes y caussdas por anaerobios
son las de la cavidad oral, donde se han aislado Bacteroides sp.

Fusobacterium sp. y Veillonelle sp. (33) que ademds causan infec

ciones sraves como neumonfa y abscesos pulmonares, registréndose

altas tasas de mortalidad por éstos padecimientos (21).

En el caso de infecciones en el sistema nervioso central estan

involucrados principalmente los géneros Bacteroides, Clostridium

y Propionibacterium (21,36,48)

Con respecto a las septicemias, éstas se derivan ce fuentes de -

infeccién enddgenas y en éstos casos se reportan principalmente-

los géneros Bacteroides,Clostridium como los mds importantes agen

tes causales (21).

Una causa eleveda de mortalidad por infecciones de bacterias anae
robias son las de tipo exdgeno ya que se ha demostrado invasivi-

dad del tejido, alcanzando poblaciones bacterianas de hasta 105 =
bacterias por gramo de tejido (3¢), aislandose principalmente —--

Clostridivm y Peptostreptococcus (7,21,3¢).

El aislamiento e identificacidén de éstoe microorganismbs se hg -

incrementado con la aparicién de sistemas de transporte y cultivo
anserdbico de fédcil manejo (5,%,10). Es muy importante para poder
realizar un buen aislamiento, que se efectie una buena toma de -~
muestra y un transporte adecusdo al laboratorioc, ya que éstas de-
ben ser tomadas directzmente del sitio activo de la infeccidén y -
colocdndolas inmediatamente en el medio de transporte evitando =

serearlas o contaminarlas (15,22,2¢).
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Las técnicas de muestreo para especimenes anaerébicos siempre
deben ser por puncidén o bipsia, sin introducir aire durante la
tome de muestra (10,2¢). El transporte de 1ss muestras se ha fa
cilitado con el desarrollo de sistemas y medios de cultivo que
en todos los casos toseen una baja concentracién de oxfgeno di-
suelto y un potencial 6xido -reduccidén también bajo (28).Estos
medios de transporte contienen substanciss como anticoagulantes
inhibidores pera otros mi¢croorganismos (generalmente azerobios de
rédpido crecimiento), asf{ como une fuente de carbono (5,¢,15), =
este tipo de medios permiten el transporte de muestras liquidas
o de tejidos (10,15).

El aialamiehto de bacterias es por subcultivoe, a partir de los
medios de transporte, en medios s6lidos y con factores de creci
miento espec{ficos, ademds de ser incubados en ambientes anaenﬁ
bicos con una mezcla de gases de 80% de nitrégeno, 10% de hidré

geno, 10% de CO, y temperaturas adecuadas (¢,15).

2
{ia lidentificacién” de éstas bacterias se ha llevado a cabo por di
ferentes métodos, todos ellos seprarando previamente dos grandes
grupos de_acuerdo a su afinidad de tincidn en Gram positivos y
Gram negativos, ademds de sus caracter{sticas morfoldg -~as (18,
26,35).Posteriormehte se pueden realizar pruebas presuntivas (15)
y confirmativas (15,26,35), todas ellas de relativo bajo costo.]
Un tipo de identificacidén de éstos microorganismos es por medio

de cromatografia de gases (26,57).

: {ia terapia antimicrobiana es una discirlina que se ha desarrolla-
do enormemente desde la década de los 30% tomando un auge impor-
tante én la década de los 508 y en la actualidad se desarrollan

antimicrobianos sintéticos cada vez mds eficientes (31);]Actual-

mente los padecimientos caussdos por anserobios se tratan con di

1



ferentes agentes antimicrobianos tanto antibidticos como quimio-
terdpicos, de acuerdo al tipo de organismo de que se trete. Ios
antibidticos que con mayor frecuencis se utilizan son los beta-
lactdmicos como penicilinas y cefalosporinas (penicilina, ampici
lina, carbenicilina, piperacilina, cefoxitin, moxalacfam. cefota
xima}, cloranfenicoi. macrdélidos como blinﬁamicina e imidazoles
como metronidaLol (1°). La actividad de éstos agentes es varie-
da y de acuerdo a su comprosicidn actdan a diferentes niveles con-
tra el microorganismo con efecto bactericida o bacteriostdtico.
Cada uno de los antimicrobianos pueden tener efectos téxicos en.
los pacientes provocando reacciones de hipersensibilidad o por =-
la aplicacidén de dosis elevadas ocasionan intoxicaciones severas
(19,38,37).

fa

Hace algunos afios la mayoris de los géneros de bacteriaé anaero-—
bias eran habitwalmente sensibles a las penicilinas, sin embargo,
en forma paulatiné se ha incrementado la resisténciaa éstos anti
bidticos, sobre todo de los gram negativos, siendo necesario ‘=
otros antimierobianos mds efectivos (34,46). Esta resistencia -

también se ha incrementado para otro tipo de antibidticos (13,56).

Se ha demostrado que la capacidad de resistencia se puede transmi
tir de bacteria a bacteriz como en el caso de las aerobias por =
fenémenos de conjugacidén, transformacidén y transduccidén (55). =
Tamﬁién se ha demostrado que éste factor de resistencia se debe =
a la presencia de plégmidos (43,44,55) y que la transferencia de
regsistencia puede ser intraespecifica ademds de que éstos pldsmi-

dos pueden codificar para una resistencia miltiple (38,42,56).

La resistencia a los beta -lactémicos es rroducida por varios fac
tores, siendo el primero y quizéd el més importante la produccidn

de enyimas llamadas beta-lactamasas que son producidas por las =

L]
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bacterias al ponerse en contacto con el antibidtico. Estas enzi-
mas hidrolizan el anillo beta - lactémico cel antibidtico inacti
véndolo. Un hecht importante es que todas las hacterias Gram ne-
gstives son productores de beta -lactemssas, las cuales tienen -
derendencia cromosdmica y depencen de la induecidn y mutacién -
(38) sin embargo éste tipo de enzimas no son ten activas como -

las que dependen de plésmidos (12,38,55).

Hay evidencia de otro tipo de resistencia de loe beta -lactdmicos
que es no hidrolizsndo la parte activa del antibidético, sino po-
niendo una barrera en le membrena rara que el antimicrobiasno no

actlde sobre los sitics especificos (12,55).

Para 1os otros tipos de antibidticos la resistencia se basa en la
produccidn de otras enzimas, como la scetiltransferass para el -
cloranfenicol o mediante la disminucidén en lz permeabilidad de la
membrana para la clindamicina, ademds de la talta de proteinas -

reductoras gque activen al metronidazol F5?);\

Es evidente la imﬁortanoia de las bacterias anaerobiac como agen-—
tes causales de infeccionee pedidtricas por lo que en el rresen-
te estndio se pretende conocer la frecuencia de aislamiento de -
bacteries anaerobias en cada uno de los padecimientos irfecciosos
mis frecuentes y.determinar los patrones de sensibilidad de éstas

bacterias.

13



IV. VATERIAL Y METODOS.

Este trabajo se realizdé en el Iaborztorio Clinico del Hospitsl
de Fediatria del C.M.N. T.M.S.S.

Se colectaron 1774 muestras en el perfodo de cdiciembre de 1¢84 g
agosto de 1¢B5 de pacientes hospitalizados con disgnéstico de sep
ticemia, apendicitie perforada y abscesoes diversos que clinica-
mente se hubiese sospechado que el agente causal era un organis-
mo anaerohio.Se colectd sangre y meterial purulento segin el ca-
203 obteniendose 150¢ muestras de hemocult{fos ¥ 265 de material
purulento provenientes de peritonitis (2.7%), abscesos (7.0%), -
derrame pleural (3.6 %), absceso cerebral (0.4%0 y muestras diver
sas (1.4%) (Table I).

Las muestras se colectaron siempre por puncidn y con rigurosas -
medidas de asepsia. En el ca2so de hemoecuvltivos, después de lavar
la zona con agua y jsbdn, se limrid con benzaldehfdo al 2.5% en -
solucidn acuosa, lz persona gue realizd la poneidn usé guantes -
estériles y cubreboca. Tas punciones se realizaron utilizando una

3

jeringa deshechable de 3 cm con agujas de acuerdo a la zona a pun
cionar(pie ., brazo, cuvello,femorsl, dedo); la cantidad de sangre

extrafda en ningin caso fué menor a 2 cma, que es la mfnima indis
pensable pars gque se puedan desarrollar las bacterias debido a =
los requerimentos nutricionales que contienen los tubds con el me
dio de cultivo, asi mismo se evité éerear la muestra curante la -
puncidén y colocacidn en el medio ée "Vacutainer" (apendice 1). En
el caso de meterial purulento se colecté durante el scto guirdrgi

CcO0.

Una vez colocadas las muestras en el medio "Vacutainer" se traalg

daron de inmediato al laboratorio para ser incubsdas a 37°C heste
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TA3LA X CULTIVO PARA ANAEROBIOS FRECUENCIA DE ACUERDO A SU ORIGEN

ORIGEN DE LA MUESTRA No. PROCES ADO P ORCE TAJE NUMERO (*/0) CON LA CONDICION SERALADA

RE.LANVO POSITIVO ANABRO310S POSITIVO AERO0310S NEGATIVOS
HEMOCWLTIVOS 1509 8./ 22 (1.5) ®3(30.7) 1025 (67.9) %
PERITONITIS 48 2.7 44 (91.7) 48(100.0) 0(0.0)
ABSCESOS 124 | 7.0 23 (183) 108 (87.1) 19(18.3)
DERRAME PLEURAL 64 3.6 4(83) 51(79.7) 2 (18.8)
ABSCESO CEREBRAL & 0.4 2res.0 5 (62.5) 1(/2.5)
OTROS ** 21 L2 7(33.3) 16(76.2) 2(9.5)
TOTAL 1774 100 102(5.7) 691(38.9) 1059 (59.6) |

%/6 (1.6) Contaminados

wki.C.R (8),traqueal(7), dticos (3),chancroldes(2), coprocultivos(l).




presentar sefisles de desarrollo tales como la produccidén de gas,
turbid€z o hemélisis. Tos tubos que no presentaron signos de PO
gitivided después de 14 dias de incubacidn se descartaron como

negativos posteriormente a una resiembra confirmativa.

A los tubos que presentaron desarrollo ge le efectud una resiem-

bra o cultivo primario en los siguientes medios y condiciones:

0
-~ Geloss sangre +esssseseasCondiciones de Aerobiosis a 37 C.
~- Agar MacConkey cesecascnns L g R B
— o
—= Gelosa Chocolate secesanasns # " Microaerobiosis a37 C

' ; e}
-- Gelosa Sangre hemina-menadiona ..Condiciones de anaerobiosis 37 C

Las condiciones de anaerobiosis se obtuvieron por una mezcla de

gases de B0% de N,, 10% de H? y 10% de CO? con catalizadores de =

’
Paladio en unsa esiufa con sellos especiales. E1 sembrado de los =
tubos a las cajas de medio se efectud con pipetas pasteur, evitan
do introducir aire a los tubos: en las cajas se realizé eétriaﬁo
de sislemiento por medio de una asa bacterioldgica. Con la muestra
extrafda para el cultivo se realizd un frotis para tincidn de Gram
para observar tanto las afinidades tintoreales como la morfologia
de los miecroorganismos. Todos los cultivos se observarcn a las 24
y 48 horas y se clasificaron de acuerdo con las condiciones donde

ge degsarrocllaron como se muestra en el siguiente cuadro:

Condiciones de incubacidn No. de colonia Crecimiento
i +
Aerobiosis 2 -
. 3 _
2 +
Microaerobiosis 2 +
3 =
1 +
Anaerobiosis 2 +
3 +

16



Colonias Yo. 1 clasificadas c¢omo anaerobias facultativas.
Colonias No. 2 clasificadas como microaerofilicas

Colonias No. 3 clesificadas como znaerobias estrictas.

la identificecidn de las colonias 1 y 2 se llevd a czbo de acuer

do con las tablas de identificacién de Cowan (11).

A las cepas anaerobias estrictas se les realizé un cultivo secun
dario en gelosa sangre hemina- menadiona (apéndice Yo. 1) en con
diciones de anaerobiosis durante 24 hrs. para confirmer su conci
cidn anserdbica y la pureza del cultivo. Una veg confirmado lo -
anterior se prepard un frotis por durlicado para tincidn de Gram
y para tincidn de esporas por la técnica de Sheaffer -Fulton ==
(epéndice No. 2). Este segundo frotis nos proporciona informacidn
acerca de la posicién de las esporas, caracteristica taxondmica -

importante.

De la caja de cultivo secundario se tomé una asada de colonias y
se inocularon en un tubo con caldo tioglicolato enrigquecido (apén
dice No. 1) y prereducido por ebullicidn, incubdndose por 24 hrs.
a 3700 en condiciones de anaerobiosis hasta obtener un buen desa-
rrollo para ser utilizado posteriormente para efectuar las prue-

bas bioquimicas.

La identificacidn de las cepas se realizd por medio de las pruebas
confirmativas de acuerdo con Giono (18), las que se prepararon de
la siguiente forma:

Se prepardé caldo tioglicolato sin dextrosa y sin indicador edicio-
nando 2% de extracto de levadura y distribufdo en voltmenes de 8 ml
en tubos Ce tapén de rosca de 16 x 150, formando series de los di-
ferentes azidcares al agregar 0.5 ml de las siguienetes concentracio

nes : glucosa 0.6%, maltosa, manitol, sacarosa, lactosa y arabino-

17



sa 81 1.0%, salicina 0.5%, gelatina y esculina segiin instruceio-
nes (BBL 11712 y BBI 819 -01 respectivamente).Para realizar le -
prueba de reduccién de nitratos y produccidn de indol, se prepa~
ré caldo indol -nitrito (segin BBL 112¢¢

El inéculo para éstas pruebass fué de 0.1 ml de una suepensidén --
bacteriana de 1 x 109 U.F.C. (Unidsdes Formadoras de Colonias) -
colocéndolo en cads uno de los tubos por medio de pipetas pasteur
sin introducir aire. Iae lecturas se realizeron a las 72 hrs. des
pués de haber sido incubsdas = 3700 en condiciones de anaerobio-~
slis y se llevaron a cabo de la siguiente forma:
1. Fermentacidén de carbohidratos: a cada tubo se le agregsron 2 -
gotas de azui de bromotimol al 1% en soluciﬁn acuosa. lLa prueba
es positiva si el apul vira a amarillc o anaranjedo.
2. Produccidén de indol: a 2ml del cultivo se agregaron 0.5 ml de
xilol y 0.5 ml de reactivo de Ehrlich. Ia formgcidn de un snillo
de color rojo en la parte éuperior de lz muestra indica que la -
" prueba es positiva,
3. Reduccidn de nifratos: e 2 ml de cultivo se agregaron 0.5 ml -
de écido svlfanilice y 0.3 ml de alfa - dimetilneftelina. En la -
pruebe positiva se observd nna coloracidn café rojize en todo el
medio.
5. Ticuacidn de gelestina: esta pruebs se determind colocando los
tubos inoculados a 400 durante ? hre, si al cabo de éste tiempo -

el medio permanecid liguido la crueva se considerdé positiva.

P
EUna vez identificadas las cepaé]hasta género y especie se procedid
5 1
a una resiembralen caldo tioglicolato enriguecido|para conservar
viables los cultivos y utilizarlos en ia prveba de sensibilidad a

los antimicrobianos?}Estas pruebas se realizaron para determinar la

18



C.M.T. (concentracidén minima inhibitoria) de los antibidticos més

utilizsdos en las terapias.

Tas C.¥.T, se determinaron por el método de dilvcidn en rlaca -

(17) vtilizando agar Hinton -¥nller hemina -menadiona (apéndice -
N¥o. 1) con éiluciones de los antimicrobianos dobles y seriadas -
desde 256 yg/ml a 0.25 M4 g/ml, para lo cual se prepararon solucio-
nes de 1090u g/ml de penicilina, ampicilina, cloranfenicol,clinda
micina,cefotaxima, cefoxitin, moxalactam, 5iperacilina, carbenici
lina y metronidazol que se fueron diluyendo en el agar hasta obte

ner las 11 diluciones dentro del rango mencidnado.

La inoculzcidén se llevé a cabo por medio del replicador de Steers
(53) con una suspensidén bacteriana de 1 x 10° U.7.C., en las cajas
de medio con las diluciones mencionadas, incculando simultdneamen
te una serie doble de cajss sin antibidtico gue se utilizaron co-
mo controles de crecimiento y de contaminacidén por aerobios. Fos-
teriormente se incubaron las cajas con antibidtico y una serie sin

2 A ; o) o
éste en condiciones de aerobiosis a 37 C. todas durante 48 hrs.

ILas C.¥.I. se determinarén como la minima concentracidén de antimi-
crobiano a que fueron inhibidas las bacterias y se comparé este da
to con el del valor de corte para considerarlas sensibles o resis
tentes a cada uno de los antibidticos (valor de corte-es lz mdxi-
ma concentracidn de antibidtico que se alcanza en la sangre del pg
ciente a cosis terapeivticas). Los valores de corte utilizados en -

éste trabajo fueron los siguientes:

Antimicrobianos: Valor de corte:
- penieilina 2 ug/ml
- ‘ampicilina ' 32 ug/ml
- piperacilina 32 yeg/ml
- cerbenicilina 128 ug/ml
- cefotaxims i 16 ug/ml
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Antimicrobiano: Valor de corte:

- moxalactam 16 g/ml
- cefoxitin 16 g/ml
- cloranfenicol 16 g/ml
- clindamicina . 4 g/ml
- metronidazol 16 g/ml

A todas las cepas que se les efectud la prueba de sensibilidad, se
les realizd también_Ja prueba de beta - lactamasa por el método -~
iodométrico (30). Esta prueba. consiste en evidenciar la producecidn
de dicha enzimg de la siguiente forma: después de lograr un desg==-
rrollo abundante en Agar Gelosa Sangre hemina-menadiona, se tomé -
con una asa baoterioldgica y se depositdé en un tubo con 0.5 ml de
una solucién de penicilina con 10 000 UI/ml en solucién amortigua~
dora de fosfatos 0.05 ¥ pH 5.8 (apéndice No. 3). Ta suspensién bac
teriana final fué aproximadamente 1 x I_OE U.F.C.,después de incu--
~barle 1 hr a temperaturﬁ.ambiente se afladieron 2 gotas de almidén
indicador &l 1% en solucidén acuosa e inmediatamente se agregé 1 -=-
gota de solucién de yodo (apéndice No. 3). En la prueba negativa -
la solucidn tomé una coloracién azul pdlido y en el caso de la prue
ba positiva el color azul viré a blanco.

Los resultados fueron evaluados de la siguiente forma: Porcentaje
de aislamiénto de acuerdo a la procedencia del cultivo, porcentajp
de aislamiento de los géneros y especies;porcentaje de sensibili-
dad o resistencia de los diferentes antibidticos y porcentaje acu

- mulado de la C.M.I. a las concentraciones probadas de cada antibgp

tico.
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METODOLOGIA (1)

LHOSP!TAL DE PEDIATRIA LM.S.S.]

v
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v
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MATERIAL PURULENTO

'

TRANSPORTE EN MEDIO
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v
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METODOLOBGIA (2)

VRN

AEROBIOS AN,
i A.iﬂawas\ —
T.SHEAFFER-F
IDENTIFICACION TIOGLICOLATO H-M g
PRUEBAS BI0Q. 24 Hrs 37°C

|

PRUEBAS BIOQUIMICAS
48 Hrs 37°C

IDENTIFICACION

.

TIOGLICOLATO H-M
24 Hrs 37°C

I

SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANOS
DILUCION EN PLACA (HINTON—MULLER H-M)

l TESTIGOS

GELOSA SANGRE H-M

PRUEBA DE BETA-LACTAMASA
( METODO IODOMETRICO)
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V. RESULTADOS.

Del total de muestras procesadas (1774) el 85.1% correspondid a
hemocultivos y de éstos el 1.5% fué positivo al desarrollo de -
anaerobios. Tas muecstras procedentes de peritonitis representaron
el 2.7% cel total y de ésta cifra el €1.7% TES”If&TOH_}OSitiVOB <]
desarrollo de anaerobios,el 12.2 % restante del totel de Jas mueg
tras que corresponcen a : derrame pleural, abscesos, absceso ce-
rebral y otros no rerreseanté vnz rositividad mayor al 34% a 'a -

presencia de anaerobios (Grafica T).

De las especies aisladas Bacteroices iregilis es la més frecuente

(31 aislamientos), siendo el género en si el mds irecventemente -
aislado ocupando el 50.4% del to:al de las ceras aisladas. Clostri

dium spp es el género que continda en frecuencia con 21.7% re

presentando a 11 especies. Rl género con menor nimero de aislami-
entos es Pertococcus spp. con 1.7%. Un deto adicional es el aisla

miento de 15 cepas ¢e Tropionibacterium acnes (cuadro I).

Le acuerdo a la procedencia de las cepas aisladas, en las muestras
de peritonitis fué donde se aislé el mayor nimero tanto de Gram ne
gativas como Grazm positivae, aislandose en total 61 cepas. En el -
cas0 de hemocultivos de las 150¢ muéstras rrocesadas se aislaron =
15 cepas de anaerobios. En las muestras restantes (217), se aisla-
ron 32 cepas de anaerobios. Es clara la predominancia de Bacteroi-
des sp en todos los tipos de muestras y en relacidén al resto de -

los Gram negativos y al grvpo de los Gram positivos (Tabla I-A).

En los porcentajes acumulados de las C.M.l. para Gram negativos y
Cram positivos de cada uno de los antibidéticos probados se observd
que para el grupo de los beta -lactémicos inhibieron a concentrmcio

nes <J.5 ye&/ml a un 80% Ge las cepas, sienco mds evidente éste -

23



comportamiento para las cepas Gram negativas. En el caso de car-
benicilina y moxalactam se observd que la C.M.I. del C¢0% de las
Gram negativas y Gram positives se presentd entre 4 ug/ml y 8 =
Akg/ml a pesar de gque en concentraciones < O.S/QMml sélo se in
hibieron un 50% de Gram positivos y el 704 de Gram negativos. En
el caso de cloranfenicol se observé que los efectoz de éste agen
te antimicrobiano a concentraciones < 0.254 g/ml son poco eficien
tes puesto que sélo inhibd al 33.3% de Gram positives y al 58,2%
de Gram negativos, pero a concentraciones de 4 xg/ml tiene 1la ca
pacidad de inhibir a més del ¢0% de las cepas de ambos grupos.Pa
ra el caso de metronidazol se muestra un efecto similar =21 ante-
rior, puestoque a concentraciones de £0.25 ug/ml solamente inhi-
bié el 66.7% de Gram positivos y 70.1% de Gram negativos, pero =
con 4,ug/ml se inhibieron aproximadamente el S0% de todas las ce
pas probadas. En las pruebas con clindamicina se observé un fend-
meno particular en firtud-de que éste antimicrobiano tiene un ve-
lor de corte de 4,ug/mi.y a ésta concentracidén sdélo inhibid el ==
85% de Gram negativos y el 63.1 de Gram positivos, sin embargo la
efectividad esperada de un 100% se alcanzdé con concentraciones de
256 mg/ml. En cuanto 8l resto de los antimicrobianos inhibieron -
al 90% 6 més cepas en concentraciones inferiores al valo: de cor-

te (Tabla IT y III).

Separando al género Bacteroides sp.se observé que es el dnico gé-
nero de Gram negétivos que presentd resistencia a penicilina y -
presenta una resistencia a clindamicina de 11.5% tomando como re-
ferencia el valor de corte, este comportamiento lo observamos tam
bién en otros Gram negativos y Gram positivos. Unicamente en el -
caso de moxalactam se presenta un porcentaje ligeramente superior

al 10% de resistencia ‘de Gram positivos, que en el caso de clinda
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micina asciende a 36.¢%. Es evidente que en ninguno de los anti--~
bidticos se presentaron porcentajes de resistencia superiores al
10%, excepto en clindamicina (Tebla IV).

Ios resultados de la prueba de beta — lactamasa fueron los siguien
tes: el ©5.2% de las cepas resultaron beta-lactamasa ﬁégativa con
nna C.M.hI. de penicilina £2 «g/ml , ei 1.6% fueron negativas con
una C.M.T. = 4 4g/ml del mismo antibidtico. Por otra parte el =--
3.2% .fueron beta ~ lactamasa positiva con una C.M.I.>2 «g/ml de
penicilina, destacando que de las cuatro cepas beta = lactamasa -
positiva tres de ellas pertenecen al género Bacteroides spp, asi

mismo podemos notar que las dos cepas resistentes a penicilina y

beta-lactamasa negativa pertenecen al género Clostridium spp. =--
( Cusdro II ). '
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CUADRD 3ACTERIAS ANAERO3IAS AISLADAS

ESPECIES No DE CEPAS PORCENTAJE GENEROS

Javterpides soR
fragilis

o
2

50.4

w
-

.Wulgatus 1
distasonis
.corrodens

wwwow

3. melaninogenicus

3. clostridiforme

3. thetaiotaomicron
Clostridium spR 2

C. perfringes

C. novyi

1.7

C. histoliticum

C.bifermentans

C. ramosum

C. sporogenes

C. paraputrificum

C. sphenoides

C. sorcellii

C. tetani

C. septicum
Eusobacteriym ser 1

F. mortiferum

F.necroforum

F.nucleatum

F.sp

E. lentum
Actinomyces naes(undi
A. odontolyTicus

Penlos replococcus SR
Eepilococcus SR

- g = W W e MW e D oaa s a NN W WA A = NW Ww® O

LU
A!\)N
- o o

TOTAL 115 10G%/e

#SE AISLARON 15 CEPAS DE Propignibecteriym acnes QUE SON CONSIDERAS
SIN IMPORTLNCIA CLINICA.
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TA3LA T-A FRECUENCIA DEL TIPO DE AISLAMIENTO DE BACTERIAS

ANAEROBIAS DE ACUERDO A SU ORIGEN

PRO CEDENCIA NUMERO NUMERO DE CEPAS NUMERO (°/o) DE CADA GRUPO DE 3AC T ERIAS
PROCESADO AISLADAS Bacteroides 3R OTROS GRAM
GRAM NEGATIVOS  POSITIVOS
HEMOCULTIVOS 1509 15 10 (66.7) 1(67) 4 (26.6)
PERITONITIS 48 &/ 29(47.5) 9(148) 23(37.7)
MATERIAL DIVERSO* 217 39 19(48.7) 5 (/2.8) /15 (385)
TOTAL 1774 II_J 58 (50.4) 15 (13.0) 42(36.6)

% DERRAME PLEURAL, ABSCESO CEREBRAL , ABSCESOS DIVERSOS.
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TALAIXIX

DE 3ACTERIAS ANAERO3IAS GRAM NEGATIVAS

PORCENTAJE ACUMULADO DE LA C.M.l.(ug/ml) DE 67 CEPAS

ANTIMICRO3!ANO =<0.25 0.5 -« 1 2 4 8 16 32 64 128 256 > 25§

PENICILINA 94.0 940 94.0 955|955 955 97.0 97.7 100

AMPICILINA 955 96.5 96.5 100

CAR3ENICILINA 7.6 82.0 83.5 89.0. 9.5 940 100

PIPERACILINA g1.0 925 82.5 925 97.0 100

CEFOTAXIMA 806.6 89.6 91.0 955 9870 97.0 98.5 | 100

MOXALACTAM 671 731 2.0 925 95.5 98.5 100

CEFOXITIN 80.5 925 940 95.5 97.0 97.0 97.0 | 100

CLORANFENICOL 58.2 67.2 -79.2 89.5 94.0 98.5 98.5]98.5 100

CLINDAMICINA 82.0 83.5 83.5 85.0 ©5.0{850 865 86.5 86.0 89.5 100

METRONIDAZOL 701 82.0 865 ©9.5 89.5 €9.5 94.0|94.0 955 97.0 100
Valor'de corte
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TASLA ITIZX

PORCENTAJE ACUMULADO DE LA C.M.l.(yg/ml) DE 57 CEPAS

DE 3ACTERIAS ANAERO31AS GRAM POSITIVAS

32 64 128

ANTIMICRO3IANO =<0.25 0.5 1 2 4 8 16 256 > 256

PENICILINA 89.5 912 9.2 912947 947 100

AMPICILINA 81.2 94.7 947 947 47 G882 98.2 98.2198.2 100

CAR3ENICILINA 52.6 71.9 754 789 869 9&.2 100

PIPERACILINA 84.2 877 91.2 Q3.0 98.2 100

CEFOTAXIMA 824 624 87.7 947 98.2 100

MOXALACTAM 45.6 491 ©66.7 807 86.0 89.5 89.5]91.2 100

CEFOXITIN 64.9 825 87.7 895 947 965 100

CLORANFENICOL 33.3 491 66.7 84.2 96.5 96.5 96.5|96.5 98.2 100

CLINDAMICINA 56.1 59.6 59.6 ."59.6 63.1] 63.1 631 631 82.5 94.7 100

METRONIDAZOL 66.7 71.9 9.5 93.0 93.0 93.0 94.7|94.7 86.5 100
Valor'de corte




Ta3LA TV RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE BACTERIAS ANAEROBIAS

L€

ANTIMICROBIANO  VALOR DE PORCENTAVE DE RESISTENCIA
CORTE ) Bacteroides gp Otros Gram negativos Gram positivos
(mg/mil) (52) (18) (57)
PENICILINA 2 ‘ 5.7 0.0 8.8
.AMPICILINA 32 0.0 0.0 1.8
CARBENICILINA 28 0.0 0.0 0.0
.PIPERACILINA J2 0.0 0.0 0.0
CEFOTAXIMA 16 2.0 0.0 0.0
MOXALACTAM 18 0.0 0.0 10.5
CEFOXITIN |8 3.9 0.0 0.0
CLORANFENICOL 16 2.0 0.0 35
CLINDAMICINA 4 1.5 26.7 36.9
METRONIDAZOL /6 5.8 - 67 53

( ) Numero de cepas




RESULTADOS DE LA PRUE3A DE 3ETA-LACTAMASA

CUADROIZI

EN 124 CEPAS DE 3ACTERIAS ANAERO3IAS

No. CEPAS C.M.I. PRUE3A DE PORCENTAJE

PENICILINA (ug/ml) 3ETA-LACTAMASA

18 <2 ' NEGATIVA 95.2

4% >2 POSITIVA 3.2

2% % =4 NEGATIVA 1.2
ESPECIES RESISTENTES C.M.I.

PENICILINA (ug/ml)

% 3Sacteroides fragilis 64
% 3actercides fragilis 16
% 3acteroides vulgatus 64
% Propionibacterium acnes 32
¥ ¥Clostridium sphenoides 4
%%Clostridium ramosum 4
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VI. DISCUSION.

Como podemos observar los porcentajes de aislamiento de bacterias
enaerobias en cadas uno de los tipos de muestras es variable pues-
to que en el caso de los hemocultivos a pesar de ser 150C muestras
procesadas solamente 22 presentaron desarrollo de anaerobios, mieg
tras que en el caso de peritonitis de 48 muestras 44 presentaron =
desarrollo de anaerobios, en el resto de 1&5 muestras se observa -
que los porcentejes son variados como 32.3% para el grupo de ====
"otros", 25% de positividad en abscesos cerebrales, 18.5% en absce
gog diversos y 6.3% en derrames pleurales. Aunque los porcentajes
de aislamiento van disminuyendo se puede considerar en general que
de acuerdo al nfmero de muestras el porcentaje de aislamiento fué -
alto y algo importante el hecho de que en ninguna muestra de peri
tonitis fué negativa. Con &stos datos podemos inferir que las téc—
nicas de recoleccidn y aislamiento utilizadas en el presente traba-
Jjo son adecuadas puesto que rermitieron un buen aislamiento e iden
tificacién que concu;rda_con'los datos reportados en la bibliogra-
‘fla.

Tas muestras procedieron de las infecciones en que generalmente se
reportan a las bacterias anaerobiams comc los agentes causales (20,
21); y es notorio que de las especies aisladas Bacteroides fragilis
es la més frecuente as{ como el género, ocupando el 50.4% del tnta}n
de los aislamientos. Esto es factible por el porcentaje de poaitivl'
dad para muestras donde éste género es parte de la flora normal y -
que por algin transtorno fisioldgico, traumdtico o guirdrgico se =
~convierte en patégeno, como en el caso de peritonitis; de la misma
manera el género Clostridium spp fué el segundo en porcentaje de -
aigslamiento (21.7%) y coincide con Bacteroides en los padecimientos

Seﬂalados ( 16 ’ 36'4? '48 ) -
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Un dato importante es que aln para los porcentajes de aislamien—
to mds bajos, como en los hemocultivos, se observé 1s presencia
de infecciones mixtas con aerobios; en el caso de peritonitis es
to es més evidente puesto que el porcentaje de positividad para
anaerobios fué de 91.7% y de aerobios de 100%, ésto demuestra de
alguna manera las teérias de sinergismo’que proponen diversos au
tores (16,20).En cuanto al resto de las especies aisladas corres

ponden a lo reportado en estudios de casos elfnicos (16,20,21).

El aislamiento e identificacidn de Propionibacterium acnes se rea

1iz6 a pesar de ser considerado sin importancis clinica (35), por

pertenecer & las bacterias anaerobias.

las pruebas de susceptibilidad muestran un comportamiento similar
al que reportan diversos autores (23,33,40) sin embargo en dos -
antibidticos se demuestran discrepancias considerables, puesto que
en el caso de clindamicina, antibiético que comunmente aevutiliza
para prescribirse en caso de infecciones graves-} reportado como
eficiente en estudios realizados como el de Iaatach y 601. y Ohm~
Smith (33.40), reporten que la C.M.I del 90% de las bacterias anae
robias Gram negatives se presentd en valores < 1 4g/ml y en el pre
sente trabajo la U.M.I. para el 90% de las cepas Gram negativas se
presentd en valorsg superiores a 128/13/m1: éaste mismo comporta -
miento se presentd en el grupo de los Gram positivos puesto que 1a
C.M.I. para el 0% de las cepas se logré a una concentracidén >64 -
,qg/ml y se habfan reportado C.M.I. para éstos porcentajes en concen
traciones é;251Mg/m1 (46). Ta otra discrepancia es con respecto al
comportamiento de la penicilina puesto que estos mismos autores re-
portan C.M.I. del €0% de las cepas a concentraciones >100 4g/ml -
para Gram positivos y >64 mg/ml para Gram negativos (24,40) y en

el presente trabajo el 0% de las cepas, la C.M.I. se obtuvo a -
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concentraciones < 0.25 ug/ml; éstos resultados se corroboraron

con una segunda prueba de susceptibilidad y con la realizacidén
de la prueba de beta -lactamasa. Por lo anterior se considera a
los beta =-lactédmicos como antibidticoe eficientes en pruebas"in
vitro", demostrando que pueden inhibir a més del €0% de las ce-

ras en concentraciones iguales ¢ menores al valor de corte.

Tos resultados de le prueba de beta ~lactemasa demuestran que el
295.2% de las cepas resultaron negativas y sensibles a penieilina
lo que resralda de manera importante los resultados de sensibili
dad.

En cuanto a las cepas que resultaron beta -lactamasa positivas -
todas fueron registentes a penicilina (4 cepas) y de ellas 3 per-
tenecen al género Bacteroides sp., 1o que correlaciona con el co-
nocimiento de que éste género con gran frecuencia resulta produc=-
tor de beta -1actamaea.[ya sea por informscidén ligeda al cromoso-
ma o a plésmidoé;l
Las ceras que resﬁltaron beta -lactamasa negativas resistentes =
penicilina pertenecen al género Clostridium sp. , en éste caso no
_fué factible determinar el mecanismo de resistencia, puesto que -
por un lado se ha demostrado la produccidén de un tipo de bveta-lac
tamase para éste género (23) que es posible no sea detectado por

el método utilizado o bien que las cepas estén utilizando un meca
nismo diferente a la actividad enzimética como la regortan Tally

y col. y Sanders y col. (49,55).

En el caso de cloranfenicol es evidente su efectividad puesto que
se observd un porcentaje de resistencia de 1.5% para Gram negati-

vos y de 3.5% para Gram positivos.
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El metronidazol es un antimicrobiano que mostrdé gran efectividad
antimicrobiana con porcentajes de resistencia del 6% quedando co

mo alternativa terapetitica como sugiere Mc. Allister (38).

Con los resultados de las pruebss de sensibilidad en éstas bacte-
rias de aislamientos clinicos podemos considerar que los antibid

ticos beta -lactdmicos son los antibidticos de eleccidn, sin em-

bargo no pocdemos olvidar la consideracidn de que éstos antibidti-
cos difunden mal y son inactivados en grandéé colecciones purulen
tas, por 1o que en estos casos es conveniente el uso de cloranfe-
nicol o metronidazol; que a diferencia de los primeros, tienen -

muy buena difusién y se mantienen activos atin en el interior de

log abscesos (8).

Em punto importante es el hecho de ¢ue los diversos autores con-
firmen que el uso indiscriminado de antibidticos es una de las -
rrincipales causas de las manifestaciones de resistencia cada vez

mds frecuentes (32):¥
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VII. CONCLUSIONES.

3.

4

Ia Frecuencia de aislamiento de bacterias anserobias en hemo

cultivos y en secresiones purulentas fué eleveda.

Los microorgenismos anaerobios mds frecuentemente aislados =

corresponden al género Bacteroides sp y & la especie B.fragilis

En nvestro medio los antibiéticos betalactdmicos mostraron ba
jos porcentajes de resistencia para todo tipo de bacterias «
araerobias y se consideran de eleccidén, excepto en el caso de
gue existan grandes colecciones purulentas en cuyo cago debe

seleccionarse cloranfenicol o metronidazol.

La resistencia a clindemicina es muy alta por lo que cse sugie

re no debe considerarse como antibidtico de primera eleccidn.

VIII. RECOMENDACIONES.

1l

Las técnicas para aislamiento e identificacidén de bacterias
anserobias son posibles de realizarse en cualgquier laboratorio

clinico de manera rutinaria.

Es conveniente la realizacidn periddica de pruebas de sensibi
l1idad antimicrobiana para las bacterias anaerobias, con el =
fin de poder ofrecer al ¢linico recomendaciones adecuadas de

tratamiento y evitar gue sea influido ror la presidén comercial.
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-IX. APENDICES.

Apéndice No. 1

Vedios Especiales Utilizados:

1. Vacutainer Bacter Johnston lLaboratories INC (mecdio de trans-
rorte). '

2. Caldo tioglicolato sin dextrosa y sin indicamdor (Bioxon 280 -1).
3. Czldo Tioglicolato (BBL —Oi35 =C) ehriquecido con'1 ml. de sol.
madre de hemina -menadiona ror cade 100 rl de medio. _

4, Gelosa sangre hemina -menadiona (gelosa tripticaaa soya BBL =
110433 extracto de levadura Merck 3753; sangre de carnero des=-
fibrinada a una concentracién de 5% més 1 ml de sol. de hemina-
menadiona por cada 100 m) de medioc).

5. Agar Hinton -Miiller (Merck 5437) mds 1 ml de sol. de hemine- me
nadiona por cada 100 ml de medio. . )

6. Gelosa chocolate (Bioxon 213 -1) més globulina (Bioxon 175-2).



Apéndice No. 2

Pécnica de Sheaffer - fulton.Tincién de esporas.

l1.Fijar a la flema.

2.Cubrir con verde malaguite al 5% en sol acuvss.
3.Celentar a emisién de vapores durante 1 min.

4 .Levar con agua corriente.

5«.Cubrir con ssfranina 15 min.

6.lavar con agua corriente.

7.5ecar al aire.

8.0hservacidn al microscopio

Reactivos Especiales:

i. Indicador de anaerobiosis (B3L 70501)

2. Solucidén madre de hemina -menadiona (Sigma E 8250) :Disolver
50 mg de hemina en 1 ml de NaOH 1N, egregar loo ml de agua des
tilada y esterilizar a 12100 durante 15 min.

3. Solucidn madre de menadiona (Sigma M562%):disolver 100 mg de
menadiona en 26 ml de alcohol etflico de FSO.Esterilizar ror
filtracién. - d

4, Solucidén hemina -menadiona: a 180 ml de hemina agregar 1 ml de

. o
menadiona, envasar en-frascos ambar a 4 C.
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Apendice No. 3

Solucién Amortiguadora de Fosfatos 0.05 M pH 5.8

KH,PO, 6.25 g
K2HP04 0.6%6Cg
Agua destilada 1000 ml

Reactivo de Yodo:

Yodo 2.03 g
Yoduro de Fotasio 53.2 g
Agug destilada 100 ml

(guardar en frasco émbar)
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