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RESUMEN

Histéricamente, las bacterias anaerobias se han caracterizado por presentar buena respuesta a los agentes antia-
naerébicos de utilidad clinica. Sin embargo, los patrones de resistencia de muchas de las especies asociadas a in-
fecciones graves en humanos se han modificado significativamente en los ultimos afios, y en la actualidad se advierte
resistencia a los antimicrobianos primariamente activos, lo que hace poco predecible su efectividad. En respuesta a
estos eventos, la Subcomisién de Bacterias Anaerobias de la Asociacion Argentina de Microbiologia decidié elaborar
el primer consenso argentino para el estudio de la sensibilidad in vitro a los antimicrobianos de las bacterias anaero-
bias de importancia clinica en humanos. Este consenso se elaboré sobre la base de las pautas establecidas por el
Clinical and Laboratory Standards Institute, los trabajos publicados y la experiencia de la subcomisién. El documento
incluye una breve actualizacion taxondmica y explicita cuando y por qué se deben realizar las pruebas de sensibilidad, qué
antimicrobianos se deben probar seguin el microorganismo en estudio y cuales son las recomendaciones para realizar
el ensayo, la lectura y la interpretacion de las pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos. Ademas, se muestran
los perfiles de sensibilidad, la categorizacién de los antibiéticos segun su actividad in vitro, las resistencias naturales
y adquiridas, las resistencias emergentes y los patrones de resistencia locales de las especies clinicamente mas
relevantes.
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ABSTRACT

First Argentine consensus guidelines for in vitro antimicrobial susceptibility testing of clinically relevant
anaerobic bacteria in humans. Through time, anaerobic bacteria have shown good susceptibility to clinically useful
antianaerobic agents. Nevertheless, the antimicrobial resistance profile of most of the anaerobic species related to severe
infections in humans has been modified in the last years and different kinds of resistance to the most active agents
have emerged, making their effectiveness less predictable. With the aim of finding an answer and for the purpose of
facilitating the detection of anaerobic antimicrobial resistance, the Anaerobic Subcommittee of the Asociacién Argentina
de Microbiologia developed the First Argentine consensus guidelines for in vitro antimicrobial susceptibility testing
of clinically relevant anaerobic bacteria in humans. This document resulted from the compatibilization of the Clinical
and Laboratory Standards Institute recommendations, the international literature and the work and experience of the
Subcommittee. The Consensus document provides a brief taxonomy review, and exposes why and when anaerobic
antimicrobial susceptibility tests should be conducted, and which antimicrobial agents can be used according to the
species involved. The recommendations on how to perform, read and interpret in vitro anaerobic antimicrobial suscep-
tibility tests with each method are exposed. Finally, the antibiotic susceptibility profile, the classification of antibiotics
according to their in vitro activities, the natural and acquired mechanisms of resistance, the emerging resistance and
the regional antibiotic resistance profile of clinically relevant anaerobic species are shown.
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1. INTRODUCCION Y TAXONOMIA

Los patrones de resistencia de la mayoria de las bacte-
rias anaerobias han cambiado en estas ultimas décadas,
en especial en el grupo Bacteroides fragilis. Ademas, se
ha detectado emergencia de resistencia a los antibiéticos
tradicionalmente activos como los p-lactamicos con inhi-
bidores de B-lactamasas, los carbapenemes y el metro-
nidazol, asi como una mayor resistencia a la clindamicina
y a la cefoxitina, lo cual hace poco predecible el esquema
terapéutico empirico y demuestra la necesidad de efectuar
los estudios de sensibilidad (18, 24, 29, 30, 32, 39).

Si bien las pruebas de sensibilidad in vitro de las bac-
terias anaerobias a los antimicrobianos no se realizan en
forma rutinaria, en ciertas situaciones clinicas se ha
demostrado que son necesarias (4, 11, 20, 22, 24, 30,
33, 49). La decision de realizar el estudio de sensibilidad
requiere de un material proveniente de un sitio estéril,
clinicamente significativo, en el marco de una patologia
que requiera un tratamiento prolongado, el que por lo
tanto debera ser efectivo. Asimismo, se necesita un
estrecho contacto con el médico tratante. En cuanto a los
microorganismos a evaluar, deberan seleccionarse
aquellos anaerobios que presenten mayor virulencia y
cuya sensibilidad a los antimicrobianos de uso habitual
no pueda ser predicha, tales como las especies de Bac-
teroides, Clostridium, Prevotella, Fusobacterium, Bilophila
y Sutterella (4, 12). En los casos donde se aislan varios
anaerobios potencialmente patégenos, es conveniente
seleccionar como minimo a los miembros del grupo
Bacteroides fragilis, por ser los mas resistentes a los
antibioticos (4, 18, 20-22).

Los centros que habitualmente realizan el cultivo y
la identificacion de las bacterias anaerobias deberian
evaluar periédicamente los patrones de resistencia de
los microorganismos aislados con mayor frecuencia,
con el fin de detectar sus variaciones y la emergencia de
resistencia, y de poder orientar la seleccion del esquema
de tratamiento mas adecuado (12).
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El objetivo de este documento es dar a conocer las
recomendaciones consensuadas por la Subcomisién de
Bacterias Anaerobias (SBA) para la realizaciéon de las
pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos de las
bacterias anaerobias aisladas con mayor frecuencia en
infecciones en humanos.

Para elaborar este consenso se adoptaron las re-
comendaciones del Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) (12), de los Manuales de Bacteriologia
Clinica (11, 16, 31) y de los documentos de la SBA- SA-
DEBAC- AAM (5, 6).

Las primeras revisiones de la taxonomia de las
bacterias anaerobias se realizaron a fines de los afios
70. Desde 1980, el advenimiento de los métodos de la
biologia molecular produjo cambios muy relevantes que
ayudaron a resolver multiples problemas taxondémicos;
no obstante, todavia quedan otros por dilucidar. Sin
duda, surgiran nuevas especies y modificaciones en la
nomenclatura de estas bacterias. Es por ello que en la
actualidad continuamos realizando la identificacion de
rutina de los aislamientos clinicos por medio del estudio
de las caracteristicas microscopicas, macroscopicas y
fenotipicas, y utilizamos las pruebas moleculares como
una herramienta valida para una categorizacién taxono-
mica mas minuciosa.

En la Tabla 1 se muestran los nombres de las bac-
terias anaerobias aisladas con mayor frecuencia de los
materiales clinicos, las modificaciones taxondmicas y
los nuevos hallazgos informados en los ultimos 10 afios
(11,17, 31).

2. PERFILES DE SENSIBILIDAD DE LAS
BACTERIAS ANAEROBIAS

2.1. Categorizacién de los antibiéticos segln su
actividad in vitro

En la Tabla 2 se muestra la categorizacion de la activi-
dad in vitro de los antibidticos frente a los distintos grupos
de bacterias anaerobias, segun los resultados obtenidos a
través de los estudios de vigilancia realizados por la SBA
en Argentina (18, 21, 23, 33, 35) y la informacion de otros
paises (4, 27, 28, 42, 48, 49).

En lineas generales, los antimicrobianos mas
activos son la combinacion de B-lactamicos con
inhibidores de B-lactamasas, los carbapenemes, el
cloranfenicol y el metronidazol. Cabe sefalar la excep-
cion del ultimo frente a los bacilos gram positivos no
esporulados (32).

Las quinolonas fluoradas de cuarta generacion como
la moxifloxacina presentan mejor actividad frente a los
anaerobios que sus predecesoras (por €j., la ciprofloxa-
cina), las cuales tienen actividad marginal frente a este
tipo de bacterias. Sin embargo, a pesar de haber sido
recientemente incorporadas en el mercado, ya se han
detectado cepas del grupo Bacteroides fragilis resistentes
a estos antibiodticos (4, 20, 27).
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Tabla 1. Nomenclatura de las bacterias anaerobias aisladas con mayor frecuencia de materiales clinicos

Nomenclatura
actual

Nuevas especies y
modificaciones
desde el afio 2000

Nomenclatura
actual

Nuevas especies y
modificaciones
desde el afio 2000

Bacilos gram negativos
Alistipes finegoldii
Alistipes putredinis
Anaerohabdus furcosa
Bacteroides caccae
Bacteroides coagulans
Bacteroides coprocola
Bacteroides dorei
Bacteroides finegoldii
Bacteroides fragilis
Bacteroides nordii
Bacteroides ovatus
Bacteroides stercoris
Bacteroides tectus
Bacteroides thetaiotaomicron
Bacteroides uniformis
Bacteroides vulgatus
Bilophila wadsworthia
Campylobacter gracilis
Campylobacter ureolyticus
Centipeda periodontii
Dialister spp.("
Faecalibacterium prausnitzii

Fusobacterium gonidiaformans

Fusobacterium mortiferum
Fusobacterium naviforme
Fusobacterium necrophorum
Fusobacterium nucleatum

Fusobacterium periodonticum

Fusobacterium ulcerans
Fusobacterium varium
Fusobacterium russii
Leptotrichia buccalis
Mitsuokella multiacida
Odoribacter splanchnicus
Parabacteroides distasonis
Parabacteroides goldsteinii
Parabacteroides merdae

Nueva especie
Bacteroides putredinis
Bacteroides furcosus

Bacteroides vulgatus-like
Bacteroides vulgatus-like

Bacteroides uniformis-like

Bacteroides gracilis
Bacteroides ureolyticus

Fusobacterium prausnitzii

Bacteroides splanchnicus
Bacteroides distasonis
Bacteroides distasonis-like
Bacteroides merdae

Bacilos gram positivos no esporulados

Actinobaculum spp.?
Actinomyces cardiffensis
Actinomyces dentales
Actinomyces europaeus
Actinomyces funkei
Actinomyces georgiae
Actinomyces gerencseriae
Actinomyces graevenitzii
Actinomyces hongkongensis
Actinomyces israeli
Actinomyces johnsonii

Actinomyces meyeri
Actinomyces naeslundii
Actinomyces nasicola
Actinomyces neuii
Actinomyces odontolyticus

Nueva especie
Nueva especie

Nueva especie
Actinomyces

naeslundii genoespecie
WVA 963

Nueva especie

Porphyromonas asaccharolytica

Porphyromonas catoniae
Porphyromonas endodontalis
Porphyromonas gingivalis
Porphyromonas levii
Porphyromonas somerae
Prevotella nigrescens
Prevotella baroniae
Prevotella bivia

Prevotella buccae
Prevotella buccalis
Prevotella corporis
Prevotella dentalis
Prevotella denticola
Prevotella disiens
Prevotella enteca
Prevotella heparinolytica
Prevotella intermedia
Prevotella loescheii
Prevotella marshii
Prevotella melaninogenica
Prevotella multiformis
Prevotella multisaccharivorax
Prevotella nigrescens
Prevotella oralis
Prevotella oris

Prevotella oulorum
Prevotella pallens
Prevotella salivae
Prevotella shahii
Prevotella tannerae
Prevotella timonensis
Prevotella veroralis
Pseudoflavonifractor capillosus
Snathia sanguinegens
Sutterella wadsworthensis
Tannerella forsythia
Tissierella praeacuta

Anaerofustis stercorihominis
Anaerostipes caccae
Anaerotruncus colihominis
Atopobium spp.®
Bifidobacterium spp.®
Collinsella spp.®

Dorea spp.®

Eggerthella lenta
Eggerthella spp.
Eubacterium spp.
Fusobacterium prausnitzii

Filifactor alocis
Lactobacillus spp.”
Mobiluncus curtisii
Mobiluncus mulieris
Mogibacterium spp.®

Porphyromonas levii-like

Nueva especie

Nueva especie

Prevotella denticola-like
Nueva especie

Prevotella oris- like
Prevotella loeschii- like

Nueva especie

Bacteroides capillosus
Leptotrichia sanguinegens

Bacteroides forsythus

Nueva especie
Nueva especie

Eubacterium lentum

Faecalibacterium prausnitzii
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Tabla 1. Continuacion
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Nomenclatura
actual

Nuevas especies y
modificaciones
desde el afio 2000

Nomenclatura
actual

Nuevas especies y
modificaciones
desde el afio 2000

Actinomyces oricola
Actinomyces radicidentis
Actinomyces radingae
Actinomyces turicensis
Actinomyces urogenitalis
Actinomyces viscosus

Bacilos gram positivos esporulados

Clostridium argentinense
Clostridium baratii
Clostridium bartlettii
Clostridium bifermentans
Clostridium botulinun
Clostridium butyricum
Clostridium cadaveris
Clostridium carnis
Clostridium clostridioforme
Clostridium difficile
Clostridium glycolicum
Clostridium hastiforme
Clostridium histolyticum
Clostridium indolis
Clostridium innocuum
Clostridium limosum
Clostridium neonatali
Clostridium novyi A
Clostridium orbiscindens

Cocos gram negativos
Acidaminococcus spp.('?
Megasphaera micronuciformis
Megasphaera elsdenii
Veillonella aypica

Veillonella denticariosi
Veillonella dispar

Veillonella montpellierensis
Veillonella parvula

Veillonella rogosae

Cocos gram positivos
Anaerococcus hydrogenalis
Anaerococcus lactolyticus
Anaerococcus murdochii
Anaerococcus octavius
Anaerococcus prevotii
Anaerococcus tetradius
Anaerococcus vaginalis
Atopobium spp.(™®
Finegoldia magna
Gallicola barnesae
sacharolyticus

Nueva especie

Nueva especie

Tissierella preacuta

Nueva especie

Nueva especie

Nueva especie
Nueva especie

Nueva especie

Peptostreptococcus hydrogenalis
Peptostreptococcus lactolyticus
Nueva especie
Peptostreptococcus octavius
Peptostreptococcus prevotii
Peptostreptococcus tetradius
Peptostreptococcus vaginalis
Peptostreptococcus spp.™¥
Peptostreptococcus magnus
Peptostreptococcus barnesae

Olsenella spp.©
Propionibacterium spp."%
Scardovia inopinata
Slackia spp.(""
Turicibacter sanguinis
Varibaculum cambriensis

Clostridium paraputrificum
Clostridium perfringens
Clostridium putrificum
Clostridium ramosum
Clostridium septicum
Clostridium sordelli
Clostridium sphenoides
Clostridium sporogenes
Clostridium subterminale
Clostridium symbiosum
Clostridium tertium
Clostridium tetani
Clostridium aldenense
Clostridium asparagiforme
Clostridium chauvoei
Clostridium citroniae
Clostridium hiranonis
Clostridium hylemonae
Filifactor villosus

Peptococcus niger

Peptoniphilus
Peptoniphilus
Peptoniphilus
Peptoniphilus
Peptoniphilus
Peptoniphilus

asacharolyticus

harei

indolicus

ivorii

lacrimales
gorbachii

Ruminococcus productus
Staphylococcus sacharolyticus

Bifidobacterium inopinatum

Nueva especie
Nueva especie

Nueva especie
Nueva especie

Nueva especie
Nueva especie
Nueva especie

Peptostreptococcus asacharolyticus
Peptostreptococcus harei
Peptostreptococcus indolicus
Peptostreptococcus ivorii
Peptostreptococcus lacrimalis
Nueva especie

Peptostreptococcus productus
Peptococcus

ies, ies, ies, ies, ies, ies, ies, ies,
(3 especies, @3 especies, ¥4 especies, 9 especies, 94 especies, ©2 especies, 722 especies, ®5 especies
©2 especies, (92 especies, ("3 especies, (22 especies, (3 especies, (Y2 especies.



Bacterias anaerobias y pruebas de sensibilidad

55

Tabla 2. Categorizacion de los antibiéticos segun su actividad in vitro frente a las bacterias anaerobias

Microorganismos

Muy buena actividad
(> 90% S)

Mediana actividad
(70-90% S)

Regular a mala
actividad (< 70% S)

Bacteroides fragilis

Grupo Bacteroides fragilis
(no B. fragilis)

Prevotella spp. y
Porphyromonas spp.

Fusobacterium spp.

Veillonella spp.

Ampicilina-sulbactama
Amoxicilina-clavulanico
Piperacilina-tazobactama
Imipenem

Meropenem

Ertapenem

Metronidazol
Cloranfenicol

Tigeciclina

Piperacilina-tazobactama
Imipenem

Meropenem

Ertapenem

Metronidazol
Cloranfenicol

Tigeciclina

Ampicilina-sulbactama
Amoxicilina-clavulanico
Piperacilina-tazobactama
Cefoxitina

Ceftriaxona

Imipenem

Meropenem

Ertapenem
Metronidazol
Cloranfenicol
Tigeciclina

Ampicilina
Ampicilina-sulbactama
Amoxicilina-clavulanico
Piperacilina-tazobactama
Cefoxitina

Ceftriaxona

Imipenem

Meropenem

Ertapenem
Clindamicina
Metronidazol
Cloranfenicol
Tigeciclina
Moxifloxacina
Ampicilina
Ampicilina-sulbactama
Amoxicilina-clavulanico
Piperacilina-tazobactama
Cefoxitina

Ceftriaxona

Imipenem

Meropenem

Ertapenem
Metronidazol
Cloranfenicol

Cefoxitina
Piperacilina
Clindamicina
Moxifloxacina

Ampicilina-sulbactama
Amoxicilina-clavulanico
Piperacilina
Moxifloxacina

Clindamicina
Azitromicina
Telitromicina
Moxifloxacina

Penicilina
Piperacilina

Ampicilina
Cefalosporinas de 1.2, 2.2,
(excepto cefoxitina), 3.2 y 4.2 generacion

Azitromicina
Telitromicina

Ampicilina

Cefalosporinas de 1.2, 2.2, 3.2
y 4.2 generacion

Clindamicina

Azitromicina

Telitromicina

Ampicilina®

Azitromicina
Telitromicina
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Tabla 2. Continuacion

Microorganismos Muy buena actividad Mediana actividad Regular a mala
(> 90% S) (70 -90% S) actividad (< 70% S)

Moxifloxacina
Tigeciclina
Azitromicina
Telitromicina

Clostridium spp. Ampicilina-sulbactama Penicilina® Azitromicina
(no C. difficile) Amoxicilina-clavulanico Ampicilina Telitromicin
Piperacilina-tazobactama Cefoxitina
Imipenem Ceftriaxona
Meropenem Clindamicina
Ertapenem Moxifloxacina

Metronidazol
Cloranfenicol
Tigeciclina

Vancomicina

Clostridium difficile Piperacilina-tazobactama Imipenem Ampicilina
Metronidazol Meropenem Ampicilina-sulbactama
Cloranfenicol Ertapenem Amoxicilina-clavulanico
Tigeciclina Cefoxitina
Vancomicina Ceftriaxona

Clindamicina
Azitromicina
Telitromicina
Moxifloxacina

Bacilos gram positivos Penicilina Cefoxitina Metronidazol
no esporulados Ampicilina-sulbactama Ceftriaxona

Amoxicilina-clavulanico Azitromicina

Piperacilina-tazobactama Telitromicina

Imipenem Moxifloxacina

Meropenem

Ertapenem

Clindamicina

Cloranfenicol
Vancomicina®

Cocos gram positivos Penicilina Telitromicina Azitromicina
Ampicilina® Moxifloxacina
Ampicilina-sulbactama®
Amoxicilina-clavulanico
Piperacilina-tazobactama
Cefoxitina
Ceftriaxona
Imipenem
Meropenem
Ertapenem
Clindamicina
Metronidazol
Cloranfenicol
Vancomicina

S: sensibilidad; "Porphyromonas gingivalis y Fusobacterium nucleatum en nuestro medio atin son sensibles a la ampicilina, ya que no se ha comunicado
el aislamiento de cepas productoras de B-lactamasa; @Clostridium perfringens permanece sensible a la penicilina; ®excepto Lactobacillus spp., que
usualmente son resistentes a la vancomicina. “excepto Peptostreptococcus anaerobius, sobre el cual la ampicilina presenta mediana actividad.
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Los azalidos y los cetolidos muestran actividad varia-
ble y son mas activos frente a los géneros Prevotella y
Porphyromonas (19, 36).

2.2. Resistencias naturales.
Consideraciones generales

Todas las bacterias anaerobias son naturalmente
resistentes a los monobactames, a los aminoglucdsidos,
a las sulfonamidas y a la trimetroprima (55).

Las especies de Lactobacillus, en su mayoria, son
resistentes a la vancomicina, y los bacilos gram positivos
no esporulados son resistentes al metronidazol (9, 14,
26, 28, 42, 48).

2.3. Resistencias adquiridas.
Consideraciones generales

Los mecanismos de resistencia adquirida se muestran
enla Tabla 3.

2.4. Patrones de resistencia en nuestro medio

El principal mecanismo de resistencia observado en
los bacilos gram negativos anaerobios es la produccién
de B-lactamasas, cuyos genes codificantes pueden estar
presentes en plasmidos o en otros elementos moviles, lo
cual permite su transferencia horizontal y muy eficiente
a otras células bacterianas. Como estas B-lactamasas
son muy frecuentes en el grupo Bacteroides fragilis, se
puede considerar que todos los miembros de este grupo
son resistentes a la penicilina y mas del 95% son resis-
tentes a la ampicilina. Los otros bacilos gram negativos
no pertenecientes a este grupo también pueden producir
B-lactamasas, por lo tanto, la resistencia a la penicilina
y a la ampicilina resultan no predictibles, especialmente
en el género Prevotella (18, 20, 22, 33, 35).

Grupo Bacteroides fragilis

Las especies del grupo Bacteroides fragilis son las que
mas han variado en cuanto a sus patrones de resistencia.
En la Tabla 4 se muestran los datos del ultimo releva-
miento de la sensibilidad de estos microorganismos frente
a 10 antibidticos. El método utilizado fue la dilucion en
agar o método de Wadsworth, recomendado por el CLSI
(12). En ese relevamiento participaron 17 centros de la
Ciudad Auténoma de Buenos Aires y de otras ciudades
del pais y fue realizado por la SBA-SADEBAC-AAM como
parte de su tarea de vigilancia de la resistencia en estas
bacterias (21).

Los datos sobresalientes de ese estudio fueron la detec-
cion -por primera vez- de aislamientos resistentes y con
sensibilidad disminuida a los carbapenemes (imipenem,
ertapenem y doripenem) y con resistencia a la piperacilina-
tazobactama (21, 22). A pesar de ello, dichos antibioticos
continuan siendo los B-lactamicos mas activos frente a
estos microorganismos. La ampicilina-sulbactama mostro
actividad variable de acuerdo a la especie analizada, aun-
que si se comparan los resultados del citado estudio con
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los del relevamiento realizado en el afio 2002 se observa
que su actividad se mantuvo a través del tiempo (92% y
86% de sensibilidad, respectivamente) (18).

Dentro de los antibidticos no p-lactamicos, el metro-
nidazol y la tigeciclina son los que mostraron la mejor
actividad. Es importante destacar que el metronidazol, un
antibidtico tradicionalmente utilizado para el tratamiento
de infecciones por anaerobios, contina mostrando una
excelente actividad frente a estas bacterias.

La moxifloxacina, utilizada para el tratamiento de las
infecciones abdominales, presentd una actividad va-
riable segun la especie. Es un antibiotico que debe ser
monitoreado, debido a que si bien en nuestro medio la
sensibilidad global fue del 91%, se observé un corrimiento
de las CIM hacia los valores de resistencia.

Los niveles de resistencia a la clindamicina fueron
inaceptablemente altos como para utilizar dicho antibiético
en forma empirica frente a este grupo bacteriano. Con res-
pecto al relevamiento anterior, se observo un aumento del
porcentaje de resistencia durante el ultimo periodo (25%
de resistencia en B. fragilis y 48% en las otras especies
del grupo Bacteroides fragilis) (18).

Prevotella spp., Porphyromonas spp. y
Fusobacterium spp.

Las especies de los géneros Prevotella, Porphyromo-
nas y Fusobacterium fueron muy sensibles a la mayoria
de los antibioticos probados, excepto a la ampicilina,
especialmente Prevotella spp., y a los macrdlidos en el
caso de Fusobacterium spp. (35) Tabla 5.

Clostridium spp., Clostridium difficile y cocos
gram positivos

Los clostridios estudiados, con la excepcién de C.
difficile, mostraron buena sensibilidad a los antibioticos
ensayados. La ampicilina y la clindamicina fueron los
antibidticos que presentaron menor actividad. Los 7 aisla-
mientos de C. perfringens que se evaluaron no mostraron
resistencia a los B-lactamicos (35). Tabla 5.

C. difficile mostro un perfil caracteristico de mayor re-
sistencia a los antibioticos. Sin embargo, el metronidazol y
la vancomicina demostraron una buena actividad in vitro.
En un relevamiento realizado en el 2006 (Tabla 6), sobre
52 aislamientos no se detecto resistencia al metronidazol
ni a la vancomicina, antibioticos de eleccion en el trata-
miento de las infecciones causadas por C. difficile (23).

Los cocos gram positivos presentaron bajos niveles de
resistencia a la ampicilina y a la clindamicina. Este ultimo
antibiotico conservo mas del 95% de actividad frente a
estas bacterias (35). Tabla 5.

3. CUANDO Y POR QUE REALIZAR LAS
PRUEBAS DE SENSIBILIDAD

La realizacion de las pruebas de sensibilidad en la
bacteriologia anaerobia no es un evento rutinario, sino
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Tabla 3. Mecanismos de resistencia adquirida
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Antibiético

Mecanismo de resistencia Gen

Especie anaerobia

Caracteristicas

B-lactamicos

Enzimas inactivantes!”

Cefalosporinasa

Grupo Bacteroides fragilis

En cromosoma

clase 2e Bacteroides spp No transferible
Prevotella spp Confiere resistencia a
ampicilina y penicilina
Bilophila wadsworthia Inh. por inhibidores de B-lactamasas
Cefoxitinasa cepA Grupo Bacteroides fragilis Transferible por plasmidos
cfxA Prevotella spp. o Tansposones
Porphyromonas spp. Confiere resistencia a cefoxitina y
cefotaxima
Penicilinasa Fusobacterium spp. Inh. por inhibidores de B-lactamasas
Clostridium spp.
(no C. perfringens)
Carabapenemasa ccrA cfiA Bacteroides fragilis Metaloenzima En cromosoma Transferi-
clase B grupo 3 rible No inh. por inhibidores de
B-lactamasas. Confiere resistencia a
todos los B lactamicos y carbapenemes
Baja afinidad de PLP®
Alteraciones en PLP1 Bacteroides fragilis Confiere resistencia a las cefalosporinas
o PLP2 Veillonella spp.
Cocos gram positivos
Alteraciones en la permeabilidad
Alteraciones en Bacteroides spp. Confiere resistencia a ampicilina-sulbactama
= 1 porina Porphyromonas spp.
Fusobacterium spp.
Clindamicina
Alteraciones en el sitio blanco®
Metilasa de la subunidad erm F, G, S, Grupo Bacteroides fragilis En cromosoma, plasmidos y Transposones
23S del ARN QP Z B Porphyromonas spp. Transferible
Prevotella spp.
Clostridium perfringens Confiere resistencia de alto nivel
Clostridium difficile
Cocos gram positivos
Quinolonas
Alteraciones en el sitio blanco®
Mutaciones en la gyr A Bacteroides fragilis Transferible
ADN girasa gyrA,B Clostridium perfringens Confiere resistencia de alto nivel
Clostridium difficile
Bombas de eflujo Bacteroides spp.
=1 bomba de eflujo Bacteroides fragilis Confiere resistencia a todas las quinolonas
Metronidazol
Enzimas inactivantes®
Nitroimidazol reductasa nim A-G Grupo Bacteroides fragilis En cromosoma y plasmidos
Bacteroides spp. Transferible
Finegoldia magna Inducible por exposicién prolongada a
metronidazol en mutantes de laboratorio
Tetraciclinas
Alteraciones en el sitio blanco y
Bombas de eflujo®
Proteinas protectoras tet A, B, M, Grupo Bacteroides fragilis En transposones conjugativos
ribosomales 0,Q, S, W, Porphyromonas spp. Transferible
Proteinas de eflujo otros Prevotella spp.

Tigeciclina

energia dependiente

Fusobacterium nucleatum
Veillonella spp.
Clostridium perfringens
Clostridium difficile
Bifidobacterium spp.

Cloranfenicol

Desconocido ?

Desconocido

Bacteroides spp.

Rara

Enzimas inactivantes

Cloranfenicol acetil transferasa

cat P, Q, D
Clostridium difficile

Clostridium perfringens

Constitutiva
En cromosomas y transposones

(MAppelbaum et al. (2)Giraud-Morin et al. (25), Matto et al. (38), Podglajen et al. (43); @Theron et al. (51), Wexler et al. (54); ®Ackermann
et al. (1), Cooper et al. (13); ®Bachoual et al. (3), Dridi et al. (15); ®Theron et al. (50), Trinh et al. (52); ©Scott et al. (47), Villedieu et al.

(53); MHecht DW (30).
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Tabla 4. Actividad in vitro de 10 antibiéticos frente a 363 aislamientos del grupo Bacteroides fragilis

Microorganismos/

Categoria (%)

Antibidticos Sensible Intermedio Resistente
Bacteroides fragilis (N = 198)
Ampicilina-sulbactama 97 1,5 1,5
Piperacilina-tazobactama 99 0 1
Cefoxitina 82,8 11,1 6,1
Ertapenem (n = 126) 96 1,6 2,4
Imipenem 98,5 0 1,5
Doripenem (n = 159) 97,5 0,6 1,9
Clindamicina 74,7 2,5 22,7
Metronidazol 100 0 0
Moxifloxacina 89,9 2,0 8,1
Tigeciclina 99,5 0,5 0
Bacteroides thetaiotaomicron / ovatus (N = 69)
Ampicilina-sulbactama 87 8,7 4,3
Piperacilina-tazobactama 98,6 1,4 0
Cefoxitina 49,3 27,5 23,2
Ertapenem (n = 49) 89,8 41 4,1
Imipenem 98,6 0 1,4
Doripenem (n = 58) 96,6 0 34
Clindamicina 42 18,8 39,1
Metronidazol 100 0 0
Moxifloxacina 89,9 29 7,2
Tigeciclina 100 0 0
Bacteroides caccae (N = 30)
Ampicilina-sulbactama 90 10 0
Piperacilina-tazobactama 100 0 0
Cefoxitina 63,3 16,7 20
Ertapenem (n = 19) 94,7 53 0
Imipenem 100 0 0
Doripenem (n = 25) 96 4 0
Clindamicina 63,3 10 26,7
Metronidazol 100 0 0
Moxifloxacina 86,7 6,7 6,7
Tigeciclina 96,7 3,3 0
Bacteroides vulgatus (N=27)
Ampicilina-sulbactama 74,1 18,5 7.4
Piperacilina-tazobactama 96,3 0 3,7
Cefoxitina 81,5 7.4 111
Ertapenem (n = 24) 100 0 0
Imipenem 100 0 0
Doripenem 100 0 0
Clindamicina 66,7 3,7 29,6
Metronidazol 100 0 0
Moxifloxacina 81,5 3,7 14,8
Tigeciclina 100 0 0
Otras especies del grupo Bacteroides fragilis (N = 39)®
Ampicilina-sulbactama 87,2 10,3 2,6
Piperacilina-tazobactama 97,4 2,6 0
Cefoxitina 61,5 20,5 17,9
Ertapenem (n = 34) 97,1 0 2,9
Imipenem 100 0 0
Doripenem (n = 37) 100 0 0
Clindamicina 51,3 7,7 41
Metronidazol 100 0 0
Moxifloxacina 79,5 5,1 15,4
Tigeciclina 94,9 5,1 0

N: nimero total de aislamientos evaluados; n: nimero de aislamientos evaluados frente a dicho antibiotico. ("Parabacteroides
(Bacteroides) distasonis, 7; Bacteroides uniformis, 7; Bacteroides stercoris, 7; Bacteroides merdae, 2; Bacteroides spp., 16.

Para la tigeciclina se utilizaron los puntos de corte propuestos por la Food and Drug Administration (ug/ml), sensible < 2, intermedio

=4, resistente = 8.
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Tabla 5. Actividad in vitro de 10 antibidticos frente a bacterias anaerobias diferentes de las incluidas en el grupo B. fragilis

Microorganismos / CIM (g /ml) Categoria (%)®©

Antibiéticos Rango CIM50 CIM90 Sensible Intermedio Resistente
Fusobacterium nucleatum (N=14)

Ampicilina <0,25 <0,25 <0,25 100 0 0
Ampicilina-sulbactama < 0,25-0,25 <0,25 <0,25 100 0 0
Cefoxitina <0,125-0,5 <0,125 0,5 100 0 0
Ceftriaxona <4 <4 <4 100 0 0
Imipenem <0,015-0,25 0,03 0,125 100 0 0
Piperacilina <1 <1 <1 100 0 0
Piperacilina-tazobactama < 0,06-0,5 <0,06 < 0,06 100 0 0
Clindamicina <0,03-0,125 <0,03 0,125 100 0 0
Metronidazol <0,125-4 <0,125 0,5 100 0 0
Azitromicina < 0,06-8 0,125 57 7 36
Otros Fusobacterium spp. (N=12)®

Ampicilina <0,25-1 <0,25 1 75 25 0
Ampicilina-sulbactama <0,25-2 <0,25 2 100 0 0
Cefoxitina <0,125->128 <0,125 4 91,6 0 8,3
Ceftriaxona <4-16 <4 4 100 0 0
Imipenem <0,015-1 0,03 1 100 0 0
Piperacilina <1-16 <1 4 100 0 0
Piperacilina-tazobactama < 0,06-8 < 0,06 4 100 0 0
Clindamicina <0,03->16 <0,03 2 91,6 0 8,3
Metronidazol <0,125-2 0,25 1 100 0 0
Azitromicina 0,25->16 1 16 38,5 15,4 46
Prevotella spp. (N=21)@

Ampicilina < 0,25->64 0,5 16 47,6 9,5 42,8
Ampicilina-sulbactama <0,25-4 0,5 2 100 0 0
Cefoxitina <0,125-16 0,5 4 100 0 0
Ceftriaxona <4-16 <4 8 100 0 0
Imipenem <0,015-0,25 0,125 0,125 100 0 0
Piperacilina <1-32 2 16 100 0 0
Piperacilina-tazobactama <0,06 <0,06 < 0,06 100 0 0
Clindamicina <0,03->8 <0,03 <0,03 95,2 0 4,7
Metronidazol <0,125-2 1 1 100 0 0
Azitromicina < 0,06-16 <0,06 2 82 0 18
Porphyromonas spp. (N=10)®

Ampicilina < 0,25-0,25 <0,25 <0,25 100 0 0
Ampicilina-sulbactama <0,25 <0,25 <0,25 100 0 0
Cefoxitina <0,125-2 <0,125 0,5 100 0 0
Ceftriaxona <4 <4 <4 100 0 0
Imipenem 0,03-0,25 0,125 0,25 100 0 0
Piperacilina <1 <1 <1 100 0 0
Piperacilina-tazobactama < 0,06 < 0,06 <0,06 100 0 0
Clindamicina <0,03-8 <0,03 <0,03 90 0 10
Metronidazol <0,125-0,5 0,2 0,2 100 0 0
Azitromicina < 0,06-0,125 <0,06 0,125 100 0 0
Clostridium difficile (N=10)

Ampicilina 2--4 2 4 0 0 100
Cefoxitina 4->16 >16 >16 10 0 90
Ceftriaxona 16-128 64 128 10 10 80
Imipenem 0,25-16 4 8 50 40 10
Piperacilina <1-8 4 8 100 0 0
Piperacilina-tazobactama 1-8 4 8 100 0 0
Clindamicina 0,5-16 16 16 30 10 60
Metronidazol 0,25-2 0,5 1 100 0 0
Otros Clostridium spp. (N=12)®

Ampicilina <0,25-2 0,5 1 75 16,6 8,3
Ampicilina-sulbactama <0,125-0,5 <0,125 0,25 100 0 0
Cefoxitina <0,25-2 0,5 1 100 0 0
Ceftriaxona < 0,125-64 0,5 4 91,6 0 8,3
Imipenem 0,03-0,25 0,06 0,25 100 0 0
Piperacilina <1-16 <1 <1 100 0 0
Piperacilina-tazobactama < 0,06-4 < 0,06 0,5 100 0 0
Clindamicina <0,125->32 0,5 8 75 8,3 16,6
Metronidazol 0,125-4 1 2 100 0 0
Cocos gram positivos (N=22)©®

Ampicilina <0,25-8 <0,125 1 86,3 4,5 9
Ampicilina-sulbactama <0,125-32 <0,125 4 95,4 0 4,5
Cefoxitina <0,125-16 <0,125 4 100 0 0
Ceftriaxona <0,125-8 <0,125 2 100 0 0
Imipenem < 0,004-0,5 0,015 0,5 100 0 0
Piperacilina <0,5-16 <0,5 2 100 0 0
Piperacilina-tazobactama < 0,06-16 < 0,06 2 100 0 0
Clindamicina <0,03->32 0,5 2 95,4 0 4,5
Metronidazol <0,125-2 0,5 1 100 0 0
Azitromicina <0,125->32 1 >32 41 9 50

N: numero total de aislamientos evaluados

OF. necrophorum (n=6), F. mortiferum (n=4), F. varium (n=2), @P. intermedia/nigrescens (n=11), Prevotella spp. (n=4), P. denticola (n=2),
P. melaninogenica (n=2), P. oralis (n=1), P. oris (n=1), ®P. asaccharolytica (n=8), P. gingivalis (n=1), Porphyromonas sp. (n=1), @C. perfringens
(n=7), C. sordellii (n=2), C. cadaveris (n=1), C. paraputrificum (n=1), C. tertium (n=1), ®Peptostreptococcus spp. (n=14), P. anaerobius
(n=8), ®Para la azitromicina se utilizaron los puntos de corte de Streptococcus pneumoniae (CLSI 2006, en pg/ml): sensible < 0,5, interme-
dio = 1, resistente = 2.
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Tabla 6. Actividad in vitro de 12 antimicrobianos frente a 52 aislamientos de Clostridium difficile

Antibiéticos Rango CIM (pg/ml) Categoria (%)"
(ug/ml) MIC50 MIC90 Modo Resistente  Intermedio  Sensible
B-lactamicos
Ampicilina <0,06 -4 0,5 2 0,5 13 23 64
Piperacilina 4 - >64 32 >64 32 15 13 72
Piperacilina-tazobactama 0,5 - >64 16 64 32 10 15 75
Ceftriaxona 1->128 16 64 16 21 17 62
Imipenem <0,06 - 16 4 8 4 2 12 86
No B-lactamicos
Vancomicina 0,125 - 2 0,5 1 0,5 0 0 100
Teicoplanina <0,03-2 0,125 0,125 0,125 0 0 100
Metronidazol <0,125 -2 0,5 1 1 0 0 100
Clindamicina 0,25 - >64 64 >64 >64 58 11 31
Moxifloxacina 0,25 - 16 4 16 16 52 13 35
Azitromicina 0,25 - >64 32 >64 >64 56 10 35
Tigeciclina <0,016- 0,03 <0,016 0,03 < 0,016 0 0 100

(™ Se utilizaron los puntos de corte de Staphylococcus spp. (CLSI 2006, en ug/ml) para la vancomicina (sensible < 2, intermedio 4 - 8, resistente
> 16) y para la teicoplanina (sensible < 8, intermedio = 16, resistente > 32); para la tigeciclina se emplearon los puntos de corte propuestos por la
Food and Drug Administration (sensible < 2, intermedio = 4, resistente = 8).

que responde a objetivos epidemioldgicos y clinicos es-
pecificos (4-6, 11, 21, 29, 30, 39, 49).
3.1. Fines epidemiolégicos
3.1.1. Realizar la vigilancia en forma periddica,
institucional y multicéntrica, con alcance local
y regional, a fin de conocer los patrones de
sensibilidad y detectar las resistencias emer-
gentes con el objeto de orientar y eventual-
mente modificar los esquemas terapéuticos
empiricos.
3.1.2. Evaluar nuevos agentes antimicrobianos.
3.2. Fines clinicos
3.2.1. Lamayoria de las infecciones por anaerobios
son polimicrobianas y el éxito del tratamiento
involucra la combinacion de intervenciones
quirdrgicas (drenaje y desbridamiento) con el
uso de terapia empirica de amplio espectro.
Se justifica la realizacion de la prueba de
sensibilidad ante el aislamiento de bacterias
anaerobias en forma monomicrobiana o
polimicrobiana de infecciones con focos en-
dovasculares y/o que requieren tratamiento
médico prolongado, y en las que la asistencia
quirdrgica no siempre es posible. Tal es el
caso de los abscesos hepaticos pequefos
y multiples, los abscesos en el SNC, en el
pulmén u otros, las endocarditis, las os-
teomielitis y las bacteriemias refractarias al
tratamiento.
Ante el aislamiento de bacterias anaerobias
con probada resistencia a los antibiéticos de
eleccioén y/o reconocida patogenicidad.

3.2.2.

3.2.3. Ante el aislamiento de microorganismos
infrecuentes, con perfiles de sensibilidad
desconocidos o impredecibles.

4. COMO REALIZAR LAS PRUEBAS DE
SENSIBILIDAD

4.1. Consideraciones generales

El método de referencia recomendado por el CLSI
documento M11-A7 2007 (12) es la dilucion en agar o
meétodo de Wadsworth. Otros métodos aprobados por
este organismo son la microdilucion en caldo y la detec-
cion de B-lactamasa. La prueba por medio de tiras con
gradiente de concentracion de antibiodticos esta sugerida
como una alternativa mas simple y rapida para el uso de
rutina en el laboratorio clinico. La elucion con discos es
el método recomendado por la SBA como tamizaje para
los organismos de crecimiento rapido (6). El D-test es
de utilidad en cocos gram positivos para la deteccion del
fenotipo de resistencia iMLS (44).

El medio de cultivo utilizado debe asegurar el adecuado
desarrollo del microorganismo en estudio. Las CIM de
los microorganismos utilizados como control de calidad
deben estar dentro del rango de aceptacion para cada
antimicrobiano.

Con el fin de lograr la reproducibilidad y confiabilidad de
los resultados, la SBA recomienda seguir cuidadosamente
las normas descritas en este documento.

4.2. Preparacion del in6culo
4.2.1. Suspension directa de colonias: se prepara
una suspension equivalente al patrén 0,5 de
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la escala de Mc Farland y al patron 1 para el
método epsilométrico a partir de colonias en
agar Brucella suplementado, o en cualquier
otro agar que permita el crecimiento del
microorganismo a las 24 a 48 horas de incu-
bacion. Las placas no deben exponerse mas
de 30 minutos a la atmdsfera aerébica para
evitar células no viables en la suspension.
4.2.2. Método de crecimiento en medio liquido: con

microorganismos de crecimiento rapido como
los del grupo Bacteroides fragilis o Clostri-
dium spp., el inéculo se puede preparar a
partir de un caldo Brucella incubado durante
6 a 24 horas en atmosfera anaerdbica o
con una suspension del microorganismo a
partir de placas de 48 horas de incubacion.
Luego se ajusta la turbidez a una densidad
equivalente al patron 0,5 de la escala de Mc
Farland.

4.3. Atmosferay tiempo deincubacion

Para las pruebas de sensibilidad, las muestras se

incuban en atmasfera anaerobia (< 1% de O.y 4-7%

de COg) durante 48 horas. La atmosfera anaerobia

puede lograrse en la camara anaerobia (10% H2- 5%

CO2 - 85% Ny) o en jarras utilizando generadores

comerciales. Se debe incluir un indicador de 6xido-

reduccion como control de calidad de la anaerobio-

sis, la cual es indispensable para el desarrollo de

los microorganismos y fundamental para que actue

el metronidazol.

Métodos para evaluar la sensibilidad de las

bacterias anaerobias alos antimicrobianos

4.4.1. Dilucién en agar

4.4.2. Microdilucion en caldo

4.4.3. Epsilométrico

4.4.4. Elucion en caldo con discos

4.4.5. Deteccion de B-lactamasas

4.4.6. D-test: prueba de difusidon con doble disco

4.4,

4.4.1. Dilucion en agar

Es el método de referencia. Permite evaluar practi-
camente a todas las especies de anaerobios, aunque
se debe tener presente que aquellas que invaden el
medio pueden generar interferencias en la lectura de los
resultados.

Es un método laborioso que permite probar simultanea-
mente un gran nimero de aislamientos, dependiendo de
la capacidad del multiinoculador empleado. Es el método
utilizado para validar otros métodos y para probar nuevas
drogas. Es util para realizar los estudios de vigilancia.

Medio de cultivo: agar Brucella suplementado con 5
pg/ml de hemina, 1 pg/ml de vitamina K1y 5% de sangre
lacada de carnero.

Las placas con antibidticos deben prepararse prefe-
rentemente en el dia de uso, si bien pueden conservarse
a2 -8 °C hasta 72 horas.
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In6culo final: aproximadamente 1x10° UFC/spot. Se
emplea una suspension de turbidez equivalente al 0,5 de
la escala de Mc Farland.

Incubacion: en atmésfera anaerobia, a 35 °C durante
48 horas.

Todo el procesamiento puede realizarse en atmésfera
ambiental, teniendo la precauciéon de no exponer a los
microorganismos al oxigeno durante un periodo superior
a 1 hora.

Lectura e interpretacién de los resultados: la lectura
del punto final es una de las etapas mas delicadas. En
algunos casos puede llevar a interpretaciones ambiguas.
La CIM es la concentracién mas baja de cada antimicro-
biano que inhibe el crecimiento del organismo o donde se
observa una marcada reduccion del desarrollo (patina, <
10 colonias pequenas o 1-3 colonias medianas) compa-
rado con la placa de control de desarrollo (sin antibiético)
y la de control de gota.

Controles. Control de desarrollo: incluirlo al comienzo y
al final de cada serie; son placas inoculadas, sin antibiético
e incubadas en atmodsfera anaerobia.

Control aerobio: inocular placas de agar chocolate sin
antibiotico al comienzo y al final de cada serie e incubarlas
en atmosfera de CO; al 5-7%.

Microorganismos utilizados como control: Bacteroides
fragilis ATCC 25285, Bacteroides thetaiotaomicron ATCC
29741, Clostridium difficile ATCC 700057 y Eubacterium
lentum ATCC 43055.

4.4.2.  Microdilucién en caldo

Utiliza pequenos volumenes (100 pl) de caldo distri-
buidos en bandejas plasticas con pocillos (policubetas
tipo ELISA). Es un método comercial, menos complejo y
laborioso que el de referencia, que permite probar varios
antibiodticos simultdneamente. En la actualidad, esta
validado sélo para estudiar especies del grupo B. fragilis
frente a agentes seleccionados, como la ampicilina-sul-
bactama, la cefoxitina, la clindamicina, el ertapenem, el
metronidazol y la piperacilina.

Medio de cultivo: caldo Brucella suplementado con 5
pg/ml de hemina, 1 pg/ml de vitamina K1y 5% de san-
gre lacada de caballo. El volumen minimo que se debe
utilizar es 0,1 ml de caldo por pocillo. Las bandejas con
las diluciones del antibidtico pueden ser almacenadas
a-70 °C.

Inéculo final: aproximadamente 1x10® UFC/ml.

Incubacion: en atmoésfera anaerobia a 35 °C durante
48 horas, en jarras o bolsas aptas para este tipo de
placas o en camara de anaerobiosis. Para evitar la
evaporacion, las placas deben ser cubiertas con una
tapa plastica, semiabierta, que permita el intercambio
gaseoso.

Lectura: la CIM es la minima concentracion donde no
se observa desarrollo o donde se observa una disminu-
cion significativa del desarrollo con respecto al pocillo sin
antibiotico.
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Controles. Control de desarrollo: incluir un pocillo sin
antibidtico con el indculo, en la misma placa de la CIM,
para evaluar si desarrolla el microorganismo en las con-
diciones de la prueba.

Control de esterilidad del caldo: incluir un pocillo con
el medio sin inocular para verificar su esterilidad.

Microorganismos utilizados como control: Bacteroides
fragilis ATCC 25285, Bacteroides thetaiotaomicron ATCC
29741, Clostridium difficile ATCC 700057 y Eubacterium
lentum ATCC 43055.

4.4.3. Epsilométrico

Este método esta actualmente muy difundido para
microorganismos exigentes, inclusive los anaerobios, ya
que es muy facil de realizar y permite tener rapidamente
la CIM de un unico microorganismo (10, 26, 34).

Medio de cultivo: agar Brucella suplementado con 5 pg/
ml de hemina, 1 pg/ml de vitamina K1y 5% de sangre la-
cada de carnero. Este medio permite un mejor crecimiento
bacteriano y es el que mostré mayor reproducibilidad en
los valores de las CIM.

Indculo: hisopar una placa con una suspension equi-
valente al patron 1 de la escala de Mc Farland. Luego de
aproximadamente 10-15 minutos, aplicar la tira plastica
con el gradiente de concentracion del antimicrobiano. Se
pueden colocar hasta 2 tiras en las placas de 100 mm de
diametro.

Incubacion: incubar las placas dentro de los 30 minutos
de inoculacion en atmosfera anaerobia, a 35 2C durante
48 horas.

Lectura: la CIM es el valor donde la elipse de la zona
de inhibicidn intercepta la tira. Algunas combinaciones
microorganismo-droga pueden presentar dificultades en
la lectura de la CIM.

4.4.4. Elucion en caldo con discos

Es un método sencillo, accesible, econdmico y al al-
cance de todos los laboratorios clinicos, aunque poco co-
nocido. Este método no esta aprobado por el CLSI debido
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a que se han observado discrepancias en lo que respecta
al comportamiento de algunos microorganismos frente a
ciertos antibidticos cuando se lo comparo con el método
de microdilucion (que no es el método de referencia). El
método ha sido reevaluado por la SBA por ser una prueba
accesible para nuestros laboratorios (6). La validacion se
realizé6 mediante: a) la estandarizacién de las condiciones
de la prueba (medio de cultivo, indculo, incubacién), b) la
comparacion con el método de referencia (dilucién en
agar), y c) el estudio de la reproducibilidad del método.
Las condiciones utilizadas fueron las siguientes:

Medio de cultivo: infusién cerebro corazon
Suplementos: hemina, 5 pg/mil

vitamina K1, 1 pg/ml

extracto de levadura, 50 mg/ml

Volumen: 5 ml por tubo

Inéculo: 0,1 ml de una suspensién del patrén
0,5 Mc Farland

Incubacion: anaerobiosis, a 35 °C durante 48 h

Cada ensayo debe constar de:

- Un tubo con el antibidtico a probary el inbculo, TUBO
DE LA PRUEBA

- Un tubo sin antibiético con el inéculo, CONTROL
DEL DESARROLLO

- Un tubo s6lo con caldo, CONTROL DE ESTERILIDAD
DEL MEDIO

En la Tabla 7 se detallan el nimero de discos y la
concentracion de cada antimicrobiano.

La manera en que se debe efectuar la lectura e inter-
pretacion de los resultados se indica en la Tabla 8.

El porcentaje de concordancia con el método patrén
fue 98,5%. Sélo el 0,5% de las discrepancias fueron con-
sideradas errores muy mayores, porcentaje que esta por
debajo de lo que es exigido en la literatura para que un
método sea aceptable (1,5%). La SBA lo recomienda como
método de tamizaje en aislamientos clinicos individuales.
Los resultados de resistencia o sensibilidad no habituales
deberan ser confirmados por el método de referencia (6).

Tabla 7. Esquema de trabajo para el método de elucion con discos

Antibiético Potencia del Ne¢ de discos Concentracion
disco (pg) en 5 ml de BHI? final (ug/ml)®@
Ampicilina 10 1/10 ml 1
Ampicilina-sulbactama 10/10 8 16/16
Imipenem 10 3 6
Penicilina 2U 5 2U
Cefoxitina 30 5 30
Clindamicina 5 4 4
Metronidazol 50 1 10

( Excepto para ampicilina, que se prepara con 10 ml; @excepto penicilina, que se expresa en unidades.
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Tabla 8. Lectura e interpretaciéon de los resultados del mé-
todo de elucion con discos

Tubo con ATB Control de desarrollo  Interpretacion

Turbio® turbio resistente

Limpido turbio sensible

Limpido limpido no desarrolla:
prueba no valida

Turbio limpido incoherente:

prueba no valida

(MCualquier grado de turbidez comparado con el control (caldo sin
inocular).

4.4.5. Deteccion de B-lactamasas

Para detectar la presencia de B-lactamasas en bacte-
rias anaerobias se recomienda el método de la cefalos-
porina cromogeénica (nitrocefin). Las cepas productoras
de B-lactamasas pueden ser consideradas resistentes a
la penicilina y a la ampicilina independientemente de los
resultados de otras pruebas adicionales de sensibilidad
in vitro. El CLSI la recomienda para todos los organismos
anaerobios con excepcién del grupo B. fragilis, dado que
la mayoria de los miembros de este grupo producen B-lac-
tamasas y, por lo tanto, se deben considerar resistentes
a la penicilina y a la ampicilina.

Cabe aclarar que algunos anaerobios pueden requerir
hasta 30 minutos para producir una prueba positiva, y
algunas cepas de Parabacteroides (Bacteroides) dista-
sonis y de B. fragilis son resistentes a los p-lactamicos
por otros mecanismos, que no son detectados por esta
prueba (11, 12, 54).

4.4.6. D-test: prueba de difusién con
doble disco / tableta

La mayoria de las publicaciones muestran que la clin-
damicina presenta buena actividad frente a los cocos gram
positivos; sin embargo, se ha comunicado resistencia a
este antibiotico (8, 35, 40, 44). Si bien el fenotipo consti-
tutivo fue el mas frecuentemente observado, también fue
detectado el fenotipo inducible (41). Con el fin de evaluar
el mecanismo inducible, se ha propuesto una prueba de
difusion con doble disco / tableta similar a la utilizada para
cocos gram positivos aerobios. Esta se realiza hisopando
un agar Brucella suplementado con 5 pg/ml de hemina,
1 pg/ml de vitamina K1y 5% de sangre con un inéculo
de turbidez similar al patron 0,5 de Mc Farland. Luego se
aplican los discos / tabletas de eritromicina (15 pg) y de
clindamicina (2 pg) a una distancia de 10 a 15 mm de
centro a centro. El achatamiento de la zona de inhibicién
alrededor del disco/tableta de clindamicina se interpreta
como prueba positiva.
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5. QUE ANTIBIOTICOS PROBAR EN LAS
PRUEBAS DE SENSIBILIDAD

Ante el aislamiento de un anaerobio clinicamente sig-
nificativo segun las pautas ya expuestas, los antibioticos
gue se deben ensayar en el laboratorio clinico dependen
del tipo de microorganismo, del sitio de la infeccion y de
los patrones de resistencia nacionales, regionales y lo-
cales ya conocidos para ese microorganismo, los cuales
orientan el esquema terapéutico empirico hasta contar
con los resultados del caso en estudio (30, 55).

Teniendo en cuenta estas premisas y de acuerdo con el
microorganismo en estudio, se sugiere seguir el siguiente
protocolo de trabajo:

- Grupo Bacteroides fragilis. Determinar la sensibili-
dad a ampicilina-sulbactama, piperacilina-tazobactama
y clindamicina.

- Fusobacterium spp., Porphyromonas spp., Prevotella
spp. Deteccion de p-lactamasa con nitrocefin.

- Veillonella spp. Determinar la sensibilidad a penicilina,
a ampicilina y a clindamicina.

- Cocos gram positivos. Determinar la sensibilidad a
penicilina y a ampicilina-sulbactama.

- Bacilos gram positivos esporulados. En Clostridium
no C. perfringens, deteccion de B-lactamasa con nitrocefin
y determinacion de la sensibilidad a clindamicina.

- Bacilos gram positivos no esporulados. Determinar
la sensibilidad a penicilina y a clindamicina.

6. CEPAS CONTROL

Con el fin de monitorear los procedimientos de las
pruebas de sensibilidad, deben utilizarse al menos dos de
las siguientes cepas control para el método de dilucion en
agar y al menos una para el resto de los métodos (12).

Bacteroides fragilis ATCC 25285

Bacteroides thetaiotaomicron ATCC 29741

Clostridium difficile ATCC 700057

Eubacterium lentum ATCC 430557

7. CONSIDERACIONES FINALES

Las decisiones del cuerpo médico para el tratamiento
de los pacientes gravemente enfermos dependen, en gran
medida, de la informacion que emana del Servicio de Mi-
crobiologia. Es por ello que las pruebas de sensibilidad a
los antimicrobianos para los diferentes microorganismos y
por los distintos métodos deben realizarse en condiciones
optimas y estandarizadas, para que sean reproducibles,
confiables y permitan la deteccion de las variaciones en
los patrones habituales de sensibilidad que alerten acerca
de probables resistencias emergentes. Este documento
pretende contribuir al crecimiento de la bacteriologia
clinica anaerobia en nuestro medio.
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