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I  INTRODUCCION

ANTECEDENTES DE RESISTENCIA BACTERIANA

Actualmente el uso de agentes antimicrobianos es objeto-
de andlisis continuos debido a que su empleo indiscriminado -
en la dltima década, ha propiciado la aparicién de capas bac-
terianas altamente resistentes a agentes antimicrobianosalos
cuales anteriormente eran sensibles. Debido a &ésto el esta--
blecimiento de la terapia antimicrobiana ha sido radicalimente
modificada. Esto se ha confirmado por estudios realizados en
donde se demuestra la gran tendencia que existe a incrementar
las dosis de antibi6ticos y a Ya-realizacion de combinaciones
que produzcan sinergismoy por 1o tanto acciones mids potentes-
(1,21,70). En las bacterias aerobias la situacidn o patrones
de comportamiento con respecto a los antibigticos mds emplea-
dos es frecuentemente valorada y por lo tanto mds conocida; -
en cambio en las bacterias anacrokias por ser necesaria una me-
todologia de aislamiento e identificacidn mds sofisticada, se
dificulta el establecimiento de dichos patrones y a medida --
que se conoce la alta resistencia a lTos antibiéticos mds em--
pleados, se pone al descubierto la serie de cambios en este -

comportamiento,
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Durante un periodo de dos aﬁos; enrel Hospital de Saint-
Joseph de la Universidad Pierre & Mafig Curie_de'Francia (24)
fueron aisladas 117 bacterias anaerobias predohinando el géne
ro Bacteroides sp. con un 49%, el antibiograma reveldé que es-
ta especie es resistente a ampicilina (86%), Tetraciclina ---
(63%), Clindamicina (20%), Cloranfenicol (2%) y Metronidazol-
(12%).

Phillips y cols. (73,74) en 1981 demostraron en el Depar
tamento de Microbiologia en St. Thoma's Londres que la resis--
tencia antimicrobiana se ha incrementado en un ampiio rango -
en los microorganismos anaerobios desde 1972 siendo el gérmen

mids resistente el grupo Bacteroides fragilis aislado de pa- -

cientes con previo tratamiento con antimicrobianos donde sola

mente se encontrd sensible a Matronidazol y Cloranfenicol.

Por otra parte en el Departamento de Medicina y Enferme-
dades Infecciosas en Boston Massachussetts (21). G. Churchu--

ral y cols, estudiaron 250 especies de Bacteroides fragilis -

aisladas de procesos infecciosos, obteniendo que no existe --

pricticamente resistencia al Metronidazol y Cloranfenicol.

En un estudio realizado en el Departamento de Microbiolo
gfa-en la Universidad de Hiddinge en Estocolmo Suecia.(45,56)

se encontrd que la B-lactamasa del grupo Bacteroides fragilis,

posee caracteristicas especiales que hacen que esta cepa sea-
mis resistente a los antibidticos B-lactdmicos y que la trang
ferencia de dicha resistencia se debe a plasmidos. La cefoxi-

tina fue el agente mds efectivo en dicho grupo.



Tally y cols. (87) realizaron un estudio de 1973 a 1980

,dohdekse,demostré que el nimero de cepas de Bacteroides fra-~-

gilis resistentes a Clindamicina ha aumeatado de 2.6 al 4.5%-
y que el tratamiento con este antibiético requiere en algunos
casos de mis de 256 a 512 mcg/ml. para ser eficaz en cepas al

tamente resistentes.

Dlsson-Liljequist y Nord, realizaron un estudio compara-
tivo (71) entre los Nitroimidazoles: Metronidazol, Ornidazol

y Tinidazol, Tos cuales inhiben al grupo Bacteroides fragilis

a concentraciones de 2 mcg/ml o menos siendo el agente mis --

efectivo contra estos gérmenes el Tinidazol.

S.J. Eykyn y 1. Phillips (30) estudiaron en el Hospitai-r
St. Thoma's en Londres Inglaterra, a pacientes con sepsis - -
anaerobica les fue administrado Metronidazol intravenoso y --
oral y posteriomente al tratamiento, menos del 25% de estos -
pacientes resultaron con }nfecciones por anaerobios. Debido-
a su eficacia, el Metronidazol se recomendé en la profilaxis
de infecciones después de Histerectomia, apendicectomia y ci-

rugia de colén.

Asi mismo, S.P. Bartlett y R.C. Burton (7} pub1icaron,én,7‘
1982 un trabajo realizado en el Hospital General de Boston, -
durante el perfodo de 1960 a 1980 en el cual recopilaron esty
dios sobre terapia antimicrobiana, 1legando 2 la conclusién -
que la infeccién de heridas permanece ailn como una complica--
cién grave sobre todo después de cirugfas de cavidad abdomi--

nal y tracto genital femenino, que los agentes antimicrobia--



nos mds efectivos son aquellos que tienen actividad contra’---
bacterias anaerobias y que el antibidtico Gptimo, estd ‘toda--

via por encontrarse.

PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA

Como una medida para encentrar una gufa exacta y- f1ded1g~'f-

na sobre los antibidticos que resultan eficaces "1n viv

procurd idear y perfeccionar pruebas de susceptibjlndag
vitro" que con una interpretacidn correctayofrééjeiin;
formaciGn necesaria para el establecimiento”de;laﬁtérapéu}igﬁ?
mds conveniente. ' )

La determinacién de 1a susceptibilidad a los antibidti--
cos es una actividad de aplicacidn prdctica por excelencia --
que altera radicalmente y de manera favorable la evolucidn de
muchas enfermedades infecciosas, dichas pruebas consisten - -
esencialmente en poner en contacto al microorganismo que con-
tribuye activamente al proceso infeccioso frente a un antimi-
crobiano en un medio de cultivo adecuado para determinar el -
grado de inhibicidn del crecimiento de acuerde a la concentra

cién de dicho antimicrobiano.
Estas pruebas se dividen en dos tipos:
I. De Difusidn
1I. De Dilucidn

La prueba de Difusidn es un procedimiento muy aceptado -

que utiliza discos de papel impregnados con un antibidtico, -
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se iefdehémiha tambign Método de Kfrby-Bauer {10}, y consiste
:,eséﬁcﬁélmentg en apTicar un disco de papel a la superficie --
'»iﬁscu1$da‘de] medio de prueba, como consecuencia de Ta hume--
‘:d$d~de1‘medio el antimicrobiano difunde a través de éste de -
.acuerdo a sus caracteristicas fisicoquimicas, originando un -
gradiente de concentracién antimicrobiana que cambia gradual-
mente en la zona que rodea al disco, y por 1o tanto al aumen-
tar la difusién del antimicrobiano, aumenta la multiplicacién
bacteriana. Asi pues no aparece ningin crecimiento en el - -
drea donde el antibidtico estd presente en concentraciones --
inhibidoras, es decir, cuanto mds susceptible es el microorgi

nismo probado mayor es la zona de inhibicidn.

La técnica de Difusidn, generalmente es un procedimiento
cualitativo que clasifica a los gérmenes en S (sensibles 6 --
susceptibles) y MS (moderadamente susceptibles) 6 B (resisten
tes), el procedimiento es simple y puede adaptarse para pro--
bar casi cualquier antimicrobiano de manera individual o com-
binada se aplica generalmente a los microorganismos de rdpido
desarrollo y en caso de urgencia el material clinico (como --
L.C.R. Liq. Pleural o liq. peritoneal), puede usarse directa-
mente como indculo, debido a que es posible detectar féc{imég

te cultivos mixtos.

Las limitaciones de esta prueba son su falta de interpre
tacidn cuantitativa, su ineficacia para microorganismos de --
lento desarrollo y su inexactitud con antibidticos que por --

sus caracteristicas fisicoquimicas difunden mal.
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La técnica de Dilucién proporciona resultadosl¢@ahtitéti*j

vos para pruebas de susceptibilidad antimicrobfaua se’usa pdvr?
ra determinar la concentracidn minima de un;éntfmiciobiano

cesaria para inhibir o matar a un microorganism

Diluciones seriadas del antimicrobiano se:

el microorganismo y se incuban, donde, ]a;concen
bitoria minima (CIM § MIC) es Ja menor-con

cimiento visible,

Esta prueba puede aplicarse para—mi;r

to desarrollo como en el caso de las bécter]aS‘qnagrobias-- -
pues no se ve influida por la velocidad de crecim{ento'de Tas

mismas.

Es recomendable cuando se requiere vigilar las dosis - -
aplicadas al administrar antibidticos cuyos niveles potencial
mente téxicos y terapéuticos estin muy préximos entre si, 6 -
cuando se requiere eluso prolongado de una antibioterapia que
como consecuencia pueda modificar el antibiograma 6 la suscep
tibilidad bacteriana al antimicrobianc empleado. Es Gtil - -
cuando las pruebas de disco tienen resultados inexactos, inse
guros 6 para confirmar 1a concentracién a la que un microorga
nismo es susceptible también se emplea para antibidticos difi
ciles de probar con el disco como polimixinas y aminoglucdsi-
dos y especialmente para determinar la actividad bactericida,
sinergismo 6 antagonismo de diversos antimicrobianos. Para -

uso de manera rutinaria se puede reducir el niimero de concen-




traciones probadas a unas pocas las que deben corresponder a
niveles ficilmente alcanzables en suero u orina después de -
la administracién de diferentes tipos de dosis de cada anti-

bidtico.

Dentro de la prueba de susceptibilidad por dilucién - -

existen tres modificaciones:

A.- Dilucidn del antibiético en Agar (6 MEtodo del Resw
plicador de Steers)

B.- Dilucién del Antibidtico en Caldo nutrjtfvo (y;ili-v :

zando tubos de ensayo).
C.- Microdilucidn.

En 1a prueba de Dilucidn en Agar se emplea el aparato --
descrito por Steers y col (4,57) que permite repetir los ind-
culos al aplicar 36 cepas de bacterias aisladas al mismo tiem
po, en la superficie de una placa de agar que contiene anti--.

bidtico.

Este método es recomendable para laboratorios de gran ca
pacidad de trabajo que tienen que probar mds de 36 capas bac-
terianas diferentes, asi mismo se ha observado que con este mé
todo se obtienen resultados reproduciblies (57) ademds de que-
puede observarse la heterogenicidad y contaminacidon antimicro
biana. Las limitaciones de este método consisten principal--
mente en el medio de cultivo que debido a sus caracteristicas

fisicoquimicas y componentes catifnicos induce variaciones en
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1a difusibilidad del antibiatico;'-ref1ej‘5ndase en-los ‘resulta

dos de las pruebas. Se ha observado’ que ‘ abi]{&;ﬁ de
resultados se obtiene alin de un 1ote a d
que no se ha estandarizado esta yariable
liza el medio Hinton-Mueller horfégfie

tiGnico pero para microorganismos exigentesi nutricionalmente,

los suplementos como sangre, vitaminas,“soluciones:buffer 6 ca
tiones como calcio y magnesio también puede producir variacio
nes sign1f1cat1vas. Ademds existe un factor importante que -

es 1a estabil1dad del ant1m1crobiano en las placas de agar, -

"fLa'prhebé de‘susceptibilidad por dilucién en caldo fue -

feaIfzada en tubos grandes empleando volumenes de 1 ml. 6 mds
y no fue muy aceptada de manera rutinaria pues el volumen de-
material utilizado era considerable, asi pues al emplear dis-
positivos seroldgicos, se eliming este obstdculo y la técnica
miniaturizada se conoce actualmente como Método de Microdilu-
cidn.

Este método emplea placas de pldstico con caldo nutriti-

vo en-el que estdn d1sueItos 1os ant1b1ot1cos en voldmenes de

0.1 m.y: con d1spos1t1vosfespec1a1e

se 1nocula y se diluye-
e] ant1m1crob1ano hasta obten \ nte “de dilucién que

ﬁVperm1te la determ1naC1on "1n V1t \a ch de un agente --



bacteriano.

Esta prueba es un procedimiento econdmico y‘tééﬁ{éament&
exacto para uso rutinario (51,66) en el cual las MICs son com
parables con }os procedimientos de referencis (51,65,76,78,89)
y sus resultados reproducibles, se emplea este método tanto -
por Yos laboratorios que deben preparar sus propios productos
como'por 1os que pueden comprar las placas precongeladas o se

cas con el antibidtico comercial.

~ Las placas ya preparadas son de facil manipulacién y pue
den prepararse gran nimero de ellas y congelarias a -70° has-
ta su uso, con és5t0 se asegura la estabilidad mixima de las -

soluciones antimicrobianas.

El método de Microdilucidn posee las ventajas de Tos mé
todos de difusidn de antimicrobianos, sin sus desventajas --
(9). Este método puede mantener estables a los agentes anti
microbianos, posee una mayor difusibilidad ya que utiliza mg
dio liquido, pueden determinarse ademds de concentraciones -
minimas inhibitorias (MICs), las concentraciones bacterici--
das minimas que son de utilidad cuando se emplean.agentes al
tamente téxicos, ademéds de las caracteristicas antes mencio-
nadas esta la facilidad de poder realizar pruebas de suscep-
tibilidad en serie con un costo minimo, es (til para la mayo
ria de las bacterias patdgenas y para todos los agentes anti
microbianos, los procedimientos empleados son sencillos, los

equipos y elementos de trabajo baratos y accesibles. E) mé-
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todo posee un punto terminal ‘poco influido por el tamafio del
inéculo, cuantitativo, fdcil de medir y que establece ademds

de los puntos inhibidores, 1os puntos bactericidas.

Finalmente cabe aclarar que no existe el método ideal -
que satisfaga al mismo tiempo todos los requerimientos exis-
tentes para la realizacifn de las pruebas de susceptibilidad

"in vitro", porque cada uno tiene sus ventajas e inconvenien

tes.
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I1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los Gltimos afios el incremento de aislamientos de ---

Bacteroides fragilis ha creado la necesidad de establecer un-

método rdpido y confiable para probar la susceptibilidad a an

timicrobjanos en dichas bacterias,

La determinacidn exacta del patrdn de susceptibilidad --
puede alterarse por diversos factores tales como las condicig
nes propias del desarrollo bacteriano y productos de excre- ~
c¢idén, los componentes del medio y las condiciones de cultivo-
(78, 88).

Los métodos para las pruebas de susceptibilidad antimi--
crobiana para bacterias anaerobias muestran una extraordina--
ria variabilidad en los resultados obtenidog, pues se emplean
actualmente distintas técnicas orientadas exclusivamente a -~

las bacterias aerobias de répido crecimiento.

En el presente trabajo se valorardn los patrones de sus-

ceptibilidad y resistencia del grupo Bacteroides fragilis ais

lados de procesos patoldgicos de pacientes internados en el -
Hospital General Centro Médico "La Raza", utilizando una va--

riante de la técnica de dilucién en caldo denominada: Método-
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de Microdilucién. Por medio de este método se pretende obte-
ner ademds de los patrones de comportamiento a los antibigti-
‘cos -mds usados en el .tratamiento de dichas infecciones, la --
concentracién minima inhibitoria {CMI 6 MIC) del grupo B. fra
gilis, empleando de manera comparativa el método de dilucidn-
en Agar (mejor conocido como el que utiliza el Replicador de-
Steers), utilizando como referencia la concentracién que al--
canza el antibiftico en los 1{iquidos corporales para realizar

el Método de Microdilucidén de manera cualitativa.
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II1 FUNDAMENTACION DEL TEMA

Debido al gran avance de las técnicas microbioldgicas, -
el asilamiento de bacterias anaerobias es cada vez mas fre- -
cuente y se ha observado que son la causa de varios tipos de-
infeccifn (25).

Los anaerobios se encuentran distribuidos en toda la eco
nomfa corpdrea, por lo que pueden producir infeccidn en cual-
quier regién anatémica del cuerpo si existen las condiciones-

apropiadas para ello (29).

Asi mismo, pueden originar abscesos profundos, complicar
heridas penetrantes, producir cuadros de gangrena, asi como -

procesos de tipo septicémico (33).

Estdn asociados a abscesos cerebrales pulmonares, bilia-
res, de trompas y ovarios, actinomicosis, colitis asociada --
con antibidticos, apendicitis con peritonitis, colecistitis,-
otitis media crénica, celulitis crepitante y no crepitante, -
infecciones dentales y orales, endocarditis, endometritis, me
ningitis, mionecrosis, osteomielitis, empiema (toracico), sal

pingitis, artritis séptica y sinusitis entre otras (5,6, 34),

De todas las 600 especies de bacterias anaerobias que re
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siden tanto en las cavidades como en las mucosas del cuerpo -
humano, solamente unas pocas son ailadas frecuentemente de ip

fecciones clinicas, éstas cincluyen: Bacteroides fragilis, =--

Bacteroides melaninogenicus, Fusobacterium nucleatum, Clostri

dium perfrigens, Peptococcus asaccharolyticus y Peptostrepto-

coccus anaerobius. (34 bis)

E1 primer lugar corresponde a los bacilos anaerobios --
gram negativos que aparecen en mds del 50% de las muestras --

clinicas (44), De éstos el grupo Bacteroides fragilis es el-

mds comunmente recuperado de 1a mayorfa de los procesos infec
ciosos intraabdominales y del aparato genital femenino debido
a que constituye 1a parte principal de la flora normal de co-
lon y se encuentra en menor ndmero en el tracto genital feme-
nino. (22,41). Aunque generalmente no se le encuentra en bo-
ca ni en el aparato respiratorio superior, se ha obtenido de-
muestras clinicas de diversas infecciones en todo el organis-

mo (5 ).

La importancia patoldgica del grupo Bacteroides fragilis

reside en su capacidad de producir enzimas extracelulares, co
mo lipasas, proteasas, heparinasas y nucleasas entre otras, -
las cuales contribuyen a la formacién de abscesos y a la inva

sividad de tejidos (35).

Asi mismo, poseen en 1a parte exterior de su membrana un
complejo lipopolisacdarido quimicamente incompleto que se com-

porta como endotoxina y que favorece su accidn patdgena cau--
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sando. los sindromes clinicos observados (46,55).

Inmunolégicamente, las cepas que poseen polisacdrido cap
sular son mucho mis patdgenas, ya que producen por si mismas-
abscesos intraabdominales de tipo septicémico y no necesitan-
sinergismo de gérmines aerobios facultatives, disminuyen la -
respuesta fagocitaria y promueven la formacién de anticuerpos

especificos (54, 58).

Sin embargo, el grupo Bacteroides fragilis, posee espe--

cial importancia porque es mds resistente a los agentes anti-

microbianos que cualquier otro anaerobio (47).

Su resistencia genética puede ocurrir por los mecanismos
tradicionales de transferencia para bacterias gram negativas,
como es el caso de la conjugacidén. Datos recientes han demos
trado que existen nuevos mecanismos de transferencia de resis
tencia que involucran pldsmidos libres, que se unen al DNA de
la célula donadora, (episomas) y que al ser estimulados con -
bajos niveles de antimicrobianos, se induce 1a sintesis de --
aparatos de transferencia produciéndose activacién, excisidn
6 transposicion de esta informacion genética, dando como re--
sultado la transferencia de informacién a una bacteria recep-
tora si algunos determinantes adyacentes se unen al elemento-
transferibles, éstos también son transferidos, propiciande --
que ademds de la resistencia a los antibidticos, se obtengan-
otras caracteristicas dependiendo de los determinantes trans-

feridos (53,60,61),
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Debido a que Bactercides fragilis posee un recambio im;j
portante de material genético, el empleo indiscriminado‘de“dl
ferentes antimicrobianos en el medio hospitalario, cohdicionﬁy
la seleccidn de cepas bacterianas resistentes (31,70)." Pof -
1o tanto, debe conocerse el patrdn de resistencia de las bac-
terias aisladas de procesos patolégicos pues da un indic16 de
los cambios producidos en cuanto a la susceptibilidad-ﬁacte--
riana, 1o que permitird utilizar racionalmente el antibidtico
mds apropiado, optimizando con ello la terapia antimicrobiana

para infecciones anaerobias.

Observando 1a importancia que poseen las bacterias anae-
robias, es imprescindible contar con pruebas confiables y rd-
pidas de susceptibilidad antimicrobinas, que permitan mostrar
las variaciones de la resistencia y permitir el cambio oportu

no de los antibidticos en la terapéutica de los pacientes,
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I11 - OBJETIVOS

I. OBJETIVO GENERAL

Determinar los patrones de susceptibilidad y resistencia

de cepas del grupo Bacteroides fragilis aisladas de procesos-

patolégicos del Hospital General Centro Médico “La Raza".

I1, OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Establecer las condiciones necesarias para el empleo -
del Método de Microdilucién en las pruebas de suscepti
bilidad antimicrobiana para bacterias anaerobias del -
grupo B. fragilis.

- Determinar 1a Concentracién Minima Inhibitoria (MIC) -

de las bacterias del grupo B. fragilis por medio de la

Técnica de Microdilucidn.

~ Evaluar la resistencia a los antibidticos con el Méto-
do de Microdilucidn compardndolo con los métodos tradj

cionalmente empleados
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IV HIPOTESIS

E1 -abuso indiscriminado de ciertos antibidticos propicia

.que 1a susceptibilidad de Bacteroides fragilis se modifique -
cuantitativa y cualitativamente durante el tratamiento de in-
fecciones causadas por este microorganismo, entonces, las con
centraciones empleadas serén iqeficaces y ésto se verd refle-

jado "in vitro" por medio del Método de Mlcrodilucién.



VI MATERIAL Y METODOS

MATERIAL

Asas calibradas de 50 mc}
Cajas Petri

Jeringas desechables 10y 20'm1.

Jarra de Anaerobiosis capac., 2.5 1. Merck Co.
Matraces Erlenmeyer '1000, 250 y 125 mi.
Matraces volumétricos 250 y 100 mi.
Microplacas 8 por 12 pozos

Pipetas automdticas 100 y 50 mcl

Pipetas "dropper" " 50 mcl

Pipetas gradudas 10 a 0.1 ml

Pipetas Pasteur

Porta Asas bacterioldgicas

Probetas 100 x 250 ml. .
Tubos de ensayo 13 x 100
Tubos con tapdn de rosca 13 x 100
Tubos Vacutainer 13 x 100

Vasos de precipitados - 250 y 100 ml.
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MEDIOS DE CULTIVO

Caldo Agar Hinton-Mueller- Bioxon Lote 13B 1102 Cat 260-1.
Caldo Agar Infusién Cerebro-Corazén (BHI) Bioxon, Loete 1058
9 A 2 Cat 147-1.

Brucela Gibco diagnostics L-1410250 cat M008600.

Gelosa Chocolate suplementada con Hemina-Menadiona al 0.1% -
Broxon Lote Lt 615026 Cat 0037,

Gelosa Sangre al 5% supl, con Hemina-Menadiona Bioxon Lote -
10 K89/t Cat 260-t.

Agar Alcohol-feniletilico Difco Lote 524012,

Medio de Lombard-Dowell

Medio de Transporte Stuart

ANTIBIOTICOS

SALES PURAS DE: carbenicilina, Clindamicina, Cloranfenicol,~-
Cefotaxima, Eritromicina, Metronidazel, Penicilina G. y Tetra

cilina.

EQUIPO

Balanza Analitica Mettler Mod. H18

Congelador Revco Mod. US 5575B/L/A

Replicador de Steers

Membrana Millipore Gelman Acrodisc. Product, 4184 0.45 nm.



MATERIAL BIOFOGICO

Cepas de Enterobacterias aisiadas de procesos patﬁldgicéﬁf
Cepas de B, fragilis aisladas de procesos patoldgicos -
Cepas de referencia:

Bacteroides fragilis CDC 14462

Bacteroides tetaiotaomicron ATCC 1041 A,

METODO DE AISLAMIENTO E IDENT!FICACION

Los haltlazgos clinicos que sugieren infeccién por bacte-
rias anaerobias incluyen los siguientes: olor fétido, lesidn-
muy cercana a una superficie mucosa, infeccign subyacente con
necrosis de tejidos y/o deterioro de la irrigacidén sanguinea,
necrosis gangrenosa, absceso {tratamiento antibidtico previo),
tromboflebitis séptica, infeccion por mordeduras 6 picaduras,
herida penetrante de abdomen o pelvis, infeccién consecutiva-

a2 cirugfa gastrointestinal y aborto séptico.

Las muestras provenientes de las cuales se sospecha in--
feccidn anaerdbica deben obtenerse por medio de aspiracién --
del material con aguja y jeringa directamente de los sitios -
activos de 1a infeccidn, evitando en todo momento la contami-
nacidn con flora normal y manteniendo la muestra en condicio-
nes anaerobias, transportarla lo mds pronto posible al labora

torio para su procesamiento,

Entre las muestras aceptables para el aislamiento de bac

terias anaerobias se encuentran: pus aspirado, 17quido cefalo
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rraquideo, 1iquido pleural, liquido pericardico, 1fquidqi§i

vial, aspirados de absesos, aspirados pulmonares, transtra-

queales, y todas aquellas lesiones o heridas profundas que.n

puedan ser contaminadas con flora normal.

Por 1o tanto, las muestras en el Laboratorio se becibie

ron de tres maneras:

1) Jeringas de pldstico con la aguja doblada pafa:mante

ner las condiciones de 1a muestra y evitar al min

el contacto con el oxfgeno. SR

2) E1 caldo peptonado suplementado con vitaminas, envasa -
-do con atmésfera parcial de 002 {Tubo para hemoculti-

vo "Vacutatner"),

3) En el medio de transporte Stuart previamente reducido

y adicionado con el indicador azul de metileno.

Las muestras enviadas al laboratorio de diferente manera
fueron excluidas del estudio. Las muestras que sugieren la.-
posibilidad de hallar anaerobios presentan tres caracteristi-
cas principales: Olor fétido, Aspecto purulento y Presencia -

de Gas.

Las muestras se procesaron de Ta siguiente manera: se --
realizé el estudio microscépico mediante una tincidn de Gram,
tanto para apreciar la morfologia de los gérmenes como para -

dar un posible informe preliminar.

Debido a que casi todas las lesiones en las que se en- -
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cuentra un anaerobio son polimicrobianas y estdn asociadas --
con un gérmen aerobio o anaerobio facultativo, se realizaron-

los cultivos para indentificar a todos los gérmenes presentes.

Se sembrd en medios de cultivo enriquecidos, selectivos y
diferenciales, tanto para aerobios: Gelosa sangre, Staph 110-
G Agar Sal y Manitol, EMB § Mc.Conkey, como para anaerobios:-
Gelosa Sangre Hemina-Menadiona, Gelosa $Sangre Alcohol Fenileti ,'V

lico y Tioglicolato enriquecido.

Para mantener viable la muestra sospechosa de anaerobiods,

ademds se utiliz6 un tubo de tioglicolato enriquecido.

Las bacterias aerobias se aislan fdcilmente de los me- -
dios utilizados y posteriormente se identifican las especies
por medio de pruebas bioquimicas. Estas bacterias por estar-
implicadas en un proceso infeccioso mixto, deben ser tratadas
con un antibidtico eficaz, y para conocer su patrdn de compor
tamiento con respecto a los antibidticos mids empleados se rea

T1iza el Antibiograma.

Por otra parte, el aislamiento de las bacterias anaero--
bias requiere de mds tiempo pues 1as incubaciones son de 43 -

Hrs., excepto en el género Clostridium y Bacteroides donde se-

requiere de menor tiempo para su crecimiento. Se debe reali-
zar un 'minimo de dos resiembras o subcultivo de colonias a --
partir de la placa incubada en anaerobiosis, para tener 1a se
guridad de trabajar con anaerobios estrictos. No se debe ol-

vidar mantener un contro) de las colonias procesadas, por me-
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Vdio de una placa de gelosa sangre Hemina-menadiona incubada -
en una atmfsfera de COZ, para descartar a los posibles micro-
organismos microaerofilicos o anaerobios facultativos. Al ob
tenerse la cepa pura se procede a su identificacién, as? como

a su informe presuntivo.

IDENTIFICACION

Al cultivo puro se le realiza una tincién de gram para -
observar su morfologia, en el caso de ser bacilos gramnegati-
vos, tefiidos palidamente y de manera irreguiar, con extremos-
redondeados y pleomorfismo moderado, la muestra se resiembra-
en tioglicolato enriquecido para conservarla y para pruebas -
posteriores. Para su identificacidn presuntiva o parcial, la
capa se siembra en los medios denominados: "Pruebas presunti-
vas de Lombard'Dowell" (LD}, que son LD, LD esculina, LD yema
de huevo y LD bilis (selectivo para el grupo Bacteroides fra-

gilis).




PROCEDIMIENTO DE AISLAMIENTO E IOENTIFICACION
de Bacteroides fraailis.

Muestras Clinicas

Aislamiento /\Tincidn de Gram

Aerobiosis ) Anaerobiosis Informe preliminar

Siembra en medios de cultivo
enriquecidos, selectivos y
diferenciales,

Tioglicolato enriquecido Siembra en medios de
can Hemina-Menadiona cultivo enrfouecidos
y selectivos

1dentificaci6n de es- Antibioorama
pecies pruebas bioquf

Incubar en anaerabiosis
48 Hrs
micas especificas

Subcultivo de co-
Tonias la.resiembra

C02 {control}) Anaerobiosis

Cultivo Puro 2a. Resiembra

cop
Pruebas” confirmatorias (control)
(fermentacidn de
aziicares) Pruebas Antibiograma

Presunti-
vas \/

Informe Final

DIAGRAMA I. En este diagrama se muestra un esquema de} procedimiento cue se llevé
a cabo para la identificacion de B. fragilis a partir de rmuestras cli
nicas.
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PROCEDIMIENTO UTILIZADO PARA LA IDENTIFICACION
DE ANAEROBIOS

Cultivo Puro

Pruebas presuntivas Tincién de Gram Tioglicolato Enriquecido
a) LD . Pruebas Confirma- Sangre Hemina-Menadiona
torias {Control
b) LD Esculina a) Fermentaci6n de
Aziicares
- 1. Catalasa 1. Glucosa
2. Ac. Sulfhidrico 2. Lactosa

3. Hidr6lisis de 3. Sacarosa

Esculina
4. Maltosa
5. Arabinosa
¢) LD Yema de Huevo
6. Xilosa
1. Lecitinasa
7. Manitol
2. Lipasa .
8. Salicina
d) Lb Bilis b) Indol-Nitrito
1. Inhibicitn ¢) Leche Fierro
d)} Tincién de Esporas
DIAGRAMA 11

En este diagrama se muestra el procedimiento que se 1levé a cabo para

1a identificacidn de bacterias anaerobias.



DIAGRAMA T11.- DIAGRAMA QUE MUESTRA EL PROCEDIMIENTO
QUE SE LLEVO A CABO PARA LA IDENTIFICACION DE B. fra

gilis.

27
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INTERPRETACION DE LAS PRUEBAS PRESUNTIVAS
Las pruebas presuntivas de LOMBARD-DOWEL () son de gran
utilidad porque permiten una identificacién mds ré&pida ya que

se pueden observar varias caracter{sticas bioquimicas,

AGAR LD. Este medio se utiliza como testigo para compa--
rar el crecimiento de los microorganismos con el crecimiento-

observable en el medio LD BILIS.

LD ESCULINA. Este medio se utiliza para detectar la Hi--
drélisis de 1a esculina, la produccidén de dcido sulfhidrico y

la actividad de la catalasa (ver apéndice).

* Hidrélisis de la esculina. La prueba positiva se mani-
fiesta por la presencia de un color café rojizo oscuro alrede

dor de las colonias.

* Produccion de Acido Sulfhidrico. La prueba positiva -
es el ennegrecimiento de las colonias, al sacar las placas de
la jarra, éste desaparece rdpidamente al exponerse las colo--

nias al aire.

* Catalasa. Se expone la placa al aire por 30 min. se -
agrega una gota de perdxido de hidrdgeno al 3% sobre el creci

miento. La prueba positiva es la presencia de burbujas.

LD YEMA DE HUEVO. Este medio permite la deteccidn de la

lecitinasa y lipasa.

* Lecitinasa., La prueba positiva se manifiesta por la --

aparicidn de un halo blanquecino alrededor de las colonias. -
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El color original del medio es amarillo claro.

*Lipasa. La prueba positiva se manifiesta por la apa--
riencia perlada sobre la colonia con brillo iridicente. Se -
puede agregar una gota de solucidn saturada de sulfato de co
bre, 1a presencia de color azul y verdoso indica la libera--

cién de icidos grasos de cadena corta.

LD BILIS. Este medio debido a su contenido de bilis es-
un medioselectivo y diferencial, especialmente Gtil para la-

identificacién de Bacteroides fragilis. La identificacién -

se hace comparando el desarrollo de los microorganismos en -
este medio con el correspondiente al medio LD que se toma co
mo testigo. Si el crecimiento es mayor o igual se denota -~
por la letra E. Si el crecimiento es menor, se denota por -
la letra I, Puede existir la formacién de un precipitado --
blanco insoluble de bajo crecimiento caracteristico de Bacte
roides fragilis. Una vez interpretadas las pruebas presunti
vas, se recurre a la interpretacién de los resultados basdn-

dose en las tablas que se muestran mis adelante.

La identificacién confirmatoria se 1levé a cabo como si
gue: a partir del tubo de tioglicolato enriquecido, se sem--
bré la cepa en sangre hemina-menadiona incubdndose tanto en-

anaerobiosis como en aerobiosis para el control de la misma.
Las pruebas confirmatorias fueron:

1. Fermentacidn de azucares. Entre ellos se probaron-a

Ta glucosa lactosa maltosa, sacarosa, arabinosaf'i”
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xilosa, manitol y salicina. {ver apéndice).

INTERPRETACION DE LAS PRUEBAS CONFIRMATORIAS

Estas pruebas sirven para determinar el género y la espe
cie del microorganismo, 1legando a la identificacidn total -~

del mismo. Su interpretacifn se hace como sigue:

*Fermentacién de Carbohidratos. La prueba positiva se -
manifiesta cuando el indicador que en este caso es el azul de

bromotimol, vira a un color amarillo o naranja.

*Indol Nitrito. Este medio se utiliza para detectar la -
produccifn de indol! y la reduccifn de los nitratos. Se divi-

de el tubo en dos partes al momento de hacer las pruebas.

* Produccibén de Indol. Se puede emplear el reactivo de -
Kovac o de Erhlich, se agregan unas gotas sobre el tubo, la -
prueba positiva consiste en el desarrollo de un anillo de co-

lor rojo.

*Reduccidn de Nitratos. Se agrega 1 ml. de Acido sulfa-
nilico y 1 ml. de alfanaftilamina. La prueba positiva se mani
fiesta por la aparicidn de un color rojo. En caso contrario-
se agrega una pizca de polvo de zinc. si continda sin cambio
de color, la prueba se considera positiva, pero si existe la

aparicién de un color rojo, 1a prueba es negativa.
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METODb DE- ANAEROBIOSIS UTILIZADO
E1 sistema Gas-Pack es la forma mds comdn en los Labora-
tdrios clinicos para producir anaerobiosis independiente de -
hidrégeno-diéxido de carbono. Este procedimiento elimina la~
necesidad de utilizar cilindros de gas, bombas de vacio, vdl-
vulas y calibradores. Usa la jarra anaerdbica comln hecha de
resina de policarbonato con una tapa anaerdbica provista de -
un rellenc de goma que cierra a presién, una agarradera y un-
portacatalizador que contiene grdnulos de alimina recubiertos
de paladio al 0.5%. Este catalizador es activo a temperaturé
ambiente. E1 sistema emplea un sobre generador de hidréxido-
diéxido de carbono, asi como un indicador de anaerobiosis de-

azul de metileno.

El sobre generador contiene una tableta de borhidruro de
sodio que produce hidrdgeno y una tableta de dcido citrico +
bicarbonato de sodio que produce didxido de carbono, asi como
un indicador de anaerobiosis de azul de metileno. E1 sobre se
activa por la adicidn de agua, la cual pasa a través de una -

serie de canales hacia un papel filtro. Este papel regula el

flujo del agua hacia las tabletas generadoras de gas,~propqr?”*"’

cionando una liberacién controlada de gases.

E1 hidrégeno generado a partirde la tableta:d;fbbfhﬁdfu;;

to de sodio, se combina en presencia del~cétaTizédor de pa1§{‘j ”

dio con el oxigeno presente en la jarra pdr r
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El papel filtro detiene la 1ntroducc1on de agqa dentro =

del compartimiento donde se encuentran la ‘mjentras-

se coloca la tapa sobre la jarra.

Aproximadamente se produce de AF de carbono

a partir de la tableta de dcido citi ato. de 50-«
“dio. Este sirve para estimular el ;de!a1gunos -
anaerobios que lo requieren. e :

Indicador.- Las con¢1c10ng$‘dékia‘éﬁaefébiosis deben ser
controladas mediante un indicador de poﬁéncial - 6xido - re--
“duccign. - -Este indicador ésté contenido en una bolsita de te-
fTén Qnida a una tarjeta revestida de polietileno. La bolsi-
.ta contjehe un mililitro de solucién indicadora compuesta por
bértes iguales de azul de metileno al 0.02%, dextrosa al 4% e
Jhidroximetilaminometano al 60%. Puede esterilizarse antes de

unirle a la tarjeta con Oxido de e§i1eno (1.5 Hrs a 20psi).

E1 azul de metileno es azul cuando estd oxidado e incolo
ro cuando estd reducido. E1 indicador cambia gradualmente de
azul a incoloro a medida que el oxigeno dentro de 1a jarra se

utiliza., Esto se produce durante varias horas,

Catalizador.- Es importante mantener las tapas de las ja'..
rras anaerdbicas limpias y secas cuando no se usan, para pre-
venir la inactivacién del catalizador. Este puede ihactivar-
se con gases como dcido sulfhidrico, cloro, didxido de azufre,
etc., por 1o que los grdnulos deben reemplazarse cada vez que

la jarra se usa, con grdnulos nueves o -"rejuvenecidos". La -
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actividad del catalizador puede restaurarse calentando los --

grénulos

se deben

en un horno a 160 - 170°durante dos horas. Después-

guardar en un recipiente limpio y seco hasta usarse,

El sistema Gas-Pack se usa de 1a siguiente manera:

1.-

Quitar el catalizador usado de la tapa de la jarra y
reemplazario con igual cantidad de grdnulos nuevos o

precalentados.

Colocar el material e incubar y el indicador de azul

de metileno en la jarra.

Pipetear, 1a cantidad indicada en cada caso de agua~

en el sobre generador.

Colocar rﬁpidamente la tapa sobre la jarra. Apretar
con el tornillo hasta asegurarse que se pueda soste-

ner con la mano.

Colocar la jarra en la estufa de incubacidn.
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Tabla I.- Tabla de referenciaque muestra el comportamiento --

bioquimico de Bacteroides spp y Fusobacterium spp en diferen-

tes medios presuntivos utilizados en el CDC de Atlanta, - - -
Georgia. Las pruebas presuntivas de Lombard-Dowell solamente
comprenden la placa 1, los demis medios no se emplearon en es

te estudio.

Tomada de Dowell y Lombard, 1981.

R S



Tabla II.- Tabla de referencia que muestra el comportamiento
bioquimico de Clostridium_sp en diferentes medios presunti--

vos utilizados en el CDC de Atlanta, Georgia. Las pruebas -

bresuntivas de Lombard-Dowell solamente comprenden la placa-

1, los demds medios no se emplearon en este estudio.

Tomada de Dowell y Lombard, 1981.
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TAB L A R U .
REACCIONES OE CLOSTRIDIUM spp EN LOS PEDIOS PRESUNTIVOS DE LOFBARD Y DOWELL (LD)
Y C0C
2

PLACA 1 PLACA 2 PLACA 3

v v | = 1 [ o = c
-4 LI - « S wel® w & g 2 ‘..3
ESPECIES & o e o |5 SHI8 ToS o w5 = ] 8

) B leoVl8lEla|EL|ER :ESﬁmZS‘E'g Eo R

=] -— .>_'— w0 wn — .d: n o= o g 8 \Er- 3'_0_1 w E 31 g"_ %3 g o

At R B R R R - R B Lo ) = 0 E

S |E|8E|Ze= |B|5)D|5e|Ss|syamE|z e & 2
Clostridium bifermentans 30+ - +a -+i-1E + - + {-l + ]| - - -
Clostridium butyricum 9 (- - + -j-]-]E -+ | - - }a] - - + -
Clostridium cadaveris 71+] - - l-1-]-}-1€ + - - |+4b 4+ | - - -
Clostridium clostridiiforme 13-4 - + -1-1=1{V + | - - tal ] - + +
Clostridium difficile 591-1] - + «|-1-1E + |- P O e - -
Clostridium histolyticum 13]-1] - - |-1-t-[-1V - - + {+} + - - -
Clostridium innocuum 28 (- - + «-J-f-]E + - - -+ + v -
Clostridium 1imosum 51-1-1 = 1=1=1+y-1V PO RN N + - l=-1-
Clostridium malenominatum [ T [ T R O R P D
Clostridium paraperfringens 2)-1 -1+ ]| ELE + Frt IS I
Clostridium paraputrificum 79-1 - + - |= E + P
Clostridium perenne 2 (-1 - + PN I B EYEE P
Clostridium perfringens 207 - | - v “1+F-|E 400
Clostridium ramnosum 171-1 - + BSE B EN B S
Clostridium septicum 33 |- | - +7 = g2 + o
Clostridium sordellii 25 1+ 1 - -4l - |E |4 e ¥ Z EERN N
Clostridium sphenoides 10 |+ | - + wlel B e e e e
Clostridium sporogenes 551-1] + + ~t=|+]E. ] -] - + i+ - - -
Clostridium subterminale 14 i~ { - - (V{-{-4=-{E' - - + |-} + | - - -
Clostridium symbiosum 6]-1 - - ]=1-y-}-1V ¥ |- -l -] - -
Clostridium tertium 13 (-1 - +t |-1-1-1{E + { - R X' P T B
Clostridium tetani 3. (V-] - v - l-1v}E - - -+ | - - -

+ = Positivo en 90% -+ = 1a mayorfa negativa
- = Negativo en 90% E = crecimiento igual al control w
+- = 12 mayorfa positiva sin bilis, *®

E'z crecimiento igual con inhibicién en
algunas cepas
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Tabla III1.- Tabla de referencia que muestra el comportamiento
bioquimico de 1os cocos anaerdbicos en diferentes medios pre«
suntivos utilizados en el CDC de Atlanta, Georgia. Las prue-.
bas presuntivas de Lombard-Dowell solamente comprepden la pla

ca 1, los demds medios no se emplearon en este estudio.

Tomada de Dowell y Lombard, 1981,



TABLA N. III
REACCIONES DE COCOS ANAEROBIOS EN |Y.OS EEDIOS PRESUNTIVOS DE LOMBARD Y DOWELL (LD)
co

— = @G = = =
B8 1ozl | [gle2f2 lesl ol |28 (343
ESPECIES 8l 1o |23|a |2 1B5|8 |28 | 24s(25l8-] 28 £y
[ Q — al~ [JED|S W E AN | SO s =W
Sl=153=lton =i e sl®es 3””‘2” or Sl ge
of-ofito NMPU‘- %U L] — mE: EE
lejse|e slolesgiE33 | S2dE[2ela swl o®
I ER B P B e R Tac =2 =Y E 2] i3 - v
PEPTOCOCCUS:
P. asaccharolyticus 16 | +| - - f==f=1 -2 - [ R - -
P. magnus 17 |wl= o J=t=]l=-J1 {1~ 4 |- ~-1-1-71 -
P. prevotii THala | = JafV]=f =V o Aefate ] «) =
P. saccharolyticus 2 e | o ==~V - [ I - -
PEPTOSTREPTOCOCCUS
P. anaerobios 12y -
P. micros 10| -
SYREPTOCOCCUS
S. informadius 9 |-
Veillonella:
V. parvula 6l |« [« ol =f1 ||~ - <-1- - -
+ = Positivo en 90
- = Negativo en 90%
-+ = la mayoria negativa
1 = inhibicién de crecimiento
y = Variable {Dowell y Lombard, 1981}

oy
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Tabla 1V.- Tabla de referencia que muestra el comportamiento
bioquimico de los bacilos gram positivos no esporulados en di
ferentes medios presuntivos utilizados en el CDC de Atlanta,

Georgia. Las pruebas presuntivas de Lombard-Dowell solamente
comprenden la placa 1, 1os demds medios no se emplearon en es

te estudio.

Tomada de Dowell y Lombard, 1981.
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AB LA M. IV

REACCXdNES DE BACILOS GRAM POSITIVOS NO ESPORULADOS EN LOS WEDIOS PRESUNTIVOS DE LOMBARD

DOWEL (LD) cDC

PLACA 1 PLACA 2 PLACA 3
0 = ‘0 ‘: = =
ESPECIES Sl B L] lg] |22 jeogz.| REIT |TET
vl 8 22 22| |8niBe] 992216 ("5 (B {88 S
g |5 Bzl |25 |E2(58| 508 5 (e8| B B
[3E3 (53| (5(5 8|55 E8| S8 < (BB EE| £ EE
g |ESE1cal= [8|8]|5]58|Ew| s |Blz8|22) 2 &L
ACTINOMYCES:
A. bovis 6 j- + -l-1-11 - + e |- - - - -
A, israelij 6 |- + -t 1+ el e ]af - + ]« +
A, odontolyticus 18 f-] - V1]~ |=]=7-] 2 ]V - |- PR -
ARACHNIA:
A. propionica 1]-1 - N S P S N R S - - R I I - - -
BIFIDOBACTERIUM
B. eriksonii 1] = |+ N RN R A S N B -
EUBACTERIUM
© E. alactolyticum 4te| - 1 ]=]=1=-1 11V - R I - |- -
£, lentum 12 (-] - cfetalelt €] - - PO I I R S -
E. Vimosum gio| o] - |-yt B+ L - - -l #7501 "
E. moniliforme 5([-1] - A R N N I S + - - ja| - - - -
PROPIONIBACTERIUM
P. acnes 45 |+ | - AR = - PO I s | - -
P. avidium 3[-7 - + +{-1a~} E} + PO B N -] - -
P. granulosum 4i-| - sl #]-|V|] E|* PO I S - - -

+ = Positivo en 90%
- = Negativo en 902
+- = 1a mayorfa positivo
-+ = 1a mayorfa negativa

¥ = Variable
1 = Inhibicién de crecimiento
E = Crecimiento igual a} control sin bilis
E'= Crecimiento igual con inhibicién en

{Dawell y Lombard. 1981)

algunas cepas

rij
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Tabla V.- Tabla de referencia que muestra las diferentes reac

ciones de Bacteroides spp y Fusobacterium spp en los medios -~

confirmatorios. Las cepas se probaron en estos medios des- -

pués de su aislamiento en sangre hemina-menadiona.

Tomada de Dowell y col, 1978 pdg. 29



CARACTERISTICAS DIFERENCIALES DE

TAB L A
CATEROIOES ¥ FUSOBACTERILK Sp EN LOS MEDIOS CONFIRMATORIOS
CD

No.

v

[
2l | BE e
% I3 < g]-u L1
ESPECIES O 128 A e l=lal o]l 128 2 2
[ Bl o = |0 1O (W Em ™ Elus | e
- = Of e | O & O =3 V| i =jo o om—| o+ - L]
I S ER el il sl Rl Bl )= B i R S
elsg gde|aigin|aR| 3 & =¥= o zY S 3
BACTEROIDES
8. corrodens 8 - [ [ RN ) I N S N - - |- NC
COC Grupo F-1 27| - PO IS D D D S e R - - - NC
CDC Grupo F-2 30| - el =]-tl=-t]-]~1-1%* - - f- NC
B. Clostridiformis ssp girans 7 - -1+ A} -]A{AJAJAJA{A]A -+ - - c
B. fragilis sspp distasonis** 11| - - |-} A]- AW AlALVEIAd-A| - + e |- ¢
B. fragilis spp fragilis** 376¢ - - Al-1AJAJA}-1AL- + - ]- «C
B, fragilis ssp thetaiotaomicron 84| - - -] A[-|A}A|A[V]A]A]- + =¥ [
B. fragilis ssp vulgatus** 46| - -tA A|AA|V|A - L2 D ey
8. melaninogenicus ssp
asaccharolyticus 12| - #lelalfafala]=-la~]-]-+ - + |V ()]
B. melaninogenicus ss intermedius 5] - =AY V[+] =] =t - + 1+ Co
FUSOBACTERIUM
F. mortiferum 20! - -1l Al -l AJA|AfA-] -} -]~ tof - |- (ce)
F. necrophorum 461 - -1 -] Al =1 -]~ A -l el - -4 NC
Lo nucleatum 76 - VS N e e I e I R - -+ NC
+ = Reacciones positivas en e} 90-100% de las cepas G= gas
- = Reacciones negativas en el 90-100% de las cepas NC= No coagulacién
un indice sobre escrito indica que 1a reaccidn es . = Acido Acetico
en el 11-25% de las cepas = Acido propidnico
¥ = Reaccién variable 18= Acido isabutirico
{) = variable _ B= Acido butirico
A = Acido (Color amarillo con indicador azul de bromo- 1v= Acido fsovalérico
timo, pH menor a 6.0 L= Acido ldctico
C = Coagulado = Acido succinico
D = Digerido
Tomada de: Dowell y cal. (1978) pdg. 29
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TABLA
CARACTERISTICAS DIFERENCIALES DE CLOSTRIDIUM sp EN LOS MEDIOS CONFIRMATORIOS

No.

Vi

] g

2 8 - 2

o = T | o 4
ESPECIES Y128 w388 mlelei® 2|28 21,8 2| B TS
¢ | Ed£|ZISla(512 1818 8|S |E|alElet|<lpsleE| o | &5
. o8 & 1s[c(2[81E|Ci8 |= (=12 2%358‘:3%.5 S| ==
2 SH 8285 iai2 158 :E&".G';ém’EEES@ ] 25

C. bifermentans 119 - (STl +f+)-JA)-]|-]~ AV |V ]-|-]-1]+|YV¥ + co -
._botultinum 24 - |ST | +]-4+[A})=-]-]- A-L-AlV | -|~] - |-]| + + [o1] +
B 18§ - |STj+f-[+|A]-|-]-A|A]-A]-A]-]--[-]*]* c)(p) +

C 14 - ST +]~|+ A=} ~|-AFV = |=A]l =] ~+][-]| = v NC) +

D 5 - |ST{ +{-+]|A]-1}- |- Vi e |V]-|-1-}f-1V v NC +

E 10 - |ISTE+]-H+|A|-1]- (A Al- v ]-|=-1]-1-+ -+ 1 KC +

F 7 ) - dsT+l-|+|A[-|=Vv A}V Vv |[-]-]=-]~1V IV ](cHD) +

C. butiricum 74 - IST | +]-f-jA|-{A|[A AJA [A~] AJA-] =]~ ]| + - [oe] -
C. cadaveris + 45 - Tl+l-1=-1A]-7- |- Lo R I I e B L v [ol:] +
. chauvoed 13- st {+]-]-fal-[AJa- A= |-]-]-F+]-|+] 2] (C) v
C. difficile 10 - |ST | +}-|-{A1A |- |- « [A-f= V]~ -]+ v NC v
C. histoTyticum 6 - ST [ +i=]=]=]= |~ |- e lejed-l-]-1-1- + | €D v
C._inngcum 84 - Tl-1-|-|A|A|-AlA- A |~ |- |-f-]-|-|* - NC -
T Timosum + a7 & o~ st efef-dal-t - 1= 0-}t-]-1-{-|-1- ]+ |¢O -
C_novyi A 13 ] - ST +|+i+[A)- =] JA-{= JA =]~ -+]-]V |+ 20%6 v
T paraputrificum 29 ~ T e]-f-fjAl- 1A JA-{A A | |-V |=]t]~ CHG) -
C. perfringes 678 - |ST | =~|+j-}Al- {A|A JA |V IA|[-]-]+ [-{V + C6 v
. ramnosum + 61 | -~ [Ty-]-]-laja=|{A A [AJA J-|-|-|- =]+ |- | {CHE) -
€. septicum 83 - st e~ jAfs JA ]~ |A JA Ju | ta]- ]+ |+ (cHe)| +
T sordelTTi 88 | - [ST L+ |+-[-fA4- 1~ [A |- fA]=]=-|-1+]~- [+ |CD -
C. sphenoides 9 |« ST | #~[- [- 1AV | A~V JA-|A -A|A-|A-] —+ |V [+ | -+ ] {CHG)| -
T_spirodenes 132 - IST [+ - |+tAal- |- {-A A |V |V |- -1+ |+ | (Q)6)| -
C._subterminale 53 - ST [ # Jutj= == | = |* - = |-1-{- - -t ]+ cD -
C. tertium 103 + P T |+q-f-fjAlA A A A [A |- [A]-[+-t-1+ ]~ {cMe)| -
C.Tetani 52 - 47 + - d- |- 1- |- |- -t |=t=-|-t-|vV]- + NC +

9



Tabla -VII.- Tabla de referencia que muestra las diferentes -~
reacciones de los cocos anaerdbicos en los medios confirmato-
rios. Las cepas se probaron en estos medios después de su ~--

aislamiento en sangre hemina-menadiona.

Tomada de Dowell 'y coﬁ, 1978 pdg. 34,

a1
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A B L A No. VII

CARACTERISTICAS DIFERENCIALES DE COCOS ANAEROBICOS EN LOS MEDIOS CONFIRMATORIOS

n ©
g a o %
8 2 .G g ~ o~ \.: < ol £ w o
GRUPDS <6 [8B[=(218 | 2|8|8| €l Bigl &l 55|58 8
celosTIBIE | B3)5|8] 288|555 ERI 8| S| 2B
s|£Eie% 8|25 | BIBlE | =G| EI2 325 852 8| 8
Z{—3l—~ 0 2 O IE - | jE wnio|x| <] x| TS| 2| - -l ©
Peptococcus
Peptococcus COC grupo 2 100 + tAn [~ JA L} - 1-10-1- Alef-{ =1 = + |- lnc] +
‘P"Et'o'eg streptococcus
Peptos treptococcus CDC gpo. 1 23 + jAn |- -~ -]-1-]-k-0-] -1~ - {+ [N -
eptostreptococcus CDC-gpo. 2 83 + |An {- |- PR P R (PR S N N - - |- Nl -
Peptos treptococcus COC gpo. 3 421 + {An (- A | -Al=A}V Al =i}t = - +a}= | NC| -
Feptostreptococcus COC gpo. &** | 51 + [an |- [A v |AJAfA fA|~|V]|VI+ |- |- [-le] -
Sarcina
Sarcina sp 12 + |An | -t-[--3-1-1- R PR RS N A T
Veillonella alcalicens
VeiTlonelTa alcalicens 14 - {An f=leo | Jale]ayatela]=] ]|+ |~ N} +
7 - A ] j= f-]-d-t=1=t=|=1 - - - |- {RC( -
qrup 3 13- P U A D P O S B O O S O B X O
+ = Positiva A = Reaccidn dcida
- = Negativa C = Coagulacidn _
() = variable NC = No coagulacidn
V = Reaccién variable An = Anaerobico

** = Las caracteristicas de Peptostrepicoccus CDC grupo 4 estdn mds relacionadas AL GENERO Siren-

tostreptococcus que al genero
!EﬁgcoccaceEe) una nueva fa
ros Peptococcus y ppl.

Pepiostreptococcus de acuerdo al esquema descrito por Rugosa M.
nﬁlga qué incluye cocos anaerobicos Gram positivos de los géne--

Tomada de: Dowell y col. (1978) pdg..34.

:14
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Tabla VIII.- Tabia de referencia que muestra las diferentes -
reacciones de los bacilos gram positivos no esporulados en -~
los medios confirmatorios. Las cepas se probaron en estos me

dios después de su aislamiento en sangre hemina-menadiona.

Tomada de Dowell y col, 1978 pdg. 32



51
ANTIBIOGRAMA
La sensibilidad a los antimicrobianos se realizd por el
Hétodo de Microdilucidn, por el Método de Dilucién en Placa -
utitizando el Replicador de SteerS‘ybcomo método de referen--

cia Dilucién en tubo.

METODO DE MICRODILUCION

La prueba de susceptibilidad por Microdilucién, es una -
variante del procedimiento de Dilucidn en Caldo (uti]izadqrph
este trabajo como Método de Referencia) que originaimente fue
empieado para probar bacterias‘aerobias y anaerobias faculta-

tivas.

Por medio de esta prueba se determina la concentracién -
minima inhibitoria (MIC) que es la menor concentracién’de un-
antimicrobiano necesaria para inhibir o matar a un microorga-‘f

nismo.

* Medio de Cultivo,

Debido a que Bactercides fragilis es un microorganismo -

exigente nutricionalmente, se probaron tres medios de cultivo:
Caldo Brucella, Caldo Infusidén Cerebro-Corazén (BHI) y Caldo-
Hinton-Mueller, adicionados con una solucidn de Himna-Menadio
na, se realizé la curva de crecimiento y se determind utili--

zar el medio de Cultivo BHI (Grdfica I).
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ANTIMICROBIANOS USADOS EN EL ESTUDIO

ANTIMICROBIANO POTENCIA BIOLOGICA SOLVENTE
Cefotaxima ) Agua
Clindamicina 100.0% Agua
Cloranfenicol 99.0% ' Etanol absoluto

mds agua
Carteniciiina 83.5% Agua
Eritromicina Metanol mds
buffer fosfatos
0.1M pH 8

Metronidazol 100.0% Agua Caliente
Penicilina 1670 u/mg ’ Agua
Tetraciclina 100.0% Agua caliente

TABLA IX. En este cuadro se muestran los antimicrobianos que se utiliza-

ron en el estudio, asi como su potencia bioldgica y su solven-
te.
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CALCULO DE LAS CONCENTRACIONES FINALES DE ANTIMOCROBIANOS EMPLEADAS
PARA EL METODO DE MICRODILUCION

Caldo Conc.
Nutr'ltivo Intermedia Co_ncentracidp Final
Concentracién Vgit?;;]) meca/ml diluc. 1:2 Microplacas
meg/ml Volumen ‘ * mcg/ml Conc.Log2

Solucidn Antimicrobiana

1000 6.4 18.6 256 128
64
2
16: - ¢

o«
Lo N W e oy~

0.25 -2
0.12 -3

Tabla X, Cuadro que muestra esquemiticamente el cdlculo para obtener las con-
centraciones de antimicrobianos para el Método de Microdilucidn. La
primers concentracién es la de 1a Solucifén de Trabajo. Las concen--
traciones siguientes se obtienen en la realizacidn cel Método.
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CONCENTRACIONES FINALES DE ANTIMICROBIANOS EMPLEADAS EN EL
METODO DE MICRODILUCION

Concentracifn mca/ml
Agente

Atimicrobfano 128 64 32 16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.2 ==o
Pozo No. 12 3 4 5 6 7 8 .9 10 1L 12

Carbenicilina X

Cefotaxima®

Clindamicina

tioranfenicol X
Erftromicina ;:— X N
Metronidazol? k
Penicilina X

Tetraciclina '

TABLA XI. Cuadro que muestra las concentraciones finales de antimicrobiano al
aplicar el Método de Microdilucién.

% Representa la MIC te6rica encontrada en las cepas de Bacteroides
fragilis (tomadas del Lennette, Microbiologfa Cifnica, ed. 3).

@ = MIC no reportado en literatura.
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- METODO UTILIZADO PARA EL ANTIBIOGRAMA

Cultive puro en tioglicolato
enriquecido

Sangre Hemina-Menadiona

Anaerobiosis Coz(control) Aerobiosis
{control)

Inoculacién en tubo
4 a 5 colonias

Anaerobipsis

Incubacién 24 Hrs.

Inoculacién en placa Inoculacidn en Microplaca
por medio del Replicador Medio de soporte 1iauide

de Steers \/

Incubacidn en Anaerobiosis

Diagrama IV. En este diagrama se muestra un esquema del procedimiento que se
1levé 2 cabo para el antibiograma de los microorganismos.
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* Preparacidn de Antibidticos

Para preparar las soluciones de antibidticos se tomd en-
consideracién su potencia bioldgica y su capacidad de disolu-
cién. La cantidad real de la sal que se utilizé se calculf --

por medio de 1a siguiente férmula:

Cantidad Real = ctoncentracifn en mcg. del antibidtico x 100
Potencia Bioldgica

Los antibidticos usados se resumen en la Tabla IX.

Las soluciones Stock se prepararon a una concentracién -
de 1000 mcg/ml excepto la Carbenicilina que se prepard a -~ -
10 000 mcg/ml. Posteriormente se esterilizaron por medio de-
filtracién con membranas y se guardaron en congelacién a - -
-20°C. Para preparar la solucidn de trabajo del Antimicrobia
no se tom§ en cuenta 1a concentracién de la solucidn Stock y-

se diluyd hasta una concentracién final de 256 mcg/ml.
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* Preparacifn del indculo.

A partir de tioglicolato enriquecido se sembrd la cepa -
en sangre Hemina-Menadiona, incubdndose tanto en aerobiosis -
como en anaerobiosis para tener un control de la misma, Des-
pués de 1a incubacidn se inocularon de 4 a 5 colonias de la -
placa anaerébica de Agar Sangre Hemina-Menadiona en un tubo -
con Caldo BHI y se incub§ en anaerobiosis por 24 Hrs. Al ca-
bo de este tiempo la suspensién bacteriana se diluy6 1:20 y -

el in6culo resultante se utilizd para realizar las pruebas.
* Inoculacién de 1a Microplaca

Las microplacas estédn faﬂricadas de material pldstico y
contienen ocho por doce hileras de pequefios pocitos con capa-
cida& de 0.1 ml. A cada pocito (excepto a la primera hilera)
se afiadieron volumenes de caldo de 50 mcl (0.05m1) mediante -

una pipeta dispensadora seémiautomdtica (pipetas dropper).

A la primera hilera se le afiade 1a solucidn de trabajo -
del antimicrobiano y ésta se transfiere del primer pozo al se
gundo por medio de asas calibradas de 50 mcl., luego el con--
tenido de los pozos se mezcla girando las asas y se transfie-
ren 50 mcl. al siguiente pozo, este proceso continGa para --
preparar 1a serie con la dilucidn deseada de cada antimicro--
biano hasta el pendltimo pozo, al que se eliminan 50 mcl. EI
G1timo pozo no recibe antimicrobiano y sirve de control de --

crecimiento o esterilidad.
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Finalmente se adicionan 50 mcl de indculo’ bacterlan

tandarizado con una densidad final de 106 a 105 ufc/ml a cada

pocito con una pipeta semiautématica. {Gr&fica II)
* Incubacidn de las microplacas,

Después de 1a inoculacidn de las microplacas éstaé se'cg
bren con una pelicula de papel pldstico para reducir la evapo
racién y contaminantes, se introducen en 1a Jarra de Anaero--
biosis, donde la atmésfera es producida por el sistema Anaerg
cult de Merck Co. 6 Gas-Pack. La incubacién se realiza a ---

35-37° durante 24 Hrs. y se leen Tos resul tados.
* Lecturas e Interpretacién.

Después de 24 Hrs, de incubacidn las placas se examina-
ron con una ldmpara de luz blanca. E1 punto terminal MIC se
tomé como la menor concentracidén de Antimicrobiano en la - -

cual la bacteria no mostrd crecimiento.

El criterio de crecimiento se tomé de acuerdo a las ca-
racteristicas de crecimiento de 1a bacteria en los pozos de-

control (sin antimicrobiano)..
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“ METODO DE DILUCION EN PLACA

Este método implica el uso de una serie de placas>de -~
agar con diferentes concentraciones de antibidticos.  Las con

centraciones de antibiSticos se muestran en la tabla.  E1 mé-

todo de dilucidn en placa se aplicé utilizando faparato ‘de
Steers 1lamado replicador de Steers, que consta de una cabeza

de resorte provista de 32 agujas 1nocu1ado

mente 3 mm de didmetro, la cabeza pu g;hiéia - -

arriba y hacia abajo en plano ver arte es -~
una placa de siembra que cont1ene

nados de tal modo que las aguaas de

mévil, entran dentro de &stos

.las diferentes suSpencioneS:b ct
Los medios de cuItivd

* ““ron realizados de la misma qtodofdefMicrodik

lucidn.

* Preparacién”de31as pTacas:

Se ut111zaron ajas de Petri con 25 ml. de Agar BHI'su-~

" plementado con' na: solucion -de-Hemina-Menadiona. Cuando el -
med1o ester11 se encontré a una temperatura de aproximadamen-

te 40°C, se- d1lUyo el ant1m1crob1ano y se vacié a las placas.

es“f1na]es de las placas se muestran en la -

g?1és'p1acas.

_eﬁia placa se efectué tomando 0.8 ml. de
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la suspensién bacteriana que se depositaron en los orificios-
correspondientes de la base del Replicador de Steers. de iz--
quierda a derecha y al terminar la fila se inicia la siguieﬁ-
te empezando nuevamente por la izquierda. Para inocular las-
cajas se coloca la placa de siembra sobre la base del replica
dor, entonces la cabeza con las 32 varillas inoculadoras se -
ajusta de tal manera que al hacer la presién sobre la caja de

siembra las varillas tocan la superficie sin romperla.

Cada aguja inocula 0.00lml por 1o que el indculo final -
en la superficie del Agar es de 103 ufc/mt. Las placas inocu
ladas se dejaron secar y se incubaron en anaerobiosis por 24-

Hrs.

Al cabo de este tiempo se 2nota la lectura indicando si-
existié o no desarrollo en cada una de las concentraciones --

probadas de antibiético.



63

" CALCULO DE LAS CONCENTRACIONES FINALES DE ANTIMICROBIANOS
EMPLEADAS PARA EL METODO DE DILUCION EN PLACA.

SOLUCION ANTIMICROBIANA Caldo Nutri- Concentracién Final (mcg/ml)
+ tivo estéril

Concentracién  Volumen vol.(m1)** Diluc 1:2 Conc. Final
1000* 51.2% 148,8* ) 256
256 100 100 128 128
- 128 100 100 64 - 64
64 100 100 32 32
32 100 100 16 16
16 100 100 8 8
8 100 100 4 4
4 100 100 2 2

TABLA XII. Cuadro que muestra el cdlculo asf como los volimenes nece-
sarios para obtener las concentraciones de antimicrobianos para el Mé-
todo de dilucién en Placa.

*Los cdlculos estdn realizados a partir de una solucidn Madre de 1000
meg/ml - (*)

+*E] yolumen final de medio de cultivo estd calculado para 4 placas (25
ml c/u). -
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CONCENTRACIONES FINALES DE ANTIMICROBIANO EMPLEADAS EN
EL METODO DE DILUCION EN PLACA

Concentraciones en mcg/ml
Agente Antimicrobiano

128 64 32 16 8 4 2 1 0.5 0.25.0.12;

Carbenicilina X X
Cefotaxima X
“Clindamicina X X
Cloranfenicol

Eritromicina

Metronidazol St
Penicilina ox
Tetraciclina e |

_TABLA XIII. Cuadro que muestra las diferentes concentraciones de Antini
biano empleadas en este estudio. e R :
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VII ~ RESULTADOS

De Tas 70 muestras estudiadas provenientes de: Yiquido -
pleural, secrecién de heridas, secrecién quirdrgica, empiema-

y hemocultivos, se obtuvieron los siguientes resultados:

6 cultivos puros de bacterias anaerobias y 16 cultivos -
mixtos de anaerobions asociados a enterobacterias, obteniéndo-
se asi 22 cepas de anaerobios, 1o que significa que en el - -
-31.4% de los aislamientos se encontrd implicada una bacteria-

anaerobia.

Del 100% de aislamientos el 63% correspondid a Bacteroi;
des_fragilis, el cual casi siempre se encontré asociado con -
bacterias anaerobias facultativas del grupo Enterobacteria---
ceas. EV segundo lugar 1o ocuparon los Cocos anaerobios Pepto

coccus sp con 18.1% seguido de Clostridium sp. con 13.6% y fi
nalmente el género Veillonella con 4.5% {(Tabla XIV).

E1 patrdn de susceptibilidad a los antibidticos se efec-
tué primeramente, por el método de Microdilucidn, los resulta

dos obtenidos fueron los siguientes:

Para el grupo-Bacteroides fragilis tanto en el metronida

zol como en el cloranfenicol, a 8 mcg/ml se obtuvo una suscep
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tibilidad del 99% en todas las cepas aisladas. ’
La carbenicilina, cefotaxima, Penicilina y tetracidliﬁaf>
poseen 100% de susceptibilidad a concentraciones superiores:a  li
128 mcg/ml. La eritromicina a 64mcg/ml tiene un 100% de sus- f
ceptibilidad, en tanto que la clindamicina a 32 mcg/ml. Ape-

nas posee un 92% de inhibicién bacteriana. (Tabla XV).

Tomando en cuenta los valores promedio de las concentra-
ciones minimas inhibitorias individuales de cada cepa, se cal
cularon para cada antibidético los valores promedio generales-
que sirvieron para obtener las concentraciones a las cuales -
se prepararon las cajas de antimicrobiano para la prueba de -

Dilucidn en Placa.

Utilizando este método se obtuvieron los resultados si--

guientes:

Para la carbeniciiina a una concentracién de 64 mcg/ml -
se obtuvo una susceptibilidad del 75% en tanto que a 128 - -
mcg/ml ya no habia crecimiento bacteriano. Con la cefotaxima
a una concentracifén de 64 mcg/ml, ya no se obtuvieron cepas -
resistentes, aln cuando a 32 mcg/ml la susceptibilidad fue de

64%.

Se observd que existen cepas resistentes a mds de 129 --
mcg/ml para la clindamicina, y que adn a dicha concentracidn-

solo se hallé un 72% de cepas susceptibles,

E1 cloranfenicol es el mejor antibidtico puesto que a --
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4 mecg/m) alcanza la inhibicidn total del crecimiento bacteria

no y no se encontraron cepas resistentes a dicho antibidtico.

Para la eritromicina se encontrd una inesperada resisten
cia pues a 32 mcg/ml apenas el 75% de las capas fueron suscep
tibles, del mismo modo sucedid con la Tetraciclina y la Peni-
cilina, los cuales poseen el 100% de susceptibilidad en valo-

res superiores a 128 mcg/ml. (Tabla X¥I).
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FRECUENCIA DE AISLAMIENTOS DE BACTERIAS ANAEROBIAS
PROVENIENTES DE MUESTRAS CLINICAS

GRUPO BACTERIANO % DE AISLAMIENTOS
Bacteroides fragilis 63.6
Peptococcus sp 18.1
Clostrodium sp . ) 13.6
Veillonella parvula 4.5

TABLA IV. Tabla que muestra la frecuencia de aislamientos bacterianos
obtenidos de las muestras clinicas estudiadas. S6lo se hace referen--
cia a las bacterias anaerobias, los aerobios no se incluyen.
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PORCENTAJES DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA POR EL
METODO DE MICRODILUCION

AGENTE 0
ANTIMICROBIANG . CONCENTRACIONES DE ANTIMICROBIANO mcg/ml
0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128

CARBENICILINA 12 33 56 82 95
CEFOTAXIMA 3.5 8 15 40 65 85 9% 99
CLINDAMICINA 85 92 93 100
CLORANFENICOL 2 7 67 99 100 100 100 100
ERITROMICINA . 6.15 24 47 71 88 94 100 100
METRONIDAZOL 12 28 57 86 99 100 100 100 100
PENICILINA -3 14 47 79 93 95
TETRACICLINA 26 40 47 a8 52 69

TABLA XV. Los valores estdn dados en porcentaje tomando en cuenta el 100% del
total de cepas probadas. Estos valores fueron obtenidos por el Mé-
todo de Microdiluci6n.
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PORCENTAJES DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA POR
EL METODO DE DILUCION EN AGAR.

AGENTE CONCENTRACIONES DE ANTIMICROBIANO mcg/m)
ANT IMICROBIANO

2 4 8 16 32 64 128
CARBENICILINA 53 75 100
CEFOTAXIMA 50 72 84 . 100
CLORANFENICOL 68 100 - 200 -
CLINDAMICINA . 60 72 72 72
ERITRONICINA 25 75 75
METRONIDAZOL oS0 100 100
PENICILINA , Y 69 75 75
TETRACICLINA ' 30 75 75

TABLA XVI. Porcentajes de susceptibilidad antimicrobiana obtenidos ror el
Método de Dilucidn en Placa. Los valores estdn dados de acuer
do al 100% de capas probadas.
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CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (MIC) DE CEPAS
DE Bacteroides fragilis

AGENTE CONCENTRACION MINTMA INHIBITORIA PROMEDIO
ANTIMICROBIANO MICRODILUCION VALOR TEORICO
meg/ml meg/ml.

CARBENICILTHA a5 64
CEFOTAXIMA ‘ 15 '
CLINDAMICINA . o 2.0
CLORANFENT COL T ‘ S 8.0
ERITROMICINA : 22 - 9.0
METRONIDAZOL 10 4.0
PENICILINA 6 v ' 32

TETRACICLINA " 55 3

TABLA XVII. Comparacidn de las Concentracion Minimas Inhibitorias
{MIC) en mcg/ml del M&todo de microdiluci6n con las reportadas en-
1a bibliografia. (Tomadas de Lennette, Microbiologfa Clinica, ed.3).
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CONCENTRACIOM MINIMA INHIBITORIA (MIC) DE CEPAS DE
Bacteroides fragilis

AGENTE - CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA PROMEDIQ
ANTIMICROBIANO MICRODILUCION DILUCION EN PLACA
meq/ml meg/m}
CARBENICILINA S . 64
CEFOTAXIMA 15 . 16
CLINDAMICINA a9 32
CLORANFENICOL 7 o
ERITROMICINA 22 L 16”: :
METRONIDAZOL 10 o 15
PENICILINA ‘ 3 o
TETRACICLINA 55 - 64

TABLA XVIII. En este cuadro se muestra la comparacién de las MICs
promedio obtenidas por los diferentes métodos empleados en este es
tudio.
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El interés por estudiar a las bacterias anaerobias, en -
especial a Tas comprendidas dentro del grupo Bacteroides fra-
gilis, asi como su patrén de susceptibilidad y resistencia o
los antimicrobianos mds usados en el medio hospitalario, se -
debe a que cada dia aumentan las complicaciones infecciosas -
debido al alto intercambio genético que tiene éste microorga-
nismo con ias bacterias anaerobias facultativas (en especial-
del grupo Enterobacteriaceas) asociadas a infecciones mixtas
que forman parte de 1a flora normal del organismo y que muy a
menudo son expuestas a tratamientos extremos o prolongados --

con antibifticos. Por tal motive se desarrollé este trabajo.

En el laboratorio se efectuaron una serie de técnicas --
desde e) procesamiento de la muestra, la identificacidn y cla -
sificacidn bacteriana, hasta la determinacién del patrén de -

susceptibilidad a los antimicrobianos.

Con respecto a la toma de muestra, aunque no se recolec-
t6 directamente, solamente se procesaron las muestras en las-
que se tenfa sospecha de que se puedieran encontrar y recupe-
rar estos gérmenes, es decir: las muestras con aspecto puru--

lento, olor fétido y presencia de gas, al igual que las prove
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nientes de endocarditis con hemocultivos negativos y/o cuando
a pesar de la presencia de bacterias en el frotis inicial, --
fue imposible el desarrollo de gérmenes en los medios usuales
aerobios, Asi mismo, las muestras que fueron transportadas -
al laboratorio en jeringa con aguja doblada, medio de trans--
porte Stuart con atmfsfera parcial de CO2 y/o tubo para Hemo-
cultivo “"Vacutainer", fueron procesadas. Las muestras obteni
das por medio de hisopos 6 en tubos con tap6n de algodén no -
se procesaron debido a que Ya recuperacifn de bacterias anae-

robjas adn del grupo Bacteroides fragilis, en muestras asf --

tratadas es précticamente 1mpo§ib1e. pues el nivel méximo to-
lerable de oxfgeno para algunas cepas de Bacteroides ssp es -
de 8 a 10%.

Los medios de cultivo utilizados en el aislamiento e - -
identificacién de bacterias anaerobias, fueron los empleados
en el Centro de Control de Enfermedades (CDC de Atlanta, - -
Georgia), encontrdndose que las pruebas presuntivas de Lom--
bard-Dowell (LD) son de gran ayuda en la identificacién de -
géneros y en ocasiones dan un indicio de la especie, p. ej.-
la prueba LD bilis, donde se observa que el grupo Bacteroi--

des fragilis crece abundantemente en este medio.

tos géneros Bacteroides y Clostridium fueron los més -«

frecuentemente recuperados, esto coincide con 1o que se espe

raba pues el grupo Bacteroides fragilis ocupa el primer lu--

gar en aislamientos en infecciones de cavidad abdominal, asf
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“ como de heridas y abscesos, por ser un gérmen que se encuen--
tra ampliamente distribuido en el organismo como flora normal
y que ademfs posee gran resfstencia a Yos antibiGticos hasta

ahora conocidos.

Debido a que en la actualidad no existe un método estan-
darizado y aceptado internacionalmente para conocer el patrdn
de susceptibilidad antimicrobiana (antibiograma) de las bacte
rias anaerobias, se procedid a estandarizar el wétodo de mi--

croditucidn.

Para la realizacién de estas pruebas se probaron tres me
dios de cultivo: Caldo Infusién cerebro-corazén (BHI), Caldo
Brucella y Caldo Hinton-Mueller. Lo importante de los sopor--
tes es que no interfieran con el antibiStico, pero en éste ca
so especial, se requiere que sean suficientemente nutritivos-

para obtener un buen desarrollo de Bacteroides fragilis. Con

el medio BHI y Brucella se observd perfectamente "el botdn de
crecimiento" en la microplaca, en cambio con el caldo Hinton-
Mueller, no se encontré bien definido el crecimiento aprecidn
dose solamente una ligera turbidez, E1 crecimiento es un pa-
rémetro importante sobre todo en el Método de Microdilucidn,-
pues de no crecer adecuadamente puede interpretarse como "re-
sistente a 1a concentracién antimicrhbiana expuesta" y por lo
tanto puede dar 1lugar a falsos resultados de resistencia an-
timicrobiana. Resultados muy similares se encontraron tanto

en BHI como en caldo Brucella, pero se eligié el medio BHI --
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por ser el de menor contenido catidnico y el que menos inter-
fgrencia ejerce con los antimicrobianos. Para estos gérmenes
no se recomienda el medio Hinton-Mueller, pues el escaso cre-

cimiento que se observa puede dar lugar a confusiones.

Por su fécil manejo primeramente se emplearon cepas de -
E. coli de las cuales se conocfa el antibiograma, estas cepas
se probaron simultdneamente tanto por el método de dilucién -
en tubo (utilizado como método de referencia), como por el mf
todo de microdilucién. Se controlaron las variables tales co
mo: medio de cultivo empleado, pureza de las cepas, concentra
cién de in6culo, fase de crecimiento y tiempo de desarrollo -
del microorganismo, homogeneidad de las diluciones seriadas,-
tempearatura, soluciones stock de antimicrobiano y condicio--

nes anaerobias.

Se realizaron diversos ensayos hasta que el método de Mi
croditucidn resultd reproducible en un 95%, variando ocasio--

nalmente la MIC de un pozo a otro.

Los resultados fueron muy semejantes a los obtenidos con
el método de dilucidn en tubo, el cual no se usa de manera ru
tinaria por los grandes inconvenientes que presenta, en cuan-
to a material utilizado, espacio y tiempo, pero que ha sido -
estandarizado y aceptado internacionalmente como exacto y re-

producible,

Posteriormente se utilizaron las cepas de referencia - -

Bacteroides fragilis CDC 14462 y Bacteroides thetajotaomicron




ATCC 1041 A que también se probaron simulténeamentE‘pbrilbkjVN o

dos métodos, encontrando gran correlacién.

Una vez estandarizado el método se probd ﬁuevamente Cdn;
tra el método de Dilucidn en Placa que utiliza cajas petri -«
con el antibiftico inmerso en el agar nutritive y el aparato-
1iamado Replicador de Steers, este método es el que normalmen
te se emplea en el Hospital General Centro Médico "La Raza“ -
de manera rutinaria, el inconveniente de este método es que -
en cada inoculacién se tienen que aplicar 32 cepas por caja -

de antibidtico, y adn para el grupo Bacteroides fragilis 1a '~

frecuencia de aislamientos no es suficiente para poder probar
32 capas diarias y el desperdicio de material y reactivos es-

considerable.

Asi pues, una vez controladas las variables y obtenien-
do exactitud y reproducibilidad del Método de Microdilucidn,
se probaron en las mismas condiciones las cepas de Bacteroi-
des fragilis obtenidas de los procesos infecciosos de pacien
tes ahi hospitalizados, por los dos métodos de Dilucidn en -
Placa y Microdilucidén, obteniéndose los resultados que se --

muestran en las tablas correspondientes.

Por los resuitados obtenidos puede decirse que no exis-
te pardmetro de comparacidn entre los dos métodos, tomando -
en cuenta que el método de Dilucidn en Placa no es cuantita-
tivo y que solo se prueban concentraciones aisladas de anti-

microbiano, pero que a menudo se encuentran cepas bacteria--
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nas que poseen mayor o menor resistencia antimicrobiana y que
solo se puede conocer con exactitud su patrdn de comportamien

to por medio de técnicas de dilucidn seriadas,

Asi pues, el métddo de Microdilucién por sus caracteris-
ticas tales como: potencia controlada de los antibidticos por
el uso de soluciones Stock, versatilidad para usarse en prue-
bas de sinergismo o antagonismo de antibidticos, cuantitativo
no estd bajo 1a influencia de la velocidad de crecimiento de-

'mfcroorganismo, evita las complejidades de 1a difusidn de an-
tibidticos en medios s6lidos, pueden obtenerse concentracio--
nes bactericidas o bacteriostaticas del antimicrobiano, asi -
como amptiar la escala pera observar tolerancia antimicrobia--
na, pueden usarse placas pre-congeladas, es prdctico, econdmi
co, exacto y reproducible; resulta ser el idéneo para probar-
microorganismos de este tipo. Cabe aclarar que no es necesaF
rio conocer todo el patrSn de comportamiento de todas las ca-

pas aisladas de Bacteroides fragilis siempre que €sto ocurre,

sin embargo estas pruebas suelen ser necesarias para los pa--
cientes con infecciones serias como endocarditis o absceso ce
rebral, con infecciones que requieran tratamiento prolongado-
como osteomielitis, o en enfermedades persistentes o recurren
tes. También son necesarias para supervisar la susceptibili-
dad de especies aisladas comunmente como es el caso de Bacte-
roides fragilis y poder detectar los cambios de resistencia--

en los antibiogramas comunes, llevando asi un control epide--
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mioldgico que pueda favorecer al pacientg al:apficér;Ia teraw-

pia antimicrobiana adecuada.

Finalmente las pruebas de susceptibilidad "in vitre" son
muy Gtiles, pues dan una idea del comportamiento de los micrg
organismos que participan activamente en el proceso infeccio-
so ante los antibidticos empleados, sin embargo son un modelo
incompleto de la situacidén "in vivo", porque los niveles de -
los antimicrobianos en el tejido no suelen ser conocidos, los
grados de unién con protefnas varfan con el antimicrobiano em
pleado, 1a interaccién de 10s mecanismos de defensa del hues-
ped ejerce un efecto importante y algunos aspectos de la se--

leccidn de 1a prueba son totalmente arbitrarios.

Ain asi, se debe continuar con el perfeccionamiento de -
estos métodos para acrecentar y confirmar su valer en 1a pre-
diccién de la Susceptibilidad bacteriana, especialmente actua
lizando procedimientos de referencia, normas de interpreta- -
cién, recomendaciones para series de rutina y control de cali
dad de modo que las interpretaciones de los resultados de es-
tas pruebas pueden refinarse a través de la experiencia acumu

lativa.
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CONCLUSIONES

E1 grupo Bacteroides fragilis fue el microorganismo pre

dominante en los afslamientos, encontrindose en un 63.6% del

total de cepas obtenidas.

- Los agentes més efectivos para Bacteroides fragilis fue

ron tanto el metronidazol como,el cloranfenicol que con una-
concentracidn "in vitro” de B mcg/ml se obtiene una suscepti

bilidad del 100% de todas las cepas aisladas.

Para clindamicina, eritromicina y cefotaxima es necesa-
rio comprobar su eficacia por medio del antibiograma de mang
ra regular, antes de recomendar su emplev. Asf mismo, carbe
taje de cepas resfistentes a altas concentraciones de estos -
agentes, resultan innocuos para infecciones producidas por -

Bacteroides fragilis.

E1 Método de Susceptibilidad por Microdilucidn, resulté
bastante satisfactorfo tanto en reproducibilidad, versatili-
dad, eficiencia, rapidez y economfa, y se obtuvo una correla
cifn satisfactoria con el método de referencia (Dilucién en-
tubo).
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Con respecto al método de Dilucién en Placa, no existe -
pardmetro de comparacifn tomando en cuenta que este método es

esencialmente cualitativo.

Se sugiere que cada Hospital realice su propio patrdn de
Susceptibilidad y Resistencia antimicrobiana para los gérme--
nes recuperados dentro del mismo, asi como un control de sus-
cepas, inventigando las concentraciones minimas inhibitorias-
(MICs) por 1o menos para este grupo de bacterias cada dos me-

ses.,

La metodologia aqui empleada estd sujeta a modificacio-~
nes para aumentar su eficiencia en cuanto a identificacién y
determinacidn de la susceptibilidad antimicrobiana, disminu--
yendo asi el tiempo para el informe de los resultados que es-

tard en relacidn con 1a experiencia que se vaya adquiriendo.
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APENDICE

MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS

Medios para aislamiento de bacterias anaerobias

* CDC GELOSA SANGRE HEMINA MENADIONA

Tripticasa 5.0¢g
Cloruso de sodio 5.0 g
Agar 20.0 g
Exatracto de Levadura 5.0¢g
Hemina 5.0 mg
Vitamina Ky (Menadiona) ) 10.0 mg
L-cistina o - 460 mg
Agua destilada 1000 mi
Sangre desfibrinada 50 m}
Ajustar pH 7.3-a 7.5

SOLUCION MADRE DE HEMINA 7
Hemiha ) 50 mg
Hidréxido de Sodio 1 N 1.0:ml.
Agua destilada 100 imto
SOLUCION MADRE DE MENADIONA

Menadiona o 1100;“fﬁg"{
Alcohol etflico al 95% 20,0 ml
Esterilizacidn por filtracidn :
SOLUCION DE HEMINA-MENADIONA

Solucién estéril de Menadiona 1.0 m)

Solucidn estéril de Hemina 100.0 m



* CDC AGAR SANGRE CON ALCOHOL FENILETILICO

Tripticasa

Cloruro dé Sodio

Agar

Extracto de Levadura
Hemina

Menadiona

L-cistina

Agua destilada

Sangre de carnero desfibrinada
Alcohol fenil etilico
Ajustar pH 7.5

* AGAR INFUSION DE CEREBRO Y CORAZON (B.H.I.)

Infusién de cerebro de ternera y
corazdn de res

Mezcla de peptones
Fosfato de Potasio
Cloruro de Sodio
Dextrosa

Hemina

Menadiona

Agar

Agua destilada

Ajustar pH 7.3 a 7.5

* AGAR MUELLER-HINTON

Infusidn de carne de res
Peptona de caseina
Almiddn de maiz

Agar

Hemina

Menadiona

Agua destilada

Ajustar pH 7.3 a 7.5

15.0
5.0
20.0
5.0
5.0
10.0
400.0
1000

50.0
2.5

200

10.0-

2.5
5.0
2.0
5.0
10.0
15.0
1000

300.0
17.5
1.5
17.0
5.0
10.0
1000

[F=J - I =R ]

mg*
mg
ml
ml

[T~ BN 7= N7 R =

mg
ml
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* AGAR BRUCELLA

Peptona 180 (Tejido animal, caseinato

polipeptona) ©. 20,0 ¢
Dextrosa 1.0 g
Extracto de Levadura 2.0 ¢g
Cloruro de Sodio 50 g
Bisulfito de Sodio 0.1 4
Buffer de Citratos
Hemina 5.0 mg
Menadiona - 10.0 mg

-~ Agua destilada k 1000 ml
Ajustar pH final 7.0 a 7.2

* TIOGLICOLATO ENRIQUECIDO
Tioglicolato sin dextrosa e indicador 1000.0 m1
Solucién Hemina menadiona 10.0 ml
* TIOGLICULATO SIN DEXTROSA E INDICADOR

Peptona de caseina 20.0
Cloruro de sodio 2.5
Fosfato dipotdsico 1.5
Tioglicolato de sodio 0.6
L-cistina 0.4
Sulfito de sodio 0.2
Agar 0.5

LT B T= = R 7= V= R U= Ty V= ]

Agua destilada ' ' 1000 ml



MEDIOS PARA PRUEBAS PRESUNTIVAS DE LOMBARD Y  DOW

* AGAR LD

* LD

* LD

Tripticasa

Extracto de Levadura
Cloruro de Sddio
Sulfito de Sodio
L-Triptéfanc

Vitamina Ky (menadiona)
L-cistina

Hemina

Agar

Agua destilada

ESCULINA

Tripticasa
Extracto de Levadura
Cloruro de Sodio
L-triptéfano
Menadiona
L.-cistina

Hemina

Esculina

Citrato férrico
Agar

Agua destilada

YEMA DE HUEVO

Tripticasa

Extracto de Levadura
Cloruro de sodio
Sulfito de sodio
L-triptéfano
Menadiona

Coen

1)

0,29
0.01g"
0.4g
0,01 g
;fZ(').O’g‘.
1000 w1

[T= 3T~ I R = §

_
5 Ll=]
w

O WO O a o NTTTLD
e £
[i=]

O -0 o oo NG o

C~J T~ -

—
(=]
(=]
o
32
ey

[T= 200 = IR T~ i 1o B Ta §



02
L-cistina : 0.47¢"

Hemina R D U T
Dextrosa Sl 2,000
Fosfato dibdsico de sodio S s
Sulfato de Magnesio LT eee ml
(de una sol. al 5') e
Agar s ©2040 g
Agua destilada ; 800 ml
suspensidn estéril de yema de huevo ©-100 0 T ml
* 1D BILIS
Tripticasa : ’ 5.0"
Extracto de Levadura . : 5,09
Clorurc de Sodio : ' 2{5?
Sulfito de sodio 0.lg
L-triptofano : : 0;2
Menadiona L : 76,01
L-cistina L ‘ 0’4‘9
Hemina SR N oL 9
Oxgall B L' ) 0 q-

Agua destilada }009 w1

MEDIOS PARA PRUEBAS CONFIRMATORIAS

* FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS

Tioglicolato sin dextrosa e 1nd1cador
(medio 1iquido base) o
Solucidn acuosa de azdcar L t’ l" 0. 5 m1
Solucidn de azul de bromotimol al 0.1%°  fgotas




CARBOHIDRATO ' CONCENTRACION -
Glucosa . 6%
Sacarosa 10%
Lactosa -10%
Maltosa - 10%
Arabinosa 102
Xilosa 10%
Manitol 10%
Salicina 5%

INDICADOR AZUL DE BROMOTIMOL

Azul de bromotimol
Hidrfxido de Sodio
Agua destilada

COLORANTES

* TINCION DE GRAM

Cristal violeta (solucidn madre)
Cristal Violeta
Etanol al 95%

Oxalato de amonio (solucién madre)
Oxalato de amonio
Agua destilada

Cristal violeta {solucidn de trabajo)
Cristal violeta (solucién madre)
Agua destilada

Oxalato de amonio {solucidn madre) .

Lugol
Iodo Cristalino
Yoduro de potasio
Agua destilada

1.0 g
20  ml
80 ml
20.0 g
100 ml
1.0 g
100 ml
1 ml
100 mYy
4 vollim,
09
N
5 mi



Agregar
Agua destilada
Carbonato de sodio al 5% en solucidn
ac.

Solucion Alcohol - Acetona
Alcohol etflico absoluto
Acetona

Safranina (solucidn madre}
Safrantina
Etanol al 95%

- Safranina (solucidn de trabajo)
Safranina solucidn madre
Agua destilada

REACTIVOS

Reactivo de Indol de Kovac
Alcohol amflico o isoamiTido
p-dimetilaminobensaldehido -
Acido clorhfdrico concentrado

*Alcohol etflfco absoluto (reactive de erlich)

240

60

50
50

150
10.0
50

ml

ml
ml
ml

ml

ml

m1

ml

104
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