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RESUMEN

El termino Biofilm se refiere a comunidades que se encuentran envueltas por una matriz extracelular
y que tienen la capacidad para poder adherirse a superficies inertes o vivientes, lo que le confiere un

modo de proteccidon que permite la supervivencia de las bacterias a ambientes hostiles.

Estos estudios se incluyeron a 75 pacientes del Hospital Centro Médico Nacional SXXI, de los
diversos servicios que ofrece el hospital. Se obtuvo la muestra distal de la punta del catéter venoso
central, al cual se le realizé la prueba de Maki para aislar las bacterias contenidas en los catéteres,
en esta prueba se obtuvieron 31 catéteres positivos, lo que representa el 41% del total y 44 catéteres

negativos 59%.

Posteriormente a las bacterias obtenidas de las muestras positivas se les realizé la identificacion y
sensibilidad a antimicrobianos en el equipo VILTEK 2 de Biomerieux, en donde se obtuvo que, del
total de 32 bacterias aisladas, el 81% pertenece a las bacterias Gram positivas y el 19% a las

bacterias Gram negativas.

Para fomentar la produccion de biofilm, se utilizaron los medios Caldo infusidon cerebro-corazén (BHI)
y Caldo Soya Tripticasa (CST), los cuales se incubaron con las bacterias aisladas a 24 hrs, 48 hrs y
72 hrs. Posteriormente se realiz6 la tincion con los colorantes safranina y cristal violeta en cada una

de las diferentes condiciones.

Obteniéndose que las bacterias Staphylococcys aureus y Staphylococcus epidermidis fueron las
mejores productoras de Biofilm, el mejor medio de cultivo para el desarrollo de estas bacterias fue
BHI y las 48 horas fue considerado el mejor tiempo de incubacién para el desarrollo del Biofilm por
parte de las bacterias, asi mismo el Cristal Violeta se consideré6 como el mejor colorante pare tefiir al

biofilm.

Se relaciona la formacion de Biofilm con la resistencia a antibiéticos, ya que las bacterias que
presentaron una formacion de Biofilm, también presentaron resistencia a los antibiéticos del grupo -

lactamicos principalmente.
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INTRODUCCION

Las infecciones que se adquieren dentro de un hospital como consecuencia del tipo de atencién
médica que reciben los pacientes, representan un problema de extraordinaria gravedad. Los informes
que se publican en todo el mundo muestran que entre 5y 10% de los enfermos que se hospitalizan,
adquieren por lo menos un episodio de infeccidon durante su estancia en el hospital, lo que implica
mas dias en cama y el aumento en el gasto econdmico tanto para el hospital como para el paciente.

Una infeccién intrahospitalaria o también llamada nosocomial, es una enfermedad que no muestra
evidencias de la presencia del agente infeccioso, de sus toxinas o de estar siendo incubada en el
momento del ingreso a un hospital, por lo que se adquiere como consecuencia de la estadia en éste,
debido a la hospitalizacién o al ser sometido a un procedimiento médico (NOM-026-SSA2-1998).

Sin embargo, a pesar de los avances modernos en las técnicas de esterilizacion y de los materiales
desechables, la tasa de infecciones nosocomiales ha ido en aumento en un 36% en los ultimos 20
afios (Tortora, 2010)

Es por ello que resulta imprescindible la deteccion e identificacion de este tipo de bacterias en los
hospitales de alta especialidad, que estan enfocados en la salud y el bienestar del paciente.

Las infecciones nosocomiales son resultado de la interaccion de 3 factores principalmente:

Los microorganismos presentes en el ambiente hospitalario.
El estado comprometido (o debilitado) del hospedero.
La cadena de transmisién en el hospital.

Aunque se realicen todos los esfuerzos posibles para eliminar o controlar la proliferacién de
microorganismos en el hospital; el ambiente hospitalario es un reservorio importante de diversos
patogenos. Esto se debe en parte a que ciertos miembros de la microbiota normal del cuerpo humano
son oportunistas y representan un peligro particularmente grande para los pacientes hospitalizados.

De hecho, la mayoria de los microorganismos que causan infecciones nosocomiales no causan
enfermedad en personas sanas, sino que solo son patégenos para los individuos cuyas defensas
han sido debilitados por una enfermedad o un tratamiento; es decir son oportunistas (Tortora, 2010).

Otro factor muy importante a considerar en las infecciones nosocomiales es la mala manipulacion de
los catéteres y la falta de aseo, hay mucha mas improbabilidad de que se llegue a desarrollar una
contaminacién en estos catéteres y que posteriormente se genera una infeccion diseminandose a
otras partes del organismo.
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1.-GENERALIDADES

1.1 Historia del reconocimiento del biofilm
En las décadas de 1940 y 1950 se reporta que la mayor parte de las infecciones nosocomiales eran
causadas por microorganismos Gram positivos. En una época el patégeno Staphylococcus aureus

fue el causante principal de infecciones nosocomiales.

En la década de 1970 los patdgenos nosocomiales mas comunes eran bacilos Gram negativos como
Escherichia coliy Pseudomonas aeruginosa. Posterirmente, durante la década de 1980, surgieron
como patégenos nosocomiales las bacterias resistentes a los antibidticos, Staphylococcus aureus,

los estafilococos coagulasa negativa y algunas especies de enterococcos.

En la década de 1990 estas bacterias Gram positivas (Staphylococcus y enterococos) fueron la causa
del 34% de las infecciones nosocomiales y cuatro patégenos Gram negativos fueron la causa del
32%. En la década de 2000 la resistencia a los antibioticos en las infecciones nosocomiales es una

preocupacién importante (Tortora, 2010).

1.2 Definicion de biofilm

Hay una gran variedad de definiciones de Biofilm, sin embargo una descripcion ampliamente
aceptada de un biofilm es la siguiente: "una comunidad microbiana sésil, caracterizada por células
que estan adheridas irreversiblemente a un substrato o interfase, o unas con otras, encerradas en
una matriz de sustancias poliméricas extracelulares que ellas han producido, y exhiben un fenotipo

alterado en relacion con la tasa de crecimiento y trascripcion génica” (Donlan, 2002).

El biofilm es un polisacarido extracelular que promueve la adhesién célula-célula, es un factor de
virulencia y ayuda a la formacién de comunidades bacterianas, que confiere la capacidad para

adherirse a superficies inertes o vivientes (Moreno, 2007).

Varios son los microorganismos que tienen la capacidad de forma biofilm, entre ellos se destacan:
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeroginosa, Pseudomonas
fluorescens, Escherichia coli, Vibrio cholera, Enterococcus sp., Estreptococcus mutans y

Haemophilus influenzae (Diemond, 2007).
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1.3. Composicion y arquitectura

Los biofiims estan estructurados principalmente por grandes colonias de bacterias sésiles
incrustadas en una matriz polimérica extracelular o glicocalix. Las células bacterianas, que componen
el 15%-20% del volumen, no se dividen al interior de los biofilms, lo cual podria atribuirse al hecho
de adoptar un fenotipo alterado, diferente al de las mismas bacterias en estado de libre flotacion
(Nazar, 2007).

La matriz es muy hidratada debido a que incorpora grandes cantidades de agua dentro de su
estructura, llegando este elemento a representar hasta el 97% de ésta (Donlan, 2002). Ademas de
agua y gérmenes, la matriz esta formada por exopolisacaridos (EPS), los que constituyen su
componente fundamental, producidos por los propios microorganismos integrantes. En menor
cantidad se encuentran otras macromoléculas como proteinas, acidos nucleicos, acido teicoico y

productos de lisis de las bacterias (Nazar, 2007).

El conjunto de polisacaridos, acidos nucleicos y proteinas se conocen bajo el nombre de substancias
poliméricas extracelulares (SPE). En la matriz también pueden hallarse materiales no bacterianos,
tales como cristales de sales minerales, particulas de corrosion y/o de sedimento, 0 componentes
sanguineos, segun sea el medio ambiente en el cual se desarrolla el biofilm. Ademas, los EPS
pueden estar asociados con iones metalicos y cationes bivalentes. Pueden tener carga neutra o
carga polianidnica, segun el tipo de exopolisacarido, lo que les permitiria interactuar con distintos
antimicrobianos, de forma tal que estos pueden quedar atrapados en la matriz sin capacidad para

actuar sobre las bacterias (Diemond, 2007).

La arquitectura, de la matriz del biofilm, no es sdlida, sino que en su interior hay microcolonias
rodeadas de calanes que permiten el acceso a nutrimentos, eliminacion de desechos y la
comunicacion con otras microcolonias (Donlan, 2002). Dentro del biofilm, hay diferentes
microambientes, los cuales tienen diversas concentraciones de nutrimentos, oxigeno, pH: estas
variaciones en el ambiente indicen que las células ubicadas en diferentes regiones tengan diversos

patrones de expresién de genes (Betancourt, 2004).

La formacién de biofiim depende de muchos factores; se ha observado que condiciones de
anaerobiosis, aumento en la concentracion de glucosa o cloruro de sodio y presencia de bajas

concentraciones de antibidticos en el ambiente, induce la formacién de biofilm (Diemond, 2007).
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1.4. Etapas del ciclo de vida
La biologia de los microorganismos productores de biofilms se centra en su ciclo vital e interacciones
con el medio ambiente. El ciclo vital es un proceso dinamico que puede ser dividido en 3 partes:

adhesion, crecimiento o acumulacién y separacion o desprendimiento (Costerton, 1995).

o SN

Desprendimiento
Maduracion &)

— Acumulacion

) : 4 X : AN
" Proteinas de ECM Superficie

Figura 1.- Formacion y estructura de un biofilm. Imagen modificada: Michel Otto 2009.

En la fase de adhesion, cuando un dispositivo médico es insertado, las proteinas de la sangre
(fibrindgeno, fibronectina, vitronectina, entre otros) recubre sus superficies; cuando la bacteria entra
al organismo y expresa las condiciones de la superficie bacteriana que reconocen las moléculas de
adhesion de la matriz extracelular, se unen de una manera reversible a estas proteinas (Costerton,
1999).

Después de que la bacteria se ha adherido a la superficie, gracias a las adhesinas de superficie,
estas se multiplican y forman microcolonias; sin embargo, la unién entre ellas y la superficie es laxa
y poco organizada, por lo que requiere de adherencia intracelular. Las adhesinas estan formadas por
proteinas de membrana codificadas por genes especificos del cromosoma bacteriano, que ha sido
identificado como parte de los primeros pasos de formacién del biofilm. La arquitectura no enlazada
puede proporcionar los contactos y las interacciones de largo alcance entre las paredes de las
bacterias (Costerton, 1999).

Muchas proteinas superficiales se han identificado como causales de la capacidad de adherencia a
las superficies plasticas. Se ha descrito que las adhesinas semejantes a las fimbrias SSP-1 y SSP-2

contribuyen a la adhesion del plastico (Costerton, 1999).

Algunos de los factores fisicoquimicos que se involucran en este paso y que se pueden modificar

son la hidrofobicidad de la superficie, proteinas de adhesién y polisacaridos capsulares. Después de
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la adhesion, las bacterias se comienzan a multiplicar y en esta fase, la union entre bacterias esta

poco organizada (Diemond, 2007).

Durante la segunda fase, se inicia la produccion del polisacarido de adherencia intracelular, una vez
que las bacterias estan adheridas a una superficie, estas se multiplican y forman microcolonias con
estructuras que incrementan paulatinamente su organizacion en forma de mosaicos, llegando a

alcanzar la organizacion de adherencia celular (Diemond, 2007).

Asi mismo se adquiere la estructura tridimensional, con canales para el suministro de nutrimentos a
las células en todas las capas del biofilm. El mecanismo de esta formaciéon no es muy claro, por lo
que se ha sugerido que el Quérum Sensing, controla péptidos surfactantes en la estructura de los
biofilms, las Modulinas solubles en fenol (PSMs), que conducen a la separacion de grupos de células

formando los canales (Linares, 1998).

Se produce un polisacarido de adherencia intracelular (PIA) es un polimero de glucosamina con una
estructura bioquimica de B1, 6-N-acetil-glucosamina, la produccién del PIA se debe a la accion de

una compleja cadena de enzimas, aun no identificadas por completo (Costerton, 1999).

Una vez formado el biofilm, puede ocurren un desprendimiento, el cual es util para que la bacteria se
disemine a otros sitios de infeccidn, puede producirse por el desprendimiento de células individuales
o por grupos de grandes células. El desprendimiento controlado mantiene un cierto espesor del

biofilm, este mecanismo es controlado por el sistema de “Quérum Sesing” (Svetla, 2004).

El sistema “Qudrum sensing” esta regulado por un gen, el gen regulador accesorio (agr), el cual se
encarga de disminuir la expresion de varias proteinas celulares e incrementa la expresion de varios
factores de virulencia en la transicion desde la fase de crecimiento tardio exponencial a la fase
estacionaria. También se ha visto implicado en la invasion y la apoptosis de las células epiteliales
(Linares, 1998).

Los mecanismos que intervienen en este proceso pueden ser varios factores: fuerzas mecanicas,
como el flujo sanguineo, cese de la produccion de adhesinas y enzimas que destruyen la matriz o
surfactantes como péptidos PSMs. Las células que se han desprendido como consecuencia del
crecimiento pueden volver rapidamente al fenotipo platénico, es decir, células vegetativas en estado
libre (Svetla, 2004).
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1.5. “Quérum Sensing”
Un avance importante en la comprensién de los biofilms ocurri6 en 1994, con el
descubrimiento de proteinas responsables del mecanismo de Quérum sensing o de autoinduccion,

por los investigadores Fuqua, Winans y Greenberg. (Lazdunski, 2004).

El Quérum sensing es un mecanismo de comunicacién bacteriana (comunicacién célula-célula entre
bacterias), que les permite a las células que comprenden una comunicacién bacteriana coordinar la
expresion de sus genes en una manera dependiente de densidad celular, comportandose como
eucariotas, asi mismo la coordinacion de genes responsables de factores de defensa y virulencia
(Diggle, 2007).

Todo esto es mediado por pequefias moléculas sefalizadoras y difusibles, denominadas
autoinductores, las cuales son sintetizadas intracelularmente durante el crecimiento de la bacteria y

posteriormente liberadas en el medio circulante (Diggle, 2007).

La unién de los microorganismos a una superficie y posterior formacién de un biofilm necesita que
las bacterias se cercioren que han efectuado contacto. Para lograrlo requieren de sefiales quimicas
coordinadas que les permitan comunicarse entre ellas, el desarrollo de interacciones célula a célula
se facilita por la estrecha proximidad existente entre las bacterias biofilm. Esta interrelacion, via
mensajeros de pequefas moléculas, denominada quérum sensing, beneficia a la bacteria al
permitirle sentir la presencia de microorganismos vecinos, determinar la densidad de la poblacién

existente y responder a eventuales condiciones cambiantes (Diemond, 2007).

1.6 Pared bacteriana.

También llamada pared celular, es una estructura compleja que se situa por fuera de la membrana
citoplasmatica y tanto su organizacion molecular como su composicion difieren considerablemente
segun se trate de la actividad que la bacteria presenta a la coloracion de la tincién de Gram. Este
componente hace que el mundo bacteriano se clasifique en dos grupos: bacterias Gram positivas y

Gram negativas.

1.6.1 Bacterias Gram positivas.

La pared bacteriana Gram positiva constituye una capa de material bien estructurado cuyo grosor
puede variar de 30 a 80 nanometros, dependiendo de la especie y de las condiciones de crecimiento.
Su estructura basica esta constituida por un polimero denominado péptidoglucano (Figura 2)
compuesto de unidades de naturaleza glucocidica y peptidica y correspondiendo del 40 al 80% del

peso seco de la pared celular (Figura 3).
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Figura 2.-Estructura del péptido péptidoglucano en Bacterias Gram Positivas. (Academic, 2017)
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Figura 3.-Composicion de la Pared Bacteriana Gram positiva y Gram Negativa. (Mibrobioenergética, 217)

El péptidoglucano en funcién a su composicién quimica garantiza a la pared celular, por lo tanto,
protege a las células del choque osmotico (Lorenzo, 2008). Hacen parte de estas estructuras los

acidos teicoicos compuestos por ribitol o glicerolfosfato. Polisacaridos y proteinas también estan

presentes en la pared celular. (Garcia, 1999).
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1.6.2 Bacterias Gram negativas.

Es mucho mas compleja que la Gram positiva. La capa del péptidoglucano que corresponde del 5
al 10% de esta pared, presenta la estructura basica. Y esta localizada en el espacio periplasmico,
area limitada externamente por la membrana externa, e internamente por la membrana
citoplasmatica, denominadas genéricamente hidrolasas y proteinas de unién, que participan en

mecanismos nutritivos de las células (Garcia, 1999).

La membrana externa, otro componente estructural de esta pared, en muchos aspectos es
semejante, a la membrana citoplasmatica, pero con relacion a ella posee componentes impares, el
lipopolisacarido. Estratégicamente esta estructura posee moléculas denominadas porinas que
constituyen verdaderos conductos a través de los cuales se garantiza la difusion de compuestos
nutritivos simples, tales como azicares, aminoacidos y algunos iones. Envolviendo el cuerpo
bacteriano, la membrana externa confiere, junto con el péptidoglucano, al cual esta unida por

moléculas de polipoproteinas, integradas a la célula bacteriana (Jimenez, 1982).

El componente lipoprotéico, caracteristico de la pared celular Gram negativa, se encuentra embebido
en la membrana externa y covalente Unico al péptidoglucano; su principal funcién es estabilizar la

membrana externa (Pumarola, 1998).

Localizado exclusivamente en la capa externa de la membrana se encuentra el lipopolisacarido (LPS)
estd compuesto por tres segmentos covalentemente unidos: Lipido A, Centro y Antigeno O
(Pumarola, 1998).

El lipido A esta embebido en la membrana extracelular interna, comprende un lipido compuesto por
unidades disacaridas, acidos grasos saturados y grupos fosfatos. El lipido A es la endotoxina de las
bacterias Gram negativas, siendo liberadas por la lisis de la célula también durante el crecimiento y
multiplicacién, expresando por consiguiente su potencial toxico e induciendo complejas relaciones

organicas (Lorenzo, 2008).

El centro y el antigeno O son de naturaleza polisacarida. El primero esta compuesto por pequenas
cadenas de azucar, cuya estructura es mas o menos comun entre las bacterias Gram negativas,
mientras que el segundo comprende largas cadenas sacaridas siendo especificas de la especie

bacteriana considerada (Garcia, 1999) (Figura 4).

Muchas bacterias Gram negativas contienen como parte estructural de sus células una toxina

denominada Endotoxina o antigeno “O”.
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Las endotoxinas son complejos fosfolipidos-polisacaridos-proteinicos estables en calor. Son
liberados de las células cuya integridad ha sido rota, aunque por si misma son resistentes a las
enzimas proteoliticas. Las endotoxinas son caracteristicamente menos toxicas y tienen una accion

fisiolégica diferente a las de las exotoxinas (Jimenez, 1982).

La actividad bioldgica de la endotoxina se debe a la fraccién del lipopolisacarido que puede separarse
de la proteina y el fosfolipido del complejo. La estructura del factor del complejo es diferente para

cada endotoxina y es el determinante antigénico “O” (Jimenez, 1982).
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Figura 327 Envoltura de una bacteria gramnegativa.

Figura 4.-Estructura de una pared bacteriana Gram negativa. (wikispace, 2017)
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1.7 Resistencia bacteriana en presencia de Biofilm

La caracteristica que mejor distingue las infecciones crénicas relacionadas con biofilms de las
infecciones agudas es su respuesta a tratamientos antibiéticos. Mientras que las infecciones agudas
pueden ser eliminadas tras un breve tratamiento antibiético, las infecciones por biofilms normalmente
no consiguen ser completamente eliminadas, producen episodios recurrentes y la mayoria de las

veces deben resolverse sustituyendo el implante (Kauman, 1985).

Las bacterias que no forman biofilm o que se encuentran fuera de este, son sensibles a los
antibiéticos y a los mecanismos de defensa del hospedero, mientras que las bacterias que se
encuentran dentro del biofilm, forman una capa impermeable que retarda la difusién de los
antibiéticos, disminuyendo su sensibilidad y por lo cual se ven solo afectadas las bacterias que se

encuentran en la parte mas superficial (Costerton, 1999).

Otra de las caracteristicas de estas baterias es que, sacrifican su capacidad de crecimiento y se
encuentran en un estado metabdlico reducido, por lo que impiden la accién de antibiéticos que actuan

a nivel de sintesis de proteinas o de la pared celular (Betancourt, 2004).

Asi mismo este tipo de bacterias presentan una organizacién estructural que las hace resistentes a
los mecanismos de defensa del hospedador. Los biofilms revestidos con SPE y conteniendo multiples
de microcolonias bacterianas en su interior, se convierten en estructuras demasiado grandes como
para ser fagocitadas, reduciendo la accesibilidad del sistema inmune a las bacterias. Por afadidura,
el biofilm provee de una barrera fisica que aumenta la resistencia de patégenos a las defensas del

hospedador, como opsonizacion, lisis por complemento, y fagocitosis (Diemond, 2007).

Algunos de los mecanismos responsables de la resistencia se incluyen: la barrera de difusion fisica
y quimica a penetracion de los antimicrobianos que constituyen la matriz de exopolisacaridos; el
crecimiento ralentizado de las bacterias del biofilm debido a la limitacion de nutrientes; la existencia
de microambientes que antagonicen con la accidon del antibidtico; y la activacion de respuestas de
estrés que provocan cambios en la fisiologia de la bacteria y la aparicion de un fenotipo especifico
del biofilm que activamente combata los efectos negativos de las sustancias antimicrobianas
(Kauman, 1985).

En rigor, los biofilms provocan respuestas inmunes celular y humoral, demostradas por la
identificacion de citocinas liberadas por leucocitos expuestos a biofilm. Sin embargo, debido a su
aislamiento del entorno por la matriz y su reducido estado metabdlico, esta respuesta sistémica es

muy pequefia (Betancourt, 2004).

11
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1.8 Antibiéticos

El origen de la palabra antibiético proviene del griego anti, que significa contra y bios que se refiere
a la vida. La palabra fue propuesta por Selman A. Waksman en 1942 y se utilizd para definir a
aquellas sustancias quimicas producidas por microorganismos que, a bajas concentraciones, inhiben
el desarrollo o destruyen la vida de otros microorganismos; principalmente son compuestos de peso

molecular intermedio o bajo (Estrella, 2005).

En la actualidad, en el término antibidtico también se incluye a aquellas moléculas que no son de
origen natural o que fueron modificadas quimicamente. Estas moléculas pueden clasificarse de

acuerdo con varios criterios como se muestra en la Tabla 1 y Tabla 2 a continuacion.

Caracteristicas

Son sintetizados por varias especies
microbianas.

Origen
Naturales

Ejemplos
Penicilina G, Eritromicina,
Bacitracina, Estreptomicina,

Griseofulvina.
Semisintéticos Ampicilina, Amoxicilina, Cefoxitina,

Rifampicina.

Moléculas que se producen de
forma natural y que posteriormente
pasan por un proceso de
modificacién quimica.
Sintéticos

Moléculas que han sido sintetizadas Sulfonamidas, Quinolonas.

en su totalidad en un laboratorio.

Tabla 1.- Clasificacion de los antibiéticos segun su origen (IntraMed, 2017).

Nombre
B-lactamicos

Aminoglucésidos
Estreptograminas
Glucopéptidos
Lincomisina
Macrdliticos
Nitroimidazol
Nitrofuranos
Quinolonas
Rifamicina
Sulfonamidas
Tetraciclinas

Tabla 2.- Clasificacion de los antibiéticos segun su estructura quimica (IntraMed, 2017)

Ejemplos
Ampicilina, Aztreonam, Cefalotina, Cefazolina, Cefepime,
Cefoxitina, Imipenem, Meticilina, Meropenem, Penicilina.
Amikacina, Estreptomicina, Gentamicina, Tobramicina.
Quinupristina-Dalfopristina.
Teicoplanina, Vancomicina.
Clindamicina, Lincomicina
Azitromicina, Claritromicina, Eritromicina
Metronidazol, Tinidazol
Nitrofurantoina, Nitrofurazona, Furazolidona.
Acido nalidixico, Norfloxacina, Ciprofloxacina, Levoflaxina.
Rifampicina
Sulfadiazina, Sulfametaxol, Sulfadoxina
Doxiciclina, Metaciclina, Tetraciclina.

12
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Los antibidticos forman un grupo diverso de sustancias con diferentes comportamientos

farmacocinéticos y farmacodinamicos. Su mecanismo consiste en ejercer una accion especifica

sobre alguna estructura o funcién bacteriana (Tabla 3) (Pumarola, 1998).

Mecanismos

inhibicion de la sintesis
de la pared bacteriana

Inhibicion de la sintesis
proteinica

Inhibicidn de la sintesis
de acido nucleico

Formacion de
compuestos que dafian
el ADN bacteriano

Accion sobre vias
metabolicas

Descripcion

Se inhibe la sintesis del peptidoglucano, por
bloqueo del sitio catalitico de alguna enzima, o por
la formacidn de complejos con determinados
sustratos.

Se inhibe la traduccién del material genético,
bloqueando la sintesis de proteinas de la bacteria.

Se inhibe la actividad de enzimas dianas especificas,
involucradas en la sintesis de acidos nucleicos.

Se forman compuestos inestables que dafian el ADN
bacteriano

Se inhibe competitivamente la utilizacién de un
metabolito exdgeno o enddgeno.

Grupos de antibidticos.

B-lactamicos,
Glucopéptidos.

Aminoglucdsido,
Tetraciclina, Macrdlidos,
Lincosamina.

Quinolona, Rifamicina.

Nitrofurano

Sulfonamidas

Tabla 3.- Clasificacion de los antibiéticos segiin su mecanismo de accion (Martinez, 2017)

1.8.1 Grupo B-lactamico
Esta familia de antibidticos es efectiva contra las bacterias Gram positivas, algunas Gram negativas
y espiroquetas. No es efectivo contra micoplasma, debido a que no posee pared celular, ni contra

bacterias intracelulares pates como Chlamydias y Rickettsia (Belloso, 2009).

La penicilina es el primer representante de los B-lactamicos, este grupo fue nombrado de este modo
debido a que su estructura quimica se caracteriza por poseer un anillo B-lactamico; esta familia de
antibiéticos es la mas numerosa y muy utilizada en la terapéutica actual, presenta escasa toxicidad

y posee un amplio margen terapéutico, excepto en casos de alergia (Martinez, 2017).

Su mecanismo de accién consiste en inhibir la ultima etapa de sintesis de la pared bacteriana y
ademas induce un efecto autolitico. Estos antibiéticos se unen de manera irreversible a las proteinas
de unién a penicilinas (PBP), las cuales tienen funcién de realizar la traspeptidacion de los puentes
peptidicos que tienen entre si a los disacaridas conformados por N-acetilglucosamina y N-
acetilmiratco, provocando la interrupcion de la sintesis de la pared celular. Esto ocasiona el
debilitamiento de la pared de la bacteria y facilita la ruptura debido a la presion osmética intracelular
(Castellano, 2010).
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Los antibidticos de este grupo se clasifican de la siguiente manera, como se muestra a continuacion

en la tabla 4.

Penicilinas Cefalosporinas

Penicilina G PenicilinaV | Cefalotina  Cedazolina
Oxacilina Meticilina | Cefuroxima  Cefoxitina
Ampicilina  Amoxicilina | Cefotaxima Ceftriaxona
Ticarcilina  Piperacilina | Ceftazidima  Cefeoime

Carbapenémicos Monobactamicos

Imipenem  Meropenem
Aztreonam

Ertapenem

Inhibidores de las B-lactamasas

Acido clavuldnico, Tazobactam, Sulbactam
Tabla 4. Antibiéticos B-lactamicos (Martinez, 2017)

1.8.2 Grupo Aminoglucdsidos.

Los aminoglucésidos son una familia de antibiéticos bactericidas, muy activos especialmente frente
a enterobacterias, bacterias Gram negativas y aerdbicas y actuan sinérgicamente en contra de los
organismos Gram positivos. Actian sobre la subunidad 30s de los ribosomas creando porosidades

en la membrana externa de la pared celular bacteriana. (Badoo, 2008).

Poseen una accién bactericida rapida que se relaciona con la concentraciéon que alcanzan. Actuan
independientemente de la fase vital en que se encuentre la bacteria. Su actividad no se altera por la
magnitud del inéculo bacteriano. Raramente los gérmenes adquieren resistencia durante el
tratamiento. Se caracterizan por su estrecho margen terapéutico, lo que obliga a administrarlos bajo

esquemas posolégicos lo mas exactos posible. Son nefro y ototdxicos (Castellano, 2010).

1.8.3 Grupo Glucopéptidos.
Son un grupo de péptidos que contienen azucares ligadas a aminoacido, actian inhibiendo la sintesis
de peptidoglucano en un paso metabdlico diferente y anterior a los agentes betalactamicos, por lo

que altera la permeabilidad de membrana e inhibe la sintesis del RNA (Garcia, 1999).

1.8.4 Grupo Lincosamidas.

Este grupo de antibiéticos se une a la porcion 23s de la subunidad 50s del ribosoma bacteriano, lo
gue inhibe la replicacién temprana de la cadena peptidica a través de la reaccion de la traspeptidasa.
Pueden actuar como bacteriostaticos o bactericidas dependiendo de la concentracion del farmaco
que se tenga en el sitio de accion, asi como de la susceptibilidad del microorganismo infectante
(Garcia, 1999).
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1.8.5 Grupo Macroélidos

Esta conformado por un anillo lacénico macrociclico unido por un enlace glucosidico a
desoxiazucares aminados. Son agentes bacteriolégicos que inhiben la sintesis proteinica al unirse
reversiblemente a la subunidad 50s del ribosoma bacteriano e impiden la translocacién. Este grupo
de antibidticos también puede utilizarse como bactericida, ya que, dependiendo de la dosis
administrada, el tipo de microrganismo y el tiempo de exposicién puede generar este efecto
(Martinez, 2017).

1.8.6 Grupo Nitroimidazol
Es un grupo de quimioterapicos de origen sintético que tienen efecto antibacteriano y antiparasitario
por la degradacién de ADN, se necesita que la reduccion del grupo nitro hara que se produzca el

efecto sobre el microorganismo, son de amplio espectro, se metabolizan en el higado (Belloso, 2009).

1.8.7 Grupo Nitrofuranos

Este tipo de antibibticos, se enlazan directamente las proteinas, son polvos cristalinos poco solubles
en el agua, son termoestables, pero fotosensibles. Actian directamente sobre las baterias inhibiendo
el metabolismo de los carbohidratos logrando evitar la formacion de acetil-CoA a partir del piruvato y
esto altera las vias de obtencion de energia. Otra forma de accion es mediante sus metabolitos
intermedios que originan la rotura de la cadena del DNA bacteriano. Actuan principalmente en las
bacterias Gram negativas, pero también en lagunas Gram positivas, protozoarios, y hongos
(Intramed, 2017).

1.8.8 Grupo Quinolononas
Este grupo de antibiéticos actua inhibiendo directamente la sintesis de DNA, afectando a las enzimas
girasas y helicasas que se encuentran encargadas de esta accion, se introduce a la bacteria por

medio de porinas y una vez adentro actua directamente en la enzima ADN-girasa (Lorenzo, 2008).

1.8.9 Grupo Tetraciclinas

Es un grupo de antibidticos que abarca un amplio espectro en su actividad microbiana, estan
formados por un anillo de naftaleno de cuatro atomos, suelen extraerse de algunas bacterias, pero
también son sintetizados quimicamente. Actuan principalmente como bacteriostaticos a dosis
habituales, pero también actuan como bactericidas a altas dosis, que generalmente son dosis toxicas.
Sus principales mecanismos de accion son: desacoplan la fosforilacion oxidativa de las bacterias,
provocan una inhibicion de la sintesis proteica en la unidad 30s del ribosoma bacteriano y afectan a

la membrana celular, permitiendo la salida de los componentes intracelulares (Garcia, 1999).

15



UNAM FES-C

1.9 Mecanismos de Resistencia Bacteriana.
Debido a la interaccion que se ha dado entre las bacterias y los antibiéticos ha traido como
consecuencia el desarrollo de mecanismos que evitan o dismuye la accion del efecto de los

antibioticos al microorganismo.

Sin embargo, también ha habido factores que favorecen el desarrollo de la resistencia a los
antibiéticos, como lo son el uso indiscriminado e inadecuado de los antibiéticos y el uso prolongado

de estos en la terapéutica.

Algunos de los mecanismos principales de resistencia generados por las bacterias son los siguientes
(Crespo, 2005):

* Inactivacion enzimatica del antimicrobiano: Puede llevarse a cabo por la hidrélisis o por la

modificacion de la estructura.

* Modificacion del sitio blanco del antibiético: Se produce una reaccion de la sensibilidad de la diana

frente al antimicrobiano.

Estos dos primeros mecanismos se pueden dar debido a la mutacion del ADN o por la adquisicién

de elementos genéticos movibles (plasmidos, transposones, secuencias de insercion).

* Sistema de expulsién: mecanismo por el cual se saca del interior de la bacteria al antimicrobiano.

1.9 Biofilms e infecciones

Las enfermedades infecciosas durante el siglo antepasado eran causadas por bacterias dotadas de
mecanismos patogénicos especificos: difteria, tuberculosis, cdlera, coqueluche, etc. Los antibiéticos
y vacunas desarrollados para estos patégenos lograron una notable eficacia en su control. En la
actualidad estas bacterias han sido desplazadas del primer plano por microorganismos ubicuos,
capaces de producir infecciones de tipo crénico, que responden pobremente a los tratamientos
antibiéticos y no pueden prevenirse mediante inmunizacion. Diversas publicaciones recientes
sefalan que, por lo menos, el 65% de todos los procesos infecciosos bacterianos humanos podrian
involucrar biofilms (Tabla 5) (Costerton J. , 1995).
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Microorganismo Porcentaje Porcentaje de Infecciones causales
del total de resistencia a los

infecciones antibiéticos

Estafilococcus coagulasa negativas 25% 89% Sepsis (causa mas frecuente)
Staphylococcus aureus 16% 60% Neumonia (causa mas frecuente)

Enterococcus 10% 29% Infecciones de heridas

quirurgicas (causa mas
frecuente)

Escherichia coli. Psedomonas 23% 5-32% Neumonia e infecciones
aeruginosa, Enterobacter y Klebsiella quirdrgicas.

pneumoniae
Clostridium difficile 13% - Casi la mitad de todas las

diarreas nosocomiales.

Hongos (Candida albicans) 6% - Infecciones urinarias y sepsis
Otras bacterias Gram Negativas 7% - Infecciones urinarias e
(Acinetobacter, Citrobacter, infecciones de heridas
Haemophilus) quirdrgicas.

Fuente: Datos de los CDC, National Nosocomial Infections Surveillance.
Tabla 5: Microorganismos que intervienen en la mayoria de las enfermedades nocosomiales
Las bacterias que producen biofilm pueden causar una gran cantidad de patologias en el ser humano,

por ejemplo: caries dental, enfermedades periodontales, otitis media, infecciones del tracto biliar y

endocarditis (Figura 5 y 6) (Tabla 6). Estas enfermedades son de curso cronico, persistente y de

dificil eliminacion (Costerton, 1999)

Figura 5. Dientes con caries (Dientitos, 2017) Figura 6. Paciente con catéter venoso central (Vallasedo, 2017)
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Infeccion o enfermedad
Caries dental

Periodonditis

Otitis media

Infecciones del musculo-esqueleto
Fascitis necrotizante
Osteomelitis

Prostatitis bacteriana
Endocarditis de la valvula nativa
Neumonia por fibrosis quistica
Meloidosis

FES-C

Especie bacteriana formadora de biofilm
Cocos Gram positivos acidogénicos (ej. Streptococcus)
Bacterias anaerdbias orales Gram negativas

Cocos Gram positivos (ej. Staphylococcus )

Cocos Gram positivos acidogénicos (ej. Streptococcus)
Streptococos Grupo A

Varias especies bacterignas y fungicas, generalmente mezcladas
Escherichia coli y otras bacterias Gram negativas
Streptococcus del grupo "viridans"

Pseudomonas aeroginosa y Burkholderia cepacia
Pseudomonas pseudomallei

Infecciones Nosocomiales:

Neumonia (cuidados intensivos)
Saturas

Orificios de salida

Vias arteriovenosas

Bucles esclerales

Lentes de contacto

Cistitis por catéteres urinarios
Peritonitis por dialisis peritoneal
DIU

Tubos endotraqueales
catéteres hickman

Catéteres centrales venosos
Vialvulas mecanicas del corazén
Injertos vasculares

Bloqueos del conducto biliar
Dispositivos ortopédicos
Prétesis del pene

Bacilos Gram negativos

Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus aureus
S. epidermidis 'y S. aureus

S. epidermidis y S. aureus

Cocos Gram positivos

P.aeruginosa y Cocos Gram positivos

E. coli y otros bacilos Gram negativos

Una variedad de bacterias y hongos

Actinomyces israelli y muchos otros microorganismos
Una variedad de bacterias y hongos

S. epidermidis y Candida albicans

S. epidermidis y otros

S. epidermidis 'y S. aureus

Cocos Gram positivos

Una variedad de bacterias entéricas y hongos

S. epidermidis y S. aureus

S. epidermidis 'y S. aureus

Tabla 6.- Lista parcial de infecciones humanas en las que se involucran biofilms bacterianos. (Costerton, 1999).

Se han relacionado algunas infecciones con los implantes médicos y otras infecciones cronicas como
la otitis media, neumonia en pacientes con fibrosis quistica, infecciones urinarias croénicas,
infecciones de prostata y osteomielitis. El analisis directo de los implantes y tejido o el implante
produciendo biofilms. Dentro del biofilms las bacterias estan protegidas de la accion de los

anticuerpos, del ataque de las células fagociticas y de los tratamientos antimicrobianos.

Debido a la capacidad de S.aureus y S. epidermidis para producir biofilm, estas bacterias son
capaces de adherirse a dispositivos plasticos (protesis ortopédicas, valvulas cardiacas, marcapasos,
lentes de contacto, injertos plasticos y dispositivos intravenosos). De hecho, se considera factor de
virulencia importante para el desarrollo de infecciones relacionadas a dispositivos médicos vy

representa un serio problema debido a su dificil tratamiento (Betancourt, 2004).
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1.9.1 Bacteremia resistente.

La bacteremia resistente secundaria a un catéter colonizado implica el retiro del dispositivo. El hecho
de obtener hemocultivos periféricos positivos tras 72 horas implica serias secuelas de la infeccion
relacionada a catéter y debera descartarse complicaciones como endocarditis, trombos sépticos o
focos metastaticos de infeccion. En caso de confirmarse una de estas complicaciones el tratamiento

se prolongara como minimo 4 semanas y con ello costos y estancia hospitalaria (Lasa, 2005).

1.9.2 Endocarditis de valvulas nativas

Un catéter intravascular colonizado es la fuente mas comunmente identificada de endocarditis
nosocomial, reportandose como la causa en uno o dos tercios. La endocarditis infecciosa es una
grave infeccion localizada en el endocardio especialmente en su superficie valvular, que es
generalmente ocasionada por bacterias y con menos frecuencia por hongos, cuyo hecho clinico
tienen como origen la presencia de una vegetacion, constituida por depdsitos de fibrina, plaquetas y
microorganismos circulares, la cual puede producir manifestaciones embolicas y causar disfuncién
cardiaca (Lasa, 2005).

Hasta la era antibidtica su mortalidad fue practicamente 100%. En el momento actual su mortalidad
es importante, oscilando entre 20% a un 30%, siendo factores de mal diagnéstico, la edad avanzada,

la presencia de infeccidon sobre material protésico, entre muchos otros factores (Strinder, 1985)

1.9.3 Trombosis séptica.

La trombosis séptica es una complicacién seria de una cauterizacion intravascular, puede afectar
tanto venas femorales, como arterias. Puede complicarse con émbolos sépticos pulmonares. Esta
complicacion suele manifestarse después del retiro del catéter dado que el paciente continua febril y
con cultivos positivos. En el caso de que la complicacion sea en una nueva periferia los datos clinicos
que la sugieren son dolor localizado, eritema, edema, corddn palpable o drenaje purulento. En caso
de ser una arteria la afectada se puede presentar con un pseudoaneurisma o lesiones embolicas en
la extremidad afectada. Los pacientes con afeccion de las grandes venas pueden tener edema
ipsilateral del cuello, térax o extremidades superiores. El tratamiento ademas del retiro del catéter
implica la utilizacion de antibidticos, la necesidad de drenaje quirdrgico o escisién y uso de agentes
tromboliticos (Martinez, 2017).
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1.10 Diagndstico microbiolégico de las infecciones relacionadas con
catéteres.

Para realizar el diagndstico microbiolégico del patdégeno que se encuentra en los catéteres, primero,
se debe realizar la obtencién del microorganismo; posterior a eso la identificacion y obtener la
sensibilidad y resistencia que presenta ante una serie de antibioticos, para realzar todo este
procedimiento hay una amplia metodologia, sin embargo, los métodos mas relevantes se muestran

a continuacion.

1.10.1 Cultivos microbianos.

» Cultivo cualitativo de la punta del catéter.

Es una técnica sencilla, utilizada en muchos laboratorios con anterioridad a 1977. Consiste en cortar

asépticamente el extremo distal del catéter e introducirlo en un tubo con medio de cultivo liquido. A
pesar de su gran sencillez y sensibilidad, tiene el inconveniente de ser un método que no cuantifica
el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) y por tanto no permite diferenciar una
colonizacién significativa de la posible contaminacion accidental del catéter en el momento de su
retirada, ya que un Unico microorganismo viable puede dar lugar a un cultivo positivo tras 18 horas
de incubacién a 35°C. En el momento actual no se recomienda el uso del cultivo cualitativo (Bouza,
2004).

» Cultivo semicuantitativo de la punta del catéter

Fue descrita por primera vez por Maki y cols. en 1977. Este método cultiva la superficie externa de
la punta del catéter. La técnica consiste en rodar tres o cuatro veces sobre la superficie de una placa
de agar sangre, con la ayuda de asa bacterioldgica, el segmento intravascular del catéter (3-4 cm del
extremo distal). Cuando en el cultivo crece >15 UFC por placa, se considera que el catéter esta
colonizado. El criterio de positividad (>15 UFC) fue elegido porque la mayoria de los pacientes con
recuentos inferiores no presentaban datos sugestivos de infeccion, mientras que todos los casos que
cursaban con bacteriemia tuvieron recuentos superiores a 15 UFC y con frecuencia las colonias

fueron incontables. La especificidad de esta técnica fue del 76%.

Este método, por su sencillez ha sido aceptado por la mayoria de los laboratorios de microbiologia y
es la técnica de referencia. Sin embargo, tiene algunas limitaciones, ya que la mayoria de los
catéteres utilizados en estos estudios fueron catéteres periféricos y por otra parte es imposible
calcular la sensibilidad de la técnica ya que las definiciones de infecciones relacionadas con catéter,

de bacteriemia relacionada con catéter (BRC) y de fungemia relacionada con catéter (FRC) exigen
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un cultivo positivo de la punta del catéter. Diversos estudios con catéter venoso central han
demostrado la existencia de casos de sepsis asociados a recuentos inferiores a 15 UFC o incluso
negativos por esta técnica, particularmente si la sepsis es de origen endoluminal. La disminucion del
criterio de positividad de 15 a 5 UFC puede mejorar la sensibilidad de la prueba, pero disminuye su
especificidad. Un cultivo de catéter positivo por la técnica de Maki tiene escaso valor predictivo
positivo (VPP) de BRC. Dicho valor sélo puede ser aumentado si se seleccionan catéteres de
pacientes con sospecha clinica de BRC. Aunque la simplicidad técnica de esta prueba diagndstica
ha generalizado su uso, no hay que olvidar que existe alrededor de un 15% de bacteriemias de origen
endoluminal, especialmente en catéteres de larga duracion, que podrian no ser diagnosticadas si

sélo se realiza el cultivo semicuantitativo (Bouza, 2004)

1.10.2 Identificacion microbiana mediante el sistema Vitek 2 de
Biomerieux.

El sistema VITEK 2 de BioMeriux, es un sistema automatizado de identificacion bacteriana y estudio
de sensibilidad antimicrobiana, que proporciona la identificacion automatica de las muestras
ingresadas dentro de las 8 horas de la inoculacion. Esta integrado por una unidad de llenado-
selladora, un lector-inoculador, un médulo de control computarizado, una terminal de datos y una
impresora de multiples copias, utiliza una base de datos de conocimiento altamente desarrollado,

que contiene alrededor de 20,000 fenotipos (Fagundo, 2007).

La identificacion de las bacterias se basa en la inoculaciéon de una suspension de microorganismos

en tarjetas con determinados paneles de reacciones bioquimicas. La sensibilidad antimicrobiana se
lleva a cabo en forma similar a través de tarjetas que contienen diluciones estandarizadas de distintos
antibidticos correspondientes a los puntos de corte de sensibilidad establecidos por NCCLS. Este
sistema se ha empleado para el estudio de cepas clinicamente significativas, aisladas de muestras
clinicas u otras fuentes como alimentos y agua (Jorda, 2005).

VITEK 2 es un sistema que utiliza tarjetas con reactivos colorimétricos, las que son inoculadas con
la suspension de un cultivo puro microbiano y el perfil de desarrollo es interpretado de forma

automatica.

Figura 7- Equipo VITEK 2
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Las tarjetas reactivas tienen 64 pozos que contienen, cada uno, un sustrato de prueba individual.
Con estos sustratos se miden varias actividades metabdlicas como acidificacion, alcalinizacion,
hidrolisis enzimaticas y desarrollo en presencia de sustancias inhibidoras, con lo cual detecta la
proliferaciéon bacteriana y los cambios metabdlicos llevados a cabo en las microceldas de las tarjetas.
Las tarjetas estan selladas en ambos lados por una pelicula clara que evita el contacto entre las
diferentes mezclas sustrato-microorganismo y a la vez permite la transmisién del nivel de oxigeno
apropiada. Cada tarjeta tiene un tubo de transferencia pre-insertado para la inoculacién. Estas
tarjetas tienen cédigos de barras que contienen informacién sobre el tipo de producto, numero de
lote, fecha de caducidad y un identificador Unico que puede ser ligado a la muestra ya sea antes o

después de cargar la tarjeta al sistema (Figura 8) (Fagundo, 2007).
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Figura 8. Tarjeta de identificacion microbiana para equipo VITEK2

1.10.3 Identificacion de la Sensibilidad a antibidticos mediante el sistema
Vitek 2 de Biomerieux.

El sistema de deteccién de sensibilidad a antibiéticos por medio de tarjetas se lleva a cabo de manera
similar como sucede en las tarjetas de identificacion microbiana, las tarjetas contienen diluciones
estandarizadas de distintos antibiéticos correspondientes a los puntos de corte establecidos por el

NCCLS. (Biomerieux, 2017)

Estas tarjetas se utilizan para la deteccion de resistencia para cocos Gram positivos, bacilos Gram
negativos y levaduras, es un sistema rapido fiable y preciso, las pruebas se corren en 4 horas,

contienen un cédigo de barras para tener una trazabilidad adecuada.

Las tarjetas para sensibilidad a Gram negativos, realiza la dilucion para los siguientes antibioticos:
Benzilpenicilina (BEP), Ciprofloxacina (CIP), Clindamicina (CC), Eritromicina (E), Gentamicina (GE),
Levofloxacina (LEV), Linezolida (LIN), Moxifloxacina (MOX), Nitrofurantoina (NTF), Oxacilina (OX),
Quinupristina/Dalfopristina (QND), Rifampicina (RA), Tetraciclina (TE), Tigeciclina (TIC),

Trimetropina/Sulfametoxazol (STX) y Vancomicina (VA).
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Mientras que para las baterias Gram negativas se utilizan los siguientes antibiéticos: Amikacina (AK),
Ampicilina (AM), Amicilina/Sulbactam (AMS), Aztreonam (AZT), Cefazolina (CZ), Cefepime (FEP),
Ceftriaxona (CRO), Ciprofloxacina (CIP), Gentamicina (GE), Imipenem (IMP), Meropenem (MRP),
Moxifloxacina (MOX), Nitrofurantoina (NTF), Piperaciclina/Tazobactam (PPT), Tigeciclina (TG),
Tobramicina (TOB), Trimetropina/fulfametazol (STX).

Base de datos: Las bases de datos de los productos de identificacion estan construidas con un gran
numero de cepas de microorganismos perfectamente caracterizados y probados bajo varias
condiciones de cultivo. Estas cepas provienen de una variedad de fuentes clinicas e industriales, asi

como de colecciones de cultivo publicas y universitarias.
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2.-JUSTIFICACION.

Actualmente en los hospitales se atienden a pacientes graves a los cuales se les llega a colocar

catéteres venosos centrales ya sea para administracion de liquidos, nutrientes, medicamentos o
productos sanguineos. Lo que aumenta el riesgo de una posible infeccion relacionada a este tipo de
catéteres venosos centrales, lo que a su vez genera que se dé un mayor tiempo de hospitalizacion
del paciente, aumento en los costos de atencion médica y el riesgo de complicaciones. Hay algunas
bacterias que se consideran comunes en los catéteres y por eso se les resta importancia cuando se
llegan a aislar en una muestra de catéter venoso central, pero en realidad existe una posibilidad de
que este tipo de bacterias sean productoras de biopelicula. Por lo que ayudar a conocer si este tipo
de bacterias encontradas en catéteres venosos centrales se relacionan a complicaciones permitira
que los médicos puedan dar tratamientos terapéuticos mas adecuados al tipo de microorganismo

gue se esta tratando.

3.-OBJETIVOS.

3.1 Objetivos Generales.
Aislar e identificar las bacterias productoras de biofilm que se obtengan de los catéteres venosos
centrales de pacientes internos del Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI

mediante la utilizacion de la técnica de Maki.

3.2 Objetivos particulares.
Haciendo uso de la técnica de Maki obtener:

» Resembrar e incubar las bacterias obtenidas de los catéteres en medio Agar sangre.

» ldentificar cual de los dos medios (Caldo Soya Tripticasa o Infusion Cerebro Corazén) es el
Optimo para el crecimiento de bacterias productoras de biofilm.

» Determinar cual es el tiempo 6ptimo (24, 48 o 72 hrs.) en el que se produce una mayor
formacion de biofilm.

> Determinar el colorante (Cristal violeta o Safranina) que permite una mejor tincion de la
formacion de biofilm.

> ldentificar a los microorganismos causantes de biofim y su patron de resistencia y

sensibilidad a antibidticos.
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4.- METODOLOGIA DE INVESTIGACION

4.1 Poblacion de estudio.

Se incluyeron un total de 75 pacientes que fueron ingresados y hospitalizados en los diversos
servicios médicos que se brindan en el Hospital Centro Médico Nacional SXXI. Las muestras se
obtuvieron en el area de microbiologia del laboratorio del Hospital de especialidades del Centro
Médico Nacional SXXI.

4.2 Materiales, equipos y reactivos.
La lista del equipo, material y reactivos utilizados se detalla en el anexo A.

4.3.-Aislamiento e identificacion de la muestra.

4.3.1 Aislamiento de la muestra: Prueba de Maki.

De cada uno de los catéteres venosos centrales que ingresaron al laboratorio de microbiologia se
obtuvo una muestra con una longitud de 3 a 4 cm del extremo distal que se rodd de tres a cuatro
veces sobre la superficie de una placa de Agar Gelosa Sangre con la ayuda de un asa bacterioldgica,
esta placa se incubd en una estufa a 35 £ 2 °C y se realizé la lectura de la placa a las 24 y 48 horas
para determinar el crecimiento bacteriano. Se tomé como criterio de colonizacion significativa la
presencia de igual o mayor a 15 UFC por cada placa, en caso de haberse encontrado el desarrollo

de mas de una colonia diferente, se aislé cada colonia.

Figura 9. Muestra de catéter venoso central para la prueba de Maki.

4.3.2 Identificacion y sensibilidad.

De una muestra positiva se trasfirié con asa estéril una cantidad suficiente de in6culo bacteriano a
un tubo de ensaye de polietileno claro de 12x75mm con 3mL de solucién salina estéril.
Posteriormente se ajustd la turbiedad a 0.50-0.63 de la escala de McFarland con ayuda del
densitometro DensiChek ™. Se coloco el tubo de ensaye con la suspension bacteriana dentro de la
gradilla especial (cassette) y la tarjeta de identificaciéon se coloco en la ranura cercana, insertando el
tubo de transferencia dentro del tubo de la suspension correspondiente a la muestra, después del
tubo con muestra se colocé un tubo vacio y a dentro de este se puso el tubo de trasferencia de la
tarjeta de sensibilidad. El cassette con las muestras se colocé en el equipo Vitek 2 de Bioterieux para

ser procesado y obtener los resultados.
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Una vez dentro del equipo, las muestras se someten a los siguientes procesos de forma automatica:

Inoculacién: Las muestras son transportadas a una camara en la que se aplica vacio y
enseguida se reintroduce nuevamente el aire, esta accion hace que la suspension bacteriana

pase a través del tubo de trasferencia hacia los microcanales y se llenan todos los pozos.

Sellado e inoculaciéon de las tarjetas: Las tarjetas inoculadas pasan por un mecanismo que

corta los tubos de transferencia y las sella, previo a la carga dentro del carrusel incubador. Todos

los tipos de tarjetas se incuban en linea 35 = 1.0°C.

Lectura de las reacciones: Cada tarjeta es removida del carrusel-incubador cada 15 min y

trasportada al sistema optico de transmitancia el cual usa diferentes longitudes de onda del
espectro visible para interpretar las reacciones de turbiedad o color de los productos metabdlicos,
y es devuelta a su sitio en el carrusel hasta el siguiente tiempo de lectura. Los datos son

registrados a intervalos de 15 min durante el periodo total de incubacion.

Los calculos se realizan con los datos “crudos” y se comparan en los umbrales para determinar
las reacciones para cada prueba. Los resultados aparecen como “+”. “-“0 cuando son reacciones

débiles se indican cémo “?”.

4.4 Produccion de biofilm. (ver diagrama de metodologia)

Para cada muestra bacteriana identificada se utilizaron dos series de 6 tubos cada uno, para cada
serie se rotulan dos tubos con la leyenda 24 hrs, dos con 48 hrs 'y 2 con 72 hrs. A una serie de tubos
se le adicionaron 3mL de caldo infusion cerebro-corazén (BHI) y a la otra serie de tubos se le
adicionaron 3mL de Caldo Soya Tripticasa (CST), se prepard una suspension bacteriana, ajustada
de 0.5 a 0.6 unidades en la escala de McFarlan empleando el densitometro DensiChek ™, se
inocularon cada serie de tubos con 0.1 mL de muestra. Se incubaron todos los tubos con las muestras
en la estufa a 35 +/- 2°C, posteriormente se fueron sacando los tubos de las dos series en las horas
que estan rotuladas (24, 48 o 72 hrs). Se elimind el caldo del cultivo de los tubos (en un contenedor
para ser esterilizado a 121°C/15 Ib durante 15 min.) y se adicionaron 2 mL de Safranina al 1% a un
tubo de BHI y uno de CTS, posteriormente se colocaron 2mL de Cristal violeta al 1% a otros tubos
de BHI y CTS. Se rotaron los tubos cuidadosamente durante tres minutos a temperatura ambiente
para asegurar una tincion uniforme del material adherido a las paredes, se escurrié el colorante de
los tubos y se lavaron con solucién salina o Buffer de fosfatos estériles tres veces. Se colocaron los
tubos boca abajo sobre una superficie absorbente hasta que se secaron. La prueba se consider6
positiva cuando se observo la formacion de una pelicula tefiida en la superficie interna del tubo; se

hace una estimacién en cruces.
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5.-RESULTADOS

5.1 Prueba de Maki.

La poblacién total de estudio correspondié a 75 puntas de catéter que llegaron al servicio de
bacteriologia del laboratorio del Hospital de Especialidades de Centro Médico Nacional SXXI de
octubre del 2013 a Enero del 2014, estos fueron tomados de los pacientes hospitalizados en los
diversos servicios meédicos que brinda el Hospital.

De las 75 muestras de catéter, se obtuvieron 31 catéteres positivos (41%) y 44 negativos (59%) que

se puede observar en la grafica 1.

Total de Puntas de Catéter

pruebas

ruebas -
p positivas

negativas 41%

59%

Grafica 1.- Total de muestras de puntas de catéter obtenidas durante el estudio.

5.2 Identificacion y sensibilidad.

La identificacién de las bacterias obtenidas se realizd mediante el procesamiento automatizado a
través del equipo Vitek 2, en el cual, se realizaron una serie de pruebas bioquimicas para determinar
el género y especie de la bacteria o bacterias de aisladas en cada muestra obtenida. Por lo que, de
las 31 pruebas positivas, se encontr6 que en total se aislaron 32 bacterias, de las cuales
Staphylococcys aureus fueron 13 (41%), Staphylococcus epidermidis 12 (38%), Klebsiella
pneumoniae 2 (6%), Acinetobacter baumannuu 1 (3%), Acinetobacter haemoliticus 1 (3%),
Escherichia coli 1 (3%), Staphylococcus haemolyticus 1 (3%) y Serratia marcenscens 1 (3%) (Gréfica
2)
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Acinetobacter Serratia

haemoliticus marcescens Acinetbacter
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pneumoniae

6%
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38%

Grafica 2- Total de muestras positivas obtenidas en los catéteres.

La sensibilidad se determind de en el mismo equipo, en este caso, se clasifica en dos rubros muy
grandes, las bacterias Gram positivas y las Bacterias Gram negativas. De las 32 bacterias, 26 (81%)

pertenecen a las bacterias Gram positivas y 6 (19%) a las bacterias Gram negativas (Gréfica 3).

Gram negativas
19%

Grafica 3.- Porcentaje de Bacterias Gram Positivas y Gram Negativas obtenidas en las muestras positivas

Se realizé la determinacién de los perfiles de sensibilidad/resistencia a 16 antibiéticos, para las
bacterias S. epidermidis, S. aureus, S. aemoliticus que pertenecen a las bacterias Gram positivas
obtenidas en las muestras de catéteres en pacientes. Los antibidticos evaluados fueron:
Benzilpenicilina (BEP), Ciprofloxacina (CIP), Clindamicina (CC), Eritromicina (E), Gentamicina (GE),
Levofloxacina (LEV), Linezolida (LIN), Moxifloxacina (MOX), Nitrofurantoina (NTF), Oxacilina (OX),

28



UNAM FES-C
Quinupristina/Dalfopristina (QND), Rifampicina (RA), Tetraciclina (TE), Tigeciclina (TIC),
Trimetroprina/Sulfametoxazol (STX)y Vancomicina (VA). En las graficas 4, 5 y 6 se muestra el perfil

de resistencia/sensibilidad para las bacterias Gram positivas.

Resistencia/Sensibilidad de S.epidermidis.
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Grafica 4.- Resistencia y sensibilidad que presenté S.epidermidis ante los 16 antibiéticos a los que se sometio6.

Resistencia/Sensibilidad de S.aureus

14
12
10
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Grafica 5.- Resistencia y sensibilidad que presentoé S.aureus ante los 16 antibiéticos a los que se sometié.
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Resistencia/Sensibilidad de S.haemoliticus

e & E L

W SENSIBLE m RESITENTE SENSIBLE

Grafica 6.- Resistencia y sensibilidad que presenté S.haemoliticus ante los 16 antibioticos a los que se sometié.

Para las bacterias Gram negativas Klebsiella pneumoniae, Acinobacter baumannii complex, Serratia
marcescens y Escherichia coli se les realizd la determinacion de los perfiles de
sensibilidad/resistencia a 17 antibiéticos: Amikacina (AK), Ampicilina (AM), Amicilina/Sulbactam
(AMS), Aztreonam (AZT), Cefazolina (CZ), Cefepime (FEP), Ceftriaxona (CRO), Ciprofloxacina (CIP),
Gentamicina (GE), Imipenem (IMP), Meropenem (MRP), Moxifloxacina (MOX), Nitrofurantoina (NTF),
Piperaciclina/Tazobactam (PPT), Tigeciclina (TG), Tobramicina (TOB), Trimetropina/sulfametazol
(STX). En las graficas 7, 8, 9 y 10 se muestra el perfil de resistencia/sensibilidad para las bacterias

Gram negativas.

Resistencia/Sensibilidad de Klebsiella pneumoniae.
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Grafica 7.- Resistencia y sensibilidad que presenté Klebsiella pneumoniae ante los 16 antibiéticos a los que se sometio.
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Grafica 8.- Resistencia y sensibilidad que presenté Acinetobacter baumanni complex ante los 16 antibioticos a los que se

sometio.
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Grafica 9.- Resistencia y sensibilidad que presenté Sarratia marcescens ante los 16 antibiéticos a los que se sometio6.
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Resistencia/Sensibilidad de Escherichia coli
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Grafica 10.- Resistencia y sensibilidad que presenté Escherichia coli ante los 16 antibiéticos a los que se sometié

5.3Produccion de Biofilm.

Se realizaron una serie de ensayos para la formacion de Biofilm para todas las cepas obtenidas a
tiempos distintos (24, 48 y 72 hrs.) en dos medios distintos: caldo infusién cerebro-corazén (BHI) y
Caldo Soya Tripticasa (CST), para ver si el enriquecimiento y composicion de los medios afectaba
en alguna medida en el crecimiento de las bacterias. Asi mismo se determind que del total de las 32
bacterias aisladas solamente 21 muestras (64%) presentan una formacion de biofilm y 12 muestras
(36%) tienen poca o nula formacién de biofilm lo que no representa relevancia para considerarlo

como resultado positivo, estos resultados se presentan en la grafica 11.

BACTERIAS
FORMADORAS
DE BIOFILM
64%

Grafica 11.- Bacterias que presentaron una formacion de biofilm.
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La mayoria de las muestras que tuvieron un resultado negativo para la formacion de biofilm son Gram
negativas, a continuacién, se muestra en la tabla 7 los resultados que se obtuvieron de 6 de las 12
bacterias Gram negativas. Las muestras que se presentaron con una formacion de biofilm positivo
fueron las muestras que tenian Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus aureus (Figuras 9, 10,
11y 12), aunque también hubo algunas muestras que contenian estas bacterias y que presentaron
muy poca o nula formacién de biofilm y se incluyeron en las graficas y tablas de estas bacterias,

como se muestra a continuacioén en la grafica 12 y grafica 13.

Tiempo 24 Horas 48 Horas 72 Horas
Medio BHI CST BHI CST BHI CST
Colorante Safranina Cristal Safranina  Cristal ~ Safranina  Cristal Safranina Cristal ~ Safranina Cristal Safranina Cristal
V. V. V. V. V. V.
Klebsiella pneumoniae 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Acinetobacter 0 1 0 1 1.5 1.5 1 1 0.5 1 0 0.5
haemolyticus
Acinetobacter 0.5 0.5 0.5 0.5 1 1 1 0.5 1 1 0.5 0.5
baumannii
klebsiella pneumoniae 0 0 0 0 0.5 0.5 0 0 0 0 0 0
Escherichia coli 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Serratia marcescens 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Tabla 7.- Resultados para Bacterias que presentaron una nula formacion de biofilm representado en cruces.
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Formacion de biofilm para Staphylococcus aureus a 24,48 y 72 horas.

e

Safranina Cristal Safranina Cristal Safranina Cristal Safranina Cristal Safranina Cristal Safranina Cristal

Violeta Violeta Violeta Violeta Violeta Violeta
BHI CST BHI CST BHI CST
24 Horas 48 Horas 72 Horas

2 1 1 1 2.5 3 2 2 3 3 2 3
1.5 1.5 0 0 0 0 0 0.5 0.5 0
1 2 1.5 2 1 2.5 2 2 1.5 2 2

1 0.5 3 2.5 1.5 1.5 3 3 2.5 1.5
1.5 1.5 3 3 1 2.5 2.5 1 1
1 1 1.5 2 0.5 2 0.5 2 2
0.5 1 1.5 0.5 2.5 2.5 1 2 1 1
2 1.5 1 0.5 2.5 2 1.5 1 1 1 1
1 1 1.5 1 2.5 2 2.5 2 2 1 1.5
1 0.5 1.5 1 1.5 2 2 1.5 1 1
0 1.5 1 1 2 1.5 2 1.5 2 2
1 1 1.5 1.5 1.5 1.5 2 2 2
1 1 1 1 1.5 1.5 1 1 1

VARIANTES MEDIDAS

Grafica 12.- Formacion de Biofilm para Staphylococcus aureus a 24,48 y 72 horas.
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Formacion de biofilm para Staphylococcus epidermidis a 24, 48 y 72 horas.
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VARIANTES MEDIDAS

Grafica 13.- Formacion de Biofilm para Staphylococcus epidermidis a 24, 48 y 72 horas.
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Figura 10. Muestra de Biofilm en BHI tefiido con Cristal violeta Figura 11. Muestra de Biofilm en CST tefiido con Cristal violeta

Figura 12. Muestra de Biofilm en BHI tefiido con Safranina. Figura 13. Muestra de Biofilm en CST tefiido con Safranina.
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6.- DISCUSION.
En este estudio se realizo la prueba de Maki a 75 catéteres venosos centrales, con lo que

se obtuvo que el 41% dio positiva a la prueba, ya que cumplidé con las especificaciones de
15 ufc; posteriormente se realizé la identificacion de estas bacterias, siendo Staphylococcus
aureus la que se presenta con mayor frecuencia con 41%, seguido de Staphylococcus
epidermidis con 38%, lo que coincide con las infecciones nosocomiales mas reportadas
frecuentemente en los hospitales, asi mismo se presentaron Klebsiella Pneumoniae 6%,
Acinetobacter Baumannii 3%, Acinetobacter haemoliticus 3%, Escherichia coli 3%,

Staphylococcus haemolyticus 3% y Serratia marcenscens 3%.

Todas las bacterias que se obtuvieron se clasificaron en dos grupos, Gram positivas con un
total de 81% y Gram negativas con un 19% de este grupo, con la finalidad de distinguir las
caracteristicas estructurales de cada grupo para posteriormente poder realizar su adecuado
perfil de Resistencia/Sensibilidad y utilizar los grupos de antibioticos especificos para cada

tipo de bacterias.

Posteriormente se realizé la prueba de formacion de biofilm en la cual, se utilizaron dos
medios diferentes Caldo Soya Tripticasa (CST) e Infusion Cerebro Corazén (BHI), con la
finalidad de observar si la composicion del medio y enriquecimiento de estos afectaba en el
crecimiento bacteriano, con lo que se observé un mayor y mejor desarrollo bacteriano en el
medio BHI en comparacion con el medio CST, en el cual el crecimiento fue escaso y en
ocasiones inexistente, esto es debido a que el medio BHI es un medio enriquecido para el
cultivo de una amplia variedad de organismos como bacterias, levaduras y hongos
filamentosos; este medio obtiene los nutrientes de la infusion de cerebro y corazén, la
peptona y la glucosa, ya que las peptonas y la infusion son fuentes de nitrégeno organico,
carbono, azufre, vitaminas y sustancias de traza, la glucosa es la fuente de carbohidratos

que los microorganismos utilizan mediante la fermentacion (ver el anexo de medios).

Otro de los factores que se midi6é fue el tiempo de incubacion para determinar el mejor
crecimiento bacteriano, de acuerdo a las caracteristicas bacterianas, el mejor crecimiento es
a las 48 horas en donde hay un desarrollo de bacterias y aun hay un medio rico en nutrientes,
sin embargo, en las 24 horas se observo un ligero crecimiento bacteriano y por el contrario

a las 72 horas hay una gran cantidad de bacterias que consumen los nutrientes y esto
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provoca que se dé la muerte bacteriana y que en un momento dado ya no se observé bien

biofilm.

Se utilizaron dos colorantes, Cristal Violeta y Safranina, para determinar cual de los dos es
el que tifie mejor el biofilm que se forma. De acuerdo con las caracteristicas del colorante y
de las bacterias, el que mejor tifio fue Cristal violeta posiblemente es debido a que las
paredes de bacterias Gram Positivas tienen varias capas interconectadas de peptidoglicano
que atrapan el colorante en su pared y fueron las que se presentaron en mayor cantidad

como formadoras de biofilm.

En las pruebas en donde se determind sensibilidad o resistencia que presentd cada bacteria
a los antibioticos, se confirma que principalmente las bacterias Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus que pertenecen a las Gram positivas presentaron una mayor
resistencia a los farmacos del grupo [-lactamicos al cual pertenecen bencilpenicilina y
oxaciclina, esta resistencia esta muy ligada a la formacion de biofilm en las bacterias, debido
a que las moléculas del antibiotico deben difundir a través de la matriz del biofilm para
inactivar a las células recubiertas y la matriz constituye una barrera que reduce la difusion
de las moléculas al interior del biofilm, asi mismo esto favorece la produccién de enzimas
inactivadoras del antibiotico, o que genera que se acumulen en la matriz y protege a las
células, otro factor importante como lo menciona Waters y colaboradores (2016) en su
articulo es que este grupo de farmacos es ineficiente contra las células que no se dividen

activamente.

Es importante considerar que en este estudio realizado, se obtuvo una gran cantidad de
muestras en las cuales se aisldé S.epidermidis (38%) que normalmente se considera como
microbiota normal de la piel y mucosas del ser humano, sin embargo es uno de los patégenos
mas frecuentes aislados en los pacientes inmunodeprimidos y se asocia a dispositivos
médicos utilizados en los pacientes, por lo que puede llegar a causar infecciones cronicas,
mas no mortales, pero eso no implica que de deba de dejar a un lado y restarle importancia,
pues también presenta una gran resistencia a antibiéticos, como lo menciona Cabrera
(2013).

Para las bacterias Gram negativas, casi no se presentd una formacion de biofilm, sin

embargo, al realizar las pruebas de sensibilidad o resistencia que presentaron ante diversos
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grupos de antibiéticos, mostraron una resistencia al grupo B-lactamicos, probablemente se

debe a diversos mecanismos de resistencia como lo menciona Tafur (2008).

7.- CONCLUSIONES

En el estudio realizado en la presente tesis se resembraron e incubaron las bacterias que se
obtuvieron de los catéteres venosos centrales en medio Agar sangre, posteriormente de la siembra
en el medio Infusion Cerebro Corazén y Caldo Soya Tripticasa, se determind que el mejor medio
para el crecimiento optimo de bacterias productoras de biofilm fue Infusion Cerebro Corazén debido

a la gran cantidad de nutrientes que favorecen el crecimiento bacteriano.

Se determino que el tiempo 6ptimo en el cual se produjo una mayor formacion de biofilm fue a las 48
horas, asi mismo, cuando se probo los dos tipos de colorante que se utilizaron para evidenciar la
formacion de biofilm se determino que el mejor colorante fue el cristal violeta debido a que tifie mejor

la estructura de Biofilm.

Se determind que las bacterias formadoras de biofilm que estan mas frecuentemente presentes en
los catéteres venosos centrales son principalmente Staphylococcus aureus en un 41%, seguido de
Staphylococcus epidermidis con un 38% que son Bacterias Gram Positivas, asi mismo al realizar las
pruebas de sensibilidad y resistencia en las bacterias formadoras de biofilm obtenidas en los
catéteres venosos centrales se determino que estas presentaron una gran resistencia a los

antibidticos B -lactamicos principalmente.

A partir de los catéteres venosos centrales que resultaron positivos al crecimiento de
microorganismos causantes de la infeccion, se aislaron e identificaron las bacterias productoras de
biofilm que se encuentran en catéteres de pacientes internos del Hospital de Especialidades del

Centro Médico Nacional Siglo XXI por medio de la técnica de Maki.
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ANEXO A

MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

*Material de vidrio

v

v

Tubos de ensayo con tapa de
rosca de 16x150mm.

Tubo de ensayo con tapdn de
13x100 mm estériles.

Tubos de ensayo de vidrio
estériles de 12x75mm.

Pipetas seroldgicas estériles de
10y 2 mL.

Matraz Erlenmeyerde 1y 2 L.

*Equipos

v

v
v
v
v

Sistema Vitek 2 de Biomerieux.
Incubadora.

Balanza.

Autoclave.

Densitometro DensiCheck™

*Medios de cultivo

v
v
v

Agar Gelosa Sangre.
Caldo Soya Tripticasa.
Caldo Infusidn Cerebro-

Corazon.

*Colorantes y Reactivos

v
v
v

Safranina al 1 %.
Cristal Violeta al 1%.
Tarjetas de identificacion vy

sensibilidad para bacterias

v

*Otros

v

NS N N N N N N N R

FES-C

Gram  Positivas y  Gram
Negativas para el equipo Vitek.
Soluciéon  salina  fisioldgica

estéril.

Propipeta.

Cinta testigo.

Puntas estériles.

Hisopos de algoddn estériles.
Mechero.

Micropipeta de 100 ulL.

Asas bacterioldgicas.
Gradillas.

Gasas.

Jabon.

Escobillon.
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DIAGRAMA DE LA METODOLOGIA.

Ajustar al 0.5 - 0.6 unidades
— McFarland con el densitobmetro
DensiCheck.
2 15 ufe
Técnica de Maki
L
INOCULAR LOS TUBOS
F -. A
|
et wi T v I Wl T w| | I wy T v
z 5 =) 5 ] T @ G |m Hr @ 5]
> | - A ! -
| |
L 3 L“ X, l“ l“ k. I.H l“ - L‘l e K A L“ l“
s} el ol == — =
I | I | | |
24hr 48hrs 72hrs 24hr 48hrs 72hrs
Incubara35+2°C

|

)

Desechar el medio en un recipiente
adecuado para su tratamiento de
esterilizacion (121°Cl/(6.5kg)15lbs
durante 15 min.)

|

Tefiir con el Colorante Safranina
o Colorante Cristal violeta
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CsST BHI T

Rodar por 3 minutos los tubos y
posteriormente enjuagarlos 3
veces con Solucion Salina
Fisiologica o Buffer de Fosfato

Dejar secarlos y leerlos

Registrar resultados
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COMPOSICION DE MEDIOS DE CULTIVO

INFUSION DE CEREBRO- CORAZON.

USO PREVISTO BD Brain Heart Infusion (BHI) Agar es un medio de uso general adecuado para el
cultivo de una amplia variedad de tipos de organismos, incluidos las bacterias, levaduras y hongos

filamentosos, a partir de muestras clinicas.

PRINCIPIOS Y EXPLICACION DEL PROCEDIMIENTO Método microbiolégico. La infusion de
cerebro y corazoén ha resultado ser efectiva en el cultivo de una amplia variedad de microorganismos,
incluidos muchos tipos de patdégenos. Se ha utilizado como medio base para las nuevas féormulas de
medios de cultivo cuando se suplementa con sangre o agentes selectivos. Brain Heart Infusion (BHI)
Agar sin suplemento se recomienda actualmente como medio universal para bacteriologia aerobia y
para la recuperacion primaria de hongos y Actinomycetales a partir de muestras clinicas y no
clinicas1-5. BD Brain Heart Infusion (BHI) Agar obtiene los nutrientes de la infusion de cerebro y
corazoén, la peptona y la glucosa. Las peptonas y la infusién son fuentes de nitrégeno organico,
carbono, azufre, vitaminas y sustancias de traza. La glucosa es la fuente de carbohidratos que los
microorganismos utilizan mediante fermentacion. Se utiliza fosfato disédico como tampédn en el

medio.

REACTIVOS BD Brain Heart Infusion (BHI) Agar Férmula* por litro de agua purificada Infusion de
cerebro y corazon de (sélidos) 8,0 g Digerido péptico de tejido animal 5,0 Digerido pancreatico de
caseina 16,0 Cloruro sddico 5,0 Glucosa 2,0 Fosfato disédico de hidrogeno 2,5 Agar 13,5 pH 7,4

0,2 *Ajustada y/o suplementada para satisfacer los criterios de rendimiento.

PRECAUCIONES. Solamente para uso profesional. No utilizar las placas si muestran evidencia de
contaminacién microbiana, decoloracién, deshidratacion, grietas o cualquier otro signo de deterioro.
Consultar los procedimientos de manipulacion aséptica, riesgos bioldgicos y desecho del producto

usado en el documento

INSTRUCCIONES GENERALES DE USO. ALMACENAMIENTO Y VIDA UTIL Al recibir las placas,
almacenarlas en un lugar oscuro a una temperatura entre 2 y 8 °C, envueltas en su envase original,
hasta justo antes de usarlas. Evitar la congelacion y el calentamiento excesivo. Las placas pueden
inocularse hasta su fecha de caducidad (ver la etiqueta en el paquete) e incubarse durante los
periodos de incubacion recomendados. Las placas de grupos de 10 placas ya abiertos pueden
usarse durante una semana siempre que se almacenen en un lugar limpio a una temperatura entre
2y8°C.
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CALDO TRIPTICASA SOYA.

USO PREVISTO Medio adecuado para el desarrollo de microorganismos exigentes. Es utilizado en
el control de esterilidad de productos bioldgicos, farmacéuticos y cosméticos. Su formula cumple con
los requerimientos de la Armonizacion de Farmacopeas Europea, japonesa y de los Estados Unidos

de Norteamérica (EP, JP y USP respectivamente).

FUNDAMENTO La tripteina y la peptona de soya aportan nutrientes ricos en péptidos, aminoacidos
libres, bases puricas y pirimidicas, minerales y vitaminas. La peptona de soya contiene alta cantidad
de hidratos de carbono que estimulan el crecimiento de una amplia variedad de microorganismos. El
cloruro de sodio mantiene el balance osmético. El fosfato dipotasico otorga capacidad buffer y la

glucosa es la fuente de energia.

FORMULA.

Bl g1 1 ¥=T o - TSP 170¢g
PePtoNa A€ SOYa....ccci et renes 30g
Cloruro de SOI0.....uuriiiieiie e 50¢g
[FoX ] fo lo [0 o] = 1] (ol AN URN: 25¢g

LG 1V Tolo LY TR UURRRUPRRPRE 25g

Y (U= Y o 1N ] g1 o o £ TSR 1000 ml
pH final: 7.3
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