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Resumen: Se determiné el perfil de susceptibilidad de 13 aislamientos del grupo
Bacteroides fragilis,
recuperados en medios selectivos diferenciales a partir de 6 de 31 muestras
diarreicas de nifios y 3 de 8 muestras de ancianos hospitalizados, mediante un
sistema comercial y la técnica de microdilucién en caldo. Tres aislamientos de
nifos presentaron concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de penicilina
mayores a 256 ug ml™ y varios aislamientos fueron resistentes a mezclas de p-
lactdmicos con inhibidores de B-lactamasas. La resistencia a cefalosporinas se
documentd mediante el hallazgo de dos aislamientos de nifios con CMI de de 128
g de cefotaxime mi™. Un aislamiento de nifios y dos de ancianos exhibieron CMI
de clindamicina mayores o iguales a 32 ug ml™”, en tanto que dos cepas de nifios y
una de ancianos se asociaron con CMI de metronidazol mayores a 128 ug ml™" o
de 16 pg ml™', respectivamente. Se observaron algunas discrepancias entre los
resultados de sensibilidad antimicrobiana obtenidos por ambos métodos. El
conocimiento de esta resistencia es relevante porque algunas de estas drogas son
muy utilizadas en Costa Rica y porque las especies del grupo B. fragilis pueden
fungir como un reservorio de genes de resistencia a nivel intestinal.
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Abstract: This manuscript reports the susceptibility pattern of 13 isolates of the
Bacteroides fragilis group recovered from 6 of 31 diarrheic samples of infants and
3 of 8 samples of elderly people. All patients analyzed were admitted in two Costa
Rican hospitals. To obtain these results, bacteria were cultivated on selective
media and their antibiotic susceptibility was determined using both a commercial
system and a broth microdilution method. Three isolates of children exhibited
minimum inhibitory concentrations (MIC) of penicillin above 256 pg mi™. In
addition, several isolates tolerated combinations of p-lactam antibiotics with B-
lactamase inhibitors. The finding of two isolates of children with CMI of 128 ug of
cefotaxime ml™' exemplified the occurrence of cephalosporin-resistant bacteria.
One isolate of children and two of elderly patients were associated with CMI of
clindamycin equal or higher than 32 pug ml™". On the other hand, two isolates of
children and one of elderly patients had CMI of metronidazole higher than 128 ug
mi™ or 16 Mg ml™, respectively. Some discrepancies between the results obtained
with the commercial system and the broth microdilution method were observed.
The information herein summarized is of relevance because some of the drugs
studied are commonly prescribed in Costa Rica and also because the species of
the Bacteroides fragilis group may serve as a reservoir of resistance genes in the
gut ecosystem.

Keywords: Bacteroides fragilis, minimum inhibitory concentrations (MIC),
antimicrobial resistance.

Introduccioén

El grupo Bacteroides fragilis incluye
bacilos Gram-negativos, anaerobios,
sacaroliticos, resistentes a la bilis,
que profusamente habitan el colon v,
en menor grado, la cavidad oral y el
tracto respiratorio superior del ser
humano [1]. Las 10 especies de este
grupo, a decir, B caccae, B.
distasonis, B. eggerttii, B. merdae, B.
ovatus, B. stercoris, B.
el citoesqueleto de las
alteracion de la permeabilidad de las
uniones intercelulares de los

thetaiotaomicrom, B. uniformis, B.
vulgatus y B. fragilis constituyen el
principal tipo de bacterias anaerobias
Gram-negativas que se suele aislar a
partir de muestras clinicas [1,2]. En lo
que a diarreas se refiere, algunas
cepas de B. fragilis producen una
metaloproteinasa dependiente de zinc
que altera

células intestinales, provoca
enterocitos y la salida de liquido al
lumen intestinal [1,3].
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La literatura documenta el papel de
las especies del grupo B. fragilis en la
transferencia lateral de genes de
resistencia a otras bacterias
intestinales [4,5,6]. Para
contextualizar este fendmeno en
nuestro medio es necesario iniciar por
conocer el perfil de susceptibilidad de
aislamientos de individuos que
podrian llegar a recibir terapia
antimicrobiana. Esto por cuanto el
uso de antibidticos representa una
presion selectiva para el
establecimiento y la diseminacion de
genes de resistencia adquirida [7].

En este trabajo determinamos la
presencia de bacterias del grupo B.
fragilis en muestras diarreicas de 31
ninos y 8 ancianos hospitalizados
mediante cultivo en medios selectivos
diferenciales y determinamos su
patron de susceptibilidad a diferentes
antibioticos usando un sistema
comercial 'y la técnica de
microdilucion en caldo.

Considerando que la mayoria de las
infecciones por anaerobios son de
origen endogeno y que el grupo B.
fragilis es el que con mayor
frecuencia las produce, el
conocimiento de la resistencia
antimicrobiana se torna relevante no
solo por el peligro potencial que
podria representar para el paciente,
sino también por el papel que las
especies de este grupo juega en la
diseminacion de genes de resistencia
a nivel intestinal.

Materiales y Métodos

Se colectaron 39 muestras diarreicas
de pacientes internados en los
hospitales Nacional de Nifios (HNN) y
Geriatrico Raul Blanco Cervantes

(HGRBC) durante un periodo de 12
meses. Se incluyeron en el estudio
muestras de pacientes cuyo cuadro
diarreico se presentdé al menos 48
horas después del ingreso al centro
de salud. Las 31 muestras de nifos
(HNN 1-31) y 8 de ancianos (HGRBC
1-8) fueron congeladas a -70°C vy
transportadas en hielo seco hasta el
Laboratorio de Investigacion en
Bacteriologia  Anaerobia de |la
Universidad de Costa Rica. Una
asada de cada muestra fue rayada
directamente sobre platos de agar
Bacteroides-Bilis-Esculina (BBE) y
Sangre Lisada-Kanamicina-
Vancomicina (LKV) que fueron
incubados en jarra de anaerobiosis a
35°C por 48 horas [8]. Concluido este
periodo se procedié a realizar una
tincion de Gram y una prueba de
tolerancia al oxigeno a todas aquellas
colonias circulares, convexas y de
borde entero de mas de 1 mm de
diametro, color café oscuro en BBE o
amarillentas en LKV [9]. Los
aislamientos en cultivo puro fueron
identificados con el sistema
miniaturizado rapid ID 32A® de
acuerdo con las instrucciones
brindadas por el fabricante
(BioMérieux). En este contexto, la
cepa Bacteroides fragilis ATCC
23745 fue utilizada como control de
crecimiento y de identificacién. La
susceptibilidad de aislamientos
asignados a especies del grupo B.
fragilis a diferentes antimicrobianos
fue estudiada con el sistema ATB
ANA® siguiendo las recomendaciones
del fabricante (BioMérieux).
Simultaneamente se determind la
concentracion  minima inhibitoria
(CMI) de penicilina, clindamicina,
cloranfenicol, metronidazol (Sigma
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Chemical Co.), imipenem (Merck &
Co.) y cefotaxime (Karnataka
Antibiotics & Pharmaceuticals
Limited) con el método de
microdilucion en caldo [10]. La unica
modificacion al método oficial fue
inocular los platos con una
suspension ajustada al estandar 1 de
Mc Farland a fin de lograr el numero
de colonias deseadas en los platos
de control sin necesidad de usar una
camara de anaerobiosis. Como
control de calidad se utilizaron las
cepas B. fragilis ATCC 25285 y B.
thetaiotaomicron ATCC 29741. Del
andlisis de expedientes se pudo
concluir que las muestras HNN3 vy
HNN24 fueron positivas por
Clostridium difficile  productor de
toxina A y que la muestra HNN23
incluyéd un Clostridium perfringens
enterotoxigénico. En ningun caso se
detectdé Salmonella sp., Shigella sp. o
rotavirus y solamente una de las
muestras provenia de un paciente
que habia sido tratado con
antibidticos (amikacina, HGRBC2).

Resultados y discusion

Se aislaron 13 bacterias del grupo B.
fragilis a partr de 9 de las 39
muestras analizadas: 8 a partir de
muestras pediatricas y 5 a partir de
muestras geriatricas (Cuadro 1).

En concordancia con otros reportes
[11], la resistencia a penicilinas con o
sin inhibidores de pB-lactamasas fue
comun. Asi, tres aislamientos de
nifos presentaron CMI mayores a
256 pg ml" y varios aislamientos
fueron resistentes a mezclas de -
lactdmicos con inhibidores de -
lactamasas (Cuadros 2 y 3). Esto
abre la posibilidad de que

mecanismos adquiridos de
resistencia tales como la metalo-§3-
lactamasa cfiA [12] estén presentes
en la coleccion aqui estudiada. Tal y
como ha sido comprobado en otros
estudios [13,14], ningun aislamiento
fue resistente a la combinacidn
piperacilina-tazobactam ni al
imipenem. La resistencia a
cefalosporinas de segunda (cefoxitina
y cefotetan) y de tercera generacién
(cefotaxime) también fue manifiesta
(Cuadros 2 y 3). Aqui resalta el
hallazgo de dos aislamientos de nifios
con CMI de 128 pg de cefotaxime ml
1. fenotipo que podria ser explicado
por la actividad de la cefalosporinasa
cromosomal CepA [15].

La resistencia a clindamicina se ha
documentado desde hace varios anos
en varias areas geograficas
[16,17,18,19]. Cuatro de los 15
aislamientos (27%) fueron
categorizados como resistentes a
esta droga por el método de ATB
ANA®, mientras que cinco de ellos lo
fueron por el método de microdiluciéon
(Cuadro 3). Un aislamiento de nifios y
dos de ancianos dieron lugar a CMI
mayores o iguales a 32 ug ml”. Esto
es particularmente importante debido
a que esta droga es utilizada
frecuentemente en Costa Rica. En
este caso la resistencia a
clindamicina podria ser conferida por
metilasas adquiridas, tal y como ha
sido documentado en otros estudios
[20].

Otra discrepancia se detectd en las
determinaciones de susceptibilidad a
metronidazol. En detalle, solamente
una de las cepas con CMI elevadas
fue categorizada por el ATB ANA®
como resistente mientras que dos
cepas de nifos y una de ancianos se
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asociaron con CMI mayores a 128 ug
mlI"y de 16 pg ml™, respectivamente
(Cuadro 3). Debido a que el método
de de referencia es el de
microdilucion, los tres aislamientos se
consideraron resistentes; este
fenotipo podria deberse a la
presencia de nitroreductasas nim
[21]. En nuestro medio, el
metronidazol es utilizado para
combatir infecciones por bacterias
anaerobias y como antiparasitario,
por lo que su uso es frecuente.

Si bien es cierto que en ninguna de
las muestras puede atribuirse a cepas

de Bacteroides sp. la etiologia de la
diarrea, el hallazgo de CMI muy
elevadas en pacientes susceptibles
deberia contribuir al uso racional de
los antibidticos. Esto por cuanto es
sabido que las bacterias de este
genero pueden transferir
determinantes de resistencia
antimicrobiana beta-lactamicos,
clindamicina y metronidazol a otras
bacterias intestinales.

Cuadro 1.
Identificacion y origen de los aislamientos del
grupo Bacteroides fragilis aislados de muestras
diarreicas de pacientes pediatricos y geriatricos

costarricenses

Aislamiento Muestra de origen

Identificacion

Bl HNN-3
B2 HNN-3
B3 HNN-5
B4 HNN-5
B5 HNN-23
B6 HNN-24
B7 HNN-25
B8 HNN-29
B9 HGRBC-2
B10 HGRBC-2
B13 HGRBC-6
B14 HGRBC-7
B15 HGRBC-7

B. uniformis
B. fragilis
B. fragilis
B. uniformis
B. ovatus
B. eggerthii
B. uniformis
B. eggerthii
B. uniformis
B. ovatus
B. eggerthii
B. thetaiotaomicron
B. ovatus

HNN = Hospital Nacional de Nifios
HGRBC= Hospital Geriatrico Raul Blanco Cervantes
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Cuadro 2.
Patréon de sensibilidad de aislamientos del grupo B. fragilis provenientes de muestras
diarreicas de pacientes pediatricos y geriatricos costarricenses segun el método ATB-ANA

Antimicrobianos (rango de concentraciones ensayadas en pg mlt)*

Aislamiento

Amoxicilina

N
N

Amoxicilina/
Ac.
clavulanico

8/4

Piperacilina

32-64

Piperacilina/
tazobactam

64/4

Ticarcilina

(o)
SN

Ticarcilina/
Ac.
clavulanico

64/2

Cefoxitina

16-32

Cefotetan

16-32

B1

B2

B3

B4

BS

B6

B7

B8

B9

B10

B13

B14

B15

O N WAO0A00NAA00A0 A0 0

NN nwnonown A0

NN nwwm|oaoaoaoo o

DO n o

(NGOG P PP iP AP

DOV nn n

DDA ON 0NN 0N

A0 0N A 0000000 A D

*Los resultados de penicilina, cefotaxime, imipenem, clindamicina, cloranfenicol y metronidazol estan implicitos en el Cuadro 3.
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Cuadro 3.
Concentraciones minimas inhibitorias y categorizacion de aislamientos del grupo
B. fragilis cultivados a partir de muestras diarreicas de pacientes pediatricos
y geriatricos costarricenses.

CMI (ug/ml) e interpretaciéon™

Aislamiento = Penicilina Cefotaxime Imipenem ‘ Clindamicina  Cloranfenicol = Metronidazol
CMI CMI CMI
B1 32 R 32 R <1 S <1 S 4 S <4 S
B2 >256 R 128 R <1 S 4 R 8 S 8 S
B3 >256 R <8 S <1 S 4 R 4 S <4 S
B4 >256 R 128 R <1 S 2 S 4 S <4 S
B5 8 R <8 S <1 S <1 S 8 S =128 R
B6 64 R 64 R <1 S =232 R 8 S <4 S
B7 16 R <8 S <1 S <1 S 8 S 2128 R
B8 8 R <8 S <1 S <1 S <2 S <4 S
B9 8 R 32 R <1 S 232 R 4 S <4 S
B10 16 R <8 S <1 S =232 R 4 S <4 S
B13 16 R <8 S <1 S 2 S 4 S <4 S
B14 8 R <8 S <1 S <1 S <2 S 16 R
B15 16 R 32 R <1 S 2 S 8 S <4 S

*Los resultados incongruentes con el método de ATB ANA®aparecen en negrita
’R: resistente; S: sensible
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