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1. GENERALIDADES DE LA FAMILIA Pasteurellaceae

En la familia Pasteurellaceae para obtener una adecuada subdivision en su taxonomia se
aplican pruebas genéticas como la secuenciaciéon 16s rRNA, la cual permite observar que
estd compuesta por: “Actinobacillus, Aggregatibacter, Avibacterium, Basfia,
Bibersteinia, Bisgaardia, Chelonobacter, Cricetibacter, Frederiksenia, Gallibacterium,
Haemophilus, Histophilus, Lonepinella, Mannheimia, Mesocricetibacter, Muribacter,
Necropscobacter,  Nicoletella, Otariodibacter, Pasteurella, Phocoenobacter,
Testudinibacter, Ursidibacter, Vespertiliibacter y Volucribacter” (Michael, Bossé, &
Schwarz, 2017, p.1-2). Los géneros que mas afectan al ser humano son Pasteurella,

Actinobacillus, Haemophilus y Aggregatibacter (Narskov-lauritsen, 2014).

1.1. Sitios de infeccion mas comunes familia Pasteurellaceae

Las bacterias que forman parte de la familia Pasteurellaceae en su gran mayoria son
oportunistas. A pesar de ello, cada bacteria se adapta a su zona de infeccion y su habitat
principal en el ser humano son las mucosas como el tracto digestivo, genital y respiratorio
(Staley, Boone, Chairman, Brenner, Vos, Garrity, Schleifer, 2005, p.851). Entre los

microorganismos principales encontramos:

1.1.1. Sitios de infeccion Haemophilus spp.
Haemophilus spp. integra diversas especies, sin embargo, son pocas las que afectan al ser

humano. Entre la mas nombrada se halla a H. influenzae, aquella se asocia a afecciones
en el tracto respiratorio superior, pueden ser encapsuladas como no capsuladas, muchas
bibliografias describen a las cepas encapsuladas como propicias en su crecimiento,
mientras que las no capsuladas o (NTHi) tienen mayor dificultad en su tipificacion,
tratamiento y se manifiestan con recurrencia en problemas como otitis media aguda,
sinusitis maxilar aguda, exacerbacion bacteriana aguda por bronquitis croénica,
conjuntivitis aguda y neumonia (Jorgensen, Carroll, Funke, Pfaller, Landry, Richter &
Warnock, 2015).

De igual manera que otros tipos de bacterias, Haemophilus spp. se presenta como un
microorganismo que forma parte de la microbiota en el ser humano, la encontramos tanto
en la orofaringe como en la nasofaringe. En la orofaringe se manifiestan especies como

H. influenzae y H. parainfluenzae no capsulados (Washington, Allen, Janda, Koneman,



Procop, Shcreckenberger & Woods, 2008). Mientras que, en la nasofaringe predominante

en nifios que en adultos, se encuentra H. influenzae (Staley et al., 2005).

Conforme a otro tipo de cepa se encuentra a H. aegyptius, productor de conjuntivitis y se
evidencia como un agente causal de la fiebre purpurica brasilefia (BPF), esta patologia
tiene una caracteristica peculiar, ya que es provocada por cepas clonales de H. aegyptius
las cuales contienen una relacion significativa en su ADN y se la asocia con H. influenzae,
por lo tanto, se la denomina H. influenzae biogrupo aegyptius (Pereira, Mofatto, Silva,
Alves, Machado, Theizen, Carazzolle, 2019). Al contrario de H. aegyptius, en el caso de
H. haemolyticus tienen poca prevalencia y se la encuentra en nasofaringe y dientes

humanos, pero de forma muy escasa (Staley et al., 2005).

Al tratarse de H. parainfluenzae se puede decir que se halla dentro de cavidades orales,
faringe y flora vaginal normal, ademéas se lo asocia en procesos patologicos como
endocarditis bacteriana subaguda. Es importante mencionar que, de acuerdo con
Jorgensen et al. (2015) los hemocultivos para H. parainfluenzae, puede que conlleven a
falsos negativos en muestras de pacientes con infecciones sistémicas por NTHi.

Finalmente, H. ducreyi se caracteriza por provocar hemolisis tipo B muy tenue en el agar
sangre. Esta cepa se la asocia a enfermedades de trasmision sexual y su sintomatologia
principal es la produccién de chancro en el area de los genitales (Staley et al., 2005). De
acuerdo con Jorgensen et al., (2015) la patologia se la identifica mas en lugares de
desarrollo como Asia, Africa y en América Latina. En la tabla 1 se integran todas las
especies Haemophilus ssp. con sus posibles complicaciones



Tabla 1.

Haemophilus spp. microbiota y complicaciones.

Microbiota- Seres humanos

Bacteria Complicaciones
Hipofaringe  Orofaringe  Nasofaringe Dientes  Flora
vaginal
H. influenzae X X Otitis media aguda, sinusitis
maxilar aguda, exacerbacion
bacteriana aguda por
bronquitis cronica,
conjuntivitis aguda y
neumonia
H. aegyptius Conjuntivitis purulenta aguda
y es agente causal de la fiebre
purpurica brasilefia.
H. haemolyticus X X Poco trascendente
H. parainfluenzae X X X X Endocarditis bacteriana
subaguda
H. ducreyi Chancro en genitales

Nota. Datos obtenidos de Jorgensen et al., (2015) y Staley et al., (2005).

1.1.2. Sitios de infeccién Pasteurella spp.
En general, las infecciones por Pasteurella spp. en los seres humanos provienen de

mordeduras o lesiones de algun tipo con animales que contengan en su microbiota
aquellos microorganismos. A su vez de forma prevalente, cepas como P. multocida,
subsp. multocida y subsp. séptica, P. canis, P. dagmatis y P. stomatis, son causantes de
procesos clinicos y se los encuentra en “fascitis necrotizante, abscesos pulmonares
cronicos, endocarditis, meningitis, neumonia, peritonitis, septicemia, absceso periocular
y celulitis” (Staley et al., 2005, p.860). En la tabla 2 se especifican algunas bacterias y sus

complicaciones.

Como bacteria principal y en la que se centra un poco el capitulo esta P. multocida. Su
riesgo radica en la produccion de bacteriemia en pacientes inmunodeprimidos o que
tengan alguna enfermedad hepatica y tumores, de igual manera la propagacion de esta
bacteria da como resultado neumonias, meningitis entre otras situaciones (Washington et
al., 2008).



Con respecto a P. canis, se encuentran en la microbiota normal de los perros como biotipo
| y en terneros el biotipo 1. Las infecciones en el ser humano son causadas de igual
manera por mordeduras de perros y sus signos principales son abscesos y osteomielitis
(Washington et al., 2008).

En cuanto a P. dagmatis se integra como microbiota normal oral en perros y gatos. Segun
Washington et al. (2008), existen reportes clinicos en los seres humanos sobre la bacteria
en muestras provenientes de celulitis, abscesos inguinales y faringeos, heridas por
mordedura de perro y gato, rara vez se encuentra en endocarditis, neumonia, bacteriemia,
peritonitis puesto que, usualmente se asocian a procesos patolégicos primarios como

diabetes o inmunodeficiencia.

De igual manera que P. canis, P. stomatis es aislada en pacientes expuestos a mordeduras
por animales y se las encuentra en microbiota de vias respiratorias tanto de perros como
de gatos (Washington et al., 2008).



Tabla 2

Bacterias Pasteurella spp.

Tubo
Aparato respiratorio de animales digestivo
Ganado
Bacteria Perros Corderos Gatos Gallinas Roedores Caballos vacuno  Cerdos Complicaciones
P. multocida
subespecie
multocida X X X X
P. multocida
subespecie septica X X X X

] Infecciones en
P. multocida seres humanos

subespecie por mordeduras
gallicida X X X X X

Infecciones por
mordeduras que causa
meningitis, bacteriemia
infecciones
osteoarticulares,
infeccién de heridas,
celulitis e infecciones
de vias respiratorias

. altas
P. pneumotropica X X X

Aislados en oidos,
cultivos vaginales y

osteomielitis vertebral,
P. aerogenes X

Aislada en aparato
genitourinario y
abscesos de la glandula

de Bartolino
P. bettyae

Enfermedades

. sistémicas
P. dagmatis X X

. Infecciones sistémicas
P. canis X X

Infecciones por

P. stomatis X mordeduras

Aislado en
endocarditis, neumonia
peritonitis, heridas
abscesos e infecciones

P. caballi X del aparato genital

) Bacteriemia rara
P. gallinarum X

Nota. Datos obtenidos de Washington et al., (2008).



1.1.3. Sitios de infeccién Actinobacillus spp.
Las bacterias que mas afectan al ser humano son Actinobacillus ureae y Actinobacillus

hominis. Cabe mencionar que, antes se consideraba a Actinobacillus
actinomycetemcomitans como parte del grupo, pero en la actualidad se la clasifica dentro
de un nuevo género denominado Aggregatibacter spp. Si bien A. ureae como A. hominis
son parte de la microbiota de la orofaringe y del tracto respiratorio superior, también se
reportan de forma poco habitual, ya que en su mayoria se las observan como
consecuencias subclinicas (Ngrskov-lauritsen, 2014). También existen otras bacterias
como A. lignieresii, A.equuli y A. suis, presentes en la poblacion, pero suelen ser por casos
de mordedura de algun animal, entre ellas se encuentra ovejas y caballos (Washington et

al., 2008). Su distribucion y complicaciones se coloca en la tabla 3.

Narskov-lauritsen (2014) sefiala que A. ureae puede ser reportada en meningitis, pese a
gue Washington et al. (2008) la considera como un comensal que se identifica a partir de
infecciones como: “bacteriemias, endocarditis, meningitis, infecciones medulares oseas,

rinitis atréfica, bronquitis, neumonia, conjuntivitis, otitis media y peritonitis” (p.434)

A. ureae forma parte de la flora bacteriana del tracto respiratorio, es decir que es inusual
encontrarlo en reportes patoldgicos. Asi mismo, se establece como consecuencia de
enfermedades primarias, debido a que es causante de infecciones en procesos
posquirurgicos, diabetes, enfermedades periodontales, enfisemas, cirrosis alcohdlica y
puede ser identificada en pacientes inmunodeprimidos con infecciones por HIV
(Washington et al., 2008).

De acuerdo con Ngrskov-lauritsen (2014), A. hominis es reportado en enfermedades
pulmonares crénicas, septicemia por una insuficiencia hepatica y en empiema pleural. Se
lo considera como un organismo con poca prevalencia epidemioldgica y para lograr su

identificacion es necesario la recoleccion de esputo (Washington et al., 2008).



Tabla 3.

Actinobacillus spp. Complicaciones y microbiota

Bacteria Tracto respiratorio superior Complicaciones

A. ureae X Meningitis, bacteriemias, endocarditis,
infecciones medulares 6seas, rinitis
atrofica, bronquitis
neumonia,conjuntivitis, otitis media y
peritonitis.

A. hominis X Enfermedades pulmonares cronicas,
septicemia y empiema pleural

Nota. Datos obtenidos de Washington et al., (2008).

1.1.4. Sitios de infeccion Aggregatibacter spp.
En sus clasificaciones bacterianas, la de mayor importancia clinica es Aggregatibacter

actinomycetemcomitans, aquella se encuentra presente en la microbiota oral del ser
humano, provoca algunos problemas como endocarditis infecciosa y periodontitis. Lo
mas caracteristico de la especie es que forma parte del grupo HACEK (Haemophilus,
Aggregatibacter, Cardiobacterium, Eikenella y Kingella). (Murra, Litzen, Barut,
Zbinden, Lund, Villesen, y Ngrskov-lauritsen, (2018). En otra instancia, Ngrskov-
lauritsen (2014) menciona que existen otras bacterias que contienen la misma frecuencia

clinica las cuales son: Aggregatibacter aphrophilus y Aggregatibacter segnis.

En A. actinomycetemcomitans, se lo encuentra en los surcos gingivales y supragingivales
(Washington et al., 2008). Contiene un serotipo causal especifico que afecta en este nivel
al ser humano, que es el de tipo b también denominado clon JP2, tiene gran importancia
médica debido a que provoca periodontitis agresiva en adolescentes. Este clon favorece
significativamente la produccion de leucotoxina (Ngrskov-lauritsen, 2014). La
leucotoxina en el paciente logra un aumento de la inflamacion e inmunosupresion de
forma localizada, atribuyendo a la formacion de lesiones periodontales. Por otro lado,
también ocasiona otro tipo de enfermedades como: infecciones actino micoticas,

endocarditis, bacteriemias e infecciones por heridas (Washington et al., 2008).

Como se menciona, otra caracteristica de A. actinomycetemcomitans que perteneciente al
grupo “HACEK”, es que provocar periodontitis de forma temprana o también
denominada periodontitis juvenil localizada, entre sus complicaciones se halla el desgaste

continuo del hueso donde se encuentra la infeccion. Las razones o causas de su invasion,
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se encuentra en torno a una mala manipulacién o practica dental, lo que conlleva a

complicaciones como endocarditis (Washington et al., 2008).

En cuantoa, A. aphrophilus, este tipo de bacterias se ubican en la placa supragingival
de forma escasa y se las observan en la saliva, pueden provocar endocarditis infecciosa,
abscesos cerebrales, abscesos epidurales e infecciones intervertebrales (Ngrskov-
lauritsen, 2014). Sin embargo, Jorgensen et al., (2015) manifiesta que A. aphrophilus se
integran en enfermedades como espondilodiscitis, endocarditis y en patologias sistémicas

que impliquen afecciones tanto en huesos como en articulaciones.

Con respecto A. segnis, su desarrollo entorno a la microbiota oral de la placa dental y la
faringe (Staley et al., 2005). Por otro lado, de acuerdo con Washington et al. (2008), sus
reportes indican que han existido aislamientos significativos en abscesos pancreaticos,
apendicitis aguda y abscesos umbilicales cutaneos. Esta bacteria raramente puede ser

aislada en endocarditis infecciosa (Ngrskov-lauritsen & Kilian, 2006). En la tabla 4, se

detalla cada Aggregatibacter spp. con sus complicaciones.

Tabla 4.

Aggregatibacter spp. complicaciones.

Microbiota- Ser humano

Bacteria
Surcos Supragingivales Microbiota Placa  Faringe
gingivales oral dental

Complicaciones

A. actinomycetemcomitans X X

Periodontitis agresiva en
adolescentes, infecciones actino
micoticas, endocarditis,
bacteriemias e infecciones por
heridas

A. aphrophilus X

Endocarditis infecciosa,
abscesos cerebrales, abscesos
epidurales, infecciones
intervertebrales, enfermedades
sistémicas tanto en huesos como
en articulaciones y
espondilodiscitis.

A. segnis X X X

Abscesos pancredticos,
apendicitis aguda, abscesos
umbilicales cutaneos y
raramente causa endocarditis.

Nota. Datos obtenidos de Washington et al. (2008), Ngrskov-lauritsen, (2014), Jorgensen

etal., (2015), Staley et al., (2005).



1.2. Identificacion de familia Pasteurellaceae

Sus caracteristicas microscopicas se distinguen por tener una forma de cocobacilo Gram
negativos y tienden a medir de 0,2 um a 0,4 um x 0,4 pum a 2,0 pum. Sus tamafios son
variables conforme al crecimiento y al suplemento nutricional que adquieren las bacterias
en los medios de cultivo. No forman esporas y son inmdviles. Se define a esta familia
como anaerobia facultativa, contienen un metabolismo fermentativo, son capnofilicas y

su temperatura de crecimiento es aproximadamente de 37°C (Staley et al., 2005, p.851).

Para su aislamiento, las bacterias necesitan suplementos nutricionales complejos que
pueden ser extracto de levadura, suero lisado de sangre completa, nitrégeno orgéanico,
aminodacidos, vitaminas, nicotinamida adenina dinucleétido (NAD), hematina o
protoporfirina. De igual manera, Forbes, Sahm, Weissfeld, & Trevino (2009) afirma que
estas bacterias no se deben cultivar en medios como el agar MacConkey, ya que no

contienen los nutrientes necesarios para su crecimiento.

1.2.1. Identificacion de Haemophilus spp.

Este género se subdivide en varias especies de acuerdo a su funcion taxonémica, en el ser
humano encontramos a Haemophilus influenzae, Haemophilus aegyptius, Haemophilus
parainfluenzae, Haemophilus ducreyi y Haemophilus haemolyticus (Ngrskov-lauritsen,
2014). Cada una contiene su proceso de diferenciacion bioquimica (Observar figura 1) y

se presenta en distintos lugares del cuerpo.

La especie H. influenzae se diferencia por la necesidad nutricional de hemina o hematina
(Factor X) y Nicotinamida adenina dinucleétido NAD (Factor V), todos estos
suplementos se los incorpora en el medio de cultivo agar chocolate, el cual es uno de los
maés utilizados para su aislamiento; no obstante este medio no se debe utilizar para la
visualizacion de las susceptibilidades en los antibioticos, debido a que autores como
Courvalin (2010) comenta que un elevado grado de cisteina se encarga de alterar la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) sea de imipenem como de penicilinas y de igual
manera sucede con la hemoglobina bovina, dado que al contener demasiada timina inhibe

la accion tanto de las sulfonamidas como de trimetoprima.

En los cultivos de agar chocolate, H. influenzae tienen una caracteristica lisa, convexa,
grisacea y translucida (Courvalin, 2010). Conforme a su desarrollo, el ambiente propicio

para el microorganismo, debe contar con el 5-10% de CO_ y con un tiempo aproximado
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de 24 horas de incubacion, sin embargo, si no existe desarrollo alguno, el periodo de

espera se extiende hasta 72 horas (Staley et al., 2005) y (Forbes et al., 2009).

Cabe decir que entre los medios mas implementados hoy en dia para observar el
comportamiento antimicrobiano de H. influenzae y que son recomendados por el Instituto
de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI) y el Comité Europeo de Pruebas de
Sensibilidad (EUCAST), es el agar medio de prueba para Hemophilus (HTM) vy el agar
Muller- Hinton complementado con sangre de caballo lisada y NAD (MH-LHB-NAD)
(Courvalin, 2010).

H. influenzae encapsulado contiene 6 polisacaridos distintos distribuidos de la a-f, el
polisacarido que mas se presenta a nivel mundial es el de tipo b conjuntamente con los
biotipos 1 y 1, que ocasionan diversas infecciones en las vias respiratorias superiores
como neumonias bacterianas, epiglotis y meningitis, pero desde que se implementaron
programas de vacunacién con el polisacarido b (Hib), se reduce considerablemente su
incidencia (Jorgensen et al., 2015). Sin embargo, segin Agrawal & Murphy (2011)
indican que al disminuir el nimero de reportes por parte del serotipo b, la prevalencia de
otros serotipos como el a y f aumentan, pero conforme con Staley et al. (2005) revelan

que las cepas tipo b y f son las mas frecuentes que las de tipo c.

Adicionalmente, H. influenzae como se cita, se subdivide en 8 biotipos (I-VI1II) que se
determinan por pruebas bioquimicas como el indol, ureasa y actividad de ornitina
descarboxilasa, observar Figura 2. Cabe decir que, conforme con Ngrskov-lauritsen
(2014) el punto clave para la clasificacion en H. influenzae, es que casi el 90% de sus
aislados producen ureasa. De igual manera, la importancia de cada método, va en funcién
a los estudios epidemiologicos que refiera a las especies (Murray, Rosenthal, & Pfaller,
2013).

La especie H. aegyptius fermenta xilosa, produce indol y puede aglutinar los hematies
(Ngrskov-lauritsen, 2014). Su crecimiento es lento y se observa colonias en un periodo
de 48 horas. En el agar chocolate se las identifica por su forma convexa, lisa, con una
tonalidad grisacea y translicida. De igual manera que el H. influenzae, crecen en el agar
chocolate y producen proteasas de inmunoglobulina IgAl. Se puede distinguir de H.
influenzae por su crecimiento méas retardado y la susceptibilidad a la troleandomicina
(Courvalin, 2010). Para cultivar esta especie se debe realizar en una temperatura de 37°C

tomando en cuenta que tiene que haber un 5% de CO.. (Pereira et al., 2019).
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Segun Ngrskov-lauritsen (2014), H. haemolyticus tiene muy poca trascendencia médica,
pero es muy importante su identificacion, a causa de que se puede confundir con otras
cepas de Haemophilus como son las de biotipo IV de H. influenzae (H.quentini) y H.
intermedius. Estas cepas tienen una relacién genética estrecha, pero integran diferentes
fenotipos, lugares de afeccion y forma de colonizacién. En pruebas como
espectrofotometria de masas (MALDI-TOF) se observa pequefias diferencias que logran

especificar cada especie.

El crecimiento de H. haemolyticus se da manera propicia en agar chocolate con formas
convexas, color grisaceo, lisas y translicidas. Se las puede observar después de 24 horas
de incubacion en una temperatura de 37°C. En agar base sangre de bovino u ovino se

visualiza su hemolisis (Staley et al., 2005).

A su vez, en especies como H. parainfluenzae, tiene relacién con H. influenzae pero
difieren en sus factores de crecimiento, ya que la bacteria solo depende del factor V en su
desarrollo y puede sintetizar el grupo hemo o factor X de forma in vitro, mientras que H.
influenzae depende de los dos factores para su desarrollo. Existen otras especies parecidas
a H. parainfluenzae como: H. parahaemolyticus, H. paraphrohaemolyticus, H.
pittmaniae y H. sputorum, puesto a que tienen una similitud en ciertos factores de
crecimiento como la no dependencia del factor X (Ngrskov-lauritsen, 2014). Sin
embargo, difieren en ciertos aspectos fenotipicos que en la figura 3 se los especifica.

La bacteria H. parainfluenzae se divide al igual que H. influenzae en 8 biotipos, los cuales
se observan dentro de la figura 2. Su importancia de una correcta identificacion fenotipica
infiere en la confusion existente entre distintos biotipos de la especie con otras cepas
nombradas anteriormente, a consecuencia de que el biotipo Il de H. parainfluenzae
pueden ser mal interpretado con H. parahaemolyticus, H. paraphrohaemolyticus y H.
sputorum. En cuanto al biotipo V de H. parainfluenzae, se puede confundir con H.
pittmaniae o cepas que solo deban crecer bajo el factor V, pero que no necesiten del factor
X como es el caso de las especies de Aggregatibacter (Nerskov-lauritsen, 2014). Por ello
al realizar las pruebas fenotipicas se debe incluir un proceso detallado que logre
diferenciar de forma propicia las especies y evitar asi una caracterizacion bacteriana

errada.

H. parainfluenzae se la cultiva en agar chocolate, tiene una forma arrugada, pero al pasar

el tiempo se convierten en colonias lisas con una tonalidad blanquecina, grisea o
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amarillenta (Staley et al., 2005). La temperatura de crecimiento es aproximadamente
37°C y se las observa en un periodo de 24 horas. Staley et al. (2005) revela que H.
parainfluenzae puede producir una hemdlisis, pero esto varia ya que, segin Ngrskov-
lauritsen (2014) las cepas tienden a originar hemolisina, la misma que interfiere en

pruebas como ureasa y ornitina descarboxilasa (ODC), dando un resultado positivo.

Conforme con H. ducreyi, no produce capsula, dentro de su cultivo necesita como
componente nutricional el factor X mas no el factor V. Su crecimiento puede dar una
coloracion amarillenta o grisacea y se estima que su desarrollo en el agar chocolate se
obtiene en un tiempo de 72 horas, de igual manera su estructura es pequefia y lisa (Staley
et al., 2005). La temperatura éptima de crecimiento puede oscilar entre un 30°C a 33°C y
se acompafa de un ambiente que mantenga un 5% de CO.. Esta especie al igual que H.
aegyptius, puede demorar en su crecimiento hasta 5 dias dependiendo si se obtiene un

requerimiento nutricional adecuado (Jorgensen et al., 2015).
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Figura 1.

Mapa de identificacion para Hamophilus spp.

Mapa de identificacion para especies Haemophilus
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Nota: * significa variable; Datos obtenidos de Washington et al. (2008), Narskov-lauritsen (2014), Elaborado por Calero (2021)

H. ducreyi
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Figura 2.

Clasificacion de biotipos para H. influenzae y H. parainfluenzae.

Clasificacion de biotipos H. influenzae yH. parainfluenzae

H. influenzaetipol,1l, Vy VIl
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H. parainfluenzael,llyV H. parainfluenzaell,lIl, IV'y H. parainfluenzael,V Vly H. parainfluenzael, II, IV y H. parainfluenzae Ill,V, VIl
vl vill Vi i

Nota: Datos obtenidos de Washington et al. (2008), Ngrskov-lauritsen (2014), Elaborado por Calero (2021)
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Figura 3.

Clasificacion del grupo H. parainfluenzae. Elaborado por: (Calero, 2021)

Grupo H. parainfluenzae

v v v
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B-Galactosidasa
v + |
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v v H. paraphrohaemolyticus *
H. parahemolyticus H. pittmaniae H. sputorum
H. paraphrohaemolyticus
H. sputorum

H. parainfluenzae*

Nota: * significa variable; Datos obtenidos de Washington et al. (2008), Ngrskov-lauritsen (2014), Elaborado por Calero (2021)
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1.2.2. ldentificacion de Pasteurella spp.

Son bacterias cocobacilares pleomérficas, gram negativas, no forman esporas y tampoco
son motiles. Mantiene un proceso anaerobio facultativo, no dependen de factores V'y X
a excepcion de algunas cepas. Su crecimiento puede observarse en una temperatura de
35°Ca37°C, en lapsos de 48 horas. Pueden crecer en agar sangre o agar chocolate (Staley
et al., 2005).

Una de las bacterias pertenecientes a este grupo es P. multocida, se caracteriza por ser
capsular y contener 5 tipos A, B, D, E y F. Ademas, se subdivide en 16 serotipos
especificos y puede ser mas patdgena en los seres humanos cuando contiene capsulas tipo
Ay D. Las mismas que pueden estimular la produccion de toxinas como toxA, causante
de rinitis atréfica agresiva en el ser humano (Staley et al., 2005). De igual manera, P.
multocida contiene subespecies denominadas multocida, séptica y callicida, que se las

diferencian por pruebas fenotipicas y se las especifica en la figura 5.

En cuanto al crecimiento de P. multocida se da en un periodo de 24 horas, habitualmente
en agar chocolate y agar sangre de oveja, necesitan de un ambiente con CO2y no crecen
en medios selectivos u entéricos como agar MacConkey. Al ser una bacteria capsular,
puede observarse con aspecto mucoide en especial si la muestra es parte del aparato
respiratorio (Washington et al., 2008). Su temperatura de crecimiento es de 25°C a 42 °C
(Staley et al., 2005).

Por lo que se refiere a P. canis, son cepas independientes del factor V, crecen en una
temperatura de 36°C (Staley et al., 2005). Akahane, Nagata, Matsumoto, Murayama,
Isaka, Kameda y Kawakami (2011) en sus reportes sefialan que la bacteria puede ser
incorporada en medios como agar base sangre de oveja, agar chocolate y agar Drigalski
por 24 horas en un ambiente aerdbico o también puede ser incubada en un periodo de 72
horas en un ambiente anaerobico. En su crecimiento, se obtiene colonias de color blanco
grisdceo y con una caracteristica lisa. Sus pruebas bioquimicas son indispensables para
detallar la diferencia entre las especies por lo que se las puede observar en la figura 5.

Tomando en cuenta las investigaciones de Akahane et al. (2011), a P. dagmatis la definen
como a una bacteria con un crecimiento anaerobio facultativo, con crecimiento a una
temperatura de 35 °C en un periodo de 72 horas. Desarrolla colonias asi mismo en de

agares tanto de tipo chocolate como de base sangre de oveja.
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Acorde a P. stomatis, crecen en medios como agar base sangre, con una temperatura de
36°C, no es hemolitica y es totalmente independiente del factor V (Staley et al., 2005).
Se la puede diferenciar por diversas pruebas bioquimicas que se las especifica en la figura
5.

1.2.3. Identificacion de Actinobacillus spp.

Se definen como bacterias cocobacilares que pueden medir hasta 6 pum en los medios que
incorporen glucosa y maltosa. Son anaerobias facultativas, crecen en un tiempo
aproximado de 24 horas en agar base sangre y su temperatura éptima de desarrollo es de
37°C (Staley et al., 2005). Los agares recomendados para su crecimiento por parte de
Forbes, et al (2009) son el agar sangre de oveja al 5%, agar chocolate y en poca proporcion
el agar MacConkey puesto que se evidencia un crecimiento leve, sin embargo, se debe
tomar en cuenta que tanto Aggregatibacter actinomycetemcomitans y Actinobacillus

ureae no muestran ningn desarrollo en el agar MacConkey.

A. ureae, se caracteriza por ser una bacteria pleomorfica, su crecimiento se da en un
periodo de 24 horas, tienden a obtener mejores resultados de crecimiento en agares base
sangre y se mantienen en una atmosfera con CO». Sus formas en los medios de cultivo
solidos son lisas, no se observan reacciones hemoliticas en el agar base sangre, puede que
tenga un aspecto mucoide y no exista ningun crecimiento dentro del agar MacConkey.
Las pruebas bioquimicas se las especifica en la Tabla 2, sin embargo, lo que mas llama la
atencion de esta especie es que produce acidificacion por medio de hidratos de carbono

incorporados en el medio (Washington et al., 2008).

Referente a. hominis, es una bacteria polimérfica, pueden tener capsulas y se observa su
crecimiento en agares como agar chocolate. Si se quiere verificar la existencia de cepas
capsuladas como no capsuladas, los dos tipos crecen en agar nutritivo y agar base sangre
al 5%, no contienen ninguna hemdlisis y su tiempo de crecimiento es de 24 horas
conjuntamente con una temperatura de 35°C. Se puede decir que la bacteria no necesita
de aspectos atmosféricos como un porcentaje especifico de CO, (Staley et al., 2005). Sus

pruebas bioguimicas especificas se las observa en la Tabla 5.
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Tabla s

Pruebas complementarias para identificacion de A. hominisy A. ureae

Pruebas complementarias A. hominis A. ureae
Dependencia del factor X - -
Dependencia del factor V - -
Catalasa - +
Oxidasa + +
Hemolisis - -
Ureasa + +
Indol - -
Orto-nitrofenil-g-galactosido + -
Produccion de cido:

Lactosa + -

Galactosa + -

D-Manitol + +

Rafinosa + -

Salicin + -

D-Sorbitol - +

Sacarosa + +

Trehalosa + -

D-Xylosa + -
p-Galactosidasa + -
Triptofanasa - -
Ornitina descarboxilasa - -
IgAl proteasa - -
Reduccion de nitrato a nitrito + +

Nota. Datos obtenidos de Staley et al., (2005) y Washington et al., (2008).
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1.2.4. Identificacidén de Aggregatibacter spp.

Ngrskov-lauritsen (2014) indica que a mediados del 2006 se agrupan diversas bacterias
como Actinobacillus actinomycetemcomitans, Haemophilus aphrophilus, Haemophilus
paraphrophilus y Haemophilus segnis. Cabe mencionar que, estas cepas no solo se
encuentran en los humanos sino también en animales y en la actualidad son denominadas
como Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Aggregatibacter aphrophilus,

Aggregatibacter paraphrophilus y Aggregatibacter segnis.

Se caracterizan por obtener un crecimiento capnofilico y no son hemoliticas, a excepcién
de A. actinomycetemcomitans ya que, puede realizar un poco de hemdlisis al obtener una
gran cantidad de leucotoxina, sin embargo, esto dependerd mucho de su produccion
(Ngrskov-lauritsen, 2014). Su crecimiento se obtiene en agar chocolate con una
temperatura de 35°C y en una atmosfera que contenga 5% de CO. Las bacterias
usualmente sintetizan porfirina, por lo que no requieren de factor X para su crecimiento,
mientras que la dependencia del factor V se observa de forma variable (Murra et al.,
2018).

Por ello A. actinomycetemcomitans tiende a obtener buenos resultados con agar chocolate
en un periodo de 24 horas y su didmetro puede aumentar si la incubacion se extiende a un
periodo de 48 horas con una temperatura 6ptima de 37°C. Posee una caracteristica rugosa
y puede formar biofilm, también cambiar a un aspecto liso si es que contiene mutaciones
especificas en gen promotor ftp (Nerskov-lauritsen, 2014). Esta bacteria no es hemolitica,
adquiere una incubacién prolongada de 5 a 7 dias y como todo miembro de la familia
Pasteurellaceae, en su Gram se observa cocobacilos gram negativos y no crecen en agar
MacConkey (Washington et al., 2008).

Como aspecto fundamental de A. actinomycetemcomitans se puede decir que contiene
varios serotipos, los cuales se distribuyen de la a-f y se las identifican por medio de O-
polisacaridos, puesto que los serotipos son clasificados de acuerdo a los lipopolisacaridos
que se encuentran en su superficie celular (Washington et al., 2008). Asimismo, sus
factores fenotipicos son claves para diferenciarlo de otras especies como A. aphropilus,
por lo que entre las pruebas mas relevantes en su clasificacion segin Narskov-lauritsen
(2014) son la de catalasa, la o-nitrofenil-p- galactopirandsido (ONPG) fermentacion de
azucares como la lactasa y sacarosa (Ngrskov-lauritsen, 2014), todas estas pruebas se las

especifica en la figura 4.

19



En relaciéon con A. aphrophilus se define como una bacteria que unifica tanto a H.
paraphrophilus como H. aphrophilus, ya que tienen una gran similitud fenotipica y solo
difieren en su aspecto de dependencia hacia el factor V, es por ello que se la considera
como una bacteria dependiente e independiente del factor VV (Ngrskov-lauritsen, 2014).
Del mismo modo, para diferenciarlo de los géneros correspondientes como A.
actinomycetemcomitans y A. segnis se debe integrar pruebas fenotipicas especificas, las

cuales se las detalla en la figura 4.

H. aphrophilus es decir el género de A. aphropilus que no depende del factor V, crece en
agar chocolate en un ambiente con 10% de CO durante un periodo de 24 horas; si su
requerimiento de CO2 no esta presente, se da un crecimiento de colonias tanto pequefias
como grandes. De igual manera, H. paraphrophilus es decir el género de A. aphropilus
que depende del factor V, tiene los mismos requerimientos nutricionales para su

crecimiento y las dos cepas no dependen del factor X (Staley et al., 2005).

Por otra parte, A. segnis anteriormente denominada Haemophilus segnis, crece en agar
chocolate y tiene un desarrollo demasiado lento, se la observa en un periodo de 48 horas,
su fermentacion es retardada por lo que se reportan como levemente positivas o incluso
negativas (Staley et al., 2005). Adicionalmente, dependen del factor V y se le debe
incorporar un cierto porcentaje de CO». Esta bacteria se suele confundir continuamente
con H. parainfluenzae biotipo V y su identificacion fenotipica suele ser problematica

(Ngrskov-lauritsen & Kilian, 2006), cada prueba se las indica en la figura 4.
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Figura 4.
Pruebas de identificacion Aggregatibacter spp.

Pruebas de identificacion Aggregatibacter spp.
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Nota: * significa variable; Datos obtenidos de Staley et al., (2005) y Washington et al., (2008). Elaborado por Calero (2021)
Figura 5.
Pruebas de identificacion Pasteurella spp.
dentificacin Pasteurella spp.
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P. multocida subespecie septica multocida subespeciemultocida sﬁbespeciemultoci i subespeciemultocida subespecie multocida P. stomatis subespeciemultocida P. dagmatis muttocida multocida multocida
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P. canis P. canis P. canis P. canis P. canis P. canis P. canis P. canis P. canis
P. dagmatis P. stomatis P, stomatis . dagmatis P. stomatis P. dagmatis P. dagmatis P. dagmatis
P. stomatis P. dagmatis P, dogmatis P, stomatis P. stomatis P. stomatis P. stomatis
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Continua...

Continua...
Identificacion Pasteurella spp.
Fermentacion
|
v v v v
Manitol Sacarosa Glucosa Maltosa
s | - | + |-
v v + + l v v
P. multocida P. canis P. multocida P. multocida subespecie P. dagmatis P. canis
P. dagmatis P. canis multocida P. multocida
P. stomatis P. dagmatis P. multocida subespecie P. dagmatis
P. stomatis septica

P. multocida subespecie
gallicida

P. canis

P. dagmatis

P. stomatis

Nota: Datos obtenidos de Staley et al., (2005) y Washington et al., (2008). Elaborado por Calero (2021)
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1.3.  Resistencias intrinsecas de H. influenzae

La bacteria contiene algunas alteraciones que logran ser evidentes al disminuir la
sensibilidad de los antibidticos, se los clasifica en resistencias intrinsecas y adquiridas,
entre las resistencias intrinsecas encontramos a las lincosamidas, glucopéptidos,
lipoglucopéptidos, oxazolidionas, acido fusidico, macrolidos que contengan 16 atomos
de carbono, cepas con sensibilidad disminuida hacia las cefalosporinas de primera
generacion, cetélidos, macrolidos de 14 a 15 carbonos y estreptograminas. En cuanto a
las resistencias adquiridas, se dan en torno a antibidticos como los betalactdmicos,
aminoglucosidos, cloranfenicol, tetraciclinas, rifampicina, quinolonas y trimetoprim
(Calvo, Canton, Ferndndez, Mirelis, & Navarro, 2011) y (EUCAST, 2022). Su

distribucion se explica detalladamente en la tabla 6.

Tabla 6.
Resistencia intrinseca y adquirida en H. influenzae.
Tipo de Antibiético
resistencia
Resistencia Resistencia de alto nivel:Oxacilina, mecillinam, cefsulodin, lipoglucopeptidos y
intrinseca glucopéptidos, licosamidas y macrolidos, 4cido fusidico, linezolid, nitroimidazoles y
bacitracina
Resistencia de bajo nivel: macrélidos, cet6lidos y estreptograminas.
Resistencia Betalactamicos, cefalosporinas, floroquinolonas, tetraciclinas, glieilciclinas,
adquirida sulfonamidas, trimetroprim, cloranfenicol, rinfampicina, aminoglucésidos y

fosfomicina

Nota. Datos obtenidos de Courvalin (2010) Elaborado por: (Calero, 2022)

1.4. Epidemiologia de la familia Pasteurellaceae a nivel mundial

En la actualidad existen muchos microorganismos que presentan alteraciones en su
sensibilidad y resistencia, que no solo es a nivel hospitalario sino también comunitario.
La Organizacién Mundial de la Salud (OMS), menciona que este proceso resulta ser una
de las tres amenazas mas importantes de mortalidad, por ende, el aumento constante de
las resistencias antibioticas disminuye las posibilidades de una terapia efectiva. Ademas,
las infecciones que contengan bacterias multirresistentes, obtienen una mayor incidencia
gue otros microorganismos con una sensibilidad leve y como consecuencia existen
sistemas economicos afectados a nivel mundial, puesto que se estima una pérdida
aproximadamente de USD 100 billones (Munita & Arias, 2016).

23



En torno a aquello, es significativo entender los procesos de resistencia y aparicion
epidemioldgica de las bacterias que pueden o no ser oportunistas, como es el caso de la
familia Pasteurellaceae, donde uno de sus principales microorganismos es H. influenzae,
visto que se ha observado aln registros sobre su presencia en poblaciones no vacunadas
y en menores de edad, a pesar de que existe un gran uso de su vacuna Hib a nivel mundial
(Courvalin, 2010). Es trascendental mencionar que, al disminuir la incidencia de H.
influenzae tipo b en la poblacidn, se tiende a manifestar mayor cantidad de procesos
patolégicos por H. influenzae no capsulados (Murray et al., 2013). De la misma forma,
Jorgensen et al. (2015) afirma que las cepas H. influenzae tipo b puede encontrarse tanto
en nifios como en adultos que sufren traumatismos craneoencefalicos, derrames de liquido

cefalorraquideo (LCR) o posterior a un procedimiento neuroquirurgico.

Murray et al. (2013) afirma que los pacientes que presentan meningitis por la cepa H.
influenzae tipo b se asocia su causa a la produccion de PRP, de alli la importancia de
adquirir una inmunidad que mantenga la presencia de anti-PRP, sea por medio de
vacunacion, adquisicién materna o infeccién natural. Ademas, las cepas de H. influenzae
productoras o no de capsulas, suelen obtener otro factor de virulencia que es la produccion
de proteasas de inmunoglobulina IgA1, la cual confiere al microorganismo una mejor
colonizacion de las superficies mucosas y disminuye la inmunidad humoral del paciente.
De igual manera, H. influenzae contiene un lipooligosacarido lipido A, que se encarga de
producir inflamacion meningea en los animales, aquello es importante debido a que se

presume que este factor puede ser reproducible en el ser humano.

Segun Pardo (2008), H. influenzae obtienen un alto grado de resistencia hacia ampicilina
o amoxicilina, debido a que los datos asociados en el programa de vigilancia
antimicrobiana de SENTRY realizado en los afios 1997 a 2001, describe a Latinoamérica
con un porcentaje de resistencia hacia H. influenzae de 16,3%. Donde los paises con

mayor prevalencia son Ecuador, El Salvador y Nicaragua.

Conforme con aquello, también se encuentra H. ducreyi, causante de infecciones por
transmision sexual y enfermedades cutdneas no sexuales en nifios. Aquella cepa
usualmente se aisla en patologias que contengan Ulceras genitales en lugares como
América Latina, Africa, Este y Sudeste Asiatico (Washington et al., 2008). Su diagndstico
clinico es muy complicado, debido a que el examen clinico en si puede ser confundido

con otras enfermedades de transmision sexual como el herpes genital y gonorrea. El
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cultivo de esta bacteria, es complejo y se prefiere realizar sus reportes con pruebas de

amplificacion de acido nucleico (PCR).

En la época de 1988 a 2010 se informan reportes de nifios y adultos con lesiones cutaneas
a causa de consecuencias no sexuales que son similares al chancro, en los extremos
inferiores de las piernas y ninguna en los genitales por H. ducreyi (Gonzélez-beiras,
Marks, Chen, Roberts, & Mitja, 2016). Sin embargo, H. ducreyi no es considerada la
razon mas comun de ulceracion en la piel por motivos no sexuales, debido a que
posiblemente su aislamiento es complicado y las pruebas serolégicas no se implementan
en muchos aspectos. De acuerdo a esta informacion, existen reportes en Papua Nueva
Guinea, que notifican la formacion de pian en nifios con rangos de edad de 5-15 afios del
afio 2013, donde informa que mas del 7% de los nifios padecen una infeccion cutaneay a
su vez también se notifica la presencia de Treponema pallidum subespecie pertenue y una
aparente coinfeccién de ambos organismos (Mitja, Lukehart, Pokowas, Moses, Kapa,
Godornes y Bassat, 2014).

Respecto a la formacion de chancros blandos de H. ducreyi, existe una cierta confusion a
la hora de diagnosticarlo, dado que en enfermedades como sifilis tiene lesiones primarias
similares con bordes totalmente irregulares y plegados con poca demarcacion. Por otro
lado, en paises subdesarrollados se evidencia que la bacteria tiene una asociacion directa
con el virus de la inmunodeficiencia humana sea de tipo 1 como 2 (Washington et al.,
2008).

En base a aquella informacion, de acuerdo con estudios como Gonzélez-beiras et al.
(2016), sefialan que la presencia de H. ducreyi ha disminuido en los afios 1991 a 2000, a
causa de que la OMS promovio el correcto manejo de su tratamiento e implementacién
de anticonceptivos tipo barrera, por ello en sitios como Africa, Asia y América Latina
disminuyeron su prevalencia al manejar programas de cuidado sexual. Sin embargo, a
raiz de eso se prueba una mayor incidencia y prevalencia del virus herpes genital, pero a
pesar de contar con toda esta informacion los reportes no exhortan la existencia de

pacientes que contengan un reservorio de H. ducreyi.

En otra instancia, muchos articulos comparan la presencia de gonorrea y chancroide en la
poblacion adulta, puesto que en la Ultima década Neisseria gonorrhoeae ha aumentado

su incidencia en paises de desarrollo, pero disminuye progresivamente en paises
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industrializados que a diferencia del chancro provocado por H. ducreyi contiene muy poca

incidencia y se reporta pocos casos alrededor del mundo (Ison, Dillon, & Tapsall, 1998).

En cuanto a H. parainfluenzae, se sabe que se lo puede aislar en alteraciones como
endocarditis y bacteriemia (Abotsi, Govinden, & Essack, 2017). Prescindiendo de esto,
en Suiza se ha justificado lo contrario, pues en una investigacién donde se incorporaron
a 2 pacientes hombres homosexuales, reportaron este microorganismo como un causante

patoldgico en su uretra (Tinguely, Seiffert, Furrer, Perreten, Droz y Endimiani, 2013).

Como punto aparte en base a las resistencias antibidticas, dentro los afios 2017 al 2018,
se da a conocer un estudio en Camerin Africa, donde reconocen que existen especies
predominantes como H. influenzae y H. parainfluenzae, sin embargo, también se
incorporan cepas como H. haemolyticus que es considerado un microorganismo con
algunas resistencias. La poblacién de estudio son pacientes que contiene infecciones en
el tracto respiratorio superior y alli se aislan de forma molecular los microorganismos,
encontrando asi 73 bacterias de H. influenzae, 15 de H. haemolyticus, 6 de H.
parainfluenzae y 1 de Actiobacillus porcitonsillarum. De las 15 cepas de H. haemolyticus,
14 son resistentes a ampicilina con una mutacion en el gen ftsl, también presentan una
enzima denominada cloranfenicol acetiltransferasa, la cual le confiere resistencia
bacteriana. Por otro parte, en las quinolonas se observaba una resistencia ante una
mutacion en la porcion S84L y finalmente 1 de sus aislados presenta resistencia en
rifampicina sin ninguna mutacion aparente (Tchatchouang, Nzouankeu, Hong, Terrade,
Denizon, Deghmane y Taha, 2020). Es decir, puede gque en la actualidad los antibioticos
que deban ser estudiados con mayor importancia en H. haemolyticus, sea ampicilina,

cloranfenicol, quinolonas y rifampicina.

Partiendo de aquello, otra especie de la familia Pasteurellaceae que afecta al ser humano
es Pasteurella spp., esta se presenta en la microbiota oral de los animales e ingresa como
patdgeno en el ser humano por lesiones o mordeduras. Una de sus principales infecciones
sintomaticas es la pasteurelosis y su incidencia se encuentra en torno a las posibles
complicaciones de heridas provocadas por animales. Es importante decir que, las cepas
patdgenas causantes de pasteurelosis con mayor prevalencia en el ser humano son P.
multocida y P. canis, las mismas que mantiene un porcentaje de mortalidad del 25% al
30% a nivel mundial y su valor de bacteriemia en la poblacién es del 40% al 63%, pero

si existe afecciones neurologicas se establece un porcentaje del 17% al 29%. Agregando
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a lo anterior, se hallan posibles casos de meningitis en neonatos, sin embargo, su
trascendencia en estos pacientes no es por transmision vertical, ya que es considerado
como poco probable y su propagacién principalmente ha sido de persona a persona
(Wilson'y Ho, 2013).

Para concluir, en Aggregatibacter spp., se encuentran especies prevalentes como
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, la cual provoca diversas enfermedades, como
la periodontitis que con un largo avance forma endocarditis, es por ello que se la clasifica
en el grupo HACEK. La bacteria consta de varios serotipos como a,b,c,d,e y f, entre estas
un 3% al 8% puede que no sean de facil identificacion y el serotipo mas caracteristico es
el de tipo b, forma una sintomatologia totalmente agresiva al contener una leucotoxicidad
elevada. Existen un gran nimero de pacientes que presentan este tipo de bacteria en paises
como Estados Unidos, Finlandia y Brasil. Ademas, se ha llegado a observar la presencia
del serotipo c en paises como China, Japon, Tailandia'y Corea del Sur (Chavez y Campos,
2017).

2. LECTURA INTERPRETATIVA DEL ANTIBIOGRAMA

2.1.  Haemophilus spp.

2.1.1. Mecanismos de resistencia a los antimicrobianos
Las resistencias en Haemophilus spp. se basan en alteraciones puntuales que modificar la

accion antibidtica de betalactamicos, macrdlidos, tetraciclinas, quinolonas, cloranfenicol
entre otros y pueden ser observables o no, dentro de procesos fenotipicos como la prueba

de difusion en disco.

Como se indica, la bacteria contiene diversos mecanismos de resistencia. Entre los
betalactamicos se destacan 2 tipos: el primero presenta alteraciones enzimaticas que
conllevan a la produccion de betalactamasas de tipo TEM-1y TEM-2 o ROB-1, mientras
que la segunda es provocada por la modificacion en el gen ftsl, el cual altera considerable
a su PBP3 (Calvo et al., 2011). Es asi que, de alli nacen resistencias conocidas como [3-
lactamasas positivas, resistentes a la ampicilina (BLPAR), B- lactamasas negativas,
resistentes a ampicilina (BLNAR) y B- lactamasas positivas resistentes a amoxicilina-
clavulanato (BLPACR). Ademas de aquello, la resistencia tipo TEM-1 es mucho més
prevalentes que la de ROB-1, ya que el Gltimo se encuentra mayoritariamente en Gram

positivos que en Gram negativos (Courvalin, 2010).
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La cepa BLNAR es muy rara de identificar, pero en Japon se informa una gran incidencia,
debido al aumento de patrones especificos que contienen sustituciones en los aminoacidos
de la proteina union a penicilina 3 (PBP3), los cuales se subdividen en grupos como |,
lla, llb, Iic, 1id, 11y 1lI- like. Por lo tanto, los cambios en la susceptibilidad bacteriana
de H. influenzae depende del sitio estratégico en el que se encuentren (Bae, Lee, Lee,
Kim, Lee, Yu y Kang, 2010). Asi mismo, Calvo et al. (2011) evidencian que en paises
como Japdn, Espafia y Francia obtienen una gran prevalencia de esta cepa, entre sus
hipotesis que pueden justificar el aumento de las cepas BLNAR en Japon, es el gran uso
de cefalosporinas como cefdinir y cefditoren en procesos que pueden ameritar solo

antibioticos de menor complejidad.

Los BLNAR al contener una gran cantidad de modificaciones genéticas que alteran la
funcién del PBP3 y aumentan considerablemente la carga de resistencia antibidtica
prevista, forman motivos KTG y SSN que contiene ciertas sustituciones en sus
aminodcidos, aquello se detalla en la tabla 7. De esta forma, sucede con los genes
reguladores de la bomba AcrAB, su mutacion es poco usual, pero al obtener una
hiperexpresion, desarrolla un nivel de resistencia mucho mas elevado hacia ampicilina a

comparacion de las cepas BLNAR que contienen PBP3 alterados. (Calvo et al., 2011).

Es conveniente destacar que, de acuerdo con Courvalin (2010), cuando una cepa contiene
una resistencia de ampicilina > 1 pg/mL es de tipo BLNAR o low- BLNAR e indican
resistencias hacia amoxicilina-clavulanato, ampicilina-sulbactam, cefalosporinas de
primera y segunda generacién. Cabe mencionar que, esta cepa contiene afinidades
especificas dentro de sus niveles de accidn pertenecientes a los PBPs, por lo que esto
explica el tipo de sensibilidad que obtiene, ya que antibidticos como las cefalosporinas
acttan en contra del PBP3 y la ampicilina ejerce su efecto en las porciones como PBP1y
PBP4. Conforme a los tipos de resistencias, cada variacion es significativa, puesto que
pueden llegan a formar un aumento extremo en las CMIs de cefalosporinas de tercera

generacion como: cefotaxima y cefixima (Calvo et al., 2011).
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Tabla 7.
Modificaciones en motivos KTG y SSN en cepas BLNAR.

Motivos Sustituci Antibidtico Tipo de Grupo CMI
ones de alterado Fenotipo de
aminoaci ampici
dos lina

Ninguno Ninguno Ninguno BLNAS Ningun 0,12

0 pg/mL

KTG Asn526- Resistencia Low- Grupo | 05 a
Lys moderada BLNAR VAl 2,0
Arg517- hacia pg/mL
His cefotaxima

SSN Met377- Resistencia BLNAR Grupo 1al6
lle 60 veces méas Il pg/mL
Ser385- elevada hacia
Thr cefotaxima
Leu389-

Phe

Nota. Datos tomados de Courvalin, (2010) y Calvo et al., (2011). Elaborado por
Calero, (2022)

*BLNAS: Betalactamasa negativa, ampicilina sensible /Low-BLNAR: Bajo nivel

de betalactamasa negativa, ampicilina resistente/ BLNAR: Betalactamasa
negativa, ampicilina resistente

Las resistencias por causa enzimatica en H. influenzae, es decir la produccion de
betalactamasas contienen dos tipos prevalentes TEM-1 y ROB-1. La de tipo TEM-1,
contiene alteraciones especificas en funcion a un promotor genético del ARN polimerasa,
provocando que existan diferentes afinidades en su sintesis y cambios en el proceso de
accion en antibioticos como amoxicilina- &cido clavulanico y cefalosporinas de segunda
generacion (Calvo et al., 2011). Conforme a su epidemiologia, en Corea del Sur se
informa que la existencia de TEM-1 se da un 94,7%, mientras que ROB-1 es de un 3,2%.
De igual manera, la prevalencia hacia la produccion de 3 — lactamasas en Alemania es del

3% mientras que en Corea del Sur se calcula su presencia en un 65% (Bae et al., 2010).

Las cepas BLPAR son pertenecientes a estas clases de alteraciones, por lo que evitan la
accion tanto de amoxicilina como de penicilina y tienden a ser susceptibles ante
inhibidores como &cido clavulanico y tazobactam, a su vez no manifiestan su inactivacion
en cefalosporinas de segunda y tampoco de tercera generacion. Dentro de las
recomendaciones de diagnéstico para este tipo de cepas, es que se corrobore su presencia
con pruebas cromogénicas como de nitrocefina (Courvalin, 2010), en la figura 6 se puede

apreciar el resultado de la prueba.
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Figura 6

Prueba de nitrocefina

Nota: Positividad cuando el disco se tifie rojizo, negativo cuando el disco no se tifie.

Acerca de las cepas BLPACR, se han realizado busquedas en Corea del Sur, dentro de
los afios 2005 y 2006, con un total de 544 pacientes que contienen la cepa y llegaron a
concluir que los resultados de CMI en ampicilina son mucho mas elevados que las de tipo
BLNAR y BLNAS. Por lo tanto, para identificar y diferenciar las cepas BLPACR con
las de tipo BLNAR, se debe visualizar una resistencia de ampicilina mucho mas elevada.
De igual manera, en la investigacion se indica la presencia de cepas como H. influenzae
no tipificables BLPAR con resistencia de tipo TEM-1, donde también residian un 7,4%
de la poblacidn total con cepas encapsuladas de H. influenzae, de ellos 16 eran de tipo a,
2 de tipo b, 2 de tipo c, 8 de tipo d, 6 de tipo e, 6 de tipo fy el porcentaje restante es decir
el 92,6% eran NTHi (Bae et al., 2010).

En Portugal, igualmente se ha estudiado la presencia de resistencias en H. influenzae
tomando en cuenta un total de muestras de 240 entre los afios 2001 y 2008, aqui se reporta
posibles alteraciones tanto en la accion de cefotaxima como de cefepima y revelan que
entre sus procesos de estudios, 2 asilados BLNAR mantenian un CMI de cefotaxima de
1 mg/dL y otros 6 donde 5 eran BLNAR y 1 BLPACR, contenian una CMI de cefepima
con 1 mg/L, es decir estas cepas presentan resistencia en cefalosporinas tanto de tercera
como de cuarta generacion conforme a los puntos de corte de EUCAST (Barbosa, Giufre,
Cerquetti, & Bajanca-Lavado, 2011). Esto se explica con la existencia de procesos de
afinidad hacia los PBP, por lo que la cepa al adquirir mutaciones elevadas hacia PBP3
puede que su reporte este en base a alteraciones en la accion de penicilinas, cefalosporinas
de primera, segunda, tercera y cuarta generacion como la cefotaxima y cefixima (Calvo
etal., 2011).

Hay que resaltar que en H. influenzae no solo existe resistencia adquirida a nivel de los

betalactamicos, sino también en otro tipo de antibiéticos como los carbapenémicos,
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fluoroquinolonas, tetraciclinas, glicilciclinas, sulfonamidas, cloranfenicol, macrolidos,
cetolidos, estreptograminas, rifampicina, aminoglucésidos y fosfomicinas, que se los
explica detalladamente mas adelante en la seccion sobre la identificacion de los fenotipos

de resistencia (Courvalin 2010).

En cuanto a H. parainfluenzae, de acuerdo a algunos reportes forma también parte del
grupo HACEK, puesto que son bacterias consideradas como complicadas, exigentes y
provocan enfermedades como endocarditis y bacteriemia. Este microorganismo también
puede ocasionar otro tipo de enfermedades como celulitis, miositis, meningitis entre otras.
Es por ello que se debe identificar los posibles mecanismos de resistencia en Haemophilus

spp. que se definen en la tabla 8 (Abotsi et al., 2017).

Tabla 8.

Mecanismos de resistencia bacteriana en Haemophilus spp.

Mecanismo de Mecanismos
resistencia £ h D
B- lactdmicos Produccion de enzimas

Cambio de permeabilidad en la membrana
externa por modificacion de porinas

Cambio de PBPs

Bombas de eflujo
Macrolidos Eflujo mef (A) y msr (D)

Sustitucidn de Ala69Ser en la proteina L4
Gen ErmB codificante de metilasas

Sustituciones en proteina ribosémica L22 y
rRNA 23S

Tetraciclinas Produccidén enzimatica

Mutaciones en ARNr

Bombas de eflujo

Produccion de proteinas  protectoras

ribosémicas como Tet (T), Tet (S), Tet (Q),

Tet (B), Tet(W), Tet(O), Tet(M) y OtrA
Quinolonas Sustituciones en aminoacidos de genes

como gyrA, gyrB, parC y parkE

Alteraciones causadas por plasmidos

Cloranfenicol Produccion de enzima acetiltransferasa CatS
codificada por el gen cat

Aminoglucésidos Eflujo activo
Escasa en permeabilidad de membrana
externa

Mutaciones en moléculas diana
Inactivacion enzimatica: fosfotransferasas,
acetiltransferasas y nucleotidiltransferasas
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Inhibidores del Vias metabélicas alternativas
metabolismo del acido Impermeabilidad de pared celular
folico

Enzimas de origen cromosdmico resistente
y susceptible

Enzimas resistentes a inhibidores de origen
plasmatico.

Nota. Datos tomados de Abotsi et al., (2017). Elaborado por: Calero, (2021).

H. parainfluenzae contiene diversas resistencias hacia los B- lactamicos, alli se
encuentran la produccion de enzimas como las 3- lactamasas que se debe a la presencia
de plasmidos alterados, entre ellas se halla las de tipo TEM-1, TEM-15, TEM-34y TEM-
182. Al igual que H. influenzae, la bacteria presenta algunas mutaciones que alteran los
aminoacidos de su PBP3. En el caso de los macrélidos, H. parainfluenzae contiene
resistencias causadas por eflujos mef (A) y msr (D), del mismo modo, se ha identificado
mutaciones en su proteina L4 y codificaciones de metilasas por parte del gen ErmB, que
no solo confiere resistencia hacia los macrolidos sino también a las azalidas y cetolidos
(Abotsi et al., 2017).

Existen otros antibioticos como las tetraciclinas, que en H. parainfluenzae producen
cierta resistencia a causa de la produccion de proteinas protectoras ribosémicas como Tet
(M), Tet (B), Tet (C) y Tet (D). En cuanto a las quinolonas, se da su alteracion en ciertas
sustituciones de aminoacidos en genes como gyrA, gyrB, parC y parE, incluso se ha
evidenciado que existen genes de resistencia que son incorporados por plasmidos que
alteran la accion de este antibidtico como el gen aac (6°)- Ib- cr. El cloranfenicol, obtiene
resistencia en la bacteria por parte del gen cat. Existen transposones especificos que
confieren al microorganismo resistencia a través de plasmidos para sulfonamidas y
trimetoprim, ya que, por parte de las sulfonamidas, se presenta con mayor intensidad el
gen cromosémico folP que favorece una accion reducida antibacteriana (Abotsi et al.,
2017).

Hay reportes de pacientes con infecciones causadas en uretra por H. parainfluenzae, lo
interesante de estas cepas es que tienen un alto grado de resistencia, por lo que no fueron
susceptibles a ampicilina, amoxicilina-a4cido clavulanico, cefotazima, cefepima,
meropenem, cefuroxima, azitromicina, ciprofloxacina, tetraciclina y cloranfenicol. En sus
estudios moleculares se hallaron colonias con alteraciones en aminoécidos especificos,

que provocaron mutaciones en el PBP3, L4, gyrA, parC y manifiestan resistencias de tipo
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mef (A), Tet (M) y CatS. De igual manera, la investigacion definio a las cepas como
posibles bacterias multirresistentes a causa de su asociacion entre quinolonas, macrdlidos,

trimetoprim-sulfametoxazol, tetraciclinas y cloranfenicol (Tinguely et al., 2013).

En Polonia entre los afios 2013 al 2015 se realizé un estudio de 87 pacientes, donde 61
formaban parte del control y 26 tenian enfermedades cronicas como cancer de pulmon y
leucemia linfocitica cronica. En su reporte se compar6, ademas, la efectividad tanto del
CLSI como de EUCAST, con la finalidad de informar sobre los tipos de resistencia
bacteriana hacia H. parainfluenzae y verificar nuevos mecanismos. Dentro de los puntos
de corte EUCAST proponen aislados de tipo P lactamasas positivas, sensibles a
ampicilina (BLPAS) con un total de 42,5%, p lactamasas negativas, sensibles a
ampicilina BLNAS con un 20,7% y BLPACR con un 19,5%. Sin embargo, la CLSI
propuso un nuevo fenotipo en esta poblacion, denominado 3 lactamasa negativa, cefinasa
negativa, ampicilina intermedia (BLNALI) que mantiene un porcentaje de 2,3% y también
se afnadid otro tipo denominado [ lactamasa positiva, cefinasa negativa, ampicilina
intermedia (BLPAI) con un valor de 3,4%. De igual manera, sucedi6 con el fenotipo 3
lactamasa positiva, cefinasa positivo, resistente a mas de uno de los betalactamicos como
bencilpenicilina, ampicilina, cefalosporinas y carbapenémicos (BLPBR) que se encuentra
en un 2,3%, este fenotipo se incorpord por parte de los puntos de corte en EUCAST.
Aparte de ello, de acuerdo con el CLSI, los pacientes con enfermedades cronicas de esta
poblacion contienen una alta prevalencia de alteraciones por parte de B - lactamasas,
aquello es importante, ya gue su control terapéutico en este nivel geografico debe ser
arduo hacia H. parainfluenzae (Kosikowska, Andrzejczuk, Grywalska, Chwiejczak,
Winiarczyk, Pietras-Ozga y Stepien-Pysniak, 2020).

Conforme a lo descrito, los cambios en los rangos de sensibilidad y resistencia por parte
de las guias basicas como el CLSI y EUCAST pueden significar una cierta modificacién
en los reportes diagnosticos. EI CLSI en los afios 2016 al 2020, solo implementa una
variacion de su sensibilidad hacia la cefuroxima en Haemophilus spp., pero por parte de
EUCAST 2020 si existe cambios evidentes en su punto de corte, como de ampicilina y
amoxicilina- acido clavulanico, esto conlleva a que existan mayor nimero de reportes en

bacterias como BLPACR, y cepas multirresistentes (Kosikowska et al., 2020).

Por esa razon, EUCAST al tener grandes diferencias con el CLSI se considera como una

guia que obtiene puntos de corte mas estrictos y por ello ya no incorpora puntos
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intermedios, sino mas bien lo define como cepas susceptibles con mayor exposicion desde
el aflo 2019. Es asi que, estos cambios por parte del CLSI no obtuvieron relevancia
significativa, pero si una mejora en analisis que contengan capas resistentes a cefuroxima,
mientras que en EUCAST mejora la evidencia de cepas que mantengan una cierta relacion
hacia los betalactdmicos sea con o sin inhibidores, lo mismo sucede con los macroélidos,
cloranfenicol, trimetoprim- sulfametoxazol. Muchos llegan a determinar que los puntos
de corte en EUCAST ante la incorporacion de amoxicilina- clavulanico tienden a ser mas

predictivos en un fallo terapéutico que el CLSI (Kosikowska et al., 2020).

Por ultimo H. ducreyi, se la considera como complicada de observar, dado que su proceso
de cultivo es muy exigente. Los estudios actuales sobre esta bacteria son muy escasos,
pero se han detectado valores de susceptibilidad e influencia de antibidticos prospectos
para su tratamiento en especial del chancro. En investigaciones concretas se describe que
H. ducreyi contiene una alta susceptibilidad en antibidticos como cefalosporinas,
eritromicina, quinolonas, rifampicina y espectinomicina. No obstante, también se revela
presuntas resistencias hacia trimetoprima, tetraciclina y cloranfenicol; en el caso del
Gltimo antibidtico, su resistencia es consecuencia de la produccion de una enzima
denominada cloranfenicol acetiltransferasa, mientras que por parte de la tetraciclina se ha
verificado la disminucién de sensibilidad por transformaciones especificas que se
trasmiten sea por plasmidos grandes o de forma cromosdémica proveniente de una
mutacion en la porcién Tet M. Estas alteraciones puede que impliquen un desbalance en

la sensibilidad entre la misma especie (Dangor, Ballard, Miller, & Koornhof, 1990).

Estudios realizados en paises como Sudafrica, se hallan gran cantidad de cepas tipo H.
ducreyi y reportan que muchas de estas especies son resistentes a penicilina, tetraciclina,
sulfametoxazol y trimetoprima. Con respecto a la disminucion de su sensibilidad, entre
las principales causas se encuentra la trasmision de genes alterados sea de forma
plasmidica como cromosomica. Debido a esto, se tiene que observar la eficacia
terapéutica sea Unica como combinada en los pacientes, puesto que las dosis Unicas de
ceftriaxona, ciprofloxacina, azitromicina estreptomicina y rifabutina son de gran utilidad
hoy en dia. Por otra parte, la combinacion entre medicamentos como ceftriaxona con
estreptomicina y sulfametoxazol con trimetoprim son de gran eficiencia, a causa de que
mejoran en especial el tiempo de curacion hacia las lesiones del chancro, pero su excesivo

uso no solo presenta resistencia, sino que también se encuentra en alteraciones como
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ototoxicidad y nefrotoxicidad, inducido principalmente por la estreptomicina (Roy-leon,

Lauzon, Toye, Singhal, & Cameron, 2005).

En torno a lo mencionado, en H. ducreyi también incluye reportes de resistencia hacia
a sulfonamida, cloranfenicol, estreptomicina, kanamicina y trimetoprima a causa de
trasmision plasmidica. Por consiguiente, en estas posibles resistencias se piensa en
alternativas terapéuticas con azitromicina, dado que suele originar una sensibilidad

considerable (Ison, et al. 1998).

H. ducreyi no solo forma parte de una enfermedad de transmision sexual, sino que
también tiene una gran facilidad de formar una sinergia patoldgica con el VIH. En
evaluaciones epidemioldgicas se analizan resultados de cepas extraidas en Sudafrica 'y se
encuentra que en su gran mayoria son resistentes a penicilinas, tetraciclinas, sulfametaxol
y trimetoprima, todas ellas son adquiridas de forma plasmatica o cromosomal. Se debe
destacar que, H. ducreyi no solo puede adquirir una resistencia bacteriana si no que, al
obtener una sinergia con otra enfermedad como VIH, disminuye su efectividad
terapéutica con un porcentaje superior al 20%, sea en medicamentos como ceftriaxona,
azitromicina, fleroxacina, ciprofloxacina, eritromicina y trimetropim-sulfametoxazol

(Roy-leon, Lauzon, et al., 2005).

Conforme a las terapias implementadas para H. ducreyi, en Tailandia se informan un gran
porcentaje de resistencias hacia tetraciclina, sulfonamida, kanamicina y trimetropima, a
comparacién de otros paises (Prachayasittikul, Ronald, Robert, & Ronald, 2000). Dicho
esto, es importante entender que las posibles causas se encuentran muchas veces en

alteraciones genéticas, las cuales se representan en la tabla 9.

Tabla 9.

Resistencias Haemophilus ducreyi.

Antibidtico Genes
Tetraciclina tet (M) y tet (O)
B- lactamasas bla rem
Kanamicina aphAl
Estreptomicina strA-strB
Sulfonamidas sul2

Nota. Datos tomados de Kehrenberg, Walker, Wu, & Schwarz, (2006). Elaborado por:
Calero, (2021)
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2.1.2. Seleccion y disposicién de discos para estudios de susceptibilidad

antimicrobiana por el método Kirby Bauer

Como primera instancia se diferencian medios de cultivos propicios para el crecimiento
de Haemophilus spp. entre el mas recomendado se encuentra el HTM, pues contiene
nutrientes que ayudan a su desarrollo y es recomendado por la CLSI para pruebas de
antibiograma en método Kirby Bauer. Al contrario de los medios como Muller Hinton,
no pueden utilizarse para este estudio, en razon de que no disponen requerimientos
nutricionales especiales que ayuden a la bacteria a crecer correctamente, de igual manera
sucede con el agar chocolate que, si bien se lo puede utilizar como una alternativa para
observar cepas que no crecen en medios como HTM, sus puntos de corte no estan
estandarizados dentro de la CLSI y EUCAST (Courvalin,2010).

Es importante decir que, el laboratorio debe incorporar cepas control que garanticen y
aprueben el buen funcionamiento de los métodos, en la tabla 10 se detallan los controles.
Sin embargo, a pesar de la existencia de tantos controles, de acuerdo con Courvalin
(2010), al implementar un medio de tipo HTM se sugiere sembrar cepas de H. influenzae
ATCC 10211, que son susceptibles a ampicilina y necesitan tanto de hematina como de
hemina para su crecimiento y también las cepas de H. influenzae ATCC 35056 que

permite detectar de forma propicia las p-lactamasas.

Tabla 10.
Cepas control que se deben usar segun la CLSI y EUCAST

Guia Cepa Caracteristica

CLSI H. influenzae ATCC 49247  Cepa BLNAR, resistente a tetraciclina.

H. influenzae ATCC 49766  Cepa tipo salvaje ideal para observar betalactdmicos como cefaclor,
cefuroxima, cefamandol, cefonicid, cefpodoxima y loracarbef

Escherichia coli ATCC Ideal para pruebas de amoxicilina- 4cido clavulanico.
35218

H. influenzae ATCC 10211  Cepa que permite evidenciar si el medio HTM favorece en el
crecimiento de todas las cepas H. influenzae.

H. influenzae ATCC 35056  Produce Betalactamasas, Gtil en pruebas cromogénicas.

EUCAST H. influenzae ATCC 9334 Cepa susceptible a antibidticos betalactamicos.

Nota. Datos tomados de Courvalin (2010), y Calvo et al. (2011). Elaborado por Calero,
(2022)
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Entre otros aspectos de calidad que se deben tomar en cuenta a la hora de realizar los
antibiogramas de todas las bacterias, es la inclusién de medidas y posicion exacta de cada
antimicrobiano. Entre los estandares con mayor concurrencia en la actualidad es que los
discos tienen que ser dispensados y distribuidos de manera equidistante, es decir con una
separacion minima < 24 mm. En cuestion a el nimero maximo de discos a colocar,
depende mucho del tamafio de placa, puesto que si su medida es de 150 mm, el total de
antimicrobianos en disco a ubicar es de 12, mientras que si se debe solo colocar una

cantidad menor a 5 discos, el tamafio de placa es de 100 mm (CLSI, 2022).

Nota: Cada antibiograma estructurado en el capitulo, puede que contenga una cantidad
menor de 5 discos en placas con tamafios predispuestos a 150 mm, la razon de su
estructura es debido a fines de aprendizaje, ya que en placas de 100 mm muchas de las

zonas de inhibicién eran poco evidentes.

Teniendo en cuenta aquello, en cada especie de Haemophilus spp. se indica un fenotipo
de resistencia especifico que diferencia zonas de inhibicién distintas y alteraciones

determinadas. Entre las mas mencionadas se encuentran:

a. Resistencia BLPAR:

Estas cepas obtienen una elevacion en el CMI de ampicilina y en métodos como difusion
en disco de acuerdo a los puntos de corte en el CLSI y EUCAST, su valor se observa
como <18 mm. En cuanto a su sensibilidad, se encuentra en torno a los inhibidores y
cefalosporinas tanto de segunda como de tercera generacion. Sin embargo, si la cepa
presenta modificaciones elevadas en resistencias tipo TEM-1, puede que sus resultados
de inhibicion varien en aquellos antibioticos. De la misma manera, la cepa al contener un
tipo de alteracion ROB-1, el cefaclor puede observarse con un valor de resistencia mucho
mas elevado (Calvo et al., 2011). En base a la resistencia de ampicilina, la diferencia de
cepas que son alteradas en el gen ftsl con las que producen B lactamasas, es que las ultimas
indican un nivel de resistencia a ampicilina de CMI > 4mg/L, mientras que las cepas que
producen un gen ftsl modificado, contiene CMI de ampicilina < 2 mg/L CLSI (Calvo et
al., 2011). La correcta posicion de los discos y su inhibicidn se encuentra en las figuras
7,8Yy0.
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Figura 7.
Cepa BLPAR TEM-1

Nota:AMP: Ampicilina de 10 pg con 17 mm (Resistente); AMC: Amoxicilina-
clavulanico de 20/10 pg con 22 mm (Sensible); CTX:cefotaxima de 30 pg con 28 mm
(Sensible); tamafio de placa 100 mm
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Figura 8.
Cepa BLPAR TEM-1 alterado8

Nota: AMP: Ampicilina de 10 pg con 17 mm (Resistente); AMC: Amoxicilina-
clavulanico de 20/10 pg con 17 mm (Resistente); CXM: Cefuroxima de 30 pig con 14 mm
(Resistente); Tamafio de la placa 100 mm.
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Figura 9.
Cepa BLPAR ROB-1

Nota:AMP: Ampicilina de 10 pg con 17 mm (Resistente) ; AMC: Amoxicilina-
Clavulanico de 20/10 pg con 22 mm (Sensible) ; CEC: Cefaclor de 30 pg con 14 mm
(Resistente); Tamafio de la placa 100 mm

b. Resistencia BLNAR

Se lo identifica cuando obtiene halos de inhibicion disminuidos sobre todo hacia
penicilinas y cefalosporinas tanto de primera como de segunda generacion, es importante
rescatar que BLNAR produce poca resistencia hacia los betalactamicos e inhibidores. En
referencia a la disminucidon de sensibilidad en esta cepa, se aclara que puede observarse
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resistencias a cefalosporinas de tercera generacion como cefotaxima y cefixima, al
encontrar otras alteraciones en el gen ftsl. Ante la situacion planteada, la cepa también
puede conllevar alteraciones que demuestran la presencia de dos motivos KTG y SSN, el
motivo KTG contiene mutaciones especificas y estd conformado por grupos I y 1l; los
mismos que integran sustituciones de aminoacidos definidos y son caracteristicos de un
bajo- BLNAR, el cual conlleva a una resistencia moderada hacia ampicilina y de igual
forma presenta una minima resistencia a cefotaxima. Adicionalmente, en el caso del
motivo SSN a diferencia del KTG, obtiene una resistencia mucho més elevada hacia

cefotaxima y ampicilina. (Courvalin, 2010).

Las cepas BLNAR que contengan un nivel de ampicilina > 1 ug mL se debe tomar en
cuenta que puede ocasionar resistencia hacia amoxicilina-clavulanato, ampicilina-
sulbactam y cefalosporinas tanto de primera como de segunda generacion. En cambio,
con respecto a una sobre expresion de resistencia hacia a la ampicilina, existen otras
modificaciones que no son usualmente encontrarlas, pero puede que se presente y es la
hiperexpresion de la bomba de expulsion activa (AcrAB) (Courvalin, 2010). Todas estas

cepas se las observa en las figuras 10y 11.
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Figura 10.

Resistencia BLNAR motivo KTG

Nota:AMP: Ampicilina de 10 pg con 18 mm ( Resistente); CTX: Cefotaxima de 30 g
con 25 mm (Resistente); Tamafio de placa 150 mm
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Figura 11.
Resistencia BLNAR motivo SSN

Nota: AMP: Ampicilina de 10 pg con 16 mm ( Resistente); AMC: Amoxicilina-
Clavulanato de 20/10 pg cpn 18 mm (Resistente); CTX: Cefotaxima de 30 pg con 23
mm (Resistente); Tamafo de la placa 150 mm
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C. Resistencia BLPACR

Esta cepa mantiene un nivel de resistencia a ampicilina mucho mas elevado que BLNAR,
pero se reporta con zonas de inhibicidn casi similares a las de amoxicilina- clavulanato y
en caso de las cefalosporinas de tercera generacién no contienen ninguna diferencia entre

BLNAR (Calvo et al., 2011). Su proceso de inhibicion se puede observar en la figura 12.

Figura 12.
Resistencia BLPACR

Nota: AMP: Ampicilina de 10 pg con 4 mm (Resistente); Amoxicilina-Clavulanico de
20/10 pg con 18 mm (Resistente); Tamario de placa 10 mm
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2.1.3. ldentificacién del fenotipo de resistencia

La influencia de cada resistencia contiene un fenotipo especifico en Haemophilus spp.,
esto se describe en las siguientes tablas 11y 12.

Tabla 11.

Fenotipos de resistencia en betalactamicos presentes en Haemophilus spp.

Resistencias Razo6n de Caracteristicas
resistencia principales
Alteracion Obtiene una CMI de
BLPAR enzimatica tipo ampicilina > 4mg/L
TEM-1y TEM-2 Identificacion
0 ROB-1 inmediata con
(clasificacion pruebas
molecular A) cromogeénicas que
contienen nitrocefina
ROB-1 contiene mas
resistencia hacia el
cefalcor.
Obtiene una CMI de
BLNAR Alteracion en el ampicilina < 2 mg/L
gen ftsl, Sensibilidad
produciendo un disminuida hacia los
PBP3 modificado betalactdmicos
Mutaciones en el gen
ftsl, aumentan la CMI
de cefalosporinas de
tercera generacién
(Variable).
Dificil de detectar por
difusién en disco
Obtiene valores
Low- BLNAR Alteracion en el mucho mas bajos de
gen ftsl, CMI en ampicilina
produciendo un Se los detecta con
PBP3 modificado herramientas
moleculares
El método de
difusion en disco se
considera deficiente
para su deteccion.
Alteracién Obtiene un alto grado
BLPACR enzimética y de resistencia hacia la
contiene ampicilinay una

alteraciones en su
PBP3

disminuida
sensibilidad hacia
amoxicilina- &cido
clavulanico con una
CMI > 2mg/L

Nota. Datos tomados de Calvo et al., (2011)
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Tabla 12.

Otros antibioticos significativos para H. influenzae

Antibidtico

Razon de
resistencia

Caracteristica

Carbapenémicos

Mutaciones especificas en
el gen ftsl

Incluidos en cepas tipo
BLNAR

Se identifica con una elevada
CMI de imipenem

Puede observarse en la cepa
una concentracion de
ampicilina ligeramente
disminuida

Fluoroquinolonas

Presencia de su presunta
resistencia en  cepas
hipermutables con genes
alterados de gyrA, parC,

gyrB y parE

Util en pacientes adultos
mayores con  problemas
respiratorios ~ crénicos vy
fibrosis quistica.

No existe muchos reportes de
su resistencia

Su resistencia se indica al
colocar antibiéticos como
acido nalidixico en los
medios.

EUCAST propone que si el
acido nalidixico contiene un
diametro >21 mm existe
sensibilidad.

Tetraciclinas

Presencia de su resistencia
al alterar mecanismos Tet
por mutaciones en el gen
tetB.

Resistencia significativa en
familia Pasturellaceae

Su alteracion puede
disminuir la resistencia de
doxiciclina y munociclina.

Glicilciclinas

Su posible resistencia se
da  por  alteraciones
mayoritariasen el gen tet B

Antibidtico con gran
sensibilidad ya que tiene una
gran afinidad hacia los
ribosomas

Para que sea funcional la
bacteria debe tener genes
como tet B, tet K o tet M.

Se recomienda Su uso en
infecciones de piel, tejidos
blandos e intraabdominales.

Sulfonamidas

Su resistencia se da por
alteraciones en el gen folP
encargado de sintetizar de
manera  adecuada la
dihidropteroato sintetasa,

Su resistencia se evidencia
con una CMI de 1,048
pg/mL
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sintetasa, enzima que
permite una  accion
adecuada del antibiético

Su resistencia se adquiere por
plasmidos

Trimetropim

Su resistencia se debe por
la presencia del gen folH
alterado

Su resistencia afecta de igual
manera la enzima
dihidropteroato sintetasa

Su resistencia se adquiere de
forma cromosomal

Cloranfenicol

Presencia de enzima
denominada cloranfenicol
acetiltransferasa que
usualmente esta
acompafiada de enzimas
betalactamicas

Se usa en procesos clinicos de
meningitis

Macrolidos,
cetélidos
estreptograminas

y

Su proceso de deteccion
ante una posible alteracion
es en las proteinas
ribosomales como L4 o
L22

No existen gran cantidad de
cepas que influyan
gravemente su resistencia

La administracién de
claritromicina es de mucha
ayuda en procesos
infecciosos que involucren
cepas tipo BLNAR NTHI que
contengan biopeliculas.

La resistencia de macrolidos
se evidencia al incorporar en
el medio eritromicina

Rinfampicina

Resistencia por
alteraciones en el gen rpoB

Su resistencia puede causar
problemas en infecciones
invasivas

Aminoglucdsidos

Resistencia evidente al
contener enzima
aminoglucésido 3°- O
fosfotransferasa (APH
(3’)-1) que pueden estar
acompafiadas de
betalactamasas tipo TEM-
1

Su uso es poco recomendable

Fosfomicinas

No existe reportes
exclusivos de su
resistencia adquirida, pero
se sospecha de una
probable mutacién al
asociarse con tobramicina

Se recomienda su uso

Su resistencia podria ocasionar
complicaciones en enfermedades
asociadas con fibrosis quistica

Nota. Datos tomados de Courvalin, (2010)
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2.1.4. Pruebas de rutina
Entre los mecanismos de resistencia de H. influenzae que no son muy distinguibles son

entre las cepas BLNAR y bajo- BLNAR, puesto que aquellas contienen puntos de corte
en el CLSI y EUCAST muy bajos. Por lo tanto, lo mas recomendable es incluir pruebas
de rutina como métodos moleculares en PCR, secuenciacion del gen ftsl y ser
corroboradas con métodos que impliquen CMI. Las técnicas de diferenciacion manuales
recomendables en este tipo de mutaciones, son las compruebas cromogénicas de
nitrocefina que logran distinguir cepas productoras de betalactamasas BLPAR con
BLNAR (Calvo et al., 2011).

2.1.5. Pruebas complementarias
La cepa BLNAR tiene varias alternativas de diagndstico en pruebas como microdilucion,

que no es muy recomendable debido a que sus valores sugeridos no son estandarizados,
pero pueden ser Utiles en estudios futuros. Entre estos se encuentra la implementacion de
puntos de corte con una CMI de ampicilina o amoxicilina de 1mg/L para identificar las
BLNAR y contrarrestarlo con una sensibilidad 0,25 mg/L (Calvo et al., 2011).

Conforme con Calvo et al., (2011) que citan a Garcia-Cobos et al. (2008), insindan la
posibilidad de identificar cepas tipo BLNAR, al acoplar una CMI de amoxicilina de 0,5
mg/L, e indican cepas que no contienen ninguna mutacion en los genes ftsl. Sin embargo,
si el resultado de ampicilina obtiene una CMI de 0,5 mg/L en procesos como E-test o
microdilucion, puede que sean cepas de tipo BLNAR. De acuerdo con esta idea, si el
cultivo confiere una CMI 0,5 mg/L o una zona de inhibicién 29 mm en cefixima, es muy
probable que la cepa indique alteraciones elevadas hacia las cefalosporinas de tercera

generacion y contengan motivos SSN.

En cuanto a la cepa BLPACR, puede que se identifique sin problema alguno con sus
zonas de inhibicion a 2 mg/L en amoxicilina- acido clavulanico, pero también existen
alternativas de diagnostico donde se recomienda la aplicacion de métodos E-test con un
rango de 0,5 a 1 mg/L en amoxicilina- acido clavulanico y si obtiene un valor <0,5 mg/L,

los microorganismos no presentan alteraciones en el gen ftsl (Calvo et al., 2011).

Tomando en cuenta aquellas indicaciones, otra prueba complementaria que es primordial

informarla es la de difusion en disco, este metodo no es de uso conveniente para la
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identificaciéon de cepas como BLNAR o BLPACR, pero contiene puntos con
concentraciones alternativas que forman zonas de inhibicion caracteristicas y logran una
presunta deteccién hacia BLNAR, entre los antibioticos se encuentra la ampicilina, que
al ser agregada con 2 g puede formar una zona de inhibicién < 16 mm, el cefaclor con 30
g ante un punto de < 19 mm y por Gltimo el fenoxi-metil- penicilina con 10 g, creando un

punto de corte < 15 mm (Calvo et al., 2011).

Para recalcar, en las cepas BLNAR es importante distinguir si existe resistencia en
cefalosporinas sean de primera como de segunda generacion, por ello se plantea el uso de
cefaclor y cefuroxima, debido a que sus inhibiciones son referentes a una BLNAR y en
guias como el CLSI y EUCAST mantienen puntos de corte diferentes hacia estos
medicamentos que pueden variar en su reporte. De acuerdo con Calvo et al., (2011), los
valores de sensibilidad y resistencia en el CLSI de aquellos antibiéticos no son (tiles para
implementar un buen tratamiento, a causa de que proponen puntos de corte muy elevados,
al contrario de EUCAST que integra valores por debajo de sus puntos de cortes
epidemioldgicos, como cefaclor con una sensibilidad 0,5mg/L y resistencia > 0,5 mg/L,
esto sucede de igual manera con en cefuroxima oral que obtiene una sensibilidad 0,125
mg/L y resistencia > 1 mg/L. Por ello, estos puntos de corte en procedimientos como
difusion en disco, indica sensibilidad con valores 50 mm, pero si se coloca un cefaclor

de 30pg se observa una resistencia con didmetros < 19 mm.

Por otra parte, lo caracteristico de las bacterias Gram negativas es encontrar resistencias
de cepas tipo TEM con betalactamasas de espectro extendido (BLEE) o resistentes hacia
los inhibidores (IRTs). Sin embargo, en H. influenzae es dificil hallar este tipo de
alteraciones, una de las posibles razones es la falta de puntos de corte estandarizados que
permitan identificar de manera confiable las cepas tipo TEM-BLEE, primero por sus
presuntas variaciones enzimaticas que son observadas sélo al incorporar concentraciones
disminuidas de antibioticos como cefotaxima, y segundo por alteraciones genéticas hacia
el gen ftsl. Es preciso sefialar que, la segunda razén es mucho maés facil de identificar,
debido a que presentan CMIs de cefotaxima que superan las sensibilidades en los puntos
de corte estandarizados propuestos por organizaciones como EUCAST y CLSI (Calvo et
al., 2011).
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De acuerdo con, Courvalin (2010) gue cita a Tristram, Bozdogan y Appelbaum (2005),
sugieren utilizar como metodo alternativo para identificar las cepas BLEE en H.
influenzae, la incorporacion en los medios antibiéticos como cefpodoxima en 10 pg con
clavulanato de 1 pg o cefotaxima de 30 ug con clavulanato de 10 g, con la finalidad de
que actlen conjuntamente con las cefalosporinas simples y logren de esta manera
verificar su existencia con el aumento de su diametro en > 5mm. Aquello se lo representa

en la figura 13.
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Figura 13.

Resistencia BLEE en Haemophilus ssp.

Nota: CPD: Cefpodoxima de 10 pg con 20 mm; AMC: Amoxicilina-Clavulanato de 1
Kg con 15 mm; diferencia entre los dos de > 5 mm posible BLEE; Tamafio de la placa
100 mm

Si se habla de fluoroquinolonas en H. influenzae, segun el EUCAST (2022), se
implementan pruebas como el acido nalidixico, en vista de que si es susceptible indica
que existe susceptibilidad hacia las fluoroquinolonas. Pero si la prueba resulta ser
resistente, revela la presencia de resistencia hacia ciprofloxacina, levofloxacina y
moxifloxacina, puesto que al observar los niveles de inhibicion de cada uno y si se

51



informa de alguna sensibilidad, seguramente a lo largo del tiempo forme alguna
resistencia. Asi mismo, existen mutaciones especificas en las topoisomerasas que
ocasionan un nivel de resistencia leve hacia las fluoroguinolonas, aquello se puede

observar con CMIs de 0,125 mg/L a 1 mg/L en la prueba de acido nalidixico.

2.1.6. Comentarios de reporte
Tanto el CLSI como EUCAST proponen valores especificos hacia los antibidticos

administrados para H. influenzae y H. parainfluenzae. Como primer punto el CLSI
(2022), indica estandares de calidad previo a su reporte, una de sus recomendaciones es
realizar la prueba de difusion en disco en placas de 100 mm con 4 discos maximo,
mientras que, en placas de 150 mm, se puede insertar tan solo 9 discos. En la lectura, su
zona de inhibicion no debe existir crecimiento alguno, sin embargo, en el caso de
trimetoprim y sulfonamidas, la CLSI declara que si hay algun leve crecimiento se lo debe
descartar a la hora de determinar su zona de inhibicion. Por otro lado, de existir muestras
como LCR, el informe tiene que incorporar apropiadamente si existe resistencia a

ampicilina, cefalosporinas de tercera generacion, cloranfenicol y meropenem.

El CLSI ademés sugiere que en pacientes ingresados recientemente por problemas
respiratorios y con sospecha de infecciones bacterianas por H. influenzae, deben iniciar
una terapia empirica con amoxicilina- clavulanico, azitromicina, cefaclor, cefdinir,
cefixima, cefpodoxima, cefprozil, cefuroximay claritromicina. Por tanto, en H.influenzae
al formar diferentes cepas de resistencia puede que su terapia empirica falle, por lo que
en cepas como BLNAR se aconseja reportarlo con resistencia hacia amoxicilina-
clavulanato, ampicilina- sulbactam, cefaclor, cefamandol, cefetamet, cefonicid, cefprozil,

cefuroxima, loracarbef y piperacilina- tazobactam (CLSI, 2022)
NOTA:

La CLSI menciona que, si los resultados de ampicilina son resistentes, también los de
amoxicilina y esto a su vez produce B- lactamasas de tipo TEM. Por otro lado, los
medicamentos como cloranfenicol, muchas veces no se reporta de forma rutinaria en
muestras de tracto urinario, lo mismo sucede con rifampin que se lo puede recomendar
en procesos profilacticos, pero los puntos de corte del CLSI no son funcionales en

procesos invasivos procedentes de H. influenzae y H. parainfluenzae (CLSI, 2022)
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En el caso de BLPAR como se ha mencionado, esta cepa contiene alta resistencia hacia
la amoxicilina y ampicilina por la produccion de B -lactamasas, su reporte de resistencia
elevada hacia cefaclor, puede estar relacionada en alteraciones como ROB-1, al igual que
de TEM-1. En su informe se debe reportar sensibilidad hacia los inhibidores como acido
clavulanico y tazobactam, lo mismo sucede con las cefalosporinas de segunda y tercera

generacion (Calvo et al., 2011).

Referente a las recomendaciones de EUCAST, detalla que la prueba de bencilpenicilina,
puede indicar la susceptibilidad hacia los B lactamicos, sea por alteracién enzimatica o
por PBP3. Es decir que, en el caso de que la prueba de bencilpenicilina o penicilina G
obtenga un didmetro 12mm es probable que no exista ninguna alteracién en contra de los
betalactdmicos y su reporte deba integrar la susceptibilidad de la mayoria de § lactamicos,
salvo a antibioticos como amoxicilina, amoxicilina- acido clavulanico y cefuroxima, ya
que aquellos se los reporta como susceptibles a mayor exposicion. Sin embargo, en caso
de que exista un valor <12mm, revela alteraciones de betalactamasas o mutaciones en la
PBP3, conllevando a que pacientes con meningitis, se tenga en cuenta los valores de CMI
ante los posibles profilacticos administrados y a su vez se deba reportar como resistente

a ampicilina, amoxicilina y piperacilina (EUCAST, 2022).

Es muy util saber que, también debe existir pruebas que corroboren de cierta manera el
diagndstico de bencilpenicilina, entre ellas se encuentra la administracion de amoxicilina-
acido clavulanico con una concentracion de 1 a 2 g. De acuerdo con los resultados, si la
prueba de amoxicilina con acido clavulanico obtiene un didmetro 15mm en cepas con
diametros <12 mm en bencilpenicilina y positivos para B lactamasas, su reporte debe
indicar la sensibilidad para todos los antibidticos excepto para ampicilina, amoxicilina y
piperacilina, dentro de las razones de su resultado es que la cepa contiene alteraciones
solo enzimaticas, dado que antibiéticos como amoxicilina- &cido clavulanico vy
cefuroxima, son susceptibles ante una mayor exposicion. En segundo lugar, si la prueba
obtiene un halo < 15mm en cepas con diametros <12 mm en bencilpenicilina y positivos
para betalactamasas, puede que posean betalactamasas y alteraciones en su PBPS3,
haciendo asi que su reporte este acorde a los puntos de sensibilidad en cefepima,
cefpodoxima e imipenem. Para culminar, si la prueba de bencilpenicilina contiene un
diametro < 12mm y resulto ser betalactamasa negativa, su mecanismo de resistencia mas

probable es una alteracion en la PBP3, por lo tanto, su reporte se debe investigar
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exhaustivamente la sensibilidad de los antibidticos determinados para cepas como
BLNAR (EUCAST, 2022).

Conforme a las tetraciclinas en H. influenzae indican sensibilidad si obtiene un valor de
25mm en doxiciclina y minociclina, mientras si contiene un punto de corte < 25 mm se

reporta resistencia hacia doxiciclina y minociclina (EUCAST, 2022).
NOTA:

Las cepas BLNAR ocasionan una sensibilidad leve hacia los betalactimicos como las
cefalosporinas y son resistentes a ampicilina. Con respecto a EUCAST, en cepas BLNAR
y BLPACR ademas de ser reportadas como resistentes a los medicamentos recomendados
por la CLSI también se implementan a piperacilina y piperacilina- tazobactam (Calvo et
al., 2011).

Es necesario resaltar en Haemophilus spp. se hallan otras especies que no se nombraran
en gran medida dentro del capitulo, pero estan presentes y se encuentran en el grupo
HACEK, aquellas mantienen puntos de resistencia y sensibilidad en guias como la CLSI.
El proceso mas usado para su antibiograma y reporte es la microdilucién, pero el
aislamiento de algunas de sus bacterias se puede complicar, por lo que la determinacion

de su susceptibilidad debe ser minuciosa (CLSI, 2006).

De ello parte que las cepas Haemophilus spp. pertenecientes a este grupo, mantienen una
cierta similitud en la interpretacion hacia la basqueda de resistencia con H. influenzae,
excepto que, en los puntos de corte con cloranfenicol, debido a que se observa zonas de
inhibicion adaptadas en base a Streptococcus spp. Cabe decir, que todas las bacterias
pueden producir B- lactamasas, pero su reporte tiene que ser comprobado de forma in
vitro (CLSI, 2006).

2.2.  Pasteurella spp.

2.2.1. Mecanismos de resistencia a los antimicrobianos

Las resistencias antibidticas en Pasteurella spp, son transmitidas primordialmente por
plasmidos y confieren alteraciones en la accion de P-lactamicos, tetraciclina,
cloranfenicol, estreptomicina y sulfonamidas. Como punto primordial, es que los

plasmidos de Pasteurella spp., pueden ser transferibles hacia otras especies de la familia
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Pasteurellaceae y también hacia otras bacterias Gram negativas. La eritromicina,
lincosamidas y algunos [-lactdmicos, tiende ano ser muy funcionales para este
microorganismo, a causa de que generan sensibilidad disminuida y por ello se aconseja
implementar terapias combinadas con amoxicilina mas algin inhibidor de B-lactamasa,
lo mismo sucede con doxiciclina y metronidazol, clindamicina con fluoroquinolona,
trimetoprima con sulfametoxazol o ceftriaxona que son recomendables en pacientes
embarazadas (Wilson y Ho, 2013).

En otra instancia, se hallan estudios de Wilson y Ho, (2013), donde de igual manera
notifican el aumento en la resistencia hacia algunos medicamentos como tetraciclina,
betalactamicos y eritromicina en P. multocida, que originan patologias como meningitis
y sepsis. Se dice que, los procesos de resistencia adquirida en B- lactdmicos son
provocados por la transmision de cepas respiratorias productoras de betalactamasas en H.

influenzae (Citron, Warren, Fernandez, Goldstein, Tyrrell y Goldstein, 2005).

La CLSI consideran que los agentes primarios a verificar en la bacteria son los puntos de
sensibilidad en penicilinas, B -lactamicos, inhibidores de B -lactamasas, cefalosporinas,
fluoroquinolonas, tetraciclinas, macrdélidos y trimetoprim-sulfametoxazol. El guia asi
mismo alega, que es inusual observar betalactamasas en estos microorganismos con CMIs
en antibidticos de amoxicilina, ampicilina y penicilina > 0,5 g/mL. Por ello, también
sefialan que, en caso de mordedura la identificacion de sensibilidad en Pasteurella spp.
no es necesaria, puesto que la terapia empirica usualmente es funcional y sustentable, a
pesar de esto, en muestras como cultivos de sangre, respiratorios, tejido profundo y
dispositivos protésicos implantados provenientes de pacientes inmunodeficientes, si se
sugiere realizar pruebas de rutina. En cuanto al uso de pruebas, para obtener una mayor
sensibilidad en su identificacion, es factible implementar métodos cromogénicos de
cefalosporinas al verificar la produccion de B -Lactamasas en muestras respiratorias o
estériles (CLSI, 2006).

En contraste con Courvalin (2010), asegura que los antibidticos rara vez adquieren
resistencia. Sin embargo, también afirma que los betalactdmicos son muy eficaces al igual
que con el cloranfenicol, tetraciclinas, quinolonas, sulfamidas, trimetoprima vy
cotrimoxazol, aungue en algunas cefalosporinas de primera generacion puede que no sean

de gran utilidad.
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2.2.2. Seleccion y disposicién de discos para estudios de susceptibilidad

antimicrobiana por el método de Kirby Bauer

Dentro de las cepas control, que recomienda la CLSI (2006) y EUCAST (2022). son las
siguientes de la tabla 13.
Tabla 13.

Cepas control implementadas para Pasteurella spp.

Guia Cepa Caracteristica
CLSI Streptococcus pneumoniae Cepa con resistencia intermedia a
ATCC 49619 penicilina por causa de la alteracion
en la proteina de union para
penicilina.

Indispensable dentro de la prueba
de CMI de resistencia inducible a

clindamicina
Escherichia coli ATCC La cepa incluye plasmidos de
35218 TEM-1 betalactamasa no BLEE
Staphylococcus aureus Es una cepa -lactamasa negativa,
ATCC 25923 mecA negativo y contiene una gran
sensibilidad a la mayoria de las
drogas.

Es esencial dentro de la prueba
difusion en disco de resistencia
hacia mupirocina de alto nivel y en
prueba de difusidn en disco para
observar la resistencia inducible a
clindamicina

EUCAST Haemophilus influenzae Capa ampicilina susceptible
ATCC 49766

Nota. Datos tomados de CLSI (2006) y EUCAST (2022).

Las técnicas de cultivo aconsejadas por Courvalin (2010) son la implementacion de
microdilucion en caldo, en agares de Muller Hinton con sangre de caballo lisada en 2,5 a
5%, con un estandar de 0,5 McFarland, su tiempo de incubacion debe ser entre 18 a 24
horas con una temperatura de 35°C. Por otro lado, en procesos como antibiograma por
difusion en disco se debe considerar el uso del agar Muller Hinton con sangre de carnero

en un 5%, o también el agar Muller Hinton con sangre de caballo lisada y NAD.
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Entre los medicamentos principales que la CLSI (2006) y EUCAST (2022) recomienda

y gque se deben tomar en cuenta para revision de resistencia son los siguientes:

NOTA:
Cabe decir que los puntos de corte por parte de la CLSI y EUCAST solo se interponen a
su sensibilidad mas no su resistencia

a. Betalactamicos:

Sus principales puntos de corte son basados en torno a penicilina, amoxicilina,
ampicilina, amoxicilina-acido clavulanico y ceftriaxona. Segun, Courvalin (2010),
existen sinergias leves entre aminopenicilinas e inhibidores de betalactamasas que son el
resultado de resistencia hacia los betalactamicos de tipo ROB-1, aquello se lo observa en
la figura 14. Asi mismo, la CLSI recomienda insertar 10 pug de ampicilina, 10 unidades
de penicilina y 20/10 pg de amoxicilina con acido clavulanico para observar los puntos
de corte en disco (CLSI, 2006). Cabe decir que, en el caso de Pasteurella multocida, se
encuentra menos actividad en medicamentos como cloxacilina y cefalosporinas de

primera generacion orales (Sheff, 2002)
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Figura 14.
Aminopenicilinas - &cido clavulanico

Nota: AMX Amoxicilina de 10 pug con 29 mm ; DCI: Acido clavulanico de 10 pg con
29 mm; tamafio de la placa 150 mm

NOTA:
Se recomienda identificacion de betalactamasas por medio de pruebas cromogénicas

como nitrocefina.

b. Quinolonas

Entre las quinolonas més caracteristicas para el CLSI (2006) son moxifloxacina y
levofloxacina, mientras que para el EUCAST (2022) encontramos a levofloxacina,
ciprofloxacina y acido nalidixico. En cuanto a Courvalin (2010), la prueba del &cido
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nalidixico puede gque obtenga un nivel de resistencia elevado pero los valores de las
fluoroguinolonas sean disminuidos, por ello se debe verificar los CMI de cada antibidtico
en el caso de que exista alguna mutacion poco evidente. En su identificacion se sugiere
el uso de moxifloxacino y levofloxacino a 5g. La posicion de cada antibidtico se sefiala

en la siguiente figura 15.

Figura 15.
Moxifloxacino y levofloxacino

Nota: MOX: Moxifloxacino de 5 pg con 30 mm ( Sensible); LEV: Levofloxacino de 5
Kg con 30 mm (Sensible); Tamafio de la placa 150 mm
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C. Tetraciclinas

Tanto el CLSI (2006) como en el EUCAST (2022) implementan antibiéticos
como tetraciclina y doxiciclina en una concentracién de 30 g. Por otro lado, EUCAST
(2022) sefiala que la susceptibilidad de doxiciclina puede ser interferida por la de

tetraciclina. La posicion de cada antibiotico se indica en la siguiente figura 16.

Figura 16.
Tetraciclina y doxiciclina

Nota: TET: Tetraciclina de 30 pg con 25 mm (Sensible); DOX: Doxicilina de 30 pg con
25 mm (Sensible). Tamario de la placa 150 mm
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d. Macrélidos

Aqui los puntos de corte solo se encuentran en el CLSI (2006) y el proceso debe ser
siempre demostrado en cuanto se dude de su sensibilidad. De acuerdo con Kehrenberg,
et al. (2006), este tipo de antibidticos suele implementar una disminucion de sensibilidad
a causa de que gran cantidad de las bacterias Gram-negativas son innatamente resistentes
por su permeabilidad o bombas de eflujo multidrogas. La posicién de cada antibiético se
indica en la siguiente figura 17.

Figura 17.
Macrélidos
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Nota: ERI: Eritrocimina de 15 pg con 29 mm (Sensible); AZT: de 15 g con 22 mm
(Sensible); Tamafio de placa 150 mm

e. Otros antibioticos

En el CLSI (2006) se integran ademas otros puntos de corte de antibidticos como
cloranfenicol y trimetoprim con sulfametoxazol, mientras que en EUCAST (2022) solo
se incorpora trimetoprim con sulfametoxazol. Referente a las sulfonamidas su resistencia
esta interpuesta por la presencia de dihidropteroato sintetasa tipo 2 (DHPS), en cuanto a
trimetoprima se basa en la formacién de dihidrofolato resistente a la trimetoprima
reductasa (DHFR), los cuales se transmiten por plasmidos y transposones. Finalmente, el
cloranfenicol adquiere resistencia en estas bacterias por la produccion de cloranfenicol
acetil transferasas o exportadores de cloranfenicol que son integrados por plasmidos,
transposones o cassettes de genes Kehrenberg, et al. (2006). La posicion de cada

antibiotico se indica en la siguiente figura 18.
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Figura 18.
Cloranfenicol, trimetoprim con sulfametoxazol

Nota:CLO: Cloranfenicol de 30 pg con 29 mm (Sensible); TMS: Trimetoprim-
Sulfametoxazol de 1.25/23.75 pg con 26 mm (Sensible); Tamafio de placa 150 mm

2.2.3. ldentificacion de fenotipo de resistencia

Como se menciona, la resistencia en este tipo de bacterias es muy rara, pero se puede
encontrar alteraciones a nivel de plasmidos que modifican la accion del antibiético.
Entre las posibles resistencias segun, Courvalin (2010) se encuentra en la tabla 14:
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Tabla 14

Resistencias Pasteurella spp.

Antibiotico Razo6n de resistencia

Resistencia proveniente de la produccion de tipo ROB-1 en
Betalactamico P. multocida pero es muy extrafio encontrarlo en humanos.

La produccion de ROB-1y TEM-1 es muy complicado de
diferenciarlo de forma fenotipica

Quinolonas Se produce por mutaciones en genes estructurales
pertenecientes a las topoisomerasas tipo II, gyrA 'y parC

Resistencia evidente por el gen tet H, puede estar presente en
Tetraciclinas pldsmidos y cromosomas

Puede que se den también por genes tet (B), tet (D), tet (G) y
tet (L) o tet (M).

Nota. Datos recuperados de Courvalin (2010)

2.2.4. Comentarios de reporte

Pasteurella spp. al no tener gran incidencia de resistencia adquirida, muchas bibliografias
afirman que puede estar alterada la accion de antibidticos como betalactamicos,
tetraciclina, cloranfenicol, estreptomicina y sulfonamidas, puesto que la bacteria adquiere

modificaciones en sus plasmidos (Wilson y Ho, 2013).

Al sospechar de la produccion de una B -lactamasas, se debe implementar pruebas
complementarias ademas del antibiograma, como las cromogénicas. En el reporte de estos
medicamentos, se sugiere verificar la terapia empirica en pacientes que mantengan
procesos como meningitis y sepsis. Courvalin (2010), sefiala la existencia de una aparente
ineficiencia en las cefalosporinas de primera generacion, no obstante, el CLSI (2006)
incorpora puntos de corte para ceftriaxona que es una cefalosporina de tercera generacion

con una concentracion de 30 pg a una sensibilidad > de 34 mm.

Los tratamientos empiricos son de gran ayuda para esta bacteria, a pesar de aquello se
tiene que indagar sobre los reportes que han existido a lo largo de estos afios, ya que de

acuerdo con lo citado por Citron et al. (2005) segun Goldstein, Citron y Richwald (1988),
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la eritromicina tiende a obtener una elevada resistencia hacia P. multocida, pero sus
puntos de corte para este antibidtico no han sido estandarizados en guias como el CLSI
(2006) y EUCAST (2022). En cuanto a la azitromicina, el presente estudio evidencia que
hay concentraciones disminuidas en procesos de dilucién, a comparacién de la
eritromicina. Por lo tanto, en los reportes de estos antibidticos, tiene que existir

necesariamente una corroboracién de su resistencia.

Asi mismo, Courvalin (2010) recalca que los glucosidos en esta bacteria tienen una
susceptibilidad variable, ya que el 80% son cepas sensibles a gentamicinay en su totalidad
son resistentes o intermedias hacia amikacina, igualmente Pasteurella spp. puede que
obtengan susceptibilidad intermedia hacia macrolidos y sean resistentes a lincosamidas.
Al contrario de su resistencia adquirida, es muy poco usual, pero puede que esté presente

reportes de resistencia en tetraciclinas y quinolonas.

2.3.  Aggregatibacter spp. y Actinobacillus spp.
2.3.1. Mecanismos de resistencia a los antimicrobianos

Basado en estudios epidemioldgicos, Aggregatibacter spp. contiene una especie
prevalente denominada A.actinomycetemcomitans tipo b, que se la asocia con
periodontitis agresiva localizada en un 90% y generalizada en un 30% al 50%. Este tipo
de bacteria presenta una cierta susceptibilidad a las fluroquinolonas, ampicilina-
sulbactam, doxicilina y una leve susceptibilidad hacia la azitromicina, en cuanto a su
resistencia encontramos antibiéticos como el metronidazol y roxitromicina. Por el
contrario, se hallan investigaciones en Ecuador del afio 2017, donde se presentan a 72
pacientes en los cuales 22 contienen A. actinomycetemcomitans y ademas evidencian que
el metronidazol con amoxicilina puede dar una cierta sensibilidad, pero el uso de

metronidazol con doxiciclina no resulta de gran efectividad (Chavez y Campos, 2017).

Acorde a los reportes de Heredia (2016) en A. actinomycetemcomitans existen un cierto
grado de susceptibilidad de otro antibidtico denominado amoxicilina, su reporte se basa
en una poblacién de 24 pacientes que se encuentran en Guayaquil - Ecuador dentro del
afio 2016, donde demuestran que la amoxicilina contiene un porcentaje de sensibilidad
del 86% y resistencia del 14%, por lo que recomiendan que este antibidtico sea aplicado

para el tratamiento, al igual que la clindamicina, metronidazol, doxicilina, ciprifloxacina,
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azitromicina y antibiéticos combinados con metronidazol sea con amoxicilina o

ciprofloxacina.

Sin embargo, dentro de los medicamentos recomendados, existe una evaluacion realizada
por parte de Vega (2021) en Ecuador, en los afios 2020 al 2021, el cual afiade que existe
cierta sensibilidad antimicrobiana en cepas control de A. actinomycetemcomitans (ATCC
® 29522™) ante medicamentos como doxiciclina, ciprofloxacina, azitromicina y una
resistencia hacia amoxicilina con acido clavulanico, amoxicilina y metronidazol. Estos
datos son completamente distintos en comparacién a los previos estudios mencionados,
ya que, también se sefiala que, en ciudades como Filadelfia, en la que segun Rams,
Degener y Winkelhoff (2014) citado por Vega (2021), obtienen resistencia a doxiciclina
y una cierta sensibilidad considerable hacia metronidazol y amoxicilina. Es decir, las
resistencias y sensibilidades hacia algun antibiotico en los microorganismos pueden ser
diferida por varias causas, entre ellas es el proceso de control en la ingesta de los
medicamentos dependiendo de su zona geografica y la prevalencia temporal de alguna

cepa mutante que se halle en las investigaciones.

Finalmente, en cuestion a Actinobacillus spp. las especies que predominan en el ser
humano tienen poca trascendencia investigativa, pese a aquello, por parte de A. hominis
se obtiene una sensibilidad hacia penicilina, ampicilina, eritromicina, tetraciclina,
gentamicina, ciprofloxacina y polimixina (Friis-Mgller et al., 2001). Al contrario de A.
ureae, que indican sensibilidad hacia una gran cantidad de antibidticos y entre ellos se
encuentra penicilina, ampicilina, cefalotina, cefoxitina, tetraciclina, trimetoprim-

sulfametoxazol y aminoglucésidos (Washington et al., 2008).

2.3.2. Comentarios de reporte

Tomando en cuenta a la especie A. actinomycetemcomitans, su tratamiento referido es la
administracion de amoxicilina, amoxicilina-acido clavulénico, tetraciclina, azitromicina,
clindamicina, moxifloxacina y metronidazol, en casos como procesos sistémicos se
sugiere recetar doxiciclina, cefazolina, cefuroxima, cefotaxima y ceftriaxona. Sin
embargo, como se menciona, muchos de estos antibidticos pueden ser poco efectivos y
adquirir una resistencia o sensibilidad disminuida. Cada resistencia y sensibilidad debe
ser analizada y verificada conforme a su poblacion, ya que, en muchos casos, la bacteria
reporta resistencia hacia metronidazol, con leves sensibilidades hacia azitromicina y

clindamicina, pero en cuanto a su sensibilidad logran una efectividad en amoxicilina,
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amoxicilina- clavulanato y doxiciclina. Por parte de las cefalosporinas puede que sean

sensibles pero su accion debe ser investigada (Ardila & Bedoya-Garcia, 2020).
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