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I..INTRODUCCION



I.1.- CONSIDERACIONES GENERALES

Existe una tendencia generalizada a creer -
que las priméras formas de vida en la tierra fueron -
las anaerobias, ya que la atmdsfera primitiva estaba-
probablemente formada por una mezcla de amonio, meta-
no, diéxido de carbono e hidrdgeno. A pesar de ello ,
la existencia de las bacterias anaeroblas no se cono-
ce hasta 1891, afio en que Pasteur (1) encontrd un -
anaerobio (Clostridium butyricum)al realizar sus tra-

bajos de fermentacidn.

Aunque Veilldn (2) habla descrito las bacte
rias anaerobias no toxigénicas como contribuyentes de
la flora que lleva su nombre, hasta mediados del pre-
sente siglo y debido principalmente a la dificultad -
que presenta el aislamiento de muchas de ellas, no se
ha comenzado a darles la importancia que verdaderamen
te tienen, sieﬁdo quizads una excepcidn el Género Clos
tidium, ya que durante las dos uUltimas guerras mundia
les origind serias infecciones entre los combatientes,
dando lugar a cuadros especificos, por lo que los -

anaerobios esporulados son los mas conocidos.



Las bacterias anaerobias no esporuladas se-
encuentran repartidas por todo el cuerpo, principal-
mente en la superficie de membranas mucosas desde don
de pueden invadir tejidos y originar cambios patolégi

CO0S.

En los (ltimos afios se ha prestado una gran
atencién a las infecciones producidas por Bacilos -
Gram (-) anaerobios estrictos y sobre todo a las pro-
ducidas por los pacteroides del grupo "fragilis", que
en principio son responsables con una mayor frecuen -
cia de infecciones humanas y a la vez los que tienen-
mayor tendencia a adquirir resistencias a los antibid

ticos.

Por nuestra parte, hemos creido interesante
ocuparnos de los cocos Gram (+) anaerobios porque han
sido quizas menos estudiados, a pesar de que con fre-
cuencia son también responsables de infecciones gra -
ves y ademds, hemos intentado prestar una atencidn -
preferente en nuestro trabajo a los aspectos taxondmi
cos y bioquimicos, considerando las dificultades de -

cultivo e identificacidn que son caracteristicas en -



en estos gérmenes,

j
El objeto de esta tesis ha sido pues:

1. Comparacidn de los resultados que ofre -
cen los métodos convencionales y las mo-
dernas técnicas standarizadas para la -
identificacidn de las especies de cocos

.Gram (+) anaerobios estrictos.

2. Valoracidén de la presencia de diferentes

especies en infecciones clinicas humanas.

3. Estudio de la sensibilidad a los antibib-

ticos,



I.2.~ ANTECEDENTES HISTORICOS

El primer coco anaerobio estricto fué aisla
do de procesos patélégicos de la boca y tracto urina;
rio por Veilién (3). Este organismo fué llamado Micro
ccoccus foetidus por el mal olor de sus cultivos y pu
diera ser el mismo que habia encontrado Rosembach (4)
en un diente careado; es el Peptostreptococcus anaerp

bius del Bergey’s Manual (83 edicibdn).

Posteriormente Kronig (5), y Meng y Krdnig-
(6), describieron el aislamiento de cocos anaerobios-
estrictos, iquales morfoldgicamente al Streptococcus-
pyogenes, y obtenidos de la vagina tanto en embarazo-

normal como en caso de Sepsis puerperal.

En 1898, Veilldn y Zuber (2) estudiaron pro
cesos gangrenosoS de pulmon y apendicitis, En los -
apéndices gangrenosos y perforados cuyo pus tenia -
olor fétido muy marcado, se encontraron estreptococos
anaerobios junto con colibacilos, estos Ultimos en -

proporcidén muy pequefia.

Lew Kowicz (7) encontrd Veillonella alcales

cens en la boca de nodrizas, siendo asi el primero en



encontrar cocos Gram negativos anaerobios.

/

Natring (8) confirmd los anteriores descu

brimientos y propuso que todos loS cocos anaerobios -

fuesen incluidos dentro de la especie Streptococcus

anaerobius,

Schottmiiller (9), estudid la presencia de
cocos en la vagina normal asi como su asociacibén con

la infeccidn puerperal,

Holman y col. (10) estudiaron la flora de -
la boca del hombre y de los animales encontrando co -
cos anaerobios Gram negativos, Dos afios mis tarde, -

Hall y col. (11) los encontraron en la saliva humana,

Schwartz y Dieckman (12), Collebrook (13),-
Schawartz y Browm (14), aislaron estreptococos anaero

bios en casos de bacteriemia por fiebre puerperal.

Levinthal (15) estudid la flora anaerobia -
de la mucosa de las fauces, encontrando un coco anae-
robio (Streptococcus parvulus) que cultivd gracias a

yn fendmeno de simbiosis con una estreptotricaceae.
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Hall (16), aisld un coco anaerobio de la ori
na de una mujer de edad avanzada que producia un pig -

mento negro identificandolo como Micrococcus niger.

White (17), estudid la flora vaginal de 50 -
mujeres embarazadas encontrando cocos anaerobios en 18
casos durante los ﬁrimeros meses de embarazo, y 15 en-

el Gltimo mes.

Lemierre (18), encontrd cocos anaerobios aso
ciados a3 Bacillus fundiliformes, como causantes de in-

fecciones en garganta, oldo y Gtero.

Mac Lennan (19), aisld estreptococos anaero-

bios en heridas de guerra que no contenlan Clostridium,

Hite, Hesseltine y Goldstein (20), aislaron -
Micrococcus anaerobius a partir de muestras de vagina y

Utero.

Foubert y Dougel (21), consiquieron 52 culti-
vos, de los cuales 36 procedian de piel humana, Utero y
amigdalas. Todos eran anaerobios estrictos, sin tenden-

cia a serlo facultativos, pero eran catalasa (+). Entre



estos anaerobios encontraron Veillonella, apareciendo
Gram (+) en cultivos jdvenes y negativos en cultivos-
de 12 horas. Evans y col. (22), encontraron cocos anae

robios en la piel.

Digeon y Raynaud (23), encontraron Microco-
ccus niger en las heces de niferas, casi tan frecuen-

temente como el Actinomyces difidus.

Hare, Wildy y Billet (24) estudiaron, 99 cul
tivos de origen muy variado: 71 de vagina humana, 23 -
de tracto respiratorio, etc., todos ellos de material-
patologico. El origen de los otros 5 no esta especifi-

cado,

Un afio mas tarde, dos de los anteriores autp
res Hare y Wildy (25), estudiaron los efectos de al-
gunos acidos grasos sobre el crecimiento, metabolismo-
y morfologia de los mismos cocos anaerobios, y compro-
baron que el tween 80 estimulaba el crecimiento de es-
tos micro-organismos. En presencia de ciertos acidos ,
como el oleico, se podia modificar el crecimiento, la
capacidad para atacar los hidratos de carbono y los -

acidos orgénicos, la formacién de gas y la morfologia



de los cocos del grupo III y IV, pero no se modificaba
el metabolismo ni la morfologia de cepas de los grupos
I, II, V, VI (clasificacidn de los cocos anaerobios de

Hare). (p4g.28 ).

Thomas y Hare (26), encontraron cocos anaero
bios en muestras de distintos origenes, tanto de perso
nas sanas como de infecciones clinicas. En las personas
sanas las muestras procedian de nariz, garganta, heces,
vagina, piel, encias y oido. Las muestras de infeccipo -
nes clinicas procedian de casos de fiebre puerperal e -
infecciones del tracto respiratorio. Llegaron a la con-
clusidn de que los cocos anaerobios eran mas frecuentes
en las superficies mucosas y en la piel de las personas

sanas que en las muestras patolodgicas.

Morris (27), encontrd cocos anaerobios en la-
boca y Richardson y Jones cuatro afios mas tarde en la -

saliva.

Lakey y Fitzgerald en 1955 centran su estudio
en el Género Veillonella, intentando encontrar algin an
tibibtico que incorporado al medio de aislamiento le -

hiciera lo mas selectivo posible, siendo este antibidti



co la estreptomicina en una concentracidn de 5 micro -
gramos por mililitro. Rogosa (28) no esta de acuerdo -
en que sea la estreptomicina el antibidtico mis selec-
tivo para el aislamiento de Veillonella, al comprobar-
que actlla como inhibidor de las cepas j6venes por lo -
que propone emplear la Vancomicina (7,5 ugr/ml.) en el

medio de aislamiento.

Stokes (29), en seis afios de experiencia ais
16 496 organismos anaerobios y encontrd aproximadamen~
te 200 cepas de cocos Gram (+) en cultivo mezclado y -
100 en cultivo puro, siendo el Género Peptococcus el -
mas frecuentemente aislado en abscesos de corazbn e in

fecciones de los dedos,

Prévot, Cadore y Thouvenot (30) aislaron co-
cos anaerobios a partir de la vagina de mujeres sanas-

y de las heces de nifieras.

Wills y Reece (31) aislaron estreptococos -~

anaerobios asociados a Bacteroides.

Rogosa (32,33,34,35) estudibé la ecologia, -

reacciones bioquimicas, requerimientos nutricionales ,
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serologia y cultivos del Género Veillonella, estable-
ciendo que no requieren riboflavina ni acido fllico -
para crecer; que la niacina y pantotenato calcico - =-
eran unas veces estimulantes y otras necesario para -

el crecimiento,

Finegold, Miller y Sutter en 1968 encontra-
ron 81 infecciones debidas a cocos anaerobios. Estas-
infecciones eran: Bacteriemia, abscesos del cerebro ,
neumonia necrotizante, abscesos intraabdominales, pe-
ritonitis, heridas infectadas y osteomielitis, siendo

el Género Peptococcus el mas frecuentemente aislado.

Rotheram (36), estudid el papel de varias -
especies bacterianas en el aborto séptico. De las 56
pacientes en las que se practicd hemocultivo, se de -
mostré bacteriemia en 34, obteniéndose 34 anaerobios-

estrictos, de los que 18 eran cocos,

Martin (37) del Laboratorio de Microbiolp -
gia de la Clinica Mayo, aisld durante 1970, de 10191-
muestras 5029 bacterias anaerobias, de las cuales 842
(17 %) eran Peptococcus y 427 (8 %) eran Peptostrepto

coccus, Las especies de estos cocos encontrados fue -



ron:
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Peptococcus .

P, prevotii.

P. 3sacharolyticus,
Peptostreptococcus

Ps ,magnus,



I.3.- EVOLUCION DE LAS CLASIFICACIONES DE COCOS

ANAEROBIOS GRAM (+).

La clasificacion de las bacterias evolucio-
na con el tiehpo, dependiendo de los conocimientos -
cientificos que sobre las mismas se tiene, Asi pues -
hay revisiones periddicas de dichas clasificaciones,-
no existiendo ninguna que haya alcanzado una acepta -

cidén universal.,

Las distintas clasificaciones existentes -~
de las bacterias anaerobias, difieren a veces entre
si y su comparacidén es mas complicada que en el caso

de las bacterias aerobias estrictas o facultativas.

El primer intento de clasificacidn lo rea-
1iz6 Prévot (38) en 1925 al dividir los cocos hasta-
entonces encontrados en tres grupos, basandose en ca

racteres morfoldgicos y fisioldgicos.
CLASIFICACION DE PREVOT (1925)(38).

Grupo I: Estreptococos de olor fétido, productores de
gas y gangrenogenos.
Micrococcus foetidus.

Streptococcus anaerobius,



Estreptococcus putridus.,
j
Grupo II: Estreptococos no productores de olor fétido
nilde gas, pero pidgenos.
Estreptococcus micros,

Estreptococcus intermedius.

Grupo III: Estreptococo anaerobio, que puede llegar a
ser facultativo, sin olor fétido ni produc
cidén de gas, también pidgeno.

Estreptococcus evolutus,

En 1948 Prévot (39) modifica esta clasifica
cién, siendo uno de los caracteres fundamentales de la
nueva clasificacidén la tincidn de Gram. Crea asi el -
Género Veillonella que hasta entonces era considerado-
como estafilococo anaerobio, pero ademas de este géne-

ro forma la clasificacidn siquiente:

Neisseria
Micrococcus
Diplococcus
Streptococcus

Gaffkya



Sarcina
j
Cada uno de estos géneros incluye el menos

una especia anaerobia.

Esta clasificacién es ampliada por Prévot -
en 1957 (40) sirviéndole de base para ello los carac-
teres morfolégicos y la tincién de Gram. Establece -
dos familias, tres tribus, diez géneros, cuarenta y -

una especies y ocho variedades.
CLASIFICACION DE PREVOT (1957) (40)

Familia I: NEISSERIACEAS.- Cocos Gram (-)

Gen., I. Neisseria.- Cocos en parejas, con-
lados continuos aplana
dos.

Gen,II. Veillonella.- Cocos en masas irre-~

gulares, muy peque -

fios.

Familia II:-MICROCOCCACEAE,- Cocos Gram (+)
Tribu I, Streptococceae: Cocos en parejas
o en cadenas cor

tas.



Gen,I., Diplococcus.~ Cocos en parejas,ra-

ramente en cadenas -

cortas,

Gen.,II, Streptococcus.- Cocos en cadenas,
raramente en cade
nas cortas,

Gen.III. Ruminococcus.- Cocos en cadenas.

Tribu II. Staphylococcege: Cocos Gram (+), en
masas planas.
Gen.I. Gaffkya.- Cocos en tétradas.
Gen,II. Staphylococcus.- Cocos en masas -
irregulares pla-

nas.

Tribu III, Micrococceae.- Cocos en masas requ
lares e irregulares.
Gen.I. Sarcina.- Cbcos en paquetes cuboida
les de ocho unidades,
Gen,II., Microccoccus.- Cocos en masas irre-
gulares.
Gen,III, Methanococcus.~ Cocos en masas, -

Gram variable,



El Bergey’s Manual (78 Ed. 1957) (41) adop-
tb la clasificacidén de Prévot, pero con algunos cam -
bios en la nomenclatura, y con la adicidn de las tres
especies descritas por Foubert y Douglas (21), Esta -
clasificacién es menos complicada que la de Prevot. -
Comprende tres familias, cinco géneros, treintay -

seis especies y seis variedades.

CLASIFICACION DEL BERGEY'S MANUAL (78 Ed. 1957)(41)

Familia I: MICROCOCACCEAE,- Cocos Gram (+), solos, en
parejas, tétradas, paque-
tes, cadenas y masas irre
gulares,

Gen,I. Sarcina.- Cocos en paquetes,

Gen.II. Methanococcus.- No estan en paque-
tes, producen meta
no.

Gen.III. Peptococcus.- No estan en paquetes,

no producen metano.,

Familia II: Neisseriaceae.- Cocos Gram (-) en parejas

Yy mMasas.



Gen.I. Veillonella.- Cocos en parejas, ma

sas y cadenas,

Femilia III.ALACTOBACILLACEAE.— Bacilos y cocos Gram
(+).
Tribu I. Streptococceae: Cocos s6los, en parejas
y cadenas raramente en-
tétradas.
Gen.I. Peptostreptococcus.- Cocos Gram (+)
en parejas y

cadenas.

De este modo, al criterio de clasificacidn-
de Prévot se le did caracter oficial, con todos sus -
aciertos y fallos. Asi por ejemplo, caracteres que de
bian ser secundarios, como el diadmetro del coco y su -
disposicidn en el campo del microscopio,se considera-
ban como caracteres primarios, lo cual inducia a error,
pues estos caracteres estan sometidos a variaciones -

sequn el plano de divisibn y el polimorfismo de la ce-

pa.

Pero el Bergey's Manual (73 Ed) (41) no siem

pre sigue a Prévot (40). Asi las reacciones de fermen-



tacién de Diplococcus constellatus y Staphylococcus -
aercgenes descritas por el Manual, son bastante dife-
tentes a las que da Pfévot, debido quizads a que estos
organismos pbseen éiertos requerimientos metabdlicos-
que al no cumplirse en todos los medios hace que los-

resultados difieran de un laboratorio a otro.

Para evitar esta confusidén, Hare y col,(24),
Hare (25),y Thomas y Hare (26) proponen un nuevo es -
quema para la clasificacidn de cocos anaerobios basan

dose en las siguientes pruebas:

1) Pruebas primarias:

a) Fermentacidn de azlUcares: Glucosa, Sacaro
sa, fructosa y-

galactosa,
b) Fermentacidén de sales organicas de acidos
grasos: PirQvico, mdlico, tartarico, léc-
tico.

c) Preducciodn de gas.

II) Pruebas accesorias:
a) Capacidad para formar cadenas.
b) Sensibilidad de los antibidticos y sulfa-

midas.



c) Localizacidén en el cuerpo humano.

]
!

CLASIFICACION DE THOMAS Y

HARE (1954) (26).
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VII - A |- - A - - - - - |- cadenas
Masas, raci
VIII - AG |- - AG | - G - - - |- mos
B Masas, raci
IX - L - - - - - - |- mos

TABLA I.: A=3cido; G=gas, en medio conteniendo

0,01 % oleato

sédico 0,01 %, tioglicolato sbédico y 1 % de la sus

tancia.




Hare (41) amplia el nGmero de sustancias en
las pruebas de fermentacidn, para los subgrupos VIa y
VIb, siendo las sustancias utilizadas: celobiosa, tre
halosa, dextrina, coniferina, esculina, lactosa y ma-
nosa y comprueba que dentro de cada subgrupo no todas
las cepas fermentaban los mismos az(icares, Asi 27~
cepas del subgrupo VIa fermentaban todos los azlcares
menos la esculina y lactosa. Nueve sblo fermentaban -

la esculina y ocho sbélo la lactosa.

Pero esta clasificacidén de Thomas y Hare -
(27) no ha sido muy utilizada a pesar de ser bastante
buena, debido quizas a la no utilizacidn de géneros y

especies, que son sustituidos por grupos. -

El Bergey’s Manual (83 Ed. 1974) (42) divi-
de los cocos anaerobios en dos familias diferenciados
principalmente por la tincién de Gram. Las diferen -
cias entre los géneroS se basan en la morfologia, fer
mentacidn de azlUcares y posibilidad de utilizar los -

aminodcidos y peptonas como Unica fuente de energia,



Familia I: VEILLONELLACEAE,.- Cocos Gram (-).

Gen.I. Veillonella: Cocos pequefios, en pa
rejas, masas y cor -
tas cadenas, No fer-
mentan los azlcares-
y no pueden vivir sé
lo con aminoacidos y
peptonas.,

V. parvula,

V. alcalescens.

Gen,II. Acidaminococcus: Diplococos., No -
fermentan los -
hidratos de car-
bono, pero los -
aminoacidos pue-
den ser su unica
fuente de ener -~
gia.

A. Fermentans,

Gen,III. Megasphaera: Cocos grandes fermen

tan los azucares.



Familia II: PEPTOCOCCACEAE.- Cocos Gram (+), con pare

jas, tétradas y masas -
irregulares, a veces en
paquetes cUbicos tridimen

sionales.

Gen.I. Peptococcus: En parejas, tétradas -

y masas irregulares, -
pero nunca en paqQuetes
cibicos tridimensiona-
les. Pueden utilizar -
los productos de la -
descomposicidn de las
proteinas como unica -
fuente de energia, no-
forman cadenas,

niger.

asacharolyticus,

aerogenes.

activus.

constellatus.

-anaerobius

el



teinas como uUnica-
; fuente de energia.
R. favefaciens.

R, albus,

Gen.IV, Sarcina: En paquetes cubicos. No -
utilizan ni las peptonas-
ni los aminoacidos como -
fuente de energia. Pueden
crecer a pH 2-2,5.

S. ventriculi.

S. maxima,

Descripcién de las distintas especies de Pep-
tococcus y Peptostreptococcus del Bergey’s Manual. 88

Ed. (42).
PEPTOCOCCUS NIGER: (44,46),

Esferas pequefias de 0,6 um de diametro aproxi
madamente, se presentan en masas irregulares, a veces-

en pares, pero no en cadenas.

El crecimiento es lento en todos los medics -

de agar; se requieren de dos a cuatro dias para que -



Gen.Il. Peptostreptococcus: Parejas y cade-
nas cortas pero
nunca en paque-
tes clbicos.Pue
den utilizar -
los productos -
de la descompo-
sicidén de las -
proteinas como
Unica fuente -
de energia.

Ps, anaerobius,
Ps, productus,
Ps, lancenlatus.
Ps,.micros.

Ps.parvulus,

Gen, III. Ruminococcus: Puede presentarse -
aislado, en pare -
jas, cadenas cortas
0 largas pero nunca
en paquetes cubicos.
No utilizan los pro
ductos de la descom

posicidn de las pro



aparezcan las colonias a 372 C, y aproximadamente sie

te dias a 25-30¢ C.

Son incoloras inicialmente en agar profundo,
pero se vuelven de marrdn o negro en 4~5 dias con pro

da

duccidn de pigmento no difusible; a veces aparecen pe

-

quefias burbujas de gas.

En agar-sangre, las colonias son pequefias al
principio, como perlas negras, alcanzando un diametro
de 0,5 mm, redondas, lisas y brillantes; no son hemo-

liticas,

Sobre suero de sangre coagulada, el crecimien
to es mis lento requiriendo ocho dias para la aparicidn
de pequefias colonias marrones. En medio de gelatina se-~
aprecia un sSedimento que se vuelve gradualmente negro -
al cabo de cinco o mas dias. En medio de cerebro el cre
cimiento también es lento, con produccién de gas unifor
memente después de seis dilas. No hay cambios en leche.
El liquido ascitico no aumenta el crecimiento en infu -
siones de agar con 2 % de peptona. En caldo el creci -

miento es también lento, siendo visible a lps 2-5 dias.



Generalmente no fermenta hidratos de carbono
y polioles. No licuan la gelatina ni el suero de san =~

gre coagulado, Produce SH2 en medio de cerebro.
PEPTOCOCCUS ASACHAROLYTICUS: (42, 45, 46).

Esferas de diametro visible entre 0,6-1,5 -
pm dentro de una misma o de diferentes cepas, y apare-
cen solos, en pares, tétradas, masas irrequlares y ca-

denas cortas.

Las colonias son circulares generalmente, de
0,5-2,0 mm de didmetro, lisas, enteras, poco convexas ,
opacas o traslicidas; en agar profundo tienden a ser -

lenticulares.

En caldo desarrollan una turbidez homogénea.
El crecimiento no se aumenta por glucosa, sangre o sue-
ro., No fermenta la albimina de huevo, suero y caseina .
No cambia la leche. Los acidos grasos no estimulan la -
fermentacion de hidratos de carbono. Se produce gas a -

partir del piruvato, citrato o tartrato.

Aislado del intestino grueso, cavidad bucal,



pleura, Utero y vagina. Se puede incluir probablemen-

te en el Grupo II de Hare (1952) (24).

PEPTOCOCCUS AEROGENES: (42,47,48).

Las caracteristicas generales del cultivo, -
el metabolismo de aminoadcidos y el contenido GTC del~
DNA (36 moles %) son indistinguibles del P. asacharo
lyticus. Sin embargo difieren en la fermentacidn de -

ciertos hidratos de carbono.

Pequeiias cantidades de glucosa y fructosa -
pueden ser fermentadas en medios sin 4cidos grasos su
plementarios, pero la adiccidén de oleato sddico u =
otros acidos activa la fermentacion de glucosa y frug
tosa con produccidon de &cidos y gas (Wildy y Hare)
(25), Hare (41). La fermentacidn de sacarosa, maltosa

0 galactosa es variable,

Aislados de casos de fiebre puerperal, trac-

to genital femenino y nariz.

Parece corresponder con el grupo VIII de Hare

(1967) (41).



PEPTOCOCCUS ACTIVUS: (42,49,24),
/
Esferas de 0,8- 1,0 um de diémetro. Las colp
nias pueden alcanzar 4 mm en cuatro dias, la superfi-
cie varia de lisa a rugosa, son blanco-parduzcas, li-

geramente amarillentas, crema o marrdn claro.

En caldo infusidn, el crecimiento es muy tur

bio con abundante gas dentro de las 48-72 horas.

Se produce acido y gas a partir de glucosa,-
fructosa, manosa, maltosa, sacarosa y generalmente ga
lactosa. Fermenta débilmente la lactosa y L-arabinosaj
no fermenta rafinosa, almiddén, inulina, salicina, gli-

cerol o manitol.

Digiere parcialmente el suero coagulado, albd
mina de huevo, fibrina, cerebro y caseina con variable
ennegrecimiento. La leche la fermenta parcialmente. Re

duce los nitratos,

Aislados de septicemias pauperales y el tracto

genital femenino.



Se puede corresponder con el Grupo III de -

Hare (24).
PEPTOCOCCUS CONSTELLATUS (42,50): .

Esferas de 0,5-0,6/um de diametro, aparecen-
en pares, tétrados y raramente en cadenas cortas, es-
feras de 0,8—1/um de diametro dispuestas en masas -

(Hare) (41), nunca en racimos (Prevot)(50).

Las colonias lenticulares en agar profundo -
son biconvexas, delgadas, opacas, amarillentas y pri-
mero muy pequefias, obteniendo el tamafio maximo de -

0,5-1,5 mm en cinco dias.

Crecen muy mal en medios sin hidratos de car

bono. No produce gas.

Fermenta la glucosa, fructosa, galactosa,mal
tosa, sacarosa y manosa; no fermenta la lactosa o es
variable. No fermenta tampoco la celobiosa, dextrina,
coniferina y esculina. La indicacidn original (Prevot
1924) (50); de una fermentacidn positiva de arabinosa

Y una negativa de trehalosa son errdneas, las modernas



técnicas muestran que la arabinosa no es fermentada -
y si lo es la trehalosa. No ataca a proteinas coagula

das, no licua la gelatinea, no produce indol.

Se ha aislado de pleuresia purulenta, nariz,
garganta, encias, y es poco frecuente en piel y vagi-~

na.

Se puede corresponder con el Grupo VIb de -

Hare (41).
PEPTOCOCCUS ANAEROBIUS (42,51,52,53,54,55):

Esferas de 0,6-1,0 um de diametro, aparecen-
solos, en pares, tétradas y masas. Las colonias en agar
son 0,5-3,0 mm de didmetro, circulares, superficie li-
sa a rugosa, enteras, poco convexas, de grisaceas a ma
rron claro. En agar profundo las colonias son lenticu~

lares,

No fermenta los hidratos de carbono o lo hace
débilmente. No licua la gelatina y albimina de huevo .
Se creyd que era catalasa positiva, pero en el presen-

te la reaccidn es débil. No reduce los nitratos ni pro



duce indol. Produce SHZ' No cambia la leche,

Se puede incluir en el Grupo IX de Hare (41),

PEPTOSTREPTOCOCCUS ANAEROBIUS (44,57,5,58,53,59):

Coco de 0,8 um de diametro medio, se presenta
en cadenas. Las colonias son traslicidas, clGpulas gris
perla uniforme con borde completo. Diametro principal-
alrededor de 1,5-2,0 mm en cuatro dias. En agar profun

do las colonias son lenticulares.

Produce gas en todos los medios. Olor fétido-

en todos los medios.

No ataca las proteinas coaguladas., Fibrina -
fresca y Organos frescos aparecen parcialmente desin-
tegrados y envejecidos por el sulfhidrico producido.
El sulfhidrico también se produce en medios sin teji-
dos frescos si estan presentes tioglicolato (0,1 %) o
cisteina (0,1 %) o tiosulfato sddico (1 %) o flor de
azufre (1% ). No licla la gelatina, no cambia la lge -

che y no produce indol.



Fermenta débilmente la fructosa, glucosa y -
maltosa (Tabla II), La fermentacidén de hidratos de -
carbono se estimula por € compuesto de azufre citado-

pero no por acidos grasos.
Puede ser patogeno.

Aislado en casos de gangrena putrefacta, heri
das de guerra, osteomielitis, secreciones genitales -
normales o patologicas, apendicitis, tracto intestinal,

pleuresia y boca.
PEPTOSTREPTOCOCCUS PRODUCTUS (60):

Esferas de 0,7-1,2 pm de diametro, se presen-

ta en cadenas.

Ademas de los hidratos de carbono de la Tabla
II, fermenta dando 4cido y gas: amigdalina, celobiosa,
manosa, melizitosa, melibiosa, pectina, raffiosa, ribo
sa, sorbitol, trehalosa. Da fermentacidén débil o varia
ble con: arabinosa, dextrina, dulcitol, esculina (hidro
lizada), glicerol, inositol, inulina, manitol, salici -

na, sorbosa y almiddn.



Aislado de: Casos subcutaneos de gangrena pul
monar, tracto intestinal, cerebro, abcesos pélvicos, -

orina y sangre.
PEPTOSTREPTOCOCCUS LANCEOLATUS (61,53):

Células ovales de 1,2—1,4/um de diametro, con
extremos apuntados, se presentan en cadenas cortas en-
cultivos y como pares en exudados. Las caracteristicas

generales se presentan en la Tabla II.

Aislados de: diarrea pltrida, infeccidn den -

tal, vulvovaginitis y abscesos artriticos.
PEPTOSTREPTOCOCCUS MICROS (7,53):

Esferas pequefias de 0,3-0,5/um de diametro ,

en cadenas largas o en pares,

Fueron descritas por Prevot (1933) como que

fermentaban glucosa, fructosa, galactosa, sacarosa y

maltosa con produccion de acidos consistentes en pro

pidnico, férmico y léctico. No formaba gas. Moore y

Holdeman (comunicacion personal) estudiaron 22 cepas ,



incluyendo 19 cepas de las originales de Prevot y no
confirman estos datos. Sus cepas no fermentan ningin
azucar y no forman acido propidnico pero se forma -
bastante 4cido lactico que es el mayor producto (50-
90 %) con acetato de succinato como productos signi-
ficativos, y formato en menores cantidades. Las ca -
racteristicas generales se representan en la Tabla -

II.

Aislados de pleuresia purulenta, (tero sep-

sis puerperal, abcesos cerebrales y dentales.

PEPTOSTREPTOCOCCUS PARVULUS (62,63,15):

Pequefias esferas de 0,3—0,4/um de diametro,
Se presentan en cadenas cortas y ocasionalmente en -
pares. Las colonias pueden llegar a ser negras. Fer-
menta débilmente los hidratos de carbono (Tabla II)-

y puede ser debido al escaso crecimiento.

Aislados una vez del tracto respiratorio y-

otra de la boca.
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GENEROQOS PEPTOSTREPTOCOCCUS (TABLA II) = Y © o ©
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Produccién de gas en medio complejo a partir de
piruvato + + + - -
Olor fétido + + - -
Propionato a partir de Threonina - - - -
Lactato - -6 W - +
Acetato + + + +
C3-C6 + + + - -
Arabinosa - W - - d
Fructosa W + - - -
Galactosa . - + - - -
Glucosa w + + -
Lactosa - + - -
Maltosa W + - - -
Sacarosa - + + - -
Xylosa - + - = -
Leche: acidificacidn de la leche y coagulacidn - + - - +
+=90 % 6 mas de cepas positivas; -=90 % 6 mas de cepas negativas;

d= variable; W=débil positivo. Todas las especies estan en cadenas.
No fermentan Adonitol, celulosa ergtriol 5 glycopen. No producen -
ar

lecitinosa, lipasa 6 acetilmetilc inol.




Mis utilizada en esta clasificacidn, es la
propuesta por Holdeman y Moore (1972) (64) y es la =~

que nosotros seguiremos.

Establece dos grupos segun la tincidn de -

Gram:

a) Cocos Gram (+).
l.~- Parejas y cadenas, requieren hidratos de -
carbono,

Ruminococcus.

2.~ No requieren hidratos de carbono,

Peptococcus y Peptostreptococcus.,

b) Cocos Gram (-), ’
l.- Producen 4cido propionico y acético a par-
tir de la glucosa.
Veillonella.
2.- Producen acido butirico y acético a partir
de la glucosa.

Acidaminococcus.

Estos acidos (propidnico, acético y butirico)
se determinan por cromatografia gaseosa del cultivo en -

un medio base conteniendo glucosa.



Las pruebas que propone este Manual para

identificacidén de los cocoS son:

a)
b)
c)
d)
e)

f)

Tincidén de Gram,

Fermentacién de azlcares,
Licuacién de la gelatina.
Produccidn de indol y catalasa.
Reduccién de los nitratos,

Coagulacidén de la leche.

la



Clasificecidn de Holdeman y Mpore de los cocos asnaerpbins (64)
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II.-MATERIAL Y METODOS



II.1.- PROCEDENCIA DE LAS MUESTRAS
'i
Se ha buscado la presencia de Cocos Gram (+)
anaerobios en 592 muestras cuya procedencia ha sido -

la siguiente:

Procedencia MAXILOFACIAL

Exudado conducto de Stenon 1
Muelas cariadas 118
Granulomas : 3

Abcesos dentarios 4

Total 126

Procedencia 0O.R.L.

Otitis media crdnica 4

Procedencia BRCNCO-PULMONAR
Exudado herida torécica 3
Exudado quiste hidatidico pulmonar 4
Exudados pleurales 12

Aspiracidn tras-traqueal 5

Total 24



Procedencia ABDOMINAL
Exudados heridas quirdrgicas 101
Exudados peritoneales y absce

sos post-quirurgicos 56

Total 157

Procedencia GENITO-URINARIO

Exudado fondo saco vaginal 1
Pus cuello uterino 1
Pus herida perineal ‘ 5
Pus absceso pélvico 1

Total 8

Procedencia APARATO LOCOMCTOR

Exudado articular 9
Exudado cadera 6
Exudado amputacidn 4
Exudado Ulcera de pie 1
Lesidén de pierna 2

Total 22



Procedencia no especificada

Exudados | 180
Abscesos : 65
Secrecidn de fistula 6

Total 251



IT1.2.- TOMA Y TRANSPORTE DE MUESTRAS
/
Todas las muestras se han obtenido evitando-
su aireacidn y la contaminacidn con la flora de terri

torios vecinos.

Los liquidos purulentos o albergados en vaci
dad cerrada se tomaron por puncion, previa desinfec -
cidén de la piel, y se transportaron al laboratorio en
la misma jeringa empleada para esta practica, cuya -
aguja para evitar la penetracidén del aire, estaba cla
vada en un tapdn de goma previamente desinfectado. Da
do que entre el émbolo y cilindro puede haber un lige
ro paso de aire, se enviaron rapidamente al laborato-
rio donde se sembraron en medio s6lido (Brain Heart

Infusidon Agar (BHIA)).

Cuando no fue posible la recogida del exuda-
do purulento en jeringa, se utilizd torunda estéril ,
que fué inmediatamente sembrada en medio sdlido (BHIA)
6 en medio liquido (Rosenow), previamente regenerado -
al bafio maria durante quince 6 veinte minutos para -
eliminar el oxigeno disuelto, de modo que el tiempo -

de contacto de la muestra con el oxlgeno atmosférico



fuera practicamente nulo,
/

También se ha utilizado torunda estéril en -
la toma de muestras procedentes de caries dental. In-
mediatamente después de la extraccidén de la pieza den
taria, se introdujo la torunda en la caries, siempre
que el tamafio de esta lo permitia, sembrandose a con-

tinuacidén en medio sdlido (BHIA).

En ausencia de otros medios mis especificos-
de transporte, de los que no hemos dispuesto en ningln
momento, hemos aceptado como aptas para su procesamien
to las torundas remitidas en un tubo de Fluid Thiogly-

collate Medium (Difco), previamente regenerado.

En ocasiones, las muestras llegaron al labora
torio en tubos estériles tapados con algoddn. En estas
condiciones, se exigid que el tiempo transcurrido en -
tre la obtencidn y la siembra en medio sdlido (BHIA) -

no fuera en ningun caso superior a quince minutos.



II.3.. METODOS PARA LA OBTENCION DE ANAEROBIOSIS
Para la obtencidn de anaerobiosis se ha se -
guido la metodica del "Manual de Techniques Bacterio-

logiques" (48 Edicidn. 1974) (65).

1.- Métodos fisicos.-
a) Utilizacion de medios semi-solidos que 1li-
mitan la difusidén del oxigeno. Para lograr
lo se ha afladido agar al 0,05 % a la base

V-L (viande-levure) liquida.

b) Empleo de una capa de parafina en superfi-
cie que aisle el medio de cultivo de la at
mésfera ambiental. Es una de las técnicas-

seguidas en el medio de Rosenow.

c) “Siembra en recipientes que exponen una su-
3 . 4 v [ 4 s
perficie minima al oxigeno ambiental, como

los tubos de 180x9 mm,

d) Regeneracidn de los medios liquidos y semi
s6lidos en bafio maria hirviente durante -
quince 6 veinte minutos, lo que permite -
eliminar el oxigeno disuelto que contie -

nen.



2.- Métodos quimicos.-

a)

b)

Incorporacidn a los medios de cultivo de -
sustancias reductoras, Nosotros hemos uti-
lizado el clorhidrato de cisteina, que ade
mas puede ser esterilizado en autoclave., -
En determinados medios se ha empleado la -
glucosa que debe su accidn reductora a dos
circunstancias (SEBALD 1973) (66),
- Transformacién en reductona en medios 1i
geramente alcalinos y en presencia de -
proteinas a temperaturas proximas a los-

1102 C, como sucede al autoclavar los

distintos medios que llevan glucosa en

su composicidn,

- Porque los metabolitos intermediarios o
finales que producen 1las bacterias al -
utilizarla tienen propiedades reductoras

Para facilitar la anaerobiosis se heautili

zado también fragmentosde cerebro de terne

ra que aparte de las sustancias reductoras
que contiene presenta recovecos que prote-
gen y facilitan el desarrollo de gérmenes
anaerobios mis exigentes. Esta técnica se

sigue en la preparacion del medio de Rose



c)

now,

Eliminacidn del oxigeno ambiental en la -

propia placa para poder obtener un culti-

vo en superficie, En nuestro trabajo hemos
recurrido al empleo del pirogalol alcalino
(BEERENS 1965) (67) que consiste en una -
mezcla de carbonato potéasico, pirogalol vy
tierra silicea que reacciona con ei oxige-
no eliminandolo, resultando una atmésfera

de CO2 exclusivamente, Por una parte se -
mezclan el pirogalol y la tierra silicea =-
en una proporcion 1/5 y en el momento de -
proceder a la siembra de 1las placas de Pe-
tri, se mezcla en un mortero unos 3 gr, de
carbonato potasico en polvo con 18 gr. de-
la mezcla preparada anteriormente, Este -

conjunto se intreduce en una bolsa de pa -~
pel de filtro que se fija una vez cerrada,
en la parte externa de la cubierta de la -
placa de Petri, mediante dos fragmentos de
cinta adhesiva,

Posteriormente se coloca la placa inverti-
da sobre la parte externa de la cubierta -

que contiene el saquete, y se cierra hermé



ticamente con una cinta adhesiva. En este -
trabajo se ha utilizado cinta ailslante Pan-

ther de 33x25 mm de CRADY,

d) Jarras para anaerobios: Son recipientes ce-

rrados donde se elimina el oxigeno al combi
narlo con distintas sustancias en presencia
de catalizadores,

En nuestro trabajo hemos utilizado el "sis-
tema Gas Pak" de BALTIMORE BIOLOGICAL LABO-
RATORY (BBL), disefiada por Brewer y Allgei-
rer en 1960 para el aislamiento y cultivo-

de microorganismos anaerobios

Este sistema Gas Pak consta de:

1. Jarra:constituida por un recipiente de poli

carbonato resistente y rigido,capaz de sp -
portar temperaturas del autoclave de 1219 -
durante 15 minutos.Las dimensiones de los -
modelos que hemos utilizado son:diametro ex
terior 17 cm,didmetro interior 11,5 cm,altu
ra 28,5 cm,

Tapa: del mismo material, lleva en su cara-
interior un panel metalico que encierra un-
catalizador (aluminio y paladio), se cierra

herméticamente mediante una junta elés-



tica interpuesta entre jarra y tapa, y -
una mordaza, ajustada mediante un sistema
de tornillo.Después de un cierto numero -
de operaciones,se deben regenerar los ca -
talizadores calentandolos a 160Q durante-
hora y media o dos horas en horno Pasteur

3. Saquetes'"Gas Pak": El1 saquete "Gas Pak" -
encierra dos comprimidos: uno de borohi -~
druro de sodio, genegador del hidrdgeno vy
otro de bicarbonato y acido citrico, gene
rador del gas carbdnico.

4, Indicador de anaerobiosis: constituldo por
un sobre que encierra una banda de papel -
de filtro embebido en una solucion de azul
de metileno, En presencia del oxigeno toma
color azul, decoloréndose cuando todo el -
oxigeno se ha combinado con el hidrdgeno -

presente,

TECNICA

Se colocan las placas en las jarras con un
indicador de anaerobiosis.Se rasga por un extremo el-
sobre Gas Pak,se introduce 10 ml.de agua, y se coloca

en el interior de la jarra. Se tapa, se coloca la mor



daza en su posicidn y se aprieta a mano el tornillo.
E1 hidrogeno pfoducido por el sobre Gas Pak reaccio-
na con el oxigeno en presencia del catalizador y se-
produce la atmdsfera anaerobia., También se produce -
CO2 en cantidad suficiente para mantener el creci -

miento de las cepas anaerobias dificiles que a veces

no crecen en ausencia de este gas.

Durante la incubacidn se pueden detectar -

las condiciones anaerobias facilmente. Cuando la
reaccidn tiene lugar, se observa una condensacitn de
agua, como una visible niebla o bruma en la superfi
cie interior de la jarra y por un calentamiento mode
rado de la tapa sobre el catalizador. Si no ocurre -
condensacidn apreciable en 30 minutos debe sustituir

se el catalizador.

El indicador debe perder su color cuando se
reduce el azul de metileno al desaparecer el oxlgeno.
Cuando los signos de anaerobiosis empiezan a manifes
tarse las jarras se incuban en estufa a 379 duante -

cuarenta y ocho horas.



IT.4,.- MEDIOS DE AISLAMIENTO Y ENRIQUECIMIENTO
" .

Las siembras en medios de aislamiento y enri
quecimiento, se han realizado siempre antes de que -
transcurrieran mas de quince minutos desde la obtencidn
de la muestra para evitar en lo posible el efecto tdxi-
co del O2 sobre la flora anaerobia.

Los medios empleados para el aislamiento de-

las muestras han sido:

BRAIN HEART INFUSION AGAR, Difco, (BHIA),
Extracto de Carne-Extracto de Levaduras-San
gre (VLS).

Extracto de Carne-Extracto de Levaduras en-

tubos de 180x9 mm (VL profundo, VLP).

Como medio de enriquecimiento, se empled Gni

camente el medio Rosenow,

MEDIOS

1. BRAIN HEART INFUSION AGAR (BHIA), cuya -

preparacién y composicidn es la siguiente (HOLDEMAN y -

MOORE) (64).



BHIA (DifCO) +eesecessccsssees 52 g,
Extracto de Levaduras (Difco).. 5 4.
Clorhidrato de cisteina (Merck) 0,3 g.
Bacto-agar (Difco) sieeececeses 20 g,

Agua destilada seeeeeccccccasss 1000 ml,

Se disueive el BHIA, extracto de levaduras,
clorhidrato de cisteina y bacto-agar en 1000 ml, de-
agua destilada con ayuda de ebullicion, se ajusta el
pH a 7.4 y se esteriliza en autoclave a 1202 durante

veinte minutos.

Cuando el medio se enfria y alcanza 502 C ,
se afladen 5-10 % de sangre lacada de caballo (sumi -
nistrada por Laboratorios Llorente) que posteriormen
te Se sustituyd por sangre humana sin que aparente -
mente surgieran diferencias importantes, La sangre -
lacada se ha obtenido mediante tres congelaciones y
descongelaciones sucesivas. E1 medio tiene una con -
centracidn final de 35 grs/litro de Agar-Agar, que -

limita el crecimiento en velo de Proteus.

Todo el conjunto se agita suavemente para -

no formar burbujas y evitar la aireacion y se repar-



te en placas de Petri de cristal de 12 cm. de didme -

tro a razon de unos 20 ml. por placa.

Las placas que no se usan se pueden conser =-
var a temperatura ambiente durante un dia, mejor que-
a la temparatura de 42 C para prevenir el incremento-
de la absorcidn de oxigeno que tiene lugar a bajas -
temperaturas (MARTIN) (68), Este medio se usa para --
aislamiento en superficie y estﬁdio de la sensibili -

dad a los antibioticos.

La siembra se realiza haciendo una disemina-
cién de la muestra con una torunda empezando en el ex
tremo de un diametro e imprimiendo un movimiento de -
zig-zag bastante apretado perpendicular a dicho diame
. tro con el fin de que descarque la mayor cantidad po-
sible de las bacterias sobre esta zona, aproximadamen
te la mitad de la placa. Después con el asa de plati-
no estéril, se extiende en estria apretada sobre la -
parte no sembrada para conseguir el crecimiento de co

lonias separadas.

Cuando se trata de un producto liquido, se -

deposita una gota de la muestra con una pipeta Pas -~



teur en el extremo de la placa y se hace la siembra -

con asa de platino esteéril,

Se siembran siempre tres placas, que se incu
ban a 372 en - aerobiosis, atmosfera con un 5-10 % de
CO2 Y en anaerobiosis respectivaemente., Cuando se uti-
liza la técnica del pirogalol alcalino para producir=-
la anaerobiosis deben utilizarse placas de vidrio, ya
que en algunos lotes de placas de plistico no se con-
sigue la anaerobiosis posiblemente a causa de la pene

tracidn de aire a través de los poros.

A las 48 horas de incubacion, las colonias -
obtenidas son examinadas con lupa binocular a 125 y -
200 aumentos, y aisladas en una nueva placa de medio
BHIA por siembra en cuadrantes con pipeta Pasteur ce-
rrada, De este modo pueden hacerse en la misma placa-

unos seis aislamientos de colonias distintas.

2. Medio EXTRACTO DE CARNE-EXTRACTO DE LEVA-

DURAS (VL). La composicidn y preparacion es la siguien

te: (65)



Base V,L.

/

Peptona tripsica (Difco) seseeeesess 10 g.

Cloruro sddico (Merck) c.eeeececeose 5 g.
Extracto de Levaduras (Difco) seeese 5 g.
Extracto de carne (Difco) seeevevees 2 g,

Clorhidrato de cisteina (Merck) .... 0,3 qg.

Agua destilada 8 59 0000 68 00 Pesenas 1000 mlo

Se ajusta el pH a 7.4-7.5,

Esta base sirve para preparar numerosos me -

dios.

2.1.- MEDIO PARA CULTIVO DE SUPERFICIE:(VLS)

GIUCOSB(Meer) e 8 0% 98 ¢ b b 2 g.
Bacto-agar (Difco) secececesss 20 g.

BASE V.L. o.-oo-.c----cot.o...looo ml-

Se disuelve por ebullicibn, se filtra y se -
esteriliza en autoclave a 1202 durante veinte minu -
tos. Cuando el medio se enfria y alcanza 502 C se afia
de 5-10 % de sangre lacada. Todo el conjunto se agita

suavemente para no formar burbujas y evitar la airea-



cibn. Se reparte en placas Petri de cristal de 12 cm-
de diametro a razdn de 20 ml. por placa. Las siembras
y aislamiento se efectuan igual que para el medio -

BHIA,

2.2,- Medio EXTRACTO DE CARNE-EXTRACTO DE LE

VADURAS en profundidad. (VLP) (65).

Se prepara afiadiendo a la base V.L. an-

teriormente descrita:

Glucosa (Merck) seevesccascenses 2 Go
BaCtO—Agar (DifCO).....-.-..... 6 go

Base liquida V.L. ¢eveceasesss 1000 ml,

Se filtra y se reparte en tubos de 180x9 mm.
a razdn de 5 ml. por tubo. Los tubos se tapan con al-
goddn y se esterilizan en autoclave a 1159 durante -
veinte minutos. Una vez frios se guardan en nevera pa
ra evitar su desecacidn, y en el momento de su uso se
regeneran al bafio maria hirviendo duante veinte minu-
tos para eliminar el oxigeno disuelto. La siembra se
efectia en este medio cuanto estd fundido y a la tem

peratura de 459, para lo cual una vez regenerado Se -



conserva en bafio maria.

/

i

Siempre se ha efectuado la siembra en este -

medio a partir de una placa de VLS o0 BHIA incubada en

anaerobiosis durante cuarenta y ocho horas,

Las distintas colonias aisladas en placa o -~
reaisladas en cuadrantes se resiembran en VLP previa-
mente regenerado y posteriormente enfriado a 452 C, -
La siembra se hace con pipeta Pasteur cerrada con mo-
vimientos repetidos ascendentes y descendentes y a la
vez de rotacion de la pipeta. La incubacidn se hace -
siempre a 372 C durante el tiempo suficiente para que
el crecimiento sea evidente lo que en el caso de los-

cocos anaerobios es, al menos, de 48 horas.
Los gérmenes anaerobios estrictos crecen en-
toda la altura de la columna de medio salvo en una zpo

na mas proxima a la superficie en la que el potencial

redox es alto por difusién del 0, atmosférico.(pag.71)

3. Medio de enriquecimiento: ROSENOW (65),

Su composicidn es:



Peptona tripsica (Difco) ..eeeeees 10 gq.

Cloruro sddico (Merck) eseeeeececes 5 g.
Extracto de carne (Difco) seeeeces 3 qg.
Glucosa (Merck) coeeevevsseseaccns 2 q.
Indicador de Andrade seecececccasa 10 ml.

Agua Ordinaria 4 & & 5 6 8 &0 ¢ 0 00 9 8 v 0 SR lOOO ml.

Todos los componentes excepto la glucosa y -
el indicador de Andrade, se disuelven en el agua con-
ayuda de ebullicidn durante diez minutos. Se ajusta -
el pH a 7.2 y previa filtracidn por papel se afiade la
glucosa y el indicador de Andrade (solucidén de fuchi-
na acida en agua destilada al 5 %), El liquido toma -
un tinte rosado si el pH es correcto. En caso contra-
rio, la coloracidén es roja franca y debe aﬁadirse un-
poco de sosa muy diluida hasta obtener el pH deseado.
Se reparte en tubos de 200x20 mm (20 ml.) & de 160x16
mm (12 ml.,) en los que se ha colocado previamente un
trocito de marmol blanco y un fragmento de cerebro de
buey o cordero, del volumen del grueso de una avella-

na, limpio de meninges y vasos superficiales,

Se esteriliza en autoclave a 1202 durante -

veinte minutos y se emplea siempre recién preparado ,



puesto que a partir de los quince dias a temperatura
ambiente, el cerebro se altera rapidamente y la rege
neracién al bafio maria hirviente es inmmz de resti -

tuirle su valor primitivo.

Previa regeneracidn sesembraron las muestras:

- Cuando se trataba de torundas, el vastaqo -
de la torunda fue partido haciendo palanca en la boca-~
del tubo, de tal manera que finalmente la torunda pro-
plamente dicha quedaba en el fondo, en contacto con el

trozo de cerebro,

- Para la siembra de un cultivo puro en medio
de VLP utilizamos varillas estériles y no estiradas, a
modo de pipetas, de unos veinte centimetros de longi -
tud y diametro externo inferior al diametro interno -
del tubo de VLP, Aprovechando la poca consistencia del
VLP es posible aspirar el contenido del tubo que se re

siembra en medio Rosenow.

El medio Rosenow se cubre en todos los casos-
después de sembrado con una capa de parafina fundida y

previamente esterilizada de 1 cm de grosor aproximada=-



mente, para evitar la difusidn del 02. La incubacidn
se realiza a 372 C durante el tiempo necesario para-
que el crecimiento sea evidente, generalmente no me-

nos de 48 horas para los cocos anaerobios,

En este medio se pueden observar los fendme

nos siguiente:

1), Fermentacidn de la glucosa: Se manifies
ta por el cambio del indicador de Andrade. Se produ-

ce en las primeras horas del cultivo al contacto con

el cerebro, alll donde las bacterias comienzan a

multiplicarse., El color varia del rosa al rojo car

min, Se atestigua la acidificacion por la fermenta

cién més o menos pronunciada del azlcar. Cuando se

tarda en hacer la lectura el indicador se decolora

por reduccidon y el virage en la zona acida no se de-

tecta.

2). Poder reductor: Después de la fermenta-
cidn el medio se puede decolorar o se convierte en -
verdoso. La decoloracidn traduce el poder reductor -
del gérmen. El virage a verde se observa con las bac

terias reductoras poco o nada glucidoliticas, a ve -



ces proteoliticas o alcalinizantes,

3). Produccién de gas: Se manifiesta por una
elevacidn mds o menos pronunciada del disco de parafi
na. Cuando sube hasta el tapdn que cierra el tubo el-
desprendimiento de gas se awota como (++++), a mitad -
de altura entre la superficie y el tapon (+++), cuan-

do estd apenas elevado con presencia de una gruesa -

burbuja de gas (+).

Esta apreciacion debe tener en cuenta un -
error: el gas llega a veces a escaparse parcialmente-
entre la parafina y la pared del tubo, y su volumen -

esta por tanto artificialmente reducido.

Una vez que tenemos un cultivo puro sembrado
en medio Rosenow, se pasa a las pruebas de identifica

s 2
cion,



Observaci6on del crecimiento de un anaero -

bio estricto en tubocs de VLP




II-5.- IDENTIFICACION
i
La identificacidén de los Cocos Gram (+) anag

robios aislados se ha realizado por dos técnicas:

II,5.1.- Segin métodos convencionales, del "Anaerg
be Laboratory Manual'" 32 Ed.(64).

1I.5.2.,- Utilizacidn del "Sistema API 20 ANAEROBES"
fabricado por Analytab Products Inc y dis-

tribuido por Gustavo Reder y CIA (S.R.C,).

Todas las pruebas de identificacidén se hicie -

ron a partir del medio Rosenow, y fueron las siquientes

a) Tincidn de Gram,

b)Licuacidn de la gelatina.

c) Fermentacidn de azlcares.

d) Determinacidon de la produccidén de indol,
e) Reduccidén de los nitratos.

f) Estudio de la produccidn de catalasa,

g) Accidn sobre la leche.



a) TINCION DE GRAM,
i
Este método sirve para diferenciar los dos -
grandes grupos de microorganismos: Gram positivos y =
Gram negativos, permitiendo asimismo observar la morfo

logia de los mismos.

A partir de un = tubo con medio Rosenow, se

perfora la capa de parafina con un punzdn caliente y

con una pipeta Pasteur estéril, se toma una pequefia

cantidad del fondo del tubo que se extiende sobre la

mitad de un portaobjetos de modo que quede una capa

delgada.

Cuando se abre un tubo de Rosenow debe sembrar
se otro tubo del mismo medio. La siembra se hace pasan-

do de medio a medio una pipeta Pasteur completa.

b) LICUACION DE LA GELATINA,

Se toma de un tubo de Rosenow con el gérmen a
estudiar una pipeta Pasteur completa y se introduce en
otro tubo del mismo medio previamente regenerado y en-

friado, se afiade un disco de Kohn que contiene gelati-



na y carbon animal., En nuestro trabajo hemos utilizado
los suministrados por "B-D Mérieux".Se tapa el tubo -~
con parafina y se incuba a 372 durante diez a quince -
dias. Si el gérmen posee gelatinasa el disco se rompe-
y queda libre el carbon animal que se dispersa dando -
un depdsito negro en el fondo del tubo. En caso que el

gérmen no posea gelatinasa el disco queda intacto.

c) FERMENTACION DE LOS HIDRATOS DE CARBONO.

El medio utilizado para la fermentacidn de azi

cares es el siquiente (65):

Medio VL semiSOlid0 eeeeescecccnsee 100 ml.

Hidrato de Carbono a estudiar (Difco) 1 q.

El medio VL semisdélido se compone de:

BaSeVL..'l..Cl!.'lb‘t'..'o.u."tl lOOO ml.

Bacto-Agar (Difco) sieeeeierecccnes 0,5 g.

Se disuelve el hidrato de carbono en el medio-
VL semisdlido. Se reparten 10 ml., en tubos de 160x16 -

mm, se esteriliza en autoclave a 115Cdurante veinte mi



minutos. En el caso de arabinosa, xilosa, salicina, -
sorbitol, ramnosa y galactosa, se afiade a la base se
misolida VL estéril repartida en tubos, soluciones -
estériles de estos azlcares obtenidos mediante fil -
tracién sobre bujia Chamberland L,, filtro Seitz 6 -

filtro Millipore.

Los tubos a utilizar se regeneran al bafio -
maria durante veinte minutos y cuando alcanzan 452 -
se siembran cada uno con una pipeta Pasteur completa
de medio Rosenow, se incuban a 3792 durante diez o -
quince dias, al cabo de las cuales se adiciona a ca-
da tubo 10-15 gotas del indicador universal (Merck)-

se agita y pueden aparecer tres coloraciones,

Verde: No acidificacidén pH 6-7
Naranja-amarillo: Débil acidificacidn pH
5,5-6

Rojo: Fuerte acidificacidn pH 5,

Hemos considerado reaccidn positiva cuando -
el pH era inferior a 5,5. Débilmente positiva cuando
oscilaba entre 5,5-6 y negativa cuando era superior -

a 6. En todos los casos se sembrd un testigo (base -



V.L. semisdlida) que no contenia azucar.

d) DETERMINACION DE INDOL
!
Se estudia la produccién de indol a partir -

del triptdofano de la peptona,

Técnica: Se regeneran los tubos de VL semisd
lido y se dejan enfriar a 4592, se introduce una pipe
ta Pasteur completa de la suspensidn bacteriana en me
dio de Rosenow y se incuban a 372 durante 10-15 dias-
al cabo de los cuales se afaden 3-4 gotas del reacti-

vo de Ehrlich, resbalando por las paredes.
Composicidn del reactivo de Ehrlich:
Se disuelven 4 g, de p-dimetilaminobenzal -
dehido en 380 ml. de alcohol etilico a 952 y se afia

den 80 ml., de ClH concentrado.

En el caso de que se haya producido indol ,

en la zona de separacidn aparece un color rojo.
e) REDUCCION DE LOS NITRATOS

Con esta prueba se observa si la bacteria -



reduce los nitratos a nitritos. El medio empleado es

(65):

Medio VL semisdlido eececeososes 1000 ml.
Glucosa (Merck) ® & & © 2.8 0 & 0 5 2 s 9 2 g.

Nitrato SOdiCO eeeeccvoscsosoese 5 g.

Disolver la glucosa y el nitrato sodico en-

el medio VL semisdlido. Se reparten 10 ml. en tubos de

160x16 mm, se esteriliza en autoclave a 1152 durante

20 minutos,

Técnica: Se regeneran los tubos del medio

descrito y se dejan enfriar,se introduce una pipeta

Pasteur completa d@ la suspensidn bacteriana en medio

de Rosenow y se incuban a 372 durante diez o quince
dias. Transcurrido el tiempo se afiade acido sulfanili-
co al 8% en acido acético 5N y alfa naftilamina al 5 %
en acido acético 5N. Si los nitratos han pasado a ni -
tritos, aparecera un color rojo ladrillo con precipita
do caracteristico. En caso contratio no se altera el -
color o es apenas anaranjado., Si la reaccion es negati
va o dudosa, para confirmarlo debe afiadirse polvo de -

zinc: si no ha habido reaccién, aparece. un color -



lor rojo.
i

£) ESTUDIO DE LA PRODUCCION DE CATALASA

Para la realizacidn de esta prueba se utiliza

el medio de Rosenow.

Técnica: Se afiaden unas gotas de peroxido de-
hidrdgeno de 10 volumenes a un tubo de medio Rosenow -
con crecimiento bacteriano. La reaccidn es positiva -
cuando se producen burbujas de oxigeno, siendo negati-

va en caso contrario,
g) ESTUDIO DE LA ACCION SCBRE LA LECHE,

Se utiliza leche cisteinada cuya composicidn

es: (65)

LEChe descremada ® 8 0 & P PV e ée desre looo ml.

Clorhidrato de cisteina (Merck)... 0,8 g.

Se disuelve el clorhidrato de cisteina, se -
ajusta el pH 7.3-7.4 y se reparte a razdn de 10 ml, -

en tubos de 160x16 mm. Se esterilizan a 1152 C duran-



te 30 minutos.
!I
Técnica: Se regenera el tubo de leche cistei
nada y se enfria a 452 C, se afiade una pipeta Pasteur

completa en medio Rosenow crecido y se incuba dos o -

tres semanas a 372 C,

Al cabo de este tiempo la leche puede estar:

- No modificada.

- Coagulada sin retraccién del coagulo.

- Coagulada con retraccién del coagulo.

- Coagulada con codqulo retractado y alveo-
lado.

- Digerida.



IDENTIFICACION POR MEDIO DEL SISTEMA "API 20

ANAEROBES",

E1 "Sistema API 20 ANAEROBES" es una tira -
con 20 cipsulas que permite buscar 20 caracteres bio-
quimicos para la identificacidén de bacterias anaerg -

biaSn

Para su empleo, a partir de un cultivo puro
de medio Rosenow, se depositan dos gotas de la suspen
sion bacteriana con una pipeta Pasteur en dos placas-
de medio BHIA, y se hace una extensidn con un asa de-
platino estéril. Una de las placas se incuba 48 horas
en anaerobiosis y otra en aerobiosis para verificar -

el caracter anaerobio de la cepa a estudiar,

El sistema consta de una caja de incubacidn-
individual, (fondo con alveolos y cubierta). Una tira
con 20 tlbulos cada uno correspondiente a un caracter
bioquimico distinto, y un tubo con medio enriquecido

y cerrado.



Composicién del medio:
Triptona a6 80 08 5 g.
E'Levadura oo s 00 5 go Vitamina K3 e e0 90000 0’01 g.
C].Na I'.l.......2’5 g. Sulfito SédiCO e 9 ® 9 6 O O,l g.
L-triptéfano ...0,2 g, Agua destilada sves... 1000 ml.

L—CiStina e s o0 '00,4 ga

Hémina +.eev....0,01 q.

pH 1-7,2

Técnica: Se llenan los alveolos del fondo de -
la caja con 5 ml. de agua en cada uno, Se saca la tira-
de su envase estéril y se coloca en la caja. Se abre el
tubo de medio enriquecido y se hace una susSpensidn bas-
tante densa del germen crecido en medio BHIA en anaero-
biosis, manteniéndose en una anaerobiosis lo mis estric
ta posible. Con ayuda de una pipeta Pasteur, con la -
punta colocada sobre un lado de la clpula del tibulo,se-
aftade la suspensidn evitando que se formen burbujas -
(inclinando ligeramente la caja) se llena el tubulo y -
con otra pipeta Pasteur estéril, se llena la cupula con
aceite de parafina estéril dando una anaerobiosis sufi-
ciente para la mayor parte de los gérmenes anaerobios -

encontrados,



Se tapa la caja y se incuba a 372 C durante

48 horas. i

Los resultados obtenidos se leen del siguien

te modo:

a) FERMENTACION DE GLUCIDOS: 16 de los 20 sustratos -
de la tira "API 20 A" son glicidos con purpura de bro
cresol como indicador de pH para observar la produc -

cidén de acidos en caso de fermentacion:

Reaccidn Color
Produccidén de 3cidos Amarillo
No produccidén de acidos Plrpura

b) PRODUCCION DE INDOL: Para obtener el resultado de-
la prueba del indol, se afiade una gota de xileno en -
la clupula y después de alqunos minutos, se afiade una-
gota de reactivo de Ehrlich. La apariciéon de un color
rojo indica la presencia del indol, un amarillo indi-

ca reaccidn negativa.

c) ALCALINIZACION DE LA UREA: El1 tibulo contiene urea

tamponada a pH 6,3y rojo fenol. Una actividad ureési



ca produce amoniaco que eleva el pH y da lugar a una -

coloracion roja. |

d) PROTEOLISIS DE LA GELATINA: E1 tibulo contiene gela
tina con formol (tipo disco de Kohn) sobre un soporte-
especial. La proteolisis de la gelatima libera particu
las negras que difunden y dan una coloracidn negra. En
caso de reaccion negativa no hay difusion y el medio -

queda incoloro.

e) HIDROLISIS DE LA ESCULINA: El1 tdbulo contiene un me
dio que adopta color marrdn-negro si la esculina es -
hidrolizada. La reaccidn comienza en la parte superior
del tlbuloj; en caso de reaccidn lenta, puede obtenerse
coloracion solamente a este nivel. Las bacterias fuer-
temente sulfidricas positivas, puede producir una colo
racion neqgra en el fondo del tubo. Esto debe interpre-
tarse como esculina negativa. Las reacciones dudosas -
se confirman mediante una lampara de U,V, (366 mu),Una
fluorescencia positiva indica una susencia de esculina

hidrolizada,

f) DETERMINACION DE LA CATALASA: La prueba se hace afia

diendo una o dos gotas al 3% de H202 en uno de los tu-



bos, excepto en indol., La rapida aparicidén de burbujas

indica la presencia de catalasa.



II.6.- ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD A LOS ANTIBIOTICOS
;

Se ha estudiado la sensibilidad de las cepas
de Cocos Gram (+) aislados en nuestro trabajo frente a -
ocho antibidticos y al Polyanetol sulfonato-sédico (SPS),
que inhibe el crecimiento del Peptostreptococcus anaero-

bios (GRAVE) (69).

El método utilizado ha sido el de disco-placa
en el que se ha introducido una modificacién del proce -

der de BAUER y col. (70),

19~ MEDIO DE CULTIVO.- Se ha utilizado el me-
dio BHIA preparado siempre el dia anterior a la realiza-
cidn de la prueba para evitar una excesiva oxidacidn y -
sus componentes, y no se guardo en frigorifico, ya que -
en éste la absorcidn de oxigeno es mayor. (DOWEL y col.)

(71).

20—~ INOCULO.- Se empled como base de cultivo
de 18 horas en medio Rosenow que habia sido sembrado -
previa regeneracién y posteriormente parafinado. Esta
suspension de bacterias en fase logaritmica (Wahren y

col.) (72) fue diluida en solucidn salina, hasta obte-



ner una densidad visual equivalente a la de un patrdn
standard, preparado afiadiendo 0.5 ml., de cloruro bari
co, 0.048 M, (1.175 % peso/volumen de cloruro barico
2H20) a 99.5 ml, de &cido sulfurico 0,36N (1 % volumen

/volumen) (Matsen y col.,) (73).

Este patron ha sido propuesto para las prue-
bas con anaerobios por (SUTTER y col.) (74) y equiva-
le a 1a mitad de la densidad del patrdén n2 1 en la es

cala de MACFARLAND,

30- SIEMBRA,- Se hizo con una torunda esté -
ril embebida en el indculo que para eliminar el exce-
so de cultivo absorbido se presiond contra las pare -
des del tubo. El indculo se repartid uniformemente so
bre la superficie de la placa y deslizando la torunda

en dos direcciones perpendiculares.

49- TIPO DE DISCOS EMPLEADOS:

Firma distri-

AntlbléthOS buidora Carga
Penicilina Difco 10 unidades
Ampicilina Difco 10 ug.

Cephalotina Difco 30 hg.



Tetraciclina Difco 30 uag.

Clindamicina ; Difco 2 Ng.
Chloramphenicol Difco 30 ng.
Erythromycina Difco 15 ug.
Carbenicilina Difco 100 ug.
S.P.S. Roche 20 pl,

Los discos se mantienen almacenados a ~149C -
con sustancias higroscopicas, con lo que se evita la -
pérdida de potencia, en especial de Penicilinas y Cefa
losporinas. Las que estan al uso se conservan a 49C vy
antes de su empleo se dejan un tiempo a temperatura am

biente para evitar la condensacidon (MATSEN y col.)(73).

Se colocan sobre la placa con unas pinzas que-
se esterilizan por flameado tras la aplicacidn de cada-
disco., Para cada gérmen, hemos utilizado dos placas, en
una se coloca cuatro discos de antibidticos y en la -
otra los otros cuatro y el de SPS en el centro. Estaban
separados 2 cm. de las paredes de la placa, de esta for
ma se evita el entrecruzamiento de las zonas de inhibi-

» 2

clon,

Una vez colocados, se presionan suavemente so-



bre el medio de cultivo con las pinzas para obtener -

una buena difusion.

50- INCUBACION DE LAS PLACAS.- Inmediatamen-
te después de colocar los discos, se introdujeron las
placas en jarras para anaerobios obteniéndose la anae
robiosis por medio de los sobres Gas Pak, e incubénqg

se a 372 C,

69~ LECTURA,- Se hizo a las 48 horas después
de iniciada la incubacion. E1 halo de inhibicidn se -
midid con un calibre cuyos extremos se situaban a la-

altura de la superficie de 1la placa



III.- RESULTADGOCS



Se han estudiado 592 muestras de personas -
cuyas edades eran diversas y sin distincidn de sexos. De

ellas se han aislado 115 cepas de cocos anaercbios Gram

(+),

La numeracién de cepas han sido del 1 al 112
desingandose con letras aquellas en las que aparecid mas -

de una especie de cocos anaerobios.

En casi todas ellas aparecieron mezclados co
cos anaerobios Gram (+) con bacterias  aerobias. En oca -
siones también aparecieron bacilos anaerobios Gram (-), ge-
neralmente Bacteroides del grupo "fragilis" y cocos anaerg
bios Gram (-) pertenecientes al Género Veillonella, Estos-
Gltimos aparecieron en las muestras procedentes de cavidad

oral en una proporcion bastante elevada.

Solamente en tres ocasiones aparecieron co

cos Gram (+) en cultivo puro e igualmente en tres ocasig -

{

nes apareci6 mds de una especie de cocos anaerobios Gram

(+) en el mismo cultivo.

1

Las pruebas realizadas para la identifica -



cién de cepas encontradas por fermentacidn de azlcares -
tanto por métodos convencionales como por el "SISTEMA API

20 ANAEROBES! se presentan en los cuadros siguientes.



II-1.- IDENTIFICACION POR METODOS CONVENCIONALES DE LOS CQCOS ANAEROBIOS GRAM (+) AISLADOS
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1 Peptococcus variabilis - - - - - - |t - - - - -
2 Peptoestreptococcus intermedius d d + + + + | - - + - + -
3 Peptococcus variabilis - - - - - - |+ - - = - -
4 Peptoestreptococcus intermedius d + + + + + | - - - - + -
5b Peptoestreptococcus productus + + + + + + |- - - - + -
5c Peptococcus variabilis - - - - - - |t - - - - —
6 Peptococcus variabilis - - - - = ~ 1+ - = - = -
7 Peptococcus variabilis - - - - - -t = - = - -
8 Peptoestreptococcus productus + + + + + + |- - - - + -
9 Peptococcus variabilis - - - - - - | * - - = ~ -

d= reaccidn débil;+ = reaccidn positiva; - = reaccidn negativa;
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10 Peptoestreptococcus intermedius d d + + + | o+ - - | 4 - + +
1l Peptoestreptococcus productus d + + + + | + - - - - + -
12d Peptoestreptococcus productus + + + + +1 o+ - -] - - + -
12j Peptoestreptococcus intermedius + + + + +| + - - - - + +
13 Peptoestreptococcus intermedius d + + + +| + - - | - -] - -
14 Peptoestreptococcus intermedius + + + + +| + - -1 - - - -
15 Peptoestreptococcus intermedius + + + + + + - - - -1 - -
16 Sin identificar - - - - - - - - - - |- -
17 Peptococcus variabilis - - - - - - + - - -1 = -
18 Peptoestreptococcus parvulus - - d + - - - - - - + -
19 ’Peptoestreptococcus intermedius d d + + | * - i -1t +
20 Peptococcus variabilis - - - - - - + - | - - = -
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21 Peptococcus variabilis - - - - - - + - - - - -
22 Sin identificar - - - - | - - - - - - - | -
23 Peptococcus variabilis - - - - = - + - - - - -
24 Peptococcus variabilis - - - - - - + - - - -] -
25 Peptoestreptococcus productus + + + +| + + + - - - + | -
26 Peptoesteptococcus productus + + + +| + + + - - - + | -
27 Peptococcus variabilis —_ - - - - - + - - - - =
28 sin identificar S S T R e R D
29 Peptococcus constellatus + + + - + + - - - - + | -
30 Peptoestreptococcus intermedius + + + +| o+ + - - - - - -
31 Peptococcus aerogenes - d d - + + ad + - - al+++
32 Peptoestreptococcus intermedius + + + +| + + - - - - -] -
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33 Peptococcus variabilis - - - - - - + - | - - - -
34 Peptococcus asacharolyticus - - - - - - - + | - - - -
35 Peptoestreptococcus productus + + + |+ + + - - | = - + -
36 Gaffkya anaerobia - - + - + + - - | - - - -
37 Peptococcus aerogenes - d| df - + + d + | - ~ d|+++
38 Peptococcus asachareclyticus - - - - - - d + | - - - -
39 Peptococcus prevotii - -~ d| - - - d - | d d + -
40 Peptococcus aerogenes - d d} - + + d + | - - dl+++
41 Sin identificar - - -] = - - - - | = - - -
42 Peptoestreptococcus intermedius + + + | o+ + + - - | - - + -
43 Sin identificar - - - - - - - |- - - -
44 Peptoestreptococcus productus + + + | + + + - - | - - + -
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45 Peptococcus variabilis - - - -] - - + - - - - -
46 Peptococcus variabilis - - - - = - + - - - - -
47 Peptococcus variabilis - - - - - - + - - - - -
48 Peptococcus asacharolyticus - - - - - - - + - - - -
49 Peptococcus variabilis - - - -] - - + - - - - -
5C Peptococcus variabilis - - - - - - + - - - - -
51 Peptococcus variabilis - - - -] - - + - - - - -
52 Peptococcus variabilis - - - - - - + - - - - -
53 Peptococcus variabilis - - - - - - + - - - - -
54 Peptoestreptococcus productus + + + + | + + - - - - + -
55 sin identificar - - - - - - - - — - - -
56 Peptococcus aerogenes - d d - + + d | + - - dl+++
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57 Peptococcus asacharolyticus - - - - - - - + - - _- _
58 Gaffkya anaerobia - - + | - + + - - - - - -
55 Peptococcus asacharolyticus - - S R - - - + - - - - -
60 Peptoestreptococcus intermedius + + + |+ + + - - - - - +
61 Peptococcus asacharolyticus - - -] - - - - + - - - -
62 Peptococcus sacharolyticus - + da | - d d d - + + + -
63 Peptoestreptococcus productus + + + |+ + + - - - - - -
64 Sin identificar - - - - = - - - - - - -
65 Sin identificar - - - - |- - - - - - - -
66 Peptococcus asacharolyticus - - -1 - - - - + - - - -
67 Peptococcus aerogenes - d d | - + + d + - - dl+++
68 Peptoestreptococcus micros - - d ! - - - - - - d - -
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69 Peptococcus sacharolyticué - + + ~1 d d - -+ -
70 Peptococcus asacharolyticus - - - - = — - + | - - - -
71 Peptococcus asacharolyticus - - - -] - - - + | - - - -
72 Peptococcus aerogenes - d d -~ + + d + | - - d |+++
73 Peptoestreptococcus micros - - d -] - d - -] - 4d - -
74 Peptococcus sacharolyticus - + + -1 d d - -+ + + -
75 Peptococcus variabilis -~ - d - - - + - - - - -
76 Peptococcus aerogenes - d d -t + + d + | - - d | +++
77 Peptoestreptococcus micros - - + - - a - - - d - -
78 Peptoestreptococcus intermedius + d + |+ + + - -] - - + +
79 Peptococcus constellatus d + + | - + + - - - - + -
80 Peptococcus variabilis - - - - - - + -] - - - -
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81 Peptoestreptococcus productus + + + + + + - - - | - + -
82 Peptococcus asacharolyticus - - - - - - - + - | - - -
83 Peptococcus asacharolyticus - - - - - - - + - | - - -
84 Sin identificar - - - - - - - - - | = - -
85 Peptoestreptococcus intermedius d + + + + + - - - - + -
86 Peptococcus variabilis - - - - - - + - - | - - -
87 Peptococcus variabilis - - - - - - + - - | - - -
88 Peptococcus variabilis - - - - - - + - - | - - -
89 Peptoestreptococcus intermedius + + + + + + - - - | - + -
S0 Peptococcus constellatus d + + - + + - - - | - + -
91 sSin identificar - = = - === = === |-
92 Peptococcus constellatus - + + - + + - - - | - + -
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93 Peptococcus constellatus - + + ] - + |+ - - - - + | =
94 Peptococcus constellatus d + + - + |+ - - - - + 5 -
95 Peptococcus variabilis - - - - - - + - - - -1 =
96 Peptoestreptococcus intermedius + + + | + + |+ - - - - + | 4+
!
57 Gaffkya anaerobia - - + i - + ] + - - - - R
%
98 Peptoestreptococcus intermedius + + + |+ + + - - - - + -
|
|
95 Gaffkya anaerobia - - + L - + + - - - - - -
2
100 Peptoestreptococcus productus + + + { + + + - - - - + | -
|
{
101 Peptoestreptococcus micros - - d | - - - - - - - - -
S _ e i
101b Peptococcus sacharolyticus - - P -1 - d - d + + | -
102 Peptoestreptococcus productus + + + + + ] + - - - - + | -
103 Peptococcus asacharolyticus - - - - - | - - + - - - =
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104 Peptococcus asacharolyticus - - - - - - | - + ~ -1 - -
105 Peptococcus asacharolyticus - - - - - - - + - - - -
106 Peptococcus asacharolyticus - - - - - - |- + - - - -
107 Peptococcus variabilis - - - - - - |+ - - - - -
108 Sin identificar - - - = - - | = - - - = -
109 Sin identificar - - - | - - - | - - - - - -
110 Peptococcus variabilis - - - - - - |+ - - - - -
111 Peptoestreptococcus intermedius + + + | + + + | = - - - + -
112 Peptococcus asacharolyticus - - - - - - | - + - - - -




A las cepas nlmeros 2,4,5b,8,10,11,12d,12f,
13,14,19,25,26,27,30,32,42,44,54,60,63,78,81,85,89,96,
98,100,102,111, que daban resultados comunes a Peptos-
treptococcus productus y Peptostreptococcus interme -
dius, se les hicieron pruebas de fermentacion de: Mani

tol, Ramnosa, Sorbitol y Xilosa.

Los resultados se presentan en la tabla si-

guiente:
Reaccidn
H
[i] — © o]
0 5 o . o
8 ﬁ o A o) ESPECIE
o £ y ~
ol i) [0} C o]
o = 44 0 P
2 - - - - Ps. intermedius
4 - - - - Ps, intermedius
5b] + + + d Ps. productus
8 + + + + Ps, productus
10 - - - - Ps, intermedius
11 + + + + Ps. productus
12df d + + + Ps, productus
12f - - - - Ps, intermedius
13 - - - - Ps. intermedius
14 - - - - Ps. intermedius

+= reaccién positiva; -= reaccidn negativa; d=reaccién débil



—
o | G o | 0| o

N £ | a | o ESPECIE

o | & 5 | o | A

o = 04 n =

15 - - - - Ps, intermedius
19 - - - - Ps. intermedius
25 + +E + + Ps., productus
26 + + + + Ps., productus
27 + + + + Ps. productus
30 - - - - Ps, intermedius
32 - - - - Ps, intermedius
35 + + + + Ps. productus
42 - - - - Ps., intermedius
44 + + + + Ps. productus
54 + + + + Ps. productus
60 - - - - Ps, intermedius
63 + + + + Ps. productus
78 - - - - Ps, intermedius
81 + + + + Ps. productus
85 - - - - Ps., intermedius
89 d - - - Ps. intermedius
96 d - - - Ps, intermedius
98 - - - - Ps, intermedius

100 + + - + ps, productus

102 + + + + Ps, productus

111 - - - - Ps. intermedius




M.4{JDENTIFICACION DE LAS ESPECIES AISLADAS POR EL SISTEMA “API 20 ANAEROBES"
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Especie vl ool 3] glul U] Al A0 | OfA] ] Elm | w B9 |y

O Cf L] Do mﬂmi>~.lh~‘ib'r—1‘l)mﬁl LA E=t R LI

ViHIDIO SR <o WlOlulaiEgyx ElO

1  Peptococcus variabilis S U PG (DU (SN | (PG f -!+ el et =l =t == 1-

X 2 Peptostreptococcus Intermedius |-|=i-|+]=|+l+ 1+ dl =t ===+ | +=|=]=|~]=}=

3 Peptococcus variabilis U TN [ O R U G U DU Y PO RN U SO U P (S O (G DS

» 4 Peptostreptococcus intermedius |-l |={+|={+] +| 4]+ =} =]=ld|=|=|¢ |=i~ |- +{-|~

5b Peptostreptococcus productus R R i PO Y ) 1P P S I I S £ T T T R S ) R S Y

5S¢ Peptococcus variabilis PR VR (N U DU U DU ) O S S G S e

6 Peptococcus variabilis ~ - |-l t= = =] =1 =1 =1t =t = == =] =] =] -

7 Peptococcus variabilis - SR U DI ) S SN G (DU R G 0 P U O S TN U U U s

8 Peptostreptococcus productus B A RN R R R R I R I R LR LA EA RN A RS Y

9 Peptococcus variabilis JUR RS U G DO P UG G (U N U U O N W N S NG DAY S R (O

10 Peptococcus intermedius I N RIE RT R s I R R T R RN B B e

11 Peptostreptococcus productus [ e IR R R e R e o T N S R R S

Al2d Peptostreptococcus productus [ P N O S N N I e e A RS R RS I

12 Peptostreptococcus intermedius {+ |~ |-+ |—|+|+{+]H -1~|-|+|-1+|*]-|-1-1-|-|-

#13  Peptostreptococcus intermedius |- [~ = [+ |~ |+ +|+] 4] = ~[=|+]= | +|¢]=|-{-1+]|-{~

s14  Peptostreptococcus intermedius |- |- |-|+|~{+|+|+]# =l =]~ +]~ | +{+{=|-1-]-] -}~

15 Peptostreptococcus intermedius |=|=!={+[=|+| #]+} 4| =] ~I=ft|=iti+|=)=]|~1~]~| -

16  Peptococcus variabilis JUUS ORGP N I DU [ N R P U R [ [N O Y [ ) ()

17 Peptococcus variabilis e el ===l = =1 =l =] <} #]=] =] =1~ |-1-{-1-1-}-

718 Pepto<treptococcu< parvulus ~=d=tdl=tsl =] =] dl «f [ =|=|= |- |- |=1=f=]=1=]=

19 Pepto=treptococcus intermedius |+ |- i=i+[=|+]+[+]+ ~[=[=[+]-|+ [+ |=]-|-1*] -]~

20  Peptococcus variabilis ) BN R RN O U O U O U U OO N R O ) O G

21  Peptococcus variabilis UG U U N U O [ Y Y U Y U Uy G RN G U UG ) Y
22 5. 1. RERERRS R

23 Peptococcu~ variabilis U RO T Y [ O (O O O U I O G ) N

+= reaccién positiva; -=reaccién

neqativa;

d= reaccidn débil
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Catala<a

GCas
Indol
Urea
Glucec=a
Manitol
Lacto
Sacarosa
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Ercculina
Glicerol
Celobio=a
Mano~a
Rafinoca
Rhamnora
Trehalo-
Sorbitol
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Xyl
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24 Peptococcus variabilis
25 Peptostreptococcus productus
26 Peptostreptococcus productus
27 Peptococcﬁq variabilis=
28 S. 1.
29 Peptococcus constellatus
#30 Peptostreptococcus intermedius
31 Peptococcus aerogenes
#32 Peptoctreptococcuc intermediu<
33 Peptococcus variabilis
34 Peptococcu= a<acharolyticus
35 Peptostreptococcus productus
136 Gaffkya anaerobia
37 éeptococcus aerogenes,
38 Peptococcus asacharolyticus
39 Peptococcus prevoti
40 Peptococcus aerogenes
41 S.T.
42 Peptostreptococcus intermedius
43 s 1.
44 Peptostreptococcus producggs
45 Pe?tococcus‘variabilis
46 Peptococcus variabilis
47 Peptococcus variabilis
48 Peptococcus asacharolyticus
49 Peptococcus variabilis
50 Peptococcus variabilis
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51 Peptococcus variabilis A= === == =1 =] =]+ |- |- |=j={=]={=] =] =] =
52 Peptococcus variabilis e [ [ = =) ] =] =t = = = [ = =] = =] -
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En los cuadros de identificacidén correspon
dientes al método API hemos marcado-con un asterisco -
aquellas cepas que no coincidan exactamente con el Manual
de Holdeman y Moore empleado (64), haciendo las siguien -

tes observaciones.

- Las cepas n?Q 2, 13, 14, 30, 32, 42, 85,
89, 111 pertenecientes a Peptostreptococcus intermedius-
no producen gas en medio de Rosenow, segin el Manual to-
das las cepas producen gas abundante. Las cepas que a no
sotros nos han producido gas (10, 19,60,78,96) lo hacen

en pequeifia cantidad.

- La cepa n2 4 de Peptostreptococcus inter
medius da reaccidon débil para la esculina, siendo siempre

positiva en el Manual.

La celobiosa es negativa, siendo positiva -

en el Manual.

- La cepa n2 11, l2dde Peptostreptococcus -
productus da reaccidn negativa para la rafinosa, siendo -

siempre positiva en el Manual.



- La cepa n? 18 de Peptostreptococcus par
vulus da una reaccidn débil para la glucosa y salicina,
siendo reaccion positiva para la primera y negativa pa-

ra la segunda en el Manual.

- La cepa n2 26 de Peptostreptococcus cong
tellatus da reaccidn negativa para la salicina siendo po

sitiva siempre en el Manual.

~ La cepa n2 36 de Gaffkya anaerobia, da -
reaccidon débil para el sorbitol, siendo siempre negativa

en el Manual.

- Las cepas nQ 58, 97 de Gaffkya anaerobia
dan reaccidn positiva para el manitol siendo negativa en
el Manual. E1 sorbitol da una reaccidén débil y en el Ma-

nual es negativa.

~ La cepa n2 60 de Peptostreptococcus inter
medius da una reaccidn débil para la celobiosa, siendo po

sitiva en el Manual.

- Las cepas nQ 68, 77 de Peptostreptococcus

micros dan reaccitn positiva y débil respectiwamente para



la trehalosa, siendo negativé la reaccidén del Manual,
!
- La cepa n?2 79 de Peptostreptococcus cons
tellatus da reaccidn negativa para la salicina y trehalo

sa, siendo estas reacciones positivas en el Manual.

- La cepa n2 99 de Gaffkya ériaerobia da -
reaccion positiva para el manitol, siendo la reaccidn ne

gativa en el Manual,

- Las cepas n2 31,37,40,56,67,76, las hemos
identificado como Peptococcus aerogenes. Esta especie no
aparece en el Manual utilizado, pero presenta todas las -
caracteristicas dadas en el Bergey’s Manual 88 Edicidn -

(42).

En general, las reacciones obtenidas por el
método API y las indicadas en el Manual para las distin -

tas especies de cocos anaerobios Gram (+) han coincidido.

En:los casos indicados anteriormente en que
ha habido diferencias, estas no han sido en ningin momen-
to mayores de dos reacciones frente a las veintiuna estu-

diadas, por lo que la identificacibén de estas especies ha
sido posible.



II-2.-COMPARACION ENTRE LA IDENTIFICACION POR METODOS CONVENCIO
NALES Y "API 20 ANAEROBES DE LOS COCOS ANAERCBIOS GRAM (+)

AISLADOQOS.
A continuacidn se sefialan las diferencias encon-

tradas para cada especie entre los dos métodos citados.

ESPECIE

REACCION

n@ DE CEPAS
RESULTADOS

CONVENCIONALES
RESULTADOS

METODO "API™

Q. 0.

Celobiosa

Ps. intermedius

Manitol

-+
[ [ oy o T } I -3

Xylosa

Q|+ | Qg

Celobiosa

Ps. Productus Manitol

Sorbitol

Rhamnosa

i el Qe |+ e+

Gelatina

P, aerogenes Sacarosa

Maltosa

+ 0.0

Glucosa

Ps. micros Sacarosa

Catalasa

Glucosa

o+ oo o+ [+ (o i+ 1+ {1+ [+ ]

1o+

P. sacharolyticus |Maltoga

Sacarosa

P.constellatus Celobiosa

OO [ [0 [ [ [ RN [~ (e (= [l T e e o = [eo [ (o

+
O+ icu |

+
l

P, variabilis Gelatina

-




En la tabla siguiente se han resumido estas

diferencias indicando las encontradas para cada reac -

cidén y el porcentaje que las mismas presentan,

DIFERENCIAS COINCIDENCIAS

Resccidn | CONT|cONT con?® | con?®| con*|con" | e

%

ap1”| apTt | ApI* | ap1™| AP19| API® | cepas
Indol - | - - - - - 115  |100,00
Glucosa - - 3 - 2 - {110 95,65
Manitol 4 - - 2 - 2 {107 93,04
Lactosa - - - - - - 115 100,00
Sacarosa - - - 1 2 1 111 96,52
Maltosa - - - 1 2 1 111 96,52
Xylosa - - 1 - 1 - 113 98, 26
Gelatina 19 - - 7 - - 89 77,39
Celobiosa - 2 3 1 6 - |103 89,57
Sorbitol - - - - 1 - 114 99,13
Rhamnosa 1 - - - 1 - |113 98, 26
Catalasa - - 1 - - - 114 99,13
Valor medin| 2,0 (0,17 | 0,67 1,00| 1,25/0,33 |1C9,6 | 95,29

CON: M.concencional
API: M.API

+= reaccidn positiva
-= reaccion negativa
d= reaccion debil




Hay que hacer notar que por el método API,
no hemos obtenido resultados satisfactorios en la reac -
cidn de la gelatina para P. variabilis y P. aerogenes, -
apareciéndo Unicamente una reéccién débil transcurridas-
mas de 48 horas en el 77,4 % de los casos, lo que estd -
de acuerdo con la bibliografia revisada (Moore y col.75),
aunque el porcentaje de discrepencias obtenidas por noso

tros es considerablemente mas alto.

El test del indol nos ha coincidido en to-
dos los casos, a pesar de que las experiencias de hace -
aproximadamente dos afios (Nord y col.,(76);Moore y col.,
75) indican resultados discrepantes para esta reaccion ,
probablemente debido a que en el procedimiento API de -
aquellos momentos la anaerobiosis se obtenia con aceites
no minerales y no se llevaba a cabo la extraccidn del in
dol por xileno como se hace actualmente. Unos estudios -
posteriores realizados por Hansen y Stewart (77) ya sefiag
lan un 99,4 % de coincidencia para la prueba del indol ,

al comparar los dos métodos.

En la fermentacion de azlcares los resulta
dos han sido los siguientes: glucosa 95,7 % de coinciden

cia, manitol 93,0 %, sacarosa y maltosa 96,5 %, xylosa -



98,3 %, celobiosa 89,6 %, sorbitol 99,1 %, rhamnosa -
98,3 %. El resto de los azlcares ensayados ha coincidi

do en el 100 % de los casos.

El valor medio de coincidencia ha sido del
95,29 % por lo que creemos que exceptuando la prueba -
de la gelatina como la menos concluyente, el método -
puede considerarse valido, como sistema de identifica-
cién répida para aquellos laboratorios que no dispon -

gan de muchos medios técnicos.
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Identificacion por el método API de
P. asacharolyticus.

Identificacién por el método API de

P. sacharolyticus.




Identificacidn por el método API de

BP. variabilis

Identificacién por el método API de

Gaffkya anaerobia
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E943%

Frecuencia de cocos anaerobios

Gram (+) en las muestras estu-

diadas.

Frecuencia de cepas estudiadas
con mas de una especie de co -

cos anaerobios Gram (+).



II-3.- RELACION DE LASCEPAS IDENTIFICADAS Y SU ORIGEN

de cocos Gram (+)

Una vez identificadas las distintas especies

.
/

aisladas ,

hemos estudiado la co -

rrespondencia de las mismas con su origen especifico, la

cual puede observarse en la siguiente tabla:

ne
de cepa Especie Origen

1 P. variabilis Herida

2 P. intermedius Muelas cariadas
3 P, variabilis Muelas cariadas
4 Ps. intermedius Aspiracidn trans-traqueal
5b Ps, productus Muelas cariadas
5c Ps. variabilis Muelas cariadas
6 P. variabilis Muelas cariadas
7 P, variabilis Muelas cariadas
8 Ps, productus Muelas cariadas
9 P. variabilis Muelas cariadas




ne

de cepa Especie Origen
10 Ps. intermedius Muelas cariadas
11 Ps. productus Muelas cariadas
lad Ps. productus Muelas cariadas
12f Ps. intermedius Muelas cariadas
13 Ps. intermedius Muelas cariadas
14 Ps. intermedius Muelas cariadas
15 Ps. intermedius Muelas cariadas
16 P. variabilis Muelas cariadas
17 P. variabilis Muelas cariadas
18 Ps. parvulus Muelas cariadas
19 Ps. intermedius Muelas cariadas
20 P. variabilis Muelas cariadas
21 P. variabilis Muelas cariadas
22 Sin identificar Muelas cariadas
23 P. variabilis Muelas cariadas
24 P. variabilis Muelas cariadas
25 Ps., productus Muelas cariadas
26 Ps. productus Muelas cariadas
27 P. variabilis Muelas cariadas
28 Sin identificar Muelas cariadas




ne

de cepa Especies Origen
29 P. conétellatus Pus )
30 Ps. intermedius Muelas cariadas
31 P.aerongenes Herida
32 Ps. intermedius Muelas cariadas
33 P, variabilis Muelas cariadas
34 P. asacharolyticus Hematoma
35 Ps. productus Herida
36 Gaffkya anaerobia Abcesn de cara
37 P. aerongenes Herida
38 P. asacharolyticus Punto de sutura
39 P. prevoti Herida
40 P, aerogenes Herida
a1 Sin identificar Herida
42 Ps. intermedius Herida postoperatoria
43 Sin identificar Herida
44 Ps. productus Herida
45 P. variabilis Herida
46 P. variabilis Pus
47 P. variabilis Exudado pleural
48 P. asacharolyticus Herida pierna




deniepa Especies Origen
49 P. variébilis Abcesn perinefritico
50 P. variabilis Abceso renal
51 P. variabilis Abceso
52 P. variabilis Abceso de pared
53 P. variabilis Pus
54 Ps. productus Herida
55 Sin identificar Pus
56 P, aerogenes Herida postoperatoria
57 P. asacharolyticus Pus
58 Gaffkya anaerobia Herida
59 P. asacharolyticus Herida
60 Ps. intermedius Herida
61 P. asacharolyticus Herida
62 P. sacharolyticus Abceso = inguinal
63 Ps. productus Herida
64 Sin identificar Herida
65 Sin identificar Aspiracidn trans-traqueal
66 P, asacharolyticus Herida postoperatoria
67 P. aerogenes Pus
68 Ps. micros Abceso de pared




de cepa Especies Origen
69 P, saéharolyticus Abceso
70 P. asacharolyticus Pus
71 P. asacharolyticus Herida peritoneal
72 P. aerogenes Pus
73 Ps. micros Abceso de pared
74 P. sacharolyticus Abceso
75 P..variabilis Pus
76 P. aerogenes Pus
717 Ps. micros Herida quirlrgica
78 Ps. intermedius Herida
79 P. constellatus Herida postoperatoria
80 P. variabilis Herida postoperatoria
81 Ps. productus Herida postoperatoria
82 P. asacharolyticus Herida abdomen
83 P, asacharolyticus Pus
84 Sin identificar LCR
85 Ps. intermedius Herida toracica
86 P. variabilis Herida articular
87 P. variabilis Herida
88 P. variabilis Herida postoperatoria




de cepa Especies Origen
89 Ps. intermedius Herida
90 P. constellatus Abceso
91 Sin identificar Herida rodilla
.92 P. constellatus Exudado pleural
93 P. constellatus Herida abdominal
94 P. constellatus Abceso
95 P. variabilis Herida amputacidn
96 Ps. intermedius Herida
917 Gaffkya anaerobia Herida
98 Ps. intermedius Abceso
99 Gaffkya anaerobia Herida operatoria
100 Ps. productus Herida
101 Ps. micros Abceso
101b P, sacharolyticus Abceso
102 Ps. productus Herida
103 P. asacharolyticus Herida
104 P. asacharolyticus Pus
105 P, asacharolyticus Herida
106 P. asacharolyticus Herida




ne

de cepa Especies Origen
107 P. variabilis Herida postoperatoria
108 Sin identificar Herida
109 Sin identificar Pus
110 P, variabilis Aspiracidn trans-traqueal
111 Ps. intermedius Aspiracion trans-traqueal
112 P. asacharolyticus Aspiracion trans-traqueal
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ITI.4.- SENSIBILIDAD DE LAS CEPAS AISLADAS A LOS

ANTIBIOTICOS.,

La sensibilidad de las cepas aisladas a los
ocho antibidticos estudiados se ha presentado en histo
gramas para las especies con mas de diez cepas, en or-
denadas se dan porcentajes y nimero de cepas, en abci-

sas el didmetro del halo.

Cuando el nimero de cepas es inferior a diez-
el histograma no seria representativo, por lo que pfe—
sentamos el didmetro del halo en un cuadro de doble en
trada, poniendo en verticales el nlmero de cepas y en-

horizontales los antibidticos estudiados.

A continuacidn se han representado las curvas
de sensibilidad de las cepas aisladas a los antibioti

cos estudiados, sin tener en cuenta las especies,
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Aspecto del antibiograma de una

cepa de P. variabilis.



IV.- DISCUSION
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Los cocos anaerobios Gram (+), presen -
tan una gran dificultad de cultivo e identificacion ,
pues el crecimiento es muy lento, son muy sensibles -
al oxigeno atmosférico Hardier (78) y las reacciones
bioquimicas no diferencian en muchos casos Qnas espe-
cies de otras. Hemos tratado de hacer un estudio com-
parativo de los resultados obtenidos en la identifica
cién por medios standarizados, rapidos y al alcance -
de cualquier laboratorio frente a los métodos conven-

cionales usados hasta ahora.

Otro problema importante es la clasifi-
cacion de estos gérmenes ya que actualmente existen -
varias clasificaciones de cocos anaerobios Gram (+) -
sin que ninguna de ellas tenga una aceptacion univer-

sal,

Para la clasificacidn de las 115 cepas
aisladas, se ﬁa seguido el "Anaerobe Laboratory Ma -
nual” de Holdeman y Moore (64), por ser actualmente
el manual mas utilizado para la clasificacién de bac

terias anaerobias, se pudieron clasificar siquiendo



a estos autores 96 cepas. No obstante, 8 cepas de las
115 aisladas, cuyas caracteristicas bioquimicas no -
coincidian con ninguna especie de las descritas por
dicho manual, se han podido clasificar segin el Ber -
gey s Manual 88 Ed. (42) coincidiendo con el Peptoco-~
ccus aerdgenes, esta especie no la describen Holdeman
y Moore (64). Sin embargo, por ninguno de los dos ma-
nuales anteriores ha sido posible 1la identificacidn
de las 11 cepas restantes ya que todas las pruebas -~

bioquimicas ensayadas han sido negativas.

Las pruebas bioguimicas para la identi-
ficacion de los cocos anaerobios Gram (+), se han rea

lizado por dos métodos:

- Métodos convencionales,

~ Métodos standarizados "API 20 Anaerobios"

- Para la identificacidn por métodos convenciona
les hemos utilizado los azlcares mis representativos -
como son: glucosa, maltosa, sacarosa, celobiosa, fruc-
tosa; otras pruebas tales como gelatina, indol, nitra-
tos, catalasa y leche, La producci6on de gas en el me -

dio Rosenow se anotd a las 72 horas de incubacidn.



Con los métodos convencionales, solamen
te se presentaron problemas con Ps. intermedius y Ps.
productus, ya que con las pruebés bioquimicas utiliza
das los resultados eran iguales para ambas especies,
Para la definitiva identificacidn de aquellos se hicig
ron pruebas de cuatro azicares mas: manitol, xylosa, -
sorbitol y rhamnosa, quedando perfectamente diferencia
dos ya que de 31 cepas, 13 fermentaban los cuatro azl-
cares, aunque alguno lo hacian débilmente, resultando
ser Ps. productus y las 18 festantes no fermentaban -
ninguno de los cuatro azucares por lo que se identifi-

caron como Ps. intermedius.

- Con los métodos standarizados, solamente tuvi-
mos problemas con el test de la gelatina, pues la reac
cion fue en el 75 % de los casos debilmente positiva -

pasadas 72 horas.

Las diferencias encontradas al comparar-

los dos métodos han sido las siquientes:

Hidratos de carbono:

Glucosa: 95 % de coincidencia por los dos méto -



dos, Nord y col (76) obtienen un 99 %,

Moore y col (75) el 90 %, Hansen y -

Stewart (77) el 90 %,

Manitol:

Sacarosa:

Maltosa:

93,0 % de coincidencia por los dos mé
todos, Nord y col (76) obtienen un -
99 %, Moore y col (75) el 88,46 %, -

Hansen y Stewart (77) el 95,4 %.

96,5 % de coincidencia por los dos -
métodos, Nord y col (76) obtienen el
99 %, Moore y col (75) el 88,46 % ,

Hansen y Stewart (77) el 78,9 % .

96,5 % de coincidencia por los dos mé
todos, Nord y col (76) obtienen el -
99 %, Moore y col (75) el 88,46 %, -~

Hansen y Stewart (77) el 78,9 %.

Xylosa: 98,3 % de coincidencia por los dos mé-

todos, Nord y col (76) el 94,62 %y -~

Hansen y Stewart (77) el 84,6 %.

Celobiosa: 89,6 % de coincidencia por los dos



métodos, Nord y col (76) obtienen el
99 %, Moore y col (75) el 93,85 % ,
Hansen y Stewart (77) no ensayan es-

ta prueba.

Sorbitol: 99,1 % de coincidencia por los dos mé
todos, Nord y col (76) obtienen el -~
100 %, Moore y col (75) el 98,46 % ,
Hansen y Steward (77) no ensayan esta

prueba,

Rhamnosa: 98,3 % de coincidencia por los dos mé
todos, Nord y col (76) obtienen el -
100 %, Moore y col (75) el 97,69 %, -
Hansen y Stewart (77) no ensayan esta

prueba.

Respecto a otras pruebas de identifica-

cién las diferencias han sido las sigquientes:

Gelatina: Los resultados positivos obtenidos por
nosotros son bastante bajos, 77,4 % -
respecto a las demds pruebas de identi

ficacién utilizadas. En la bibliogra -



Indol:

fia revisada los resultados son muy -
discrepantes, desde un 99 % obtenido

por Nord y col. (76) hasta un 37,69 %
de Moore y col. (75). Estas diferen -
cias son demasiado grandes, el valor

obtenido por nosotros es mis lbégico -
aunque no dudamos en sefialar que la -
prueba de la gelatina es la menos con

cluyente del método API.

Los resultados positivos obtenidos por -
nosotros son muy buenos, 100 %. Estos re
sultados coinciden bastante con las expe
riencias realizadas por Hansen y Stewart
(77) que obtienen un 99,4 % de coinciden
cia; sin embargo, Nord y col. (76) y =
Moore y col. (75) dan para el indol 92 %
y 91,5 % respectivamente, aunque estos -
resultados mas bajos los creen debidos -
a que el aceite con que se creaba la -

anaerobiosis en el "Método API 20 Anaero
bios" no era mineral, ni se hacia la -
extraccién del indol por xileno como se

hace actualmente.



El valor medio de coincidencia que hemos
obtenido para la identificacidn de los cocos anaerg
bios Gram (+) al cémparar los métodos: convencional
y API, ha sido del 95,29 %, los métodos standariza-
dos dan por tanto buenos resultados, teniendo en -
cuenta que 1la prueba de la gelatina no es fiable -
tanto en nuestras experiencias como en la bibliogra

fia revisada (76,75).

La totalidad de los cocos anaerobios Gram
(+) identificados en las muestras estudiadas ha -
sido del 19,43 %, correspondiendo el 6,08 % a Pep -
tostreptococcus y el 13,34 % a Peptococcus,restando
el 0,68% que los identificamos como Gaffkya anaero-
bia. Estos valores varian de unos autores a otros,-
asi Nord y col.(76), Hansen y Stewart (77) aislan-
en sus trabajos mayores porcentajes de Peptostrepto
coccus que de Peptococcus,por el contrario,Stokes -
(29), Kwok y col.(79),Wilkins y Thiel (80),Blacevic
y Matsen (81), Pien y col.(82), Martin (37) encuen-
tran una mayor frecuencia de Peptococcus que de Pep
toestreptococcus, lo que estad de acuerdo con nues -

tras experiencias.

Observamos que los valores obtenidos por



Martin (37) 5029 especies anaerobias aisladas, 842 -
(17 %) eran de Peptococcus y 427 (8 %) Peptostreptoco
ccus son los que mas se acercan a los obtenidos por -
nosotros (13,34 % de Peptococcus y 6,08 % de Peptoes-
treptococcus) y, como las muestras estudiadas por di-
cho autor son mucho mas numerosas que las de los de -
mas autores, consideramos los resultados mucho mis -
exactos, por lo que los porcentajes obtenidos por no-

sotros son correctos.

Las especies aisladas en este trabajo ,
han sido diferentes segun su procedencia y los porcen

tajes se pueden ver en la tabla de la pagina 129.

Especies como P, variabilis, Ps. inter-
medius y Ps. productus aparecidos en cavidad oral en
una proporcion semejante a las de las demis muestras,
no han sido descritas como flora habitual de la boca:
la bibliografia revisada las sefiala como especies -
habituales en muestras patoldgicas (Holdeman y Moore,
64). La Gnica cepa de Ps. parvulus, aislada en una mue
la cariada, ha sido descrita denfro de la flora habi -

tual de la boca por el Bergey’s Manual 83 Ed, (42).



Especies de P, variabilis, P. asacharp
lyticus, P. prevoti, P. constellatus, P. aerogenes,-
Ps. intermedius, Ps. productus, Ps, micrbs y Gaffkya
anaerobia, aisladas de heridas en su mayoria post-
quirirgicas, también han sido descritas como flora -
habitual en muestras patoldgicas (Holdeman y Moore.-

64).

Las especies de P, sacharolyticus, ais
ladas de abcesos, han sido incluidas en la flora nor

mal de la piel (holdeman y Moore, 64).

De las cepas de P, variabilis, P. asa-
charolyticus y Ps. intermedius. aisladas de aspira -
cidn trans-traqueal, solamente las de Ps., intermedius
han sido descritas como flora normal del tracto respi
ratorio por Thomas y Hare (26), ya que encontrd esta
especie en un 54,4 % de muestras procedentes de la su
perficie de las amigdalas y pared posterior de la fa-

ringe y en un 16,25 % de las muestras de amigdalas.

El estudio de la sensibilidad a los an-
tibidticos de los anaerobios no tiene ninguna técnica

standard y los resultados varian en relacidn con el -



indculo, pH del medio, temperatura de incubacidn, me -

dios de cultivo utilizados y atmdsfera de C0,; (ingham

83; Thorton, 84; Rosemblatt, 85). De todos modos, la

multitud de técnicas empleadas hace que sea deficil

comparar los resultados de diversos autores.

Por nuestra parte, hemos estudiado la

sensibilidad a ocho antibibticos y al SPS que inhibe

el crecimiento del Ps, anaerobius (Grave 69).

Los resultados los hemos representado en
histogramas para las especies en las que el nUmero de
cepads aparecidas ha sido mayor de catorce, para las es
pecies que aparecieron en menor numero se ha hecho un-
cuadro donde se muestra el halo del didmetro en mm y -

el niwero de la cepa.

Finalmente, las graficas que muestran la
sensibilidad de los cocos aislados a los ocho antibid-
ticos sin tener en cuenta la especie a que pertenezcan

cada uno se aprecian en las paginas

- Para la Tetraciclina: En el 40 % de las cepas-

estudiadas los halos de inhibicion han sido menores de



15 mm considerandolas resistentes, el 2 % se encuen -
tran an la zona intermedia (15-16 mm) y el 58 % res -
tante fueron sensibles al antibiotico. Estos datos con
cuerdan con los hallados por otros autores, pues Fass
y col (86) sefiala un 50 % de resistencia para este an-
tibidtico. Wilkins (80) encontrd un 26 % de resisten -
cia cuando estudid cepas de P. magnus. Finegold y col.
(87) observaron que la mayoria de las cepas estudiadas
de cocos anaerobios (Gram (+) fueron resistentes a es-

te antibidtico.

- Para la Cefalotina: ha sido el antibidtico con
el que mejores resultados hemos obtenido ya que ha si-
do eficaz en el 100 % de los casos estudiados. Esta -
sensibilidad la sefialan también Finegold y col (87) vy
Sutter y col (88), sin embargo, Wilkins y col. (80) ob
tienen solamente un 94 % de sensibilidad para este an-

tibidtico.

- Para la Eritromicina: Solamente hemos encontra
do resistencia en el 0,08 % de los casos estudiados, -
siendo su halo inferior a 12 mm, E1 0,8 % también se -
encuentra en la zona intermedia con halos entre 12-15

mm, el 98,4 % de las cepas restantes fueron sinsibles,



Este antibidtico es el menos ensayado por los auto -
res revisados, solamente Stalons y col. (89) lo proba
ron en cepas de Peptostreptococcus pertenecientes al-
grupo 11 de Thomas y Hare (26) sefialando que fué el -

mis eficaz junto a la Penicilina.

- Para la Penicilina: E1 9 % de las cepas estu- .
diadas fueron resistentes al antibidtico, siendo sus-
halos menores de 15 mm, el 1,5 % se encuentran en la
zona intermedia entre 15-17 mm y el 89,5 % restante -
fué sensible. Estos resultados estan de acuerdo con -
Kwok y col. (79) que encontrd algunos cocos anaerg -
bios Gram (+) resistentes a la Penicilina, sin embar-
go, Wilkins (80) sefiala solamente el 2 % de resisten-
cia de sus cepas estudiadas a este antibidtico, Sta -
lons y col. (89) encontraron gran sensibilidad cuando
lo ensayaron con Peptostreptococcus pertenecientes al

grupo 11 de Thomas y Hare (26),

- Para la Clindamicina: E1 5,1 % de las cepas

estudiadas, presentan halos inferiores a 15 mm, el

3,2 % se encontraron en 13 zona intermedia 15-17 mm y

el 91,7 % fué sensibles. Estamos de acuerdo con los

resultados de Wilkins (80) que sefiala el 8 % de resis



tencia para este antibidtico en contraposicién de -
Fass y col. (85 pues todas las cepas estudiadas por

el fueron sensibles a este antibiodtico.

- Para el Cloranfenicol: Solamante el 1,3 % de
las cepas estudiadas se mostraron resistentes al an-
tibiético; el 98,7 % restante fué sensible, Esta sen
sibilidad la sefialan también Fass y col, (85), Kwok
y col. (79) y Wilkins y col. (80) ya que todas las -
cepas estudiadas por estos autores de cocos anaserp -

bios Gram (+) fueron sensibles a este antibiodtico.

- Para la Carbenicilina: E1 5,1 % de las cepas
estudiadas fueron resistentes al antibidtico y el -
94,9 % restantes han sido sensibles. Blazevic y Mat-
sen (81) estudiaron 46 cepas de cocos anaerobios -
Gram (+), resultando todas sensibles a este antibid-
tico. Los demas autores revisados no ensayan este an

tibiotico.

- Para la Ampicilina: E1 2,6 % de las cepas es
tudiadas fueron resistentes al antibidtico, el 2,6 %
se encontraron en la zona intermedia entre 15-17 mm

y el 94,8 % restante fueron sensibles, Estamos de -



acuerdo con los resultados de Wilkins (80) que se -
fiala un 6 % de resistencia para este antibidtico, -
en contraposicidn de Finegold y col. (87) y Fass vy
col, (85) que dan una sensibilidad total para la Am

picilina,



V.- CONCLUSIONES



19.- E1 aislamiento de los cocos anaerobios Gram (+),-

presenta varios problemas:

- E1 crecimiento es muy lento y la incubacidn
en condiciones anaerobias no debe ser nunca

inferior a 48 horas,.

- Gran sensibilidad al oxigeno atmosférico ,
por lo que la siembra de la muestra debe -~
hacerse en el mismo lugar de la toma, y si
esto nb es posible el tiempo que debe trans

currir no debe exceder de quince minutos,

- La identificacidn por reacciones bioquimi -
cas es complicada ya que en muchos casos es
tas no diferencian claramente unas especies

de otras.

22,- E1 medio de Rosenow, seqgin hemos comprobado, es =
el ideal para el crecimiento de estos gérmenes -
exigentes y para la observacidn de la produccidn

de gas.

32,- Creemos que siempre deben sembrarse tres placas -
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ée medio BHIA con la muestra e incubarse en aerp
biosis, atmésfera con un 10 % de CO, y en anaerp
biosis respectivamente. De esta manera, los aero
bios y anaerobios facultativos podréan desecharse

facilmente.

Siempre debe comprobarse la anaerobiosis en tu -
bos de VLP sembrados a partir de la placa creci-
da en anaerobiosis y sdlo debe aceptarse como -
anaerobios estrictos, aquellas cepas en las que
no aparezca crecimiento en la zona donde el po -
tencial redox es alto debido a la difusidn del -

[ 4 ’ »
oxigeno atmosferico.

Los métodos estandarizados para la identificacidn
han dado resultados satisfactorios en el 95,29 %
de los casos por lo que creemos que son recomenda
bles para una identificacién rapida en aquellos -
laboratorios que no dispongan de muchos medios -~

técnicos.

Hay que tener en cuenta que el test de la ge
latina es el que da peores resultados: 77 % de -

coincidencia con los métodos convencionales a las



48 horas, lo que estd de acuerdo con la bibliogra

fia revisada.

62.~ La mayor frecuencia de los cocos anaerobios Gram-
(+) la hemos encontrado en las vias respiratorias,
apareciendo en un 26,2 % de las muestras orales y

en un 100 % de las de aspiracion trans-traqueal.

79.~ Hemos comprobado que los cocos anaerobios Gram (+)
van asociados a la flora aerobia correspondientes
en un 97,4 % de los casos, sdlamente en un 2,6 % -

aparecieron en cultivo puro.

82,.- Las especies que con mas frecuencia han aparecido

han sido las siquientes:

Peptococcus variabilis 26 %
Peptostreptococcus intermedius 16 %
Peptococcus asacharolyticus 14 %
Peptostreptococcus productus 11 %
Peptococcus aerogenes 6 %
Peptococcus constellatus . 5%
Peptococcus sacharolyticus 3 %
Peptostreptococcus micros 3%
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Gaffkya anaerobia 3%

Peptococcus prevoti 1%
Peptostreptococcus parvulus 1%
Sin identificar 10 %

En el estudio de la sensibilidad a los antibidti
cos, hemos comprobado que el método disco-placa

da muy buenos resultados, aunque debe afiadirse =~
al medio de cultivo sangre lacada, ya que debido_
al escaso crecimiento de estos gérmenes, los -
halos de inhibicion en un medio sin sangre no se

observan claramente,

La Cefalotina es el antibidtico mds eficaz fren-
te a los cocos anaerobios Gram (+), siendo sensi
bles a €l el 100 % de las cepas estudiadas, si -
guiéndole en eficacia la Eritromicina y el Clo -
ranfenicol con los que solamente el 1,3 % de las

cepas estudiadas fueron resistentes.

La Penicilina, Clindamicina, Carbenicilina y Am-
picilina también se muestran eficaces ya que so-
lamente menos del 10 % de las cepas fueron resis

tentes a estos antibidticos.



129.- Por el contrario, la Tetraciclina ha sido eficaz
solamente en el 58 % de los casos, es por lo tan
to el antibidtico con el que peores resultados -
hemos obtenido de los estudiados, no siendo reco

mendable su empleo.
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