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RESUMEN

Se estudiaron 30 muestras que corresponden a 27 niftos cuya edad oscila entre los 3 y 12
aftos, a los cuales la valoracion odontolégica determind la extraceion en una o mas piezas
dentarias por la presencia de un absceso, por caries avanzadas o bien por la extraccion de
dientes sanos pot pérdida natural. Las muestras se obtuvieron de la base de la pieza extraida
haciendo uso de uﬁa jeringa, ¢l producto obtenido de esta operacion se trabajo en
condiciones de esterilidad para su siembra y zislamiento en medios apropiados, se incubd
en jaras de anaercbiosis durante 48 horas a 37 °C. Las bacterias anaerobias aisladas se
purificaron ¢ identificaron mediante ¢l sistema API-20 A ( bioMérieux )

De las 30 muestras estudiadas, 18 correspondieron a extraccion por absceso; 9 a extraccion
por caries v 3 a extraccién fisiologica. Del total de muestras trabajadas se aislaron 14
diferentes especies, observandose predominio en los aislamientos de bacterias Gram
negativas, entre los que destacan por su frecuencia: Prevotella spp 19 cepas, Veillonella
parvﬁla 12 cepas, Bacteroides fragilis 1 cepa y Fusobacterium spp 3 cepas. Entre los
bacilos Gram positivos se identificaron los siguientes: Bifidobacterium spp 7 cepas,
Actinomyces naeslundii 3 cepas, Actinomyces israelii 2 cepa; ademas Lactobacillus
Sermentum vy Eubacterium lentum, una cepa de cada uno; también se obtyvieron
aislamientos de los cocos Gram positivos:  Streptococcus intermedius v Gemella
morbilorum.

Se aislaron en total 51 cepas, cantidad que constituye mas del 50 % del promedio de
aislamientos realizados por otros autores. Lo anterior pone de manifiesto que la
metodologia aplicada en este trabajo es efectiva y susceptible de perfeccionar, -
Seria recomendable trabajar con abscesos cerrados para evitar Ia contaminacion con flora

indigena.



1 INTRODUCCION

Las bacterias anaerobias ocupan un papel muy importante dentro de la flora indigena y
patc')lgena oral y dental. Las poblaciones microbianas que tienen el poder de colonizar son la
principal fuente de patdgenos responsables de infecciones orales y dentales, incluidas:
enfermedades periodontales, gingivitis, pericoronitis, endodontitis, periimplantitis e
infecciones postextraccion. Cada entidad tiene distintas caracteristicas clinicas y
microbianas.

Las especies bacterianas asociadas con infecciones orales incluyen Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Bacteroides
Jorsythus, Campylobacter rectus, Eubacterium spp, Fusobacterium nucleatum, Kikenella
corroden, Peptostreptococcus micros. Treponema pallidum ha sido asociado con gingivitis
ulcerativa necrotizante. Porphyromonas endodontalis aparece especificamente relacionada
con infecciones endodonticas { 13,14 ). Otros autores mencionan a  Peptococcus,

Peptostreptococcus, Selenomonas y Propionibacterium. { 16 ).

El aislamiento de especies causantes de infecciones orales requiere la coleccién apropiada

de muestras v el uso de técnicas anaerdbicas.

En los laboratorios clinicos mexicanos muy frecuentemente la practica bacteriolégica se
reduce a la busqueda de microorganismos aerobios, la bacteriologia anaerobia es muy
escasa 0, en ¢l peor de los casos, nula; se aduce como causa la falta de material, el costo ¥
en algunos casos se acepta la inexperiencia. Hoy en dia es imperativo que se den a conocer
procedimientos simples y asequibles que puedan aplicarse en cualquier laboratorio, a fin de
lograr con minimos recursos la informacion completa y fidedigna que requiere el médice
para elaborar un diagndstico oportuno, exacto y, consecuentemente, aplicar un tratamiento

eficaz.



2 MARCO TEORICO

2.1 GENERALIDADES

Existen evidencias basadas en estudios cientificos, que indican que los anaerobios se
originaron hace tres o cuatro mil millones de afios, en diferentes tipos de aguas, donde el
oxigeno no estaba libre, sino combinado con otros compuestos, formando agua, sulfatos,
carbonatos, silicatos etc., ahi permanecieron estas bacterias protegidas de los rayos
ultravioleta del sol, que son mortales para diferentes microorganismos. Se piensa que la
vida en la tierra fue anaerobia por cientos de millones de afios. Cuando tuvo lugar la
fotosintesis y se usd el agua como fuente de iones de hidrogeno, el oxigeno empezé a
acurnularse en la tierra y muchas formas de vida se adaptaron a usarlo come ltimo aceptor

de electrones y protones en forma de respiracion aerobia {1,2,3 ).

E! reconocimiento de la naturaleza anaerobia de ciertos microorganismos se debe a
Pasteur, quien en 1863 observo que algunas bacterias perdian la viabilidad al ser expuestas

alaire (1).

Antes de 1900 se aisld una variedad de bacterias que s6lo crecian en medios gaseosos con
tensidon de oxigeno sustancialmente reducida. No obstante, en los dltimos decenios, las
infecciones anaerobias endégenas se han vuelto comunes, esto dltimo debido a que hay
mayor nimero de pacientes que reciben inmunosupresores por neoplasias y otros
padecimientos, encontrandose alterada su resistencia; las infecciones anaerobias primarias
se establecen facilmente en areas donde existe dafio a los tejidos, tras lo cual puede .
sobrevenir una bacteremia ¢ diseminacion metastdsica de bacterias con formdcion de

abscesos distantes y deterioro que termina en muerte del paciente. ( 1),

Antes de 1965, hubo predominio de infecciones clostridiales; durante el decenio de los
setentas, 85 por ciento de los anaerobios aislados a partir de muestras clinicas
adecuadamente se¢leccionadas, correspondio a los péneros Bacteroides, Fusobacterium,

Peptostreptococeus. ,y de algunaé especies de Pepfococeus. (1).



Se necesita conocer la identificacidn precisa de las especies, come principal marcador

epidemiologico para estudios de epidemiologia y de vigilancia de tratamientos.

Los métodos taxondmicos que se usan para la caracterizacion de una cepa incluyen,
actualmente, desde ¢l uso de pruebas bioguimicas convencionales hasta la caracterizacidu
molecular,

En 1968, Dowel vy Hawkins recopilaron tablas diferenciales a partir de datos tabulados
obtenidos de la caracterizacién de cepas de referencia y de numerosos aislamientos
recibidos en el laboratorio de anaerobios del CDC ( Center for Disease Control ) y de
laboratorios estatales y federales de todo Estados Unidos, estas tablas se basaron en datos
generados'en baterias de¢ pruebas bioquimicas ¥ de cultivo llevadas a cabo con todos los
aislamientos anaerobios recibidos.

Mas tarde, Moore y col. del Instituto Politécnico de Virginia, comunicaron el uso de
analisis por cromatografia en fase liquido-gaseosa y describieron varias  pruebas
diferenciales para la caracterizacion de anaerobios, basadas en reacciones de medios
prerreducidos y anerobicamente esterilizados ( 1),

Es importante conocer la clasificacion de las bacterias desde el punto de wvista de los

requerimientos de oxigeno:

BACTERIAS AEROBIAS OBLIGADAS.- Estos microorganismos generan energia
oxidativa y son incapaces de obtener suficiente energia para crecer por reacciones de
fermentacion, ademas requieren de la sintesis de acidos grasos imsaturados y esteroles para
su estructura y funciones, y estos compuestos requieren oxigeno molecular para su

formacion.

BACTERIAS MICROAEROFILICAS - Estas bacteria requieren para crecer del oxigeno
como aceptor terminal de electrones, pero no ¢recen en la superficie del medio sélido en
condiciones aerobicas. Bajo condiciones anaerdbicas no c¢recen porque no son capaces de
generar suficiente energia en ausencia absoluta de oxigeno. Tenemos como ejemplo el

género Campylobacter.



BACTERIAS ANAEROBIAS - Son aquellas que no requieren oxigeno como aceptor
final de electrones para crecer o realizar funciones metabolicas. Aunque pueden poseer
ciertos citocromos, carecen de otros que requieren oxigeno molecular para transferir

electrones y generar energia. Las bacterias anaerobias estan subclasificadas en:

a) BACTERIAS ANAEROBIAS FACULTATIVAS.- Bacterias capaces de obtener
energia y crecer oxidativamente utilizando el oxigeno como aceptor terminal de electrones

( respiracidon aerdbica) o bien pueden crecer bajo condiciones de anaerobiosis obteniendo
epergia por vias fermentativas usando compuestos orgénicos como aceptores finales de
electrones. En aislamientos clinicos, la mayoria de las bacterias que crecen en aire son
capaces también de ¢crecer en anaerobiosis,

Ejemplos de este subgrupo son todas las enterobacterias

b) BACTERIA AEROTOLERANTES - Se agrupan aqui bacterias que crecen mejor en
ausencia de oxigeno, va que no lo utiliza, pero en presencia de pequeilas cantidades de
oxigeno molecular y muy bajos potenciales de oxido reduccién, pueden crecer sin

problemas sobre todo en resiembras mas que en aislamientos primarios.
Como ejemplo tenemos al Clostridium tertium, P acnes

¢) ANAEROBIOS OBLIGADQOS - En este grupo se imcluyen bacterias definidas como no
utilizadoras de oxigeno y cuyo crecimiento se ve inhibido por él. Los anaerobios obligados
crecen solamente en un rango entre 3 y 4 % de oxigeno molecular como mdximo.

Un gjemplo tipico es el grupo Bacteroides fragilis.

d) ANAEROBIOS ESTRICTOS.- Se incluyen en esta clasificacion microorganismos
extremadamente sensibles al oxigeno y que no son capaces de crecer con mds de 0.5 % de
oxigeno, por Io que resulta muy dificil su aislamiento en el laboratorio, aunque los sistemas
de anaerobiosis de que se dispone logran atmdsferas hasta de menos de 0.4 %de oxigeno.

El gjemplo de este grupo son los microorganismos del género Treponema.
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Aunque ¢l término anaerobio se usa para las bacterias que no requieren oxigeno para

mutltiplicarse, también existen algunos hongos y protozoarios que también son anaerobios.

Por otro lado, existen varias teorias que explican el efecto tdxico, bacteriostitico y
bactericida que tiene el oxigeno sobre los anaerobios obligados.

El oxigeno molecular por si mismo es toxico para algunos anaerobios, pero los compuestos
que se producen cuando éste se reduce lo son ain mas. Cuando se estan llevando a cabo las
reacciones de Oxido-reduccion el oxigeno molecular se reduce en anidn superdxido,
perdxido de hidrogeno y radical hidroxilo. Generalmente los organismos que usan oxigeno
tienen enzimas como la superoxido dismutasa y la catalasa que los protegen de los efectos
adversos de estos derivados. Silos anaerobios carecen de estas enzimas, seria logico

entender su susceptibilidad al oxigeno. Pero esto no es de! todo concluyente debido a que

algunos anaerobios producen en cantidades variables estas enzimas.

En cuanto al efecto bacteriostatico, se observa por la inhibicion del crecimiento o
multiplicacion de la bacteria debido a que al estar presente el oxigeno, los electrones que
normalmente son aceptados por otros microorganismos para llevar a cabo sus funciones
metabdlicas, en las bacterias anaerobias la reduccion del oxigeno provoca la disminucion
en la energia necesaria para sintetizar nuevo material celular; por lo que se da un retraso del
desarrollo lo que se traduce en un efecto bacteriostatico. Si el periodo de exposicion es
breve, el efecto puede ser reversible. Si la exposicion se prolonga y los dafios son letales el

efecto se torna irreversible ( bactericida) .

2.2 IMPORTANCIA CLINICA DE LAS BACTERIAS ANAEROBIAS

Las bacterias anaerobias pueden ser encontradas en el suelo, en agua fresca, en sedimentos
salinos y como componentes de la microbiota humana. En condiciones normales, la llegada
de bacterias anaerobias al cuerpo humano puede ser a su paso por el conducto uterino. La
proporcion de ellas es mayor a los aerobios y anaerobios facultativos ( colon 1000:1;

cavidad vaginal y oral 10:1). Los factores de resistencia del hospedero limitan el desarrollo



de dicha biota, impidiendo el accese a tejidos asépticos, sin embargo cuando esa resistencia
disminuye o desaparece, las bacterias innocuas quedan en libertad de invadir tejidos v

pueden producir infecciones como: abscesos, gangrena, ete. ( 2,4).

Las formas por las que se adquicren las infecciones enddgenas, a partir de las cepas de la
flora normal que llegan a sitios normalmente estériles son ¢l resultado de uno o mas

factores predisponentes que comprometen las barreras anatomicas ( cirugia o trauma
accidental) o cuando hay aiteraciones de los mecanismos de defensa, como es el caso de los
procesos malignos, la diabetes, quemaduras, bacteriemia, infecciones de cabeza vy
cuello,problemas dentales v orofaciales, neumonia u otras enfermedades de las cavidades
toracica, abdominopélvica, infecciones de tejidos blandos y gangrena ( 4,11) y

particularmente cuando es afectado el riego sanguineo.

El potencial de dxido reduccién ( Eh) en la mayoria de los tejidos del cuerpo se encuentra
+ 0.126 y 0.246 volts y esto depende de que la medicion se efectite en un sitio de aita
(arteﬁal) o baja { venosa) saturacion de oxigeno. La mayoria de los gérmenes anaerobios
crecen en Eh negativos, entre — 100 a — 250 volts, de esta forma se previene en los tejidos

normales el crecimiento bacteriano. (1,3 ).

En sitios especiales como la luz del colon, cavidad oral y vaginal, la perfusién tisular se
encuentra disminuida, ademas, las bacterias aerobias que colonizan mucosas, consumen
oxigeno lo que influye directamente en la disminucién del Eh dando lugar a Ia proliferacién

de bacterias anaerobias { 3 ).

Enire los factores de patogenicidad y/o virulencia de las bacterias anaerobias obligadas se

pueden incluir, la cipsula bacteriana, endotoxinas, exotoxinas y otros metabolitos.

Asimismo, la microbiota de la cavidad bucal comprende hasta el momento mas de 300
especies ¢ incluye microorganismos enddgenos y exogenos que pueden colonizar y
comportarse como oportunistas. El desarrollo de éstos se limita, de acuerdo con el mimero

de nutrientes que llegan por via exdgena. La presencia de factores antibacterianos en la



saliva, el mecanismo de deglucién y la continua exfoliacidn de las células epiteliales de la

mucosa bucal son factores limitantes adicionales.

Los microorganismos que colonizan la cavidad bucal del recién nacido a partir de
aproximadamente las 8 horas de alumbramiento constituyen la denominada comunidad
pionera. Los primeros en instalarse son los estreptococos ( Streptoccoccus salivarius) que
colonizan la lengua, las mucosa y se encuentran libres en la saliva. También pueden
identificarse otros péneros, como por ejemplo: estafilococos, lactobaciios, neumococos,

coliformes, sarcinas, Neisseria, Haemophiius y Cdndida albicans.

El medio bucal experimenta sus mayores cambios alrededor de los seis meses de vida,
momento de la erupcion de piezas dentarias temporarias, se establecen microorganismos
capaces de adherirse a la superficie del esmalte y al margen dentogingival ( S. sanguis y

Streptococci del grupo mutans)
Con la pérdida de las piezas dentarias a través del tiempo los microorganismos cambian en

tipo y composicion, se asemejan a los que se hallaban presentes antes de la erupcion
dentaria y aparece upna nueva comunidad climax. Los factores microbianos son
responsables de la sucesidn autogénica, por ejemplo, el aumento en el wimero de
anaerobios, después de la aparicién de las piezas dentarias s¢ asocia con los cambios en el
medio, que se producen como resultado del metabolismo de las especies pioneras aerobias
y anaerobias facultativas; disminuye ¢l potencial redox de la placa y crea condiciones
optimas para la colonizacion por parte de los anaerobios estrictos. ( 5 ). Los anaerobios son
patégerios importantes en las infecciones de cavidad oral tanto como en las infecciones
sistémicas que se originan en la boca. ( 12). ‘
Cada superficie dentaria, cada unidon dentogingival, constituye un nicho ecologico
diferente. En cada nicho ecoldgico se encuentran elementos del sistema inmune especifico
¢ inespecifico que modulan la accién de los microorganismos alli presentes. La
composicion microbiana de cada nicho ecolégico depende de la capacidad de los
microorganismos para cumplir con tres etapas: adherencia, desarrollo y supervivencia. Tal
es ¢l caso de Ia adhesién por unién lectina~ carbohidrato, en donde las lectinas reconocen
residuos de glicidos y se fijan a ellos; una de las formas en que se observa este tipo de

unién es en los casos de coagregacién bacteriana en los que las fimbrias tipo 2 de



Actinomyces viscosus interactian con residuos de galactosa de S. sanguis. Los andlisis
electroforéticos han demostrado que las proteinas salivales que primero promueven la
adhesion son las ricas en prolina ( PRP), seguidas por las que contienen proteina-estaterina.
Asi, las tipicas imagenes de mazorca de maiz de la placa supragingival se deben a la
interaccion entre formas filamentosas Gram positivas y formas cocoides Gram positivos u
otras Gram negativas. De esta forma, Actinomyces viscosus y A, naeslundii se le agregan
Veillonella, S. sanguis y/o S. mitis.

Muchos microorganismos de la cavidad bucal no se adhieren directamente a los
componentes epiteliales: bacterianos o salivales ni a los polisacaridos extracelulares o a las
superficies dentales sino que quedan retenidos en fosas y fisuras dentarias, en el surco
gingival o en bolsas periodontales e inciuso dentro de la matriz de la placa. Asi, los
lactobacilos se acumulan en lesiones cariosas activas mientras qﬁe Porphyromonas  se
encuentran predominantemente en el surco gingival.

Por otro lado, la neuraminidasa remueve los residuos terminales del dcido sidlico v expone
residuos de galactosil que funcionan como un nuevo receptor, el que interactda con la
adhesina galactosil de Actinomyces viscosus. A. naeslundi, Eikenella corrodens,
Fusobacterium nucleatum y Prevotella intermedia. Enzimas como I3 tripsina genera
nuevos receptores que promueven la adhesion de Porphyromonas gingivalis a los tejidos
del hospedero. ( 5).

El papel de los anaerobios, como se observa, es muy significativo en la flora indigena y
patogena de la cavidad oral y dental. Se ha estimado que el nimero de especies recuperadas
de placa subgingival se encuentra en el rango de 250 a 400 en donde la mayor proporcion
corresponde a bacterias anacrobias. Entre los mas cominmente aislados incluyen:
Fusobacterium,  Bacteroides, Actinomyces, Peptococcus, Peptostreptococcus,
Selenomonas, Eubacterium, Propionibacterium y Treponema ( 13), v las que se destacan
por su asociacién con infecciones orales son: Actinebacillus actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Bacteroides forsythus, Campylobacter

rectus, Eubacterium spp, Fusobacterium nucleatum, Eikenella corrodens y



Peptostreptococcus micros ( 14 ) . Asi como también se han propuesto nuevos géneros
como la Bulleidia y en especial la Bylleidia extructa, bacito Gram positivo no esporulado,
que fue aislado de cavidad oral por Downes ( 18),

En infecciones orofaciales se han aislado con frecuencia bacilos Gram negativos y el
Fusobacterinm nucleatum esta especialmente asociada con infecciones severas ( 15).
Ademas una variedad de procedimientos clinicos tales como extraceion dental, tratamiento
periodontal y endodontico, pueden causar trasiocacion de microorganismo de la cavidad
oral al torrente sanguineo. Estos microorganismos que alcanzan el torrente circulatorio,
usuvalmente son eliminados por el huésped a través del sistema reticuloendotelial en
minutos; sin embargo, en pacientes con ineficientes valvulas cardiacas ¢ enfermedad

vascular, fa bacteremia puede ser un peligro potencial { 22) al colonizar en estas estructuras.

A contingacion se mencionan aquellas bacterias anaerobias mas comiinmente aisladas en

cavidad oral.

GENEROS Y ESPECIES MICROBIANAS PRESENTES EN LA CAVIDAD ORAL
Bacilos anaerobios facultativos
Lactobacillus

Actualmente se aceptan 43 especies dentro de este género, nueve de las cuales pueden ser
aisladas de cavidad bucal. Las células tienen forma de bacilos y suelen agruparse en
cadenas. El tamafio de las cadenas y la cantidad de curvaturas dependen del medio de
cultivo utilizado, del tiempo de incubacidn vy de ciertos factores bioquimicos. Son
microorganismos no esporulados e inméviles; son Gram positivos pero pueden tornarse
gran negativos en cultivos envejecidos.

Los lactobacilos pueden ser acidogénicos o acidiricos. Sobreviven y se reproducen en
condiciones de acidez. Pueden ser homofermentativas, especies que solo producen acido
lactico o heterofermentativas las que ademds de producir dcido lactico elaboran otros
productos como acido acético, etanol y bidxido de carbono.

En la cavidad bucal se hallan especies de ambos grupos pero los homofermentativos son los
més importantes en relacion con la caries dental. Las especies L. fermentum y L. brevis son

heterofermentadoras ( 5).



Bacilos anaerobios obligados

Actinomyces

Estas bacterias filamentosas son microorganismos anaerobios obligados o facultativos,
capnofilos y Gram positivos que se pueden fragmentar en cocobacilos, de 0.2 a 1.0

microémetros de didmetro y de 10 a 50 de largo, no 4cido alcohol resistentes ( 8).

Las especies A, viscosus, A. naeslundii y odontolyticus tienen menor patogenicidad. En
cambio, 4. Israelii estd mas implicado en actinomicosis cervicofacial v tumores del
maxilar,

La especie A. noeslundii ha sido hallada en el hombre y en ciertos animales. Produce
microcolonias de centro denso y filamentos periférico. Se trata de un anaerobio facultativo.
Dentro dela cavidad bucal se encuentra con preferencia en criptas amigdalinas, placa y
calculos. Las cepas humanas son muy similares, A. naeslundii y 4. viscosus son muy
especiales desde el punto de vista bioquimico. Las dos inducen caries dentales y
enfermedad pericdontal ( 5).

La especie 4. israelii es miembro normal de la biota bucal. Se puede aislar de criptas
amigdalinas y también de calculos dentales.

Propionibacterium

Dentro de este género hay una sola especie, Propionibacterium propionicus, que ha sido
aislada de pacientes con actinomicosis ¥ del conducto lagrimal. No se puede separa
morfolégicamente de Actinomyces israelii. 1.a diferenciacion bioquimica se basa en el
hecho de que forma 4cido propidnico a partir de la glucosa por lo que se detecta por medio
de cromatografia liquida ( 26 )

Los microorganismos de género Propionobacterium han sido hallados en la placa dental,

dentina cariada y tejidos pulpares necrdticos. En la piel se encuentra el Propionibacterium
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acnes, que también ha sido aislado de la cavidad bucal en placa dental, caries de dentina y

tejidos pulpares necréticos. (5 ).

Eubacterium

Este género incluye microorganismos Gram positivos, anaerobios, no esporulados y
pleomorficos; se presentan como filamentos o bacilos cortos. { 26 ) Existe un grupo
retacionado con la cavidad bucal que incluye Eubacterium alactolyticum, E. saburreum y
E. ingrens, todos los cuales pueden ser ubicados en la placa dental. Algunas de estas

especies han sido identificadas a partir de caries de dentina v tejidos pulpares necréticos.

(5).

Bifidobacterium

Son bacilos Gram positivos inmdviles v pleomérficos que en algunos casos poseen
engrosamientos o abultamientos terminales y son bifurcados. Estos bacilos pueden
presentarse aislados, en cadenas cortas, en empalizada o en formas que semejan letras V, Y
o X (9).

Se han aislado dos especies a partir de la placa dental y caries de dentina, a saber B

eriksonil y B dentium. Estos microorganismos son poco numerosos de la cavidad bucab.(5),
Cocos anaerobios obligados

Veillonella

Familia Veillonellacecae. Género Veillonella. Formas cocoides que miden 0.3 a 0.5 um

pueden observarse en pares o como célula @nica, o masas o cadenas no esporuladas e
inméviles, crecen entre 30-37 °C apH de 6.5-8.0.(3 4)
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Este género consiste en cocos estrictamente anaerobios Gram negativos y comprende entre
el 5 v el 10 % de los microorganismos recuperados a partir de la saliva y las superficies de
lalengua y mas del 28 % de los provenientes de Ia placa dental.

En la cavidad bucal se conocen dos especies. Veillonella pdrvula y Veillonella
alcalescens.

Gran nimero de estos microorganismos ha sido encontrado en Ia placa dental y se reconoce
que son incapaces de fermentar carbohidratos porque no poseen las enzimas esenciales
para esos fines. Para su desarrollo utilizan ciertos metabolitos intermedios como el
piruvato, el lactato, el fumarato y el oxaloacetato, junto con el bidxido de carbono. Los
estudios epidemiolégicos han demostrade que la presencia de altos miveles de Veillonella

puede estar relacionada con un bajo indice de caries dental ( 5).

Bacilos anaerobios ebligadoes
Bacteroides

El género Bacteroides comprende a bacilos Gram negativos anaerobios, no esporulado,
inmévil y con catalasa generalmente negativa. Crecen a pH de 7.0 y temperatura de 37 °C
Los bacteroides son bacilos anaerobios Gram negativos de los cuales hasta el presente se
han identificado alrededor de 30 especies que aparecen permanentemente en el tracto
intestinal ¥ en las mucosas de algunos mamiferos, ( 6 ). Un patdgeno importante es el B,
Jragilis, aparece en tracto intestinal y en las heces, no es considerado un miembro normal
de la cavidad oral. Las especies de importancia odontoldgica debido a su relacion con la .

enfermedad periodontal son: B forsythus, B gracilis, B ureolyticus.
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Porphyromonas

Este género surge de uma reclasificacion del género Bactersides y los microorganismos
pertenecientes a €1, son bacilos mmdviles que carecen de metabolismo fermentativo y de las

enzimas glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y de 6 —fosfogluconato deshidrogenasa,

Las porphyromonas son asacaroliticas y usan sustratos nitrogenados como fuente de
energia. {( 6 ) Entre las especies de interés odontologico se encuentra P gingivalis. En
condiciones de salud las distintas especies se pueden ubicar en la lengua, en las amigdalas e

incluso en la saliva.
Prevotella

Al igual que el género Porphyromonas, Prevotella anteriormente estaba ubicada dentro del
género Bacteroides.

Los microorganismos del género Prevotella son bacilos pleomérficos Gram negativos que
carecen de las mismas enzimas que Porphyromonas y que de acuerdo con la produccidn de
pigmento marrdn o negro en cajas de agar sangre se dividen en e¢species pigmentadas vy no
pigmentadas. (6 ).

El habitat primario de Prevotella es el surco gingival. Estos microorganismos aparecen
asociados con casos de periodontitis e infeccion del conducto radicular y con abscesos de

origen dentario y periodontal ( 5).

Fusobacterium

Las fusobacterias son microorganismos Gram negativos anaerobios no esporulados con una
forma fusiforme caracteristica que parecen como baciios de pares con la apariencia de
cigarro alargado ( 6 ). Estas bacterias fueron aisladas por primera vez junto con
espiroquetas, en un caso de gingivitis ulcerosa asociado con la infeccidn conocida como

gingivitis ulceronecrotizante aguda. En la cavidad oral se han tipificado dos especies de
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fusobacterias, a saber: F nucleatum y F periodonticul. En agar forman colonias pequefias
traslicidas y de color blanco grisaceo.
El Fusobacterium nucleatum puede ser aislado de pacientes con infecciones del tracto

respiratorio superior y de la cavidad oral en lesiones periodontales ( 5).
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2.3 MUESTREO y MEDIOS DE TRANSPORTE

Es recomendable para la obtencidn y transporte de muestra vigilar lo siguiente:

No usar hisopos.- No es recomendable ya que puede haber reduccién del nimero de
bacterias, debido a la falta de humedad, exposicion al oxigeno y adherencia de ellas a las
fibras del algodon, pero puede utilizarse cuando se trate de una superficie mucocutinea
infectada, descontaminando previamente la parte superficial de la lesién. Ademas en la
actualidad existen en el mercado hisopos especiales que se encuentran dentro de un
recipiente libre de oxigeno.

Obtener la muestra con jeringa y aguja

Después de la toma de muestra no debe transcurrir mas de una hora para efectuar su
procesamiento.

El laboratorio de ser posible debe proporcionar frascos con atmésfera anaerdbica , Stuart o
Cary- Blair modificado.

En ¢l caso de abscesos dentoalveolares cerrados se suele utilizar papel filtro estéril,

introduciéndolo por 10 segundos ( 11).
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PROCEDIMIENTOS Y TIPOS DE MUESTRAS

SITIOS DE LA TOMA

MUESTRA Y METODO

Sistema nerviosos central

Area dental, oidos y garganta

Area pulmonar

Area abdominal

Tracto genital femenino

Tracto urinario

Hueso y articufacién

Tejido blando

Sangre

Médula ésea

LCR
Material de absceso o biopsia
Biopsia de tejido

Timpanocentesis
Material de abscesos o biopsia
Material quirargico

Aspiracidn transcricoidea
Aspiracion transtraqueal
Puncién pulmonar percutinea
Liquido pleural por toracentesis

Muestras quinirgicas no contaminadas con flo-
ra normal. .
Aspirado de absceso ¢on jeringa y aguja
durante la cirugia

Bilis

Muestras quirirgicas
Muestras tomadas con laparoscopia

Puncion suprapibica
Cateterizacion uretral

Aspirado de articulaciones
Material obtenido durante la cirugia
( Osteomielitis)

Heridas abiertas solo después de riguroso aseo
Material de abscesos
Material obtenido por biopsia

Puncién venosa
Puncién arterial

Puncién esternal
Puncién de cresta iliaca

Tomado de Basualado y Lopez ( 10}
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2.4 MEDIOS DE CULTIVO

Se sugiere utilizar Gelosa sangre hemina menadiona o gelosa sangre anaerdbica( medios no
selectivos), para el aislamiento primaric de anaerobios obligados en muestras clinicas,

también es conveniente utilizar medios selectives y medios de enriquecimiento.

Los medios se preparan ( ver anexos) se dejan solidificar, se les practica prucba de
esterilidad y se guardan en refrigeracién por un méaximo de 4 semanas.
Es conveniente utilizar medios liquidos tales como tioglicolato con dextrosa sin indicador

enriquecido con hemina menadiona { vitamina K) o el medio Glucosa carne molida.

También es recomendable usar medios selectivos como el Agar sangre con 0.25 % de
alcohol feniletilico, que sirve para evitar el crecimiento de bacilos Gram negativos
anaerobios facultativos como es el caso del Proteus sp que al formar “swarming “ en la

gelosa sangre impide el aislamiento de anaerobios.
El Agar yema de huevo nos permite detectar la presencia de 1a enzima lecitinasa

Asimismo el Agar Livingston contiene sales biliares y es un medio obligado para la
diferenciacion de los bacilos Gram negativos anaerobios. Ademas existe el Agar Tripticasa

soya-Tween 80 el que se usa para detectar la presencia de enzima lipasa.

Existen dos medios liquidos que son ampliamente utilizados para el desarrollo de los

anaerobios a saber:

Caldo tiglicolato enriguecido con hemina y menadiona { 1 % ) o con extracto de levadura

{ 0.5 % ) o suero de caballo { 6 % ) vy el Caldo glucosa con came picada o caldo
tioglicolato ¢on came molida. Si estos medios llevan un sello de aceite mineral no es
necesario incubar en condiciones anaerdbicas. Se usan para sembrarlos con las sec¢reciones
patologicas, con el fin de recuperar las bacterias que a veces, por fallas en ¢l sistema de

anaercbiosis no crecen en las placas de primo aislamiento.
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En la practica clinica es recomendable, tener presente, que se debe usar un juego de cajas
que s¢ incubaran en atmdsfera aerobica o microaerofilica para recuperar microorganismos

aerobios, facultatives y microaerofilicos.

2.5 SISTEMAS PARA PRODUCIR AMBIENTES ANAEROBICOS

El cultivo de bacterias anaerobias estricta y obligadas requiere una rdpida generacion de
atmésfera anaerdbica con niveles de oxigeno por debajo de 0.5 %.

Los sistemas mas comunes son [os siguientes:

1. - Sistema generador Gas Pak ( BBL)

El cual contiene un sobre generador desechable que contiene pastilla de acido citrico y
bicarbonato de sodio y otra de borohidriro de sodio. Al agregarle el agua se ibera CO 3 e
hidrégeno que atrapa el oxigeno de la jarra.

Es necesario colocar piedritas de catalizador de paladio nuevas o rejuvenecidas, lo cual se
consigue calentindolas en la estufa a 160 °C por méds de 2 horas, y un indicador de
anaerobiosis.

Hay que incubar y revisar a los 30 minutos, se debe observar agua de condensacién en la

jarra y no se observa vire del indicador, ¢s necesario cambiar de sobre.
2, - Sistema generador ANAERQCULT Ay P (MERCK)

Este sistema contiene polvo de fierro, tierra silice, dcido citrico y bicarbonato de sodio, Al
adicionarse agua a la placa se forma dxido de fierro con lo que se reduce ¢l oxigeno
molecular de la atmésfera de la jarra. El bicarbonato reacciona con el acido citrico

desprendiendo CO ;.
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Después de 60 v 90 minutos el oxigeno se reduce a 0.5 % mientras que el didxido de

carbono se incrementa, alcanzando niveles significativos.

3. - Sistema generador ANAEROGEN ( OXOID)

En este sistema el dcido ascorbico absorbe oxigeno generando bidxido de carborno en
concentraciones gue van del 9 al 13 %. Después de un lapso de 26 y 41 minutos el oxigeno

contenido en la jarra disminuye a menos de 0.5 %.

4, - Camara anaerébica con guantes ( Globe hox)

La manipulacion en ¢! interior de la cdrnara se efectia por medio de guantes sellados a ella.
La condicion de anaerobiosis dentro de la camara es generada por una mezcla de gases:
CO; 5%, H, 5% y N1 90 %. Este sistema utiliza el mismo principio que ¢l sistema Gas
Pak. Cuando se preparan los medios de cultive fuera de ella, se pueden introducir en ésta,

para que se reduzcan y estén listos al momento de la siembra.

5. - Bolsa de plistico desechable para hacer anaerobiosis ( Bie-Bag Systemas Becton-
Dickinson). Las bolsas son de plastico transparente ¢ impermeable al oxigeno. Al sellar la

bolsa con calor se producen las condiciones de anaerobiosis.

6.~ Bolsa anaerdbica ( Difco) ( Anaerobic Pouch ) . En lugar de catalizar contiene polvo

de fierro, para remover ¢l oxigeno del aire del interior de la bolsa, formando 6xido de fierro

Permite observar el crecimiento directamente a través de la bolsa, es muy uatil para

transportar diferentes tipos de muestras ( 10 ).
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2.5 IDENTIFICACION DE ANAEROBIOS MEDIANTE PRUEBAS
METABOLICAS

Las enfermedades causadas por bacterias anaerobias son complejas y generalmente la
mortalidad es elevada , se menciona que en abscesos cerebrales llega a ser del 50 %, en
abscesos hepaticos del 53 %, en infeccion pulmonar 13-20 %, gangrena gascosa de

15-35 % . Dada la diversidad de muestras en las que pedemos encontrar a las bacterias
anaerobias, asi como de su presencia en cuadros clinicos, es que se hace necesario tipificar
o caracterizar las cepas' obtenidas a partir de diferentes fuentes y asi obtener informacién
til para estudios epidemiotégico( 4 ).
Los procedimientos que se emplean con el fin de identificar a los microorganismos

anaerobios incluyen :

IDENTIFICACION PRESUNTIVA - Basada en la morfologia colonial, tincién de Gram,
prueba de la catalasa, prueba de nitratos, prueba de la urea, produccion de lecitinasa, lipasa

e indol.

IDENTIFICACION DEFINITIVA.- Que se realiza sobre la base de las propiedades
bioquimicas, usando los métodos convencionales, propuesios por Dowell y Lombard.
También existen los sistemas comerciales miniaturizados como: ADINET, MicrScan,
Rapid ANA 11, Vitek ANI CARD, los cuales ¢onsisten en pocillos féciles de inocular con
sustratos cromogénicos, que detectan la actividad enzimatica de los microorganismos.
Ademas exite en el mercado API 20 A, Minitek y Sceptor que ponen de manifiesto la

capacidad del organismo para metabolizar aziicares, principalmente.( 2 ),

IDENTIFICACION POR CROMATOGRAFIA GAS-LIQUIDO.- Esta técnica permite
Ia separacién e identificacion de compuestos volatiles con base en las caracteristicas de
solubilidad, ya que las bacterias anaerobias tienen la capacidad de producir metabolitos
como los acidos orpanicos y algunos alecholes como resultado de la fermentacion de la
glucosa .( 4,24).
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REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
HIBRIDACION DE DNA

TIPIFICACION DE CEPAS:

IDENTIFICACION POR ELECTROFORESIS DE ENZIMAS MULTILOCUS
IDENTIFICACION POR ROBOTIFICACION

ANALISIS CON ENZIMAS DE RESTRICCION DEL DNA TOTAL

PERFILES DE PROTE{NAS DE MEMBRANA EXTERNA

En la tabla que se presenta a confinuacidén se puede observar una evaluacion de equipos

comerciales para la identificacion de especies anaerobias:

EVALUACION DE EQUIPOS COMERCIALES PARA IDENTIFICACION DE
ANAEROBIOS

SISTEMA % Correcto s/pbas % Correcto ¢/pbas % Incorrecto/ no identi.
APL20A 54-85 68-95 3-46
Minitek 66-76 86-93 5-14
Anldent 90-91 88-98 2-12
RaplD) ANA 62-100 72-98 3-28
RaplD ANA I 87 97 3
Vitek ANI 70 83 17
APTI32 A 68-88 95-96 4-5
MicroScan

Visual 70 80 20
Autoscan 66 77 23

Se asume que el estindar de oro para la identificacion de anaerobios incluye la
fermentacion de carbohidratos y otras pruebas bioquimicas, como la produccion de ciertos
metabolitos ( indol, dcido sulfhidrico, etc.), hidrolisis de algunos compuestos como.la
esculina en combinacién con el perfil de 4cidos grasos producidos como producto terminal

de la fermentacion de la glucosa por medio de la Cromatografia gas-liquido ( 24 ).
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3 FUNDAMENTO DEL TEMA

En Meéxico, son pocas las instituciones hospitalarias y de ensefianza que se dedican al
estudio de las bacterias anaerobias, tanto de material clinico como de investigacidn.

La morbilidad y mortalidad causadas por estos microorganismos son elevadas, debido a que
las enfermedades infecciosas cambian constantemente en relacién directa con el desarrollo
de los antimicrobianos y el uso de la quimioterapia. Actualmente, el abuso de la terapia
con base en los corticosteroides y ofras drogas citotoxicas alteran la flora normal del
hospedero, de tal manera que estas infecciones pasan inadvertidas para el médico, o bien
llega a considerar que el agente causal es cualquier otro menos un microorganismo
anaerobio (4 ).

Con este trabajo se pretende demostrar que siguiendo una metodologia apropiada, sencilla y
accesible para la toma de muestra y cultivo de bacterias anaerobias, es posible recuperar
estos microorganismos para su consiguiente identificacion, Lo que nos permitira incluir en
la practica bacterioldgica la bisqueda intencionada en aquellos productos en los que el

hallazgo de bacterias anaerobias definan el tratamiento de eleccién.
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4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

i, En el aislamiento e identificacion de bacterias anaerobias influyen significativamente el
tipo de técnica de muestreo, los medios de cultivo seleccionados, la metodologia de

aislamiento, el sistema wutilizado para su identificacién y la experiencia del operador ?

5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Aislar ¢ identificar las bacterias anaerobias de muestras odontoldgicas, obtenidas por
extraccién dentaria, mediante el uso de medios enriquecidos (gelosa sangre hemina
menadiona y pgelosa sangre hemolizada ) para su recuperacion y el sistema APT 20 A para

identificarlos .

52 OBJETIVO PARTICULAR

Con los resultados obtenidos comprobar si la metodologia aplicada es eficaz para el

aislamiento e identificacion de bacterias anaerobias.

6 HIPOTESIS

Considerando que las bacterias anaerobias son microorganismos muy exigentes y de lento
crecimiento ¢s posible que la técnica de muestreo, los medios de cultivo utilizados, asi
como, ¢l sisterna de identificacion tengan una influencia significativa en el nimero de

cultivos positivos, en el nimero y diversidad de cepas aisladas por muestra.
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como, ¢l sisterna de identificacion tengan una influencia significativa en el nimero de

cultivos positivos, en el nimero y diversidad de cepas aisladas por muestra.
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7 DISENO DE INVESTIGACION

7.1 TIPO DE ESTUDIO

PROSPECTIVO, TRANSVERSAL, OBSERVACIONAL

7.2 POBLACION

27 PACIENTES PEDIATRICOS, DE CONSULTA EXTERNA, ENTRE 3 Y 12 ANOS

7.3 VARIABLES

VARIABLES INDEPENDIENTES
Medios de transporte

Medios de cultivo

Sisterna generador de anaerobiosis

Sistema para la identificacion de cepas

VARIABLES DEPENDIENTES
Nuimero de cepas por muestra
Namero total de géneros y especies aisladas

Niimero total de muestras sin aislamiento de bacterias anaerobias
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7.4 CRITERIOS DE INCLUSION

Nifios entre 3 y 12 afios de edad

Con dereche a servicio en el Departamento de Estomatologia del Hospital Infantil de
México “ Dr. Federico Gomez “

No hospitalizados
De ambos sexos
Cualquier nivel socioecondmico

Que acepten participar en el estudio

CRITERIOS DE NO-INCLUSION

Nifios menores de 3 aflos y mayores de 12 aflos
Sin derecho al servicio
Que no acepten participar en ¢l estudio

Que asistan sabados y domingos a demandar consulta
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7.5 METODOLOGIA

Se estudiaron un total de 30 muestras que corresponden a 27 nifios, cuya edad oscila entre
los 3 y 12 afios, a los cuales la valoracion odontoldgica determiné la extraccidn de una o
mas piezas dentarias por la presencia de un absceso, por caries de lesion avanzada, o bien la
extraccién de dientes sanos por pérdida natural. Las muestras se obtuvieron de la base de la
pieza extraida haciendo uso de una jeringa, depositindolas nmediatamente en cajas de
Gelosa Sangre Hemina Menadiona { GSHM), Gelosa Sangre Hemolizada { GSH) y caldo
Tioglicolato de Brewer, también se hizo un frotis directo. Después de estriar se procedio,
sin.pérdida de tiempo, a introducirlas en una jarra de anaerobiosis, usando como sisterna
generador de anaercbiosis el Anaerocult ( Merck) y una tira indicadora de disminucién de

oxigeno Anaerotest, dejando incubar a 37 °C de 48 2 72 hrs.

Después de la incubacion se inspeccionaron los medios, se anotd la morfologia colonial,
evitando la exposicion de las cajas al medio ambiente por mucho tiempo; una vez concluido
lo anterior, se transfirieron las colonias aisladas a cajas de gelosa sangre ( GS) v GSHM,
previamente divididas en cuadros, identificando cada colonia con un mimero progresivo.
Ambas cajas se incubaron a 37 °C por 48 hrs. , la primera en aerobiosis y la segunda en
anaerobiosis. Los tubos de tHoglicolato se resembraron en GSH y GSHM, se incubaron a 37
°C por 48 hrs, para después aplicar el procedimiento anterior. Las cajas divididas en
cuadros se revisaron, se descartaron aquellas colonias que crecieron en ambos ambientes,
seleccionando solo aquellas que crecieron en anaerobiosis, se resembrd estriando para aislar
en medias cajas de GS y GSHM, con ¢l fin de purificar ta cepa de cualquier contaminante,
verificando con un frotis. Se utilizd el sistema API- 20 A (bioMérieux) para identificar los -
anaerobios obligados, haciendo uso de cepas de Referencia, con la finalidad de verificar Ia

calidad de las galerias.

TESS CON
FALLA DE ORIGEN
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7.6 MATERIAL

Cajas de Petri 9 cm de didgmetro
Matraz aforado 100 ml

Tubos de vidrio con tapodn de rosca
Portaobjetos

Pipetas Pasteur

Lupa

Frascos color &mbar

Jarra Gas-Pak

Espatula

Gradilla

Lampara de alcohol

Asa de siembra bacteriologica
Guantes desechables

Jeringa desechable de 1ml Plastipack B-D

EQUIPO

Microscopio Zeiss

Refrigerador Ojeda

Congelador de — 70 C REVCO
Congelador de - 20 € American
Autoclave Interamericana de Equipos 8.A. de C.V.
Agitador Vortex

Balanza Granataria Ohaus Uniomm J, USA
Balanza Analitica Libror AEX-200B
Mechero de Bunsen '
Computadora Hewlett Packard

Estufa incubadora 36-37 °C
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REACTIVOS

Tiras getieradoras de anaerobiosis Anaerocult A ( Merck)

Tiras indicaderas de anaerobiosis Anaerotest ( Merck )

Sistema de identificacién de bacterias anacrobias API 20 A ( bioMérieux)
Peréxido de hidrégeno 3 %

Reactivo dé Kovacs

Parpura de bromocresol

Xilol

Aceite mineral

Hidroxido de Sodio

Hemina

Vitamina X ( Konakion —-ab.. Roche )

Agar Soya Tripticaseina

Caldo tioglicolato

Cristal violeta

Safranina

Alcohol acetona

Lugol

Cepa de Referencia -Bacteroides thetaiotaomicron ATCC 8483
Cepa Prevotella melaninogenicus

ATCC .- American Type Culture Collection
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s -
Konakion® MM

tiamenadwna
Salucion inyectable

2 maf6.2 mi

Capacon § ampotietss de
arm

A) JARRA DE ANAEROBIOSIS CON ANAEROCULT Y ANAEROTEST, B)

AMPOLLETAS DE KONAKION C) CEPAS DE REFERENCIA D) GALERIADE

PRUEBAS BIOQUIMICAS DE SISTEMA API 20 A.
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7.7 TECNICAS

EXAMEN MICROSCOPICO DE LA MUESTRA

Se debe proporcionar un informe preliminar con el examen microscépico de un frotis

directo tefiido por Gram gue puede tener algunas de las siguientes caracteristicas.

a)

b)

d

€)

Bacilos Gram positivos grandes, gruesos, en un fondo necrdtico con pocos o ningin
leucocito en un paciente con sospecha de gangrena gaseosa. Muy probablemente se
trate de Clostridium perfringens ( Es muy raro observar esporas en cultivo primario
0 en frotis directo)

Bacilos Gram negativos palido, irregularmente tefiidos, pleomérficos o con tincién
polar: Posiblemente se frate de algiin microorganismo del género Bacteroides, una
Enterobacteria o un no fermentador de glucosa.

Bacilos Gram negativos palidos, filamentosos, muy delgados, con punias finas;
Probablemente estemos observando Fusobacterium nucleatum.

Grupos o cadenas de cocos Gram positivos en un exudado obtenido de una herida
intrabdominal con presencia de numerosos neutrofilos: Posiblemente Streptococcus,
Staphylococeus o Peptostreptococcus.

Bacilos filamentosos muy aglomerados obtenidos de un granulo de azufre en una
lesion cervicofacial. Tal vez estemos observando un Actinomyces.

En este informe preliminar sélo se reportara el morfotipo.

TECNICA DE IDENTIFICACION POR MEDIOQ DEL SISTEMA APY 20 A

Abrir la ampolleta de medio AP120 A

Con un hisopo retirar todas las colomias contenidas en la caja de agar sangre en

anaerobiosis. Verificar la pureza de la cepa { realizando un subcultivo)

Mantener la ampolleta verticalmente y suspender los gérmenes frotando el hisopo

mediante rotacién contra la pared de la ampolleta manteniéndose siempre en el medio
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de suspension. La turbidez final debe ser superior o igual a la del patrén 3 de
McFarland. Las bacterias de crecimiento lento pueden requerir varias placas de
subcultivo para obtener un indculo de ta densidad requerida.

Para mantener cierta anaerobiosis, conviene evitar la introduccién de aire en el medio
durante la homogenizacion

Con ayuda de una pipeta estérdl, inocular Ia galeria con medio sembrado API 20 A
evitando la formacién de burbujas ¢ inclinando levemente la galeria.
.Parala prueba de gelatina ( licuacion de la gelatina) llenar tubo vy cipula.

Para la prueba del indol Henar sélo el tubo de medio APT 20 A y Henar la cipula con
aceite mineral para evitar la evaporacién del indol.

Cerrar la cdmara de incubacién e incubar 24 horas a 37 C.

Hacer la lectura de las bioquimicas como indica el instructivo
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7.8 DIAGRAMA DE FLUJO

TOMA DE MUESTRA — FROTIS DIRECTO —» MCRFOTIPOS

l
SN,

GSHM GSH TIOGLIOCOLATO

| |
i

48 HRS a 37 °C
Anaerobiosis

48 - 72 HRS a 37 °C en Jarra de Anaerobiosis
on Anaerocult / Anaerotest RESIEMBRA EN GSHM

LECTURA DI CAJAS

48 HRS a 37°C en
Anaerobiosis

RESIEMBRA DE COLONIAS

GS GSHM
EN CAJA DIVIDIDA EN CUADRGOS
48 HRS a 37 °C

[

AEROBIOSIS ANAEROBIOSIS

SE PURIFICAN SOLO AQUELLAS COLONIAS QUE CRECEN
EN ANAEROBICSIS.

CONTROL. DE CALIDAD CON CEPAS ATCC
IDENTIFICACION AP1 20 A
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8 RESULTADOS

De las 30 muestras estudiadas, 18 correspondieron a extraccion por absceso, 9 a extraccion
por caries ¥ 3 a extraccion fisioldgica. Del total de muestras irabajadas se aislaron 14
diferentes bacterias, observandose predominio en los aislamientos de las bacterias Gram
negativas, entr¢ los que destacan por su frecuencia: Prevotella spp, 19 cepas; Veillonella
parvula, 12 cepas, Bacteroides fragilis, 1 cepa; Fusobacterium spp, 3 cepas, Entre los
bacilos Gram positivos se identificaron los siguientes: Bifidobacterium spp, 7 cepas;
Actinomyces naeslundii, 3 cepas; Actinomyces israelii, ? cepa; ademas Lactebacillus
Jermentum y Eubacterium lentum, 1 cepa de cada uno; también se obtuvieron
aislamientos de los cocos-Gram positivos: Streptococcus intermedius 'y Gemella
morbilorum.

Cabe mencionar, que el nimero total de cepas que se aislaron e identificaron fueron 51, lo
que representa 1.9 cepas de bacterias anaerobias por muestra. Ademas, dado que de una
sola muestra no se pudieron aislar anaerobios, el porcentaje de muestras con crecimiento
positivo a anaerobios fue de 96.6 %.

De los 29 cultivos pesitivos a bacterias anaerobias, de 12 se aisld una cepa solamente,

mientras que los 17 restantes se aislaron 2 y 3 cepas diferentes.
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EXTRACCION | EXTRACCION | EXTRACCION
BACTERIAS ANAEROBIAS AISLADAS DENTAL DENTAL DENTAL

PORABSCESO | PORCARIES | FISIOLOGICA
Prevotella oris/buccae 2 2 0
Bifidobacterium spp 4 3 0
Bacteroides fragilis I 0 ¢
Prevotella intermedia/ disiens 5 0 1
Actinomyces naeslundii 1 2 0
Lactobacillus fermentum 1 0 0
Fusobacterium varium 1 I 0
Eubacteﬁum lentum 1 0 ‘ 0
Veillonella parvula 6 4 2
Actinomyces israelii 1 1 0
Prevotella melaninogenicus/ oralis 2 5 2
Fusobacterium necrophorum/ nucleatum 1 0 0
Gemella morbilorum 0 0 1
Streptococeus intermedius 0 0 1
No se aiglaron bacterias 1 0 0
Total 26 18 7

Cuadro N. 1 Frecuencia de las diferentes especies en cada tipo de muestra
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Extracciéon Dentaria por Absceso

i Extracciéon Dentaria por Caries

17

Extraccién Dentaria Fisioldgica

Bacilo Gram -

7 Bacilo Gram +

¥ Coco Gram -

# Coco Gram +

Fig. N2 Gramy morfotipos de los microorgansmos aislados
en tres diferentes fipos de muestras
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9 DISCUSION

Como sefiala Jansen et al, los bacilos Gram negativos son los principales patdgenos
aislados en abscesos dentoalveolares agudos. ( 20,25 ) En este trabajo destaca la
prevalencia de Prevotella sp, a diferencia de lo reportado por Chaudry et al quienes
aislaron predominantemente especies de Bacteroides en un estudio de flora anaerébica en
infecciones endodonticas ( 18 ), lo anterior coincide con lo reportado por Tabaqehali (21 )
quién precisa haber aislado Bacteroides endontalis de abscesos periapicales de origen
endodontal.

De la cuadro No. 1 llama la atencion el hecho de que de las 30 muestras investigadas en
ninguna se aislaron Peptoestreptococcus, Peptococcus, Propionibacterium i
Porphyromona, no obstante que algunos reportes sefialan, a estos géneros, como bacterias
anaerobias presentes en el caso de abscesos orales. No descartamos la posibilidad de que
estos pacientes hayan sido tratades con antibidticos antes de tomar la muestra, o bien al

lento crecimiento de estas bacterias.

Como se observa en la cuadro 2 el promedio de cepas aisladas por muestra, 1.9, lo cual no
coincide con lo reportado por Kolokotronis, probablemente debido a que ¢l trabajé con

absceso dentoalveolares cerrados, obteniendo por tal motivo una muestra mas purificada.

En cuanio a la muesira de la cual no se aislaron bacterias anaerobias se justifica en virtud
de que al paciente se le administré una dosis de antimicrobianos de proteccidn debido a su

diagndstico, Leucemia linfocitica aguda.

El aislamiento e identificacién de 51 cepas constituye méds del 50 % del promedio de
aislamientos realizados por Kolokotronis ( 19 ), ya que él trabajé con ¢l mismo nimero de
muestras, aislando un total de 83 microorganismos anaerobios, cabe reiterar que esta

investigacion se realizé en abscesos dentoalveolares cerrados,

Por ofro lado, el rendimiento de cultivos positivos, 96.6 % supera lo reportado por

Chaudhry R ( 17 ) quien trabajé con pulpas necrdticas y de un total de 56 muestras, 49

39



resultaron positivas; aislando 21 bacterias anaerobias. Mientras que en el presente trabajo

de un total de 29 muestras positivas se aislaron 51 cepas de bacterias anaerobias.

Para aquellos investigadores dedicados a la bisqueda de anaerobios es muy importante
obtener el promedio de especies por cultive positivo, tal es el caso de Ito et al quienes en un
estudio realizado en casos de ofitis media cromica, sinusitis cronica y mucopiocele
paranasal encontraron un promedio de 3.1, 3.8 y 4.2 especies por cultivo positivo,

respectivamente, incluidos en este promedio bacterias aerobias y anaerobias. { 16 ).

Se puede afirmar que la mayoria de los géneros recuperados forman parte de la flora
indigena de cavidad oral, sin ¢mbargo resalta el caso de Bacteroides fragilis un anaerobio
obligado que posee atributos patogénicos especiales, probablemente debido a su cdpsula
antifagocitica, este microorganismo esta involucrade de manera importante en las
infecciones de tejidos profundos. Pacientes con enfermedades como la diabetes o
padecimientos malignos que son tratados com corficosteroides o con antibidticos no
eficaces para tratar anaerobios, tienden a desarroliar bacteremia. Otro caso sobresaliente es
¢l del género Fusobacterum sp especialmente F.nucleatum que se ha encontrado
cominmente asociado con infecciones severas.

Ademas de estos, el género Actinomyces, preponderantemente la especie A. israelii esta
implicada en la actinomicosis cervicofacial y tumores del maxilar. 4. raesfundii tiene un
papel muy importante en las caries de raices dentales y en enfermedad periodontal junto

con A. viscosus se recupera generalmente de infecciones mixtas.

40



10 CONCLUSIONES

El aislamiento ¢ identificacién de 51 cepas, asi como la diversidad de especies y géneros,
evidente en el cuadro No. 1, pone de manifiesto que la metodologia aplicada en este trabajo

¢s eficaz y susceptible de perfeccionar,

De haber trabajado con abscesos cerrados los morfotipos hallados en el frotis de la muestra
comparados con los morfotipos de los anaerobios aislados reflejaria, si la metodologia

utilizada nos esta permitiendo aislar a todos los microorgamismos involucrados.

Serfa recomendable trabajar con abscesos dentoalveolares cerrados para evitar la
contaminacién con flora indigena, que muy probablemente pudiera haber enmascarado los
hallazgos de otros géneros y especies de microorganismos anaerobios, tal es como los

cocos Gram positivos que Uinicamente pudimos aislar de extraccién dentaria fisiologica.

La recuperacion de bacterias anaerobias en el 96.6 5 de las muestras nos permite decir que
el uso de medios enriquecidos como la GSHM ( gelosa sangre hemina menadiona ) y la
GSH ( gelosa sangre hemolizada ) usados en condiciones oOptimas ({ frescos y
prerreducidos ) favoreceria la recuperacion de estos microorganismos de muestras clinicas.
En algunos laboratorios dada la poca frecuencia con la que el médico solicita la busqueda
de anzerobios, es comin observar que se utiliza el medio de Gelosa sangre sin hemina y
menadiona en condiciones poco Optimas, probablemente estd sea la causa de minimos

hallazgos en muestras sospechosas.

Es primordial tener presente que en la practica clinica todos los microorganismos tanto
aerobios como anaerobios, asi como, hongos y micobdcterias deben investigarse en
muestras donde se solicite la bisqueda de amaerobios. En este trabajo no se realizd la
investigacion completa ya que el objetivo que nos propusimos alcanzar fue el proponer un
método accesible de investipacion clinica de anaerobios, mas que hacer un estudio

estadistico de carédcter etioldgico.
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Tomando en cuenta que la patogenicidad de los anaerobios obligados se ve aumentada
(sinergismo ) en presencia de bacterias aerobias seria conveniente en la continuidad de este

trabajo se investigue qué bacterias aerobias se encuentran presentes.

TESIS CON
| FALLA DE ORIGEN
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ANEXO
PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO
GELOSA SANGRE HEMINA MENADIONA ( GSHM ) (3)

1.~ Base. Preparar en la forma usual segin marbete 100 mL de gelosa de sova
tripticaseina, o gelosa brucella, o gelosa cerebro corazoén, o gelosa Schaedler o gelosa
Anaerdbico.

2.~ Afiadir 0.5 g de extracto de levadura

3~AjustarelpH a7.3-75

4 - Esterilizar 2 121 °C durante 15 minutos

5.- Enfriar a 50 °C

6.- Agregar sangre de carnero o congjo desfibrinada a una concentracion final de 5 %

7.- Afiadir 1 mL de solucion de trabajo de hemina menadiona

8.- Mezclar

9.- Vaciar en cajas,

Solucién de trabajo hemina menadiona

Solucién madre de hemina
- Disolver 50 mg de heminaen l mlde NaOH 1IN

- Afiadir 100 mi de agua destilada

- Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos
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Solucién madre de Vitamina K*

Disolver 100 mg de Vitamina K en 20 ml de alcchol etilico 96°
- Esterilizar por filtracion

Solucién de trabajo
- Afiadir 1 ml de solucién madre de Vitamina K a 100 ml de la solucidn madre de
hemina

- Guardar en frasco oscuro durante 6 meses como maximo

* Se puede utilizar 3 fitomenadiona en este caso se debe preparar una solucion alcohélica

que consiste en:
3 fitilmenadiona lg
Alcohol etilico absoluto 99 ml

La ventaja de utiizar fa 3 fitilmenadiona, es que ésta y la hemina se pueden agregar al
medio de cultivo base antes de ajustar el pH, y de esterilizar, sin necesidad de preparar la

solucion de trabajo, las cantidades gue se deben agregar por cada litro de medio son:
Hemina 5.0 m, ésta se debe disolver en 5 ml de NaOH 1 N y de 3 fitilmenadiona 10 mg,

Esta cantidad se obtiene agregando 1 ml de la solucién alcohélica de ta menadiona al medio

base.

GELOSA SANGRE HEMOLISADA (3)

1) Utilizar la base de la gelosa sangre, preparar segin marbete
2) Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos
3) Enfriara 50°C
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4) Agregar sangre de camero hemolisada.

Para hemolizar la sangre se hace lo siguiente :

Congelar la sangre durante 18 hrs,

Descongelar bruscamante

Agregar la cantidad requerida al medio base gelosa sangre para obtener uma
concentracion final de 5%

Mezclar

Vaciar en cajas

MEDIO DE TIOGLICOLATO ( 10)

Se prepara segan indicaciones del fabricante.

Por cada 1000 ml de medio afiadir 2 g. De extracto de levadura y distribuir 12 ml en tubos
de 16 x 125 mm con tapdn de rosca.

Esteritizar 121 °C por 15 minutos . Dejar enfriar

Afiadir a cada tubo (.12 ml de solucitn de trabajo hemina-menadiona por cada 12 ml de
medio.

Incubar 24 horas para conirol de esterilidad antes de usar .

Antes de inocular hervir los tubos en bafio Maria por 10 minutos y usar en un lapso de 4

horas. Sino se emplean descarta
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CAMBIOS TAXONOMICOS Y ADICIONES DE BACILOS ANAEROBIOS GRAM

NEGATIVO

Designacién anterfor Nueva taxonomia

B. fragilis grupo B fragilis,B distasonis, B eggerthii, B ovatus,

‘ : B thetaiotaomicron, B uniformis, B vulgatus,
Nueva adicidn : B caccae, B merdae, B
stercoris,

Otros Bacteroides spp B capillosus, B coagulans, B gracilis, B

Grupos B melaninogenicus-B
asaccharolyticus-B oralis

Bacteroides 3452A
B amylophilus

B furcosus

B hypermegas
B microfusus

B multiacidus
B praeacutus

B succinogenes
B termitidis

Nuevos Bacteroides spp

Nuevos Fusobacterium spp

levii, B macacae, B preumosintes, B
putredinis, B salivosus, B splanchnicus, B
ureolyticus,

Prevotella melaninogénica, P vivia, P
buccae, P buccealis, P corporis, P denticola,
P disiens, P heparinolytica, P intermedia, P
loescheli, P oralis, P oris, P oulora, P
ruminicola, P veroralis, P zoogleaformans.
Porphyromonas asaccharolytica, P
endodentalis, P gingivalis.

Bactercides caccae
Ruminobacter amylophilus

Anaerorhabdus furcosus

Megamonas hypermegas

Rikinella microfosus

Mitsuokella multiacida

Tissierella praeacuta

Fibrobacter succinogenes

Sebaldella termiridis

B forsyrh;.:s, B galacturonicus, B
pectinophilus, B salivosus, B stercoris, B

tectum
Fusobacterium aloicis, F sulci, F ulcerans

=
=2
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=
2
B =5

=

£RTA TESIS NO SALY
DE LA BIBLIOTECA
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ALGUNOS CRITERIOS CARDINALES PARA LA IDENTIFICACION DE
ANAEROBIOS

SENSIBILIDAD AL OXIGENO
CARACTERISTICAS DE LAS COLONIAS
SWARMING
PRODUCCION DE PIGMENTO
HEMOLISIS
MARCAS EN EL MEDIO
MOVILIDAD
TINCION DE GRAM
MORFOLOGIA
FLAGELOS
MISCELANTIA:
Crecimiento en caldo tioglicolato
Produccidn de catalasa
Reacciones en medio de leche liquido y sélido
Produccion de indol
_ Hidr¢lisis de almidon, esculina v gelatina
Reduecidn de nitratos .
Fermentacion de carbohidratos claves: glucosa, manitol, lactosa y ramnosa
Crecimiento en presencia de: bilis, penicilina, rifarnpicina y kanamicina

Inhibicién por polienetosuifonato de sodio
Productos metabdlicos

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN |
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METODOS RAPIDOS PARA LA IDENTIFICACION PRELIMINAR DE ANAEROBIOS

METODO

PROPOSITO

Susceptibilidad a log antimicrobianos de
potencia especial ( kanamicina, lmg,;
vancomicing, 5 ug,; colisistina, 10
ng,.rifampicina, 15 ug,; penicilina, 2 1)

Susceptibilidad a fosfomiocina ( 200 — 500
ug/ml )

Fermentacion de glucosa —1-fosfato

Discos de bilis y kanamicina
Fluorescencia con luz ultravioleta

Carencia de b-glucosidasa constitutiva
( esculinasa )

Crecitniento en medio que contiene bilis;
catalasa y ureasa positivas

Fluorescencia roja bajo luz ultravioleta

Prueba de disco con polienetolsulfonato

Crecimiento tipico en agar yema de huevo
Prueba rdpida de lipasa

Hemolisis sinergistica en agar sangre

Prueba rapida de descarboxilacién de de.
Glutamico

Preliminar diferenciacion entre bacilos gram
negativos y Gram positivos no formadores
de espora; diferenciacion entre Bacteroides
spp y Fusobacterias

Diferenciacién entre Bacteroides spp
( sensible) y Fuscbacteria ( resistente )

Examen para especies de Bacteroides
fermentativas

Preliminar identificacién del grupo B fra-
gilis

Preliminar diferenciacidn entre Prevotella
pigmentada y Porphyromonas spp

Tipico de Fusobacteria, Bactercides v

Prevotella spp poseen la enzima

Identificacion presuntiva de Bilophila
wadsworthia
Identificacién preliminar de Veillonella spp.

Identificacion preliminar de
Peprosrreprococceus anaerobius { resistente )

Clostridia
Clostridia

Diferenciacion entre C perfringes, C
bifermentans, sordellii, paraperfringens.

Identificacion preliminar del grupo B.
 fragilis, Clostridia v E. lentum

TEIS CON

FALLA DE ORIGEN
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