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RESUMEN: La utilizacion indiscriminada de anlibidlicos conlribuye a la resistencia bacleriana, debido a la presion selectiva que
gjercen sobre estos microorganismos.

Si bien en la actualidad existen programas nacionales e internacionales de vigilancia de resistencia a los antimicrobianos, que
incluyen el monitoreo de rulina, de los “microorganismos fastidiosos”, no todos los laboratorios de micrabiologia tienen acceso
a los mismos.

El objetivo de este trabajo fue determinar la susceptibilidad de Haemophilus influenzae a ampiciling, cefotaxima v ciprofloxacina,
Ié\l.lglntltllgms empleados habitualmente en nuestro medio, evaluar métodos de conservacion vy las técnicas propuestas por &l
Se procesaron 17 cepas, conservadas en hisopo carbén y caldo glicerinada al 20%. Se realizaron 1as técnicas de dilucion en medio
solido y liquido v la de difusion con discos para estos tres antimicrobianos.

Los resultados moslraron que la recuperacién fue del 80% por ambes métodos y que todas las cepas fueron sensibles a los tres
antimicrobianos estudiados tanto por dilucién como por difusidn,

Se concluye que la técnica de difusion con discos resulld facil de implementar y accesible a un laboratorio de mediana complejidad
y que los métodos de conservacion fueron aceptables.

Palabras Claves: Haemophilus influenzae- CIM- Dilusion con discos.

Haemophilus influenzae: determination of susceplibility to lhree antimicrobial agents using dilution and ditfusion in agar
methods. Rico, M; Mollerach, A; Nagel, A.; Méndez, E. de los A.. The indiscriminate use of antibiotics induces bacterial
resistance, due to the seleclive pressure they exerl on microorganisms. Although there are nowadays national and international
programmes which focus on vigilance of antimicrobial resistance, they do not include monitoring of “fastidious microorganisms”.
The aim of this work was to assess susceplibility of Haemophilus influenzae to ampicillin, cefolaxime and ciprofloxacine —widely
used in our area- and evaluate both preservation methods and techniques suggested by the NCCLS.

Strains (17) were processed and preserved using an activated carbon-lrealed cotton swab and 20% glycerin broth. Dilution (both
solid and liquid media) and disk diffusion techniques were used.

The results showed an 80% recovery for both methods. All the strains were susceptible to the antimicrobials studied through both
dilution and diffusion techniques

The disk diffusion technique was easy to carry out and suitable for a laboratory of average complexity. Preservation methods were
also found to be acceptable.
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Introduccion

La resistencia de los microorganismos a los
antimicrobianos se ha convertido en un problema
global emergente,

Un componente esencial de cualquier progra-
ma de control de |a resistencia lo constituye el uso
apropiado de ellos. Su empleo indiscriminado en
humanos, animales o en agricultura, ejerce una pre-
sion selectiva y determina la aparicion de cepas
resistentes. Se impone pues pensar en mejores es-
trategias. (1)

Para ejercer un control adecuado es necesario
conocer los patrones de resistencia de las bacterias
de una region o de un pais y su variacion en el tiem-
po.

Si bien en la actualidad existen programas,
nacionales e internacionales de vigilancia de resis-
tencia de las bacterias de facil crecimiento a diver-
sos antimicrobianos: Sistema Informatico de Resis-
tencia (SIR) de la Asociacion Argentina de Microbio-
logia -Subcomisién de Antimicrobianos y la Red de
la organizacion mundial de la salud (Whonet) (2),
etc.; ese control se realiza de rutina para las bacte-
rias «fastidiosas» llamadas asi por sus requerimien-
tos nutricionales ; pero no todos los laboratorios de
Microbiologia del pais tienen acceso a los mismos
y, porlo tanto, en algunas regiones se desconoce su
espectro de resistencia.

Dentro de este grupo, Haemaphilus influenzae
(H. influenzae) tiene gran importancia como agente
de infecciones respiratorias bajas, tanto en nifios
como en adultos, en ofitis y en infecciones del siste-
ma nerviosa central (meningitis). (3)

Este género bacteriano, es conocido por la ne-
cesidad de factores de crecimiento X (hemina) y/o V
(B-nicotinamide Adenine Dinucleotide) que se deben
anadir al medio de cultivo para su crecimiento.

Durante afos no fue necesario el estudio de la
sensibilidad de estas bacterias por ser
homogéneamente sensibles a ampicilina (AMN), sien-
do éste el antimicrobiano de eleccion, asi como
cloranfenicol; pero desde 1974, la aparicion de ce-
pas resistentes al primero por produccion de beta-
lactamasay, desde 1976, al segundo por produccion
de cloranfenicol-acetil-transferasa, obhgaron a de-
terminar su sensibilidad. (4)
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El National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) recomienda el uso del
Haemophilus Test Medium (HTM) en pruebas de
sensibilidad para este microerganismo. Dicho me-
dio es transparente, no es antagonista, se puede pre-
parar comercial o artesanalmente y existe en forma
de caldo o agar por lo que se sugiere tanto para
estudios de difusidn como para métodos de dilucion.
El control de calidad del medio HTM se realiza con H.
influenzae ATCC 10211. (5). También se establecen
los criterios de Interpretacion y los valores de los
halos de inhibicion y de la concentracién inhibitoria
minima (CIM) de las cepas de referencia de H.
influenzae ATCC 49247 y ATCC 49768. (6).

La cuantificacion de la actividad «in vitro» de
los antimicrobianos se evalla habitualmente me-
diante alguna de las variantes de los métodos de
dilucion. Estos métodos se basan en la determina-
cion del crecimiento del microorganismo en presen-
cia de concentraciones crecientes del antimicrobiano,
que se encuentra diluido en el medio de cultivo (cal-
do o agar).

Las primeras determinaciones se realizaron
empleando baterias de tubos con caldo de cultivo
con un rango determinado de antimicrobiano
(macrodilucion). Esta metodologia es muy engorro-
sa, por la cantidad de material y de manipulaciones
necesarias para su realizacion. La aparicion de un
sistema de inoculacién mdltiple para placas popula-
1izé el método de dilucion en agar, en el que se
permite inocular simulténeamente un gran niimero
de cepas.

La utilizacion de micropipetas y de placas de
microtitulacion facilitd la aplicacion del método de
microdilucion en caldo y actualmente se han gene-
ralizado los métodos comerciales, facilmente
integrables a sistemas semiautomaticos de lectura
e interpretacion de resultados pero resultan muy
costosos. (4)

Los métodos de dilucién se consideran de refe-
rencia para la determinacion cuantitativa de la acti-
vidad de los antimicrobianos. Son los métodos indi-
cados cuando, ademds de la actividad inhibitoria, se
quiere determinar también la actividad bactericida.
La gran cantidad de variables (dependientes del agen-
te, del medio de cultivo, del indculo) gue influye en
estos métodos son responsables de oscilaciones en
el resultado obtenido, por lo que para su correcta
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evaluacion es necesario que se realicen en forma
estandarizada. (6,7)

La escala de medicion usada en las técnicas
de dilucion es discontinua, contrariamente a la del
método de difusion (continua), por lo que la CIM real
de una bacteria aun determinado antimicrobiano se
encontrara en algtn valor situado entre la CIM expe-
rimentalmente obteniday la concentracion inmedia-
tamente inferior. Desde el punto de vista clinico la
diferencia entre ambas (real y experimental) no sue-
e ser trascendente cuando se trata de concentracio-
nes bajas pero, puede tener importancia para las
CIM altas cercanas a las concentraciones
alcanzables «in vivo»,

En comparacion con los métodos de difusion,
los de dilucién son técnicamente més complejos y
casi siempre mas caros, cuando se utilizan paneles
comerciales de microdilucion.

El objetivo de este trabajo fue a) determinar la
susceptibilidad de H. influenzae a AMN, cefotaxima
(CTX) y ciprofloxacina (CIP), antimicrobianos habi-
tualmente empleados en nuestro medio para tratar
las infecciones producidas por este microorganis-
mo, b) evaluar la recuperacion de dicha bacteria
conservada por dos métodos, hisopo carbén y caldo
glicerinado al 20% en freezer a—-20°C y ¢) estimar
qué prueba de sensibilidad de las propuestas por el
NCCLS resulta aplicable a un laboratorio de micro-
biologia clinica de mediana complejidad a los fines
de vigilar periddicamente su resistencia.

Materiales y métodos

Se estudiaron 17 cepas de H. influenzae prove-
nientes de distintes materiales clinicos (esputo, Ii-
quido cefalorraquideo y secrecién conjuntival) pro-
cesados en los laboratorios de dos hospitales de la
ciudad de Santa Fe, durante un periodo de 6 meses.

La identificacion se realizé por pruebas con-
vencionales: coloracion de Gram, caracteristicas
culturales y requerimientos nutricionales de facto-
res V y X (satelitismo en agar sangre y Mueller-
Hinton) con una cepa de Staphylococcus aureus ATCC
25923. (8) Una vez identificadas las cepas fueron
conservadas por duplicado en hisopo carbon y en
caldo glicerinado a -20°C, hasta el momento de rea-
lizar los estudios respectivos.

El caldo glicerinado se prepard usando caldo
Mueller— Hinton (MH) adicionado con 20 % de glice-
rol. Los hisopos carbén se prepararon de la siguiente
manera: los hisopos comerciales se pretrataron hir-
viéndolos en una solucion Sérensen pH= 7,4 (solu-
cidn buffer fosfato) durante 5 minutos; se escurrieron
y se sumergieron en una solucion de carbdn activa-
do al 1% en agua destilada, hasta ennegrecimiento
de los mismos. Luego se secaron a 37°C, se fraccio-
naron y se esterilizaron en calor seco (170°C -1hora).

Se siguieron las normas NCCLS tanto para la
tecnica de difusion como para la dilucion en agar y
medio liquido utilizando como medio base el HTM.
(5,6,7,9,10)

En las tres técnicas se utilizaron las cepas con-
trol, H. influenzae ATCC 49247 , ATCC 49766 y ATCC
10211.

Preparacion de caldo y agar HTM

Por cada 100 ml de medio Mueller- Hinton agar
o caldo, se agrego 0.2 g de extracto de levaduray 3
ml de solucién stock de hematina (50 mg hematina
marca Sigma N H3505, en 100ml de NAOH 0.01N).
Después de autoclavar a 121 °C 15 minutos y enfriar
a45-50°C se le agregd 0.3 ml de una solucion stock
de NAD (50 mg NAD marca Sigma N 7004; en 10 ml
de agua destilada esterilizadas por filtracién)

El pH final del medio HTM debe estar entre 7.2-
7.4. (10,11).

Tanto el caldo como el agar HTM fueron contro-
lados con la cepa de H. influenzae ATCC 10211.

Pruehas de sensiblidad

Método de difusion

Para la realizacion de este método se siguieron
las recomendaciones del NCCLS para este microor-
ganismo. (5)

Los discos utilizados fueron: AMN ( 10pg ) CTX
(30ug)y CIP (5ug), marca Britania (6).

Métodos de dilucion
Preparacidn de la solucion de antimicrobiano
Se utilizaron sustancias valoradas de potencia
conocida (ug de sustancia pura por cada mg de sus-
tancia), que fueron conservadas siguiendo estricta-
mente las indicaciones del proveedor. La sustancia
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valorada fue pesada teniendo en cuenta la pureza de
las mismas en los célculos efectuados.

Se siguid el método recomendado por NCCLS.

Teniendo en cuenta los puntos de corte de H.
influenzae para AMN, CTX y CIP se prepararon las
siguientes diluciones crecientes: (7)

AMN: 0.03 - 4.0 ug/ml (Bago)

CTX:0.00018 - 0.003 pg/mi ( Richet)

CIP: 0.00018 - 0.06 pg/ml ( Bagd)

Dilucidn en agar

Esta técnica se realizé siguiendo estrictamente
las recomendaciones del NCCLS (7)

Interpretacion de los resultados

La CIM se definié como la menor concentra-
cion de antimicrobiano que inhibe completamente el
crecimiento bacteriano (no se considerd crecimien-
to la presencia de un halo tenue debido al propio
inoculo).

Dilucién en caldo

Método de microdilucién

Las placas de microdilucion con diferentes con-
centraciones de antimicrobianos se prepararon en
forma artesanal en el laboratorio.

Se colocd en cada uno de |os pocillos 50l de
caldo HTM. En el primer pocillo se colocd 50ul de la
mayor concentracion de antimicrobiano que se fue
diluyendo a la mitad por sucesivos pasajes de 50 pl
alos pocillos siguientes. Posteriormente se afadio
un volumen de 50 ul de Indculo dilvido 1/100 a cada
uno de los pocillos. Los dos lltimas pocillos se utili-
zaron como “control positiva” y “control negativo”.
El volumen final de cada uno de ellos fue de 0.1 ml.

Lectura de los resultados

La CIM se definié como la menor concentra-
cién de antimicrobiano que a simple vista inhibio
completamente el crecimiento del microorganismo
estudiado. La interpretacion de los resultados, que a
veces resulta compleja, se facilitd tomando como
referencia el crecimiento observado en el pocillo
usado como control positivo.

Los controles positivos presentaron una franca
turbidez o un botén de al menos 2 mm de didmetro.

Para facilitar la lectura de las placas de
microtitulacion se utilizé un lector con espejo en el
que se reflej6 |a parte inferior de la misma.
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Las cepas de referencia usadas fueron:
Escherichia coli ATCC 25923 y H. influenzae ATCC
49247,

Con posterioridad a la realizacion de las técni-
cas de dilucion en medio sélido y liquido se realizé el
recuento de indculo para verificar que la concentra-
cion del indeulo de trabajo del cual se parti6 fuera de
1% 108 UFC/ml.

Resultados

Los datos del método de difusion con discos se
muestran en latabla 1. Todas las cepas fueron sensi-
bles a los antimicrobianos ensayados.

En cuanto a los resultados obtenidos aplicando
los métodos de dilucidn se detallan en la tabla 2.

Todas las cepas estudiadas fueron sensibles a
AMN, con valores de CIM90 iguales a 1ug /ml para
los métodos de microdilucion y medio sélido. Todos
los aislamientos fueron uniformemente sensibles a
CIP con CIM 90 de 0.015ug/ml. Encuanto a CTX las
mismas fueron sensibles con valores de CIM 90 de
0.12y0.25 pug/mi con microdilucion y medio solido
respectivamente.

Las cepas se conservaron durante un periodo
de 9 meses, recuperandose el 80% de ellas , por los
dos métodos utilizados.

Discusidn y conclusion

Hasta el momento y teniendo en cuenta el bajo
nimero de cepas estudiadas, no se encontrd resis-
tencia a los antibidticos ensayados. Estos resulta-
dos son coincidentes con el informe anual de la Red
“Whonet" de Argentina para CTX y CIP donde sobre
un total de 293 cepas en el 2000 y 278 en 2001 no se
informaron resistencias a estos antibioticos.

En cambio, con respecto a AMN, los hallazgos
de este trabajo no coincidieron con la mayoria de los
reportes. En nuestro pais se encontraron 13 cepas
resistentes en el 2000 y 18 en el 2001. (2)

En America Latina los valores reportados fluc-
tan entre un 11% en Brasil 2 24,5 % en Méjica (12),
mientras que en los Estados Unidos las cepas resis-
tentes a AMN alcanzanun 17%. (13)

En Europa estos porcentajes varian segan los
paises entre un 8.1 % en Alemania; 34.8% en Francia
y 16% en ltalia. (14,15)
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En Asia ocurre algo similar, los reportes de Ja-
pon oscilan entre un 11% (16), 18% (17) a26% (18)
segun diferentes ciudades y centros.

En Africa comunican alrededor de 7% en
Sudafrica (19) y 9% en Kenia (20).

En lo concerniente a la conservacion de las
cepas, segdn el COC el método aconsejado para H.
influenzae es freezer a —70°C, siendo el de —20°C
poco recomendado pues permite el mantenimiento
de las mismas durante algunos meses (21); este
fiecho fue observado en el presente trabajo ya que se
perdieron el 20% de las cepas almacenadas.

De los métodos de dilucion usados, 1a CIM para
AMN y CIP coincidieron en caldo y en agar, obser-
vandose |a diferencia de una dilucion para CTX, que
es lo aceptado por el método.

La técnica de dilucion en agar permite que se
procesen varias cepas simultaneamente por lo que
se requiere de la conservacion de las mismas en las
mejores condiciones (freezer a -70°C), no disponible
en |a mayoria de los laboratorios nacionales.

En cuanto a las técnicas utilizadas, segin
Manoharan y col (22) en un estudio comparativo
entre los métodos de dilucion en agar, E-test y difu-
sion con discos encontraron que este Gltimo, si bien

es sencillo de realizar mostré error “minor” para
AMN (13%) y cloranfenicol (24%) cuando se lo com-
pard con el método de dilucion en dgar; de alli que
recomiendan se lo use como métado preliminar o de
“screening”. En el presente trabajo los resultados
obtenidos porlas dos técnicas, dilucion y difusion en
agar con discos, no concordaron con Manoharan y
col. ya que las cepas ensayadas fueron sensibles
por ambos métodos. Sin embargo se debe contem-
plar que el presente trabajo incluyd un bajo ndmero
de aislamientos.

A pesar del bajo nimero de aislamientos estu-
diados, todos resultaron sensibles por los métodos
de dilucién y difusion con discos mostrando este
(ltimo halos de inhibicién muy superiores a los co-
rrespondientes puntos de corte establecidos por el
NCCLS para esta técnica.

Cabe destacar que cuando los didmetros de
inhibicién resulten muy cercanos a los puntos de
corte antes mencionados, se deberd utilizar un me-
todo de dilucion,

De la experiencia obtenida se concluye que la
técnica de difusion con discos resulta facil de
implementar, para los aislamientos clinicos ocasio-
nales y accesible a todos los laboratorios de micro-
biologia clinica de mediana complejidad.

Tabla N°® 1: Halos de inhibicion de Haemophilus influenzae obtenidos frente a distintos antibidticos. Método por

difusion con discos segun NCCLS

Antimicrabiano N : Limites del NCCLS

= HangﬂHH (mm) Tabla 2E mzm (mm)
Ampicilina 17 31-34 222
Cefotaxima 17 31-54 =26
Ciprofloxacina 17 29-47 =21

1- N: numero de cepas;

2- diametro inlerior y superior de los hales de inhibicion oblenidos;

3- puntos de corte de normas NCCLS para cepas sensibles,
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Tabla N° 2: Concentracion Inhibitoria Minima 90 de los tres antibidticos estudiades frente a Haemophilus influenzae.
Métodos por dilucion en medio liquido (micro) y en agar, segin NCCLS.

ANTIBIOTICOS Métodos por N _ Limites del rango ~ CIM 90 NCCLS
dilucién (ng/ml) (ug/mi} TABLA 2E M7
(ug/mi) "
AMPICILINA MICRO 17 051 1 <1
EN AGAR 17 0.25-1 i <1
CEFOTAXIMA MICRO 17 0.03-0.12 0.12 <2
ENAGAR 17 0.06-0.25 0.25 <2
CIPROFLOXACINA | MICRO 17 0.0075-0.015 0.015 <1
ENAGAR 17 0.0075-0.03 0.015 <1

1- N Nemero de cepas estudiadas.
2- valores inlerior y superior de las CIM obtenidas.

3- CIM 90. Concentracién del antibidtico que inhibe el 90% de las cepas esludiadas.
4- Punto de corle de las normas NCCLS para las cepas sensibles.
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