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1. LARED SIREVAY SIREVA 11

La neumonia y la meningitis bacteriana se encuentran entre las principales causas de mortalidad infantil en el
mundo, afectando principalmente a nifios menores de 5 afios. Tres bacterias: Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae tipo b y Neisseria meningitidis, son la principal causa de estas enfermedades y estan
asociadas a cuadros clinicos graves, especialmente en paises de renta baja. En el afio 1993, la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS) implementé en América Latina un programa regional de vigilancia basado en
evidencias de laboratorio, a fin de obtener datos concisos y confiables sobre la incidencia y caracteristicas de las
cepas bacterianas causantes de enfermedad invasiva enla region. El programa, SIREVA se inicié con la
implementacion de una red de vigilancia epidemioldgica en cinco paises con el objetivo de determinar la carga
de enfermedad causada por Streptococcus pneumoniae y describir los serotipos circulantes en la regién. La red se
ampli6 posteriormente a un mayor nimero de paises latinoamericanos hasta estar conformada por los 21 que
actualmente la forman, y pasé a incluir la vigilancia de Haemophilus influenzae en el afio 1997, y Neisseria
meningitidis en el 2000. Asi mismo, el programa paso a ser conocido por su nombre actual: SIREVA II.

Este manual de procedimientos tiene como objetivo unificar las pruebas identificatorias y de caracterizacion de
la bacteria Neisseria meningitidis entre todos los laboratorios hospitalarios, centinela y centros de referencia

nacional de los paises participantes de la red SIREVA II.

2. GENERALIDADES DE LA BACTERIA Neisseria meningitidis

2.1 Introduccion

La enfermedad meningocdcica (EM) fue reconocida por primera vez en el afio 1805, cuando Vieussex
describié una epidemia de fiebre cerebroespinal en Ginebra — Suiza [1]. Desde entonces, la EM ha sido y
sigue siendo una causa importante de morbilidad y mortalidad a nivel mundial. Su potencial epidémico se
evidencia por la aparicién de diversas epidemias, especialmente después del comienzo del siglo XX [2].
Durante los periodos epidémicos , la tasa de mortalidad puede alcanzar hasta un 70% en las formas graves de
la enfermedad, y es comdn la presencia de secuelas entre los supervivientes [3]. Por ello, la EM es un grave

problema de salud publica.

2.2 Agente etioldgico

En agente causal, Neisseria meningitidis, es un diplococo Gram-negativo capsulado, que crece en condiciones
aerdbicas y que presenta una reaccién positiva a la oxidasa y catalasa. Dado que se trata de un organismo con
metabolismo heterétrofo, su crecimiento requiere de sales minerales, lactato, aminoécidos y acido glutamico
como fuente de carbono, Aproximadamente un 10% de las cepas requiere ademas de cistina, y algunos pueden
utilizar sales de amonio como fuente de nitrégeno. EI medio de cultivo para el aislamiento de meningococo a

partir de muestras biologicas estériles, como liquido cefalorraquideo o sangre, es el agar sangre o el agar

-10 -
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chocolate, con base de agar Mueller-Hinton. Para su aislamiento a partir de muestras bioldgicas no estériles,
como el frotis naso-faringeo, es necesario utilizar medios selectivos como el Thayer-Martin modificado (GC
agar suplementado con 5% de sangre de caballo y suplemento VCNT (vancomicina, colistina, niastatina y
trimethoprim). Las condiciones Gptimas para el crecimiento de N. meningitidis son a una temperatura entre
35-37°C, atmosfera con un 5% CO, y 50% de humedad.

2.3 Estructura antigénica de N. meningitidis

La membrana externa del meningococo presenta una estructura tipica de las bacterias Gram negativas. Esta
rodeado por una membrana citoplasmatica, una pared de peptidoglicano y una membrana externa constituida
por lipopolisacérido (LPS) y una bicapa fosfolipidica en la cual se insertan las proteinas de membrana externa
(OMPs). Adicionalmente, el meningococo puede estar rodeado por una cépsula externa compuesta de
polisacérido.

2.3.1 Céapsula

La capsula a del meningococo estd compuesta por un polisacarido aniénico de alto peso molecular. Las
diferencias inmunoquimicas en la composicion de la capsula permiten clasificar el meningococo en hasta 13
serogrupos distintos de los cuales solamente 6: A, B, C, W135, Y y X, se asocian habitualmente con la
enfermedad [4]. Se ha sugerido que la funcion de la cipsula es proteger a la bacteria de la desecacion durante
la transmision de persona a persona [5], y se ha demostrado que actia como proteccidn contra la actividad de
sistema inmunologico del huésped durante la fase invasiva de la enfermedad [6].

2.3.2 Membrana externa

La membrana externa del meningococo (fig.1) estd formada por componentes proteicos y glicolipidos.

Figura 1: estructura de la membrana externa de meningococo [7].
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La membrana externa de N. meningitidis contiene varias proteinas, las cuales se clasifican en cinco clases
estructurales en funcidn de su peso molecular [8]. Las proteinas de clase 1 (porA) y las de clase 2 y 3 (porB)
son porinas que permiten el intercambio de iones entre el medio y el interior celular [9-12]. Las proteinas de
clase 4 corresponden a RmpM, la funcion de la cual es aln discutida, pero se cree que es responsable de las
interacciones con la capa de peptidoglicano [13, 14]. Estas proteinas estan presentes en todas las cepas y son
estructuralmente altamente conservadas [15]. Las proteinas de clase 5, llamadas “opacity associated proteins”
(opa) y “outer membrane protein class 5 precursor” (opc) tienen como funcion mediar la adhesion a las
células epiteliales. La opc ademas es la responsable de mediar la adhesién al endotelio permitiendo que el
meningococo ingrese en el torrente sanguineo [16]. La expresién de estas proteinas es muy variable entre
diferentes poblaciones de meningococo, lo que explica, en parte, que ciertas cepas estén habitualmente
asociadas a enfermedad [15, 17].

La clasificacion del meningococo en serotipos se basa en las diferencias antigénicas de las proteinas de clase 2
0 3. Todas las cepas presentan una de estas proteinas, pero ambas son mutuamente excluyentes: es decir:
presentan una porina de clase 2, o una porina de clase 3 pero nunca ambas. Estas proteinas estan expuestas en
la membrana externa y presentan un grado de variabilidad antigénica que permite diferenciar las cepas y
establecer relaciones entre las mismas.

Adicionalmente, el meningococo puede clasificarse en serosubtipos en funcion de las proteinas de clase 1,
porA.

2.3.2.2 Lipooligosacarido

El lipopolisacarido (LPS) es uno de los principales componentes de la membrana externa del meningococo. Se
conoce también como endotoxina, dado que juega un papel clave en la induccién del shock séptico en los

procesos de enfermedad meningocécica. Estd compuesto por tres componentes:

i. Lipido A, que es un glicolipodo de naturaleza hidrofdbica anclado en la membrana externa. Estd formado
por glicosaminil-beta-(1-6) glicosamina e &cido laurico, siendo esta la region responsable de la toxicidad de la
molécula [18].

ii. El esqueleto de oligosacaridos que lo ancla a la membrana esta constituido por un nimero variable de &cido
2-ceto-3-desoxi-D-octanato (KDO) y residuos de heptosa-fosfato, donde se ancla un pentasacérido que
contiene glucosa, galactosa y N-acetil-glicosamina (NAcGIc). Este esqueleto funciona ademas como una

barrera contra compuestos hidrofébicos.

iii. Segmento de elongacion que comprende un dominio entre el esqueleto hasta la secuencia terminal. Este

segmento contiene un namero variable de residuos de galactosa y glucosa, unidos mediante un enlace beta.
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Las diferencias antigénicas entre los LPS son la base para la clasificacién del meningococo en inmunotipos
[19]. En la actualidad se reconocen 11 inmunotipos, de los que los inmunotipos L1-L9 estan asociados con los

serogrupos B y C, mientras que L10 y L11 se asocian con el serogrupo A [20].

2.3.2.3 Pili

Se trata de proyecciones filamentosas que sobresalen varios micrémetros de la superficie célula. Estan
compuestas principalmente de una proteina denominada pilina, y son esenciales tanto en el proceso de

colonizacién del huésped como en la adhesién al endotelio [21-23].

2.4 . Bases de la caracterizacion fenotipica de Neisseria meningitidis

2.4.1 Determinacién del serogrupo

La determinacién del serogrupo se basa en las diferencias entre los polisacaridos capsulares. La identificacién
de los diferentes serogrupos se realiza mediante técnicas de seroaglutinacion [4], coaglutinacion mediante el
uso de anticuerpos monoclonales (MAbs) y empleando técnicas de ELISA o dot-blot. Méas recientemente, se
ha implementado también el uso de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la determinacion del
serogrupo [24], la cual es especialmente util para la determinacion en cepas obtenidas a partir de portadores

asintomaticos, dado que estos aislados raramente expresan la capsula [25, 26]

2.4.2 Determinacién del serotipo

Se han descrito hasta el momento 18 serotipos y 17 serosubtipos en meningococo [27, 28]. Para su
determinacion se pueden emplear diversas técnicas basadas en el uso de MAbs, tales como seroaglutinacion
[29], dot-blot [30], ELISA [31] o aglutinacion en latex [30].

La estandardizacion del esquema de serotipaje de los antigenos de membrana de meningococo se hizo
basandose en el esquema de tiraje de Escherichia coli y Salmonella. Asi, una cepa de N.meningitidis tipada
como B:4:P1.15 significa que se trata de una cepa serogrupo B, serotipo 4 y serosubtipo P.1.15. Las
nomenclaturas NT y nt significan respectivamente que las proteinas de serotipo y serosubtipo no pudieron ser
tipadas con el panel de anticuerpos disponibles.

Debido a la baja inmunogenicidad del polisacarido B, atribuida principalmente a su similitud con las
glicoproteinas presentes en el sistema nervioso humano [32], las proteinas de clase 1, 2 y 3 han sido
investigadas como posibles candidatas a formar parte de una vacuna contra la EM [33, 34]. Se ha demostrado
que los MADbs utilizados para el tipaje de meningococo presentan actividad bactericida en suero otorgando

proteccion contra la infeccion en animales [35].
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Es necesario indicar que el panel de anticuerpos utilizado actualmente no es lo suficientemente amplio para la
identificacion del serotipo y serosubtipo de todas las cepas, por lo que muchos aislados quedan no tipados [27,
28].

2.4.2.1 Tipaje de las regiones variables de las proteinas porA 'y porB mediante técnicas moleculares

La secuenciacion de los genes que codifican las proteinas porA y porB ha permitido elucidar la naturaleza,
estructura, topologia y reactividad de los epitopos de esas proteinas. La comparacion de las secuencias de
aminoacidos de diferentes variantes de las proteinas de clase 1 demostrd la existencia de una regién con un
alto grado de homologia estructural y de dos regiones variables, denominadas VR1 y VR2 [36]. La
secuenciacion del gen que codifica las proteinas de clase 2 también revelé la presencia de regiones variables
en la misma: VR1, VR2 VR3 y VR4 [37-39]. En el modelo de la estructura bidimensional propuesto en el afio
1991 por Van der Ley y colaboradores [40], la estructura secundaria de las proteinas porA y porB presenta 8
loops, identificados I-VIII, que quedarian expuestos en la superficie celular [41]. Las regiones de las
proteinas porA que presentan mayor variabilidad en su secuencia de aminoacidos, VR1 y VR2, se encuentran
en los loops | y 1V respectivamente. Las proteinas porB presentan cuatro regiones con un alto de variabilidad
en su secuencia, y se localizan en los loops I, V, VI y VII, y componen las [lamadas regiones VR1, VR2, VR3
y VR4 respectivamente [38, 39, 42-44]. (Figuras 2 y 3)

Segun este modelo, la base del sistema de clasificacion de los meningococos en serotipos y serosubtipos es la
variabilidad de las VRs en las proteinas porA y porB respectivamente. La proteina porA posee dos epitopos
independientes especificos para serosubtipo, y porB presenta cuatro epitopos especificos para serotipo. Los
MAbs empleados en las reacciones de tipificacion reconocen secuencias minimas definidas como epitopos
localizados en el apice de los loops de las VRs [36].

La técnica de clasificacion del meningococo mediante la secuenciacion de las regiones variables de los genes
porA y porB presenta varias ventajas, siendo la principal el permitir determinar la tipificacion de cepas que no
son tipificables actualmente con el panel de MAbs disponible. La secuenciacién de las VRs ha demostrado
que la variacion de un Unico aminodcido es capaz de inhibir la reactividad de algunos MADbs, resultando en
cepas no tipificables [36]. Por ello se propuso un esquema de tipificacion basado en la secuencia de
aminodcidos de las regiones VR1, VR2, VR3 y VR4 de porB, y las regiones VR1 y VR2 de porA [45-47]. En
este esquema, las cepas se agrupan en familias de VRs en base a las diferencias en la secuencia de
aminodcidos. Las secuencias para las cuales existe un Mab son definidas como prototipos: secuencias que
presentan > 80% de similitud en aminoécidos en relacién a la cepa prototipo pertenecen a la misma familia.
Estas secuencias son definidas como variantes y se identifican con un nGmero, seguido del nimero que
identifica al serotipo o serosubtipo: e.g. P1.10.1, P1.10-2, P1.10-3...son variantes de la familia P1-10 [45, 46,
48, 49].
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Figura 2: Estructura de las proteinas de clase 1 (porA), y clase 2 (porB). La parte superior del modelo muestra

la region expuesta y la parte central, el segmento transmembrana [40]
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3. RECOMENDACIONES PARA LA TOMA DE MUESTRA DE LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO
Nota: Para garantizar el diagnéstico de laboratorio de las meningitis bacterianas es importante que las
muestras sean tomadas asépticamente, de preferencia, antes de iniciado el tratamiento con antibidticos. Para
los medios de cultivo utilizar sangre desfibrinada de carnero, conejo o caballo, jamas debera utilizarse sangre

humana.

3.1 Toma de Liquido Cefalorraquideo (LCR)

El LCR es la muestra clinica mas importante para el aislamiento e identificacién de los agentes
etioldgicos causantes de meningitis. Dado que se trata de una técnica invasiva, la puncién lumbar
deberd ser realizada por un especialista, y a menos que el paciente necesite tratamiento urgente, la
muestra deberd ser tomada antes de la administracion de terapia antibiotica. A fin de evitar que la
muestra de LCR se contamine, es necesario garantizar que la zona donde se va a llevar a cabo la

puncion esté debidamente desinfectada y que el procedimiento se realice en condiciones asépticas.

3.2 Procedimiento de la toma

-Se deberan tomar al menos 4 mL de muestra, distribuidas en dos tubos estériles con tapa de rosca
0 a presion permeable a gases. Los tubos deberan rotularse claramente con los nimeros 1y 2, en

el orden en que fueron llenados.

-ldealmente, la muestra de LCR sera inoculada directamente en un tubo con una cufia de 4 mL de

agar chocolate en el momento de la puncién lumbar, dejando caer 4-5 gotas en el mismo.

3.3 Conservacion y Transporte

-Las muestras deberan ser enviadas inmediatamente al laboratorio evitando la exposicidn directa a
la luz y los cambios extremos de temperatura. Para ello se utilizaran cajas aislantes de paredes

rigidas.

-En el caso que las muestras hayan sido inoculadas directamente en medio de cultivo, se deberan
mantener a temperatura ambiente o en incubadora a 35-37°C, en atmdsfera de 5% CO, y humedad.

Debera ser procesada dentro de un periodo de 18h.
-Los medios a ser utilizados para el cultivo pueden ser distribuidos en tubos o placas de Petri,

deben ser almacenados en la refrigeradora en bolsas plasticas evitando la formacién de agua por

condensacién. Todos estos cuidados son necesarios para evitar la desecacion y contaminacion de
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los medios de cultivo. En la medida de lo posible, estos medios deben ser renovados y se debe

evitar la utilizacion de aquellos que han permanecido por méas de 30 dias en almacenamiento.

4. EXAMEN CITOLOGICO DEL LCR

4.1 Recomendaciones

-Las muestras deberan ser procesadas en el laboratorio en un tiempo no superior a 1h entre la
extraccion de la muestra. De no ser posible, el tubo deberd mantenerse a temperatura ambiente,

protegido del sol y la luz.

-A la llegada de la muestra, se debe examinar y anotar el aspecto del LCR, con o sin fibrina,

turbio, purulento, xantocrémico o hemorragico.

-Antes de iniciar el procesamiento de la muestra, el LCR debe ser centrifugado durante 15 min a

10.000 r.p.m o durante 20 min a 5.000 r.p.m.

-Utilizar laminas nuevas, limpias, sin grasa para realizar el frotis del LCR.

-Estar atento a otras bacterias que presentan caracteristicas morfolégicas semejantes a Neisseria

sp. Especies bacterianas pertenecientes a los géneros Acinetobacter, Branhamella, Kingella e

Moraxella también toman forma de cocos o cocoides Gram negativos.
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4.2 Tests de laboratorio

Tabla 1: parametros visuales y citologicos caracteristicos del LCR en casos de meningitis
bacteriana (ref: Carbonnelle, E. Laboratory diagnosis of bacterial meningitis: usefulness of
various tests for the determination of the etiological agent. Med Mal Infect, 2009. 39(7-8): p. 581-
605).

PARAMETRO LCR NORMAL LCR MENINGITIS
BACTERIANA
Aspecto Claro Turbio *
Tincién de Gram Negativa Diplococos Gram-negativos: Neisseria
meningitidis

Diplococos Gram-positivos:
Streptococcus pneumoniae

Bacilos Gram-negativos: H. influenzae

Células <10 cel/mm? >10 cel/mm?**
Proteinas <100 mg/dl >100 mg/dI
Glucosa >40 mg/dl 1*** <40 mg/d
Cultivo Negativo Positivo

* La ausencia de turbidez no necesariamente descarta la meningitis bacteriana

** | a celularidad >10 cel/mm? debe ir acompafiada de un predominio de neutréfilos
polimorfonucleares. La celularidad >100 cel/mm? con predominio de linfocitos, en cambio, indica
meningitis viral

***En un LCR normal, la glicorraquia esta entorno a los 2/3 de la glicemia

4.3 Determinacion del patégeno por aglutinacion de antigenos en particulas de latex

Existen actualmente en el mercado varios kits de deteccidn e identificaciéon del patégeno causante
de la meningitis bacteriana directamente a partir del LCR. Todos ellos utilizan particulas de latex
cubiertas de anticuerpos especificos que aglutinan en presencia de los antigenos correspondientes,
y en general, todos permiten la deteccién de Streptococcus pneumoniae y Haemphilus influenzae,
ademds de Neisseria meningitidis A, B, C, Y/W135. Tienen la ventaja de que permiten detectar el
patégeno aun tras la administracion de tratamiento antibiético, y en el caso de meningococo,
permiten determinar de inmediato el serogrupo, lo que permite la aplicacion inmediata de
vacunacion preventiva en aquellas situaciones en las que la misma esta recomendada. Sin
embargo, su desempefio es variable dependiendo de si se usan en un contexto endémico o

epidémico, y de la poblacion donde se utilizan, ya que su sensibilidad es buena para los
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serogrupos A, B, C, pero no asi para los menos comunes. Ademas no permiten la diferenciacidn
entre los serogrupos W135 e Y. También es importante tener en cuenta al utilizar estos tests que
existe la posibilidad de falsos positivos, y que un resultado negativo en el test no necesariamente
excluye la meningitis bacteriana [50-52].

El uso de los tests de aglutinacidn es altamente recomendable en el contexto clinico, donde se
necesita un resultado en el menor tiempo posible. Ello no exime de la necesidad de realizar el
resto de pruebas recomendadas en este manual para la identificacion y aislamiento del patdgeno
causante. Se recomienda seguir las instrucciones del fabricante para la utilizacién del Kit,
mantener un control de calidad exhaustivo, y respetar las condiciones de almacenamiento

recomendadas y la fecha de caducidad del Kit.

5. RECOMENDACIONES PARA EL CULTIVO DE LCR

-Para el cultivo, se sembrard una gota del sedimento obtenido tras centrifugar la muestra.

El LCR debe ser sembrado en agar chocolate en tubo inclinado o en placa de Petri. El agar
chocolate debe ser preparado usando como base medio Agar Mueller-Hinton (MH) suplementado
con 5% sangre desfibrinada de conejo, carnero o caballo. Como alternativa se pueden utilizar los

medios Agar Columbia, Agar Tripticasa Soya (TSA) o Agar Infusién Cerebro Corazén (BHI).

-El LCR se debe incubar en atmoésfera de 5-10% CO, (jarra con candela) y humedad (algodén

humedecido con agua) a 35-37°C por 24-48 horas.

-Para obtener una atmoésfera de 5-10% de CO, saturada en humedad, se debe colocar en el interior
de la jarra o recipiente con tapa, un dispositivo que contenga agua o un algodén humedecido con
agua. Después de acondicionar adecuadamente los medios de cultivo ya sembrados dentro del
recipiente, encender una candela (fijada en un punto del recipiente). Esperar aproximadamente un
minuto con la tapa semi-abierta y luego cerrar por completo y sellar usando cinta adhesiva o

esparadrapo. Colocar el conjunto en la incubadora siguiendo la temperatura y tiempo indicados.

-Para facilitar la entrada de CO, y humedad cuando se utilizan medios de cultivo en tubos con
tapa, desenroscar levemente la tapa. Si el tapon es de aluminio, se puede facilitar la entrada de

CO, perforandolo asépticamente con una aguja.

-Es de suma importancia que los medios de cultivo utilizados sean de calidad comprobada, pues la
presencia de cualquier impureza perjudica el desarrollo de las bacterias mas exigentes o sensibles
como el meningococo. Los medios de cultivo, deben pasar obligatoriamente por un control de

calidad.
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-En los medios de cultivo indicados crecen las bacterias que con mayor frecuencia son las
responsables de las infecciones meningeas, como N. meningitidis, S. pneumoniae, H. influenzae,
asi como otras que eventualmente pueden alcanzar las meninges como enterobacterias, Listeria

sp, etc.

-Cuando se utilizan medios liquidos como complemento para el diagndstico, es necesario después
de incubar a 35-37°C por 24-48 horas realizar subcultivos en agar chocolate para aislamiento y

posterior identificacidn del agente etioldgico.

-A partir del crecimiento bacteriano obtenido, realizar la tincién de Gram para verificar las
caracteristicas morfolégicas de las bacterias asi como la posibilidad de un cultivo mixto. En el

caso que esto ocurra, realizar el aislamiento de la bacteria sospechosa.

6. RECOMENDACIONES PARA LA TOMA DE SANGRE PARA HEMOCULTIVO

6.1 Recomendaciones para la toma y transporte de muestras de sangre

El diagnéstico a través del hemocultivo es complementario al diagnéstico en LCR, y su
realizacion es especialmente importante en los casos en los que hay contraindicaciones para la
realizacién de la puncién lumbar. Al igual que al tomar la muestra de LCR, la muestra debera ser
tomada por un profesional debidamente capacitado, y se hara con anterioridad a la administracion
de antibiéticos. Es de extrema importancia que la muestra se tome en condiciones asépticas y
realizar una buena desinfeccién de la piel antes de proceder a la extraccion. Es también necesario
gue se tomen las medidas adecuadas para evitar la transmision de agentes infecciosos durante los
procesos de extraccion, transporte y manipulacion de la muestra. Para ello, la persona que tome la
muestra debera usar siempre guantes descartables, y la sangre debera depositarse en un recipiente
estéril, que a su vez serd transportado dentro de un recipiente hermético. Ambos deberéan ir
debidamente etiquetados e indicar de forma bien visible que se trata de una muestra

potencialmente infecciosa.

6.2 Técnica de hemocultivo

Idealmente, se utilizaran para el hemocultivo 5 mL de sangre en el caso de los nifios, y 10 mL
cuando se trate de un paciente adulto. Actualmente existen frascos comerciales que contienen el
medio y los suplementos necesarios para el aislamiento de los agentes etiolégicos causantes de
bacteriemias, y que pueden ser introducidos directamente en el incubador.

Antes y después de inocular los frascos, es recomendable desinfectar la tapa con alcohol al 70%.

Tras la inoculacion, se debe hacer girar el frasco suavemente varias veces, mezclando bien la
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sangre con el medio. Los frascos deberéan ir debidamente rotulados co la identificacién del
paciente, la fecha y hora de inoculacidn e inicio de la incubacién y la cantidad de sangre
introducida.

Los frascos serdn incubados de inmediato a 37°C, y se realizara una primera siembra a las 18h.
Para ello, se inocularan unos 0,5 mL de muestra del frasco de hemocultivo en una placa de agar
sangre al 5%, y otros 0,5 mL en agar chocolate. Siempre que se manipule el frasco de
hemocultivo se deberd tener la precaucion de limpiar con alcohol el tapén del frasco. La
incubacién durara 7 dias, durante los cuales se realizara una inspeccion visual diaria a fin de
detectar la presencia de turbidez y/lisis de eritrocitos, lo que indicaria crecimiento bacteriano.
Ademas de la primera siembra a las 18h de incubacion, Se realizaran nuevas siembras a las 48h y
al séptimo dia de incubacion. En caso de observarse cambios en el aspecto de la mezcla, se

realizara una siembra de inmediato.
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PARTE Il: TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS
DE LABORATORIO PARA LA
IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION

DE Neisseria meningitidis
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1. COLORACION DE GRAM

1.1 Fundamento

La tincidn de Gram permite clasificar las bacterias en dos grandes grupos, Gram-positivos y
Gram-negativos, en base a la composicidn diferencial de su pared celular. Los organismos Gram-
positivos poseen una pared gruesa de peptidoglicano que aparece de color pdrpura tras la tincién,
mientras que la pared de los Gram-negativos se torna rosada.

La técnica consiste en el tratamiento sucesivo de un frotis bacteriano fijado por calor con los
reactivos cristal violeta (colorante primario), lugol (fijador), etanol-acetona y safranina (colorante
secundario). Ambos tipos de bacterias absorben de forma idéntica el colorante primario,
adquiriendo una coloracidn violeta causado por la formacidn de un complejo insoluble cristal
violeta-yodo que se acumula en el citoplasma celular. Al aplicar etanol-acetona, se disuelve la
porcién lipidica de la membrana externa de las bacterias Gram-negativas, lo que elimina el
complejo cristal violeta-yodo, decolorando asi las células. En las bacterias Gram-negativas, la
aplicacion del disolvente causa la deshidratacion de la pared celular en las bacterias Gram-
positivas y provoca la contraccion de los poros de la pared de peptidoglicano, tornandola
impermeable y manteniendo asi el complejo cristal violeta-iodo dentro de la célula, lo que le da el
color azul caracteristico. Tras la tincion con cristal violeta, la muestra es lavada con el disolvente
etanol.acetona, a fin de eliminar el colorante remanente. Este paso es crucial, puesto que el
disolvente elimina el cristal violeta de ambos tipos de bacterias y puede dar lugar a resultados
falsos. La retencién o no del cristal violeta depende, por lo tanto, de las caracteristicas fisicas y
guimicas de la pared celular de las bacterias.

En el ultimo paso, la muestra es tratada con safranina, lo cual permite que las células Gram-

negativas sean visualizadas en el microscopio en color rojo o rosa oscuro.

1.2 Material y equipos

-Porta-objetos

-Lapiz

-Asas de cultivo

-Pipeta y puntas de pipeta

-Rejilla metalica

-Microscopio

- Aceite de inmersion

-Cabina de bioseguridad 11

-Reactivos para la coloracion de Gram

Solucidn suero fisiolégico al 0.85%
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Metanol 95%

Solucidn de cristal violeta al 90%

Solucién de lugol
Solucioén de alcohol-acetona en proporcidn 2:1
Solucién de safranina

1.3 Procedimiento

-Preparar la cabina de bioseguridad Il para el trabajo segun lo estipulado en los procedimientos

estandar de trabajo (POE) del laboratorio

-Introducir en la cabina el portaobjetos, las placas, las asas de cultivo y la solucién de suero

fisiologico

-Rotular con lapiz el portaobjetos con el nimero de identificacién de la muestra

-Colocar una gota de solucion de suero fisioldgico en el portaobjetos

-Con el asa, tomar una pequefia cantidad del crecimiento bacteriano de la placa (aproximadamente

una colonia) y mezclar con la gota de suero fisiolégico hasta obtener una solucién homogénea

-Dejar secar la suspension dentro de la cabina de bioseguridad

-Colocar la rejilla metalica en la pileta

-Una vez seco el portaobjetos, retirarlo de la cabina de bioseguridad y colocarlo sobre la rejilla

-Cubrir el portaobjetos con la solucién de cristal violeta durante 10 segundos

-Transcurrido 10 segundos, enjuagar con abundante agua corriente

-Cubrir el portaobjetos con la solucién de lugol durante 10 segundos

-Enjuagar con abundante agua.

-Con la lamina inclinada, enjuagar la solucién de alcohol-acetona

-Enjuagar con abundante agua

-Cubrir el portaobjetos con safranina durante 10 segundos
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-Enjuagar con agua corriente
-Dejar secar el portaobjetos al aire libre

-Una vez el portaobjetos esté seco, proceder a examinar la extension con el microscopio
1.3.1 Examen microscépico
-Colocar una gota de aceite de inmersién sobre la extensién seca y tefiida
-Colocar el portaobjetos bajo el microscopio, enfocar y examinar con el objetivo de 100X
-Observar varios campos en el portaobjetos
1.3.1.1 Interpretacién del resultado
Las bacterias Gram-positivas aparecen coloreadas en azul o violeta oscuro. Las Gram-positivas,
en cambio, se tefiiran de color rojo.
Ademaés de esta clasificacién, se puede observar también la morfologia de las bacterias, lo que
resulta de gran utilidad para inferir de qué se trata.
2. PRUEBA DE LA OXIDASA
2.1 Fundamento
Esta prueba determina la presencia de la enzima citocromo oxidasa. Para esta prueba se puede
usar el reactivo de Kovac (tetrametil-p-hidroclorofenilendiamina) o el reactivo de dimetil (1%
dimetil-p- hidroclorofenilendiamina dihydroclorido). En ambos casos, el reactivo se torna azul-
parpura en presencia de la enzima.
2.2 Material y equipos
-Cultivo bacteriano fresco (24h)
-Papel de filtro
-Ansas de cultivo
-Pipeta

-Puntas de pipeta

-Reactivo de Kovac ( o dimetil)
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Cabina de bioseguridad Il

2.3 Procedimiento

Nota: se debe evitar el uso de asas de cultivo de niquel a fin de evitar falsos positivos

-Preparar la cabina de bioseguridad Il para el trabajo segin lo estipulado en los procedimientos

estandar de trabajo (POE) del laboratorio

-Introducir en la cabina la placa a testar, el papel de filtro y una alicuota del reactivo de Kovac

-Colocar una gota de reactivo en una pequefia tira de papel de filtro

-Con el asa de cultivo, tomar una pequefia cantidad de crecimiento bacteriano (aproximadamente

una colonia) con cuidado de no tocar el agar, y mezclar con la gota de reactivo

-Esperar unos 10 segundos (10-30 minutos si se usa reactivo dimetil). Si el organismo es oxidasa-

positivo, la reaccion tomara un color azul-puUrpura; si no, permanecera incoloro

2.4 Referencias

1. Ajello, G.B.C.E., J; Facklam R; Knapp, JS; Popovic, T; Wells, J; Dowell, SF; , Manual de
Laboratorio para la Identificacion y Prueba de Susceptibilidad a los Antimicrobianos Patdgenos
Bacterianos de Importancia para la Salud Publica en el Mundo en Desarrollo. 2004: World
Health Organization.

3. PRUEBA DE LA CATALASA

3.1 Fundamento

La catalasa es un enzima producido por ciertas bacterias que permite disociar el peréxido de

hidrégeno (H,0,) en agua y oxigeno libre, lo que se visualiza como la formacion de burbujas.
3.2 Material y equipos

-Cultivo bacteriano fresco (24h)

-Portaobjetos de vidrio

-Ansas de cultivo

-Pipeta
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-Puntas de pipeta

-Peréxido de hidrégeno 3%

3.3 Procedimiento

-Colocar una gota de peroxido de hidrégeno al 3% sobre la ldmina y homogeneizar bien con la
bacteria.

-Con una asa de cultivo, tomar una pequefia cantidad de crecimiento bacteriano del cultivo y

homogeneizar bien con la gota de peroxido de hidrégeno.

-Interpretacion del test: la formacion de burbujas indica un resultado positivo.
3.4 Observaciones

Utilizar los siguientes controles:

-Control positivo: Neisseria meningitidis

-Control negativo: Streptococcus sp.

Nota: se recomienda no usar el crecimiento bacteriano de un medio que contenga sangre, ya que

los glébulos rojos poseen catalasa y podria resultar en un falso positivo.

4. UTILIZACION DE CARBOHIDRATOS (Método Cystine Trypticase Agar (CTA))
Nota: si bien se recomienda realizar la prueba con todos los azlcares aqui recomendados, se puede obtener un

resultado fiable testando Unicamente glucosa, maltosa, sacarosa y lactosa.

4.1 Fundamento

La prueba de utilizacién de carbohidratos se utiliza para la confirmacién de un cultivo como de N.
meningitidis, debido a su patron diferencial de utilizacion de los azlcares glucosa, maltosa,
sacarosa, fructosa, manosa y lactosa. Las bacterias del género Neisseria producen acido a partir
de carbohidratos, por lo que es posible detectar la reaccion mediante el uso de un indicador de pH
que reaccione en presencia de acido en el medio.

4.2 Materiales y equipos

-Cultivo fresco (24h)

-Seis tubos con agar tripticasa (ACT) y 1%: glucosa, maltosa, sacarosa, fructosa, manosa y lactosa
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-Aguja de inoculacién

-Cabina de bioseguridad 11
-Incubadora a 35°C sin CO,

4.3. Etapas del ensayo

4.3.1 Preparacién del medio CTA
4.3.1.1 Materiales

-Agar CTA DIFCO 0523-01-7) 28.5g
-Agua destilada 1000 mL

-pHmetro o tiras de pH (pH final: 7.3 +0,1)

4.3.1.2 Procedimento

-Disolver 28.5g de Agar CTA em 1000ml de agua destilada. Calentar, si es necesario, para garantizar la

completa disolucion.

-Dispensar la solucién en un recipiente autoclavable

-Autoclavar por 15 minutos a 121°C

-Rotular debidamente el recipiente y almacenar a 4°C

-Para el control de calidad, colocar una pequefia cantidad de medio en una estufa a 37 °C durante 24h.

4.3.2 Preparacion de los azlcares

4.3.2.1 Materiales

-20 g del azUcar a preparar
-Agua destilada 100 mL

4.3.2.2 Procedimiento

-Disolver 20 g de azucar en 100 mL de agua destilada
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-Esterilizar por filtracién en membrana de 0,22um (dependera del azdcar. Por ejemplo: para la sacarosa es

necesario hacer um pre-filtrado com una membrana de 0,45um)

-Almacenar a 4°C

-Para el control de calidad, plaquear unas gotas de la solucién en una placa con medio de cultivo (e.g. agar

sangre o similar)

4.3.3 Preparacién del azacar 1% en agar CTA

4.3.3.1 Procedimiento

-Calentar el medio CTA hasta que esté totalmente liquido

-Enfriarlo con agua corriente hasta estabilizar la temperatura a aprox. 60°C.

-Adicionar los respectivos azlcares a una concentracién final de 1% y mezclar bien

-Distribuir 4 mL de medio en tubos de 12x120 mm

-Rotular y fechar el médio
-Almacenar a 4°C

-Para el control de esterilidad: mantener em una estufa a 37°C durante 24h.

4.3.4 Procedimiento de la prueba de utilizacion de carbohidratos

4.3.4.1 Material y equipos

-Crecimiento bacteriano fresco (24h)
-Suero fisioldgico

-McFarland Standards

-Azlcares al 1% em Agar CTA
-Tubos de 12 mL

-Cuentagotas

-Estufa a 35°C
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4.3.4.2 Procedimiento

-A partir del crecimiento de 24h, preparar una suspension bacteriana em suero fisiologico 0.85%
(McFarland 4)

-Dispensar 4 gotas de la suspensidn en cada uno de los tubos que contienen los azlcares a testar
-Agitar el tubo levemente de modo que la suspension se mezcle con los primeros 2 cm de medio
-Introducir los tubos en la estufa a 35°C

-Comprobar el resultado a la 24h, 48h y 72h antes de descartar como negativos. La aparicion de
turbidez y de coloracién amarilla en la parte superior del tubo indican crecimiento y produccidn
de 4cido. Como control negativo se utilizard Moraxella catarrhalis. La interpretacién se hara de

acuerdo a la siguiente tabla:

Tabla 2: Interpretacién de los resultados de la prueba de la utilizacion de azlcares para la

identificacidn de Neisseria meningitidis

Especie Glucosa Maltosa Lactosa Sacarosa
N. meningitidis + + - -
N. gonorrhoeae +* - - -
N. lactamica + - - n
Moraxella catarrhalis - - - -

*Las cepas de N. gonorrhoeae que son debiles productoras de acido pueden aparecer como

negativas

Observaciones: Usar una cepa de Moraxella catarrhalis como control negativo.

4.4 Referencias

1. Ajello, G.B.C.E., J; Facklam R; Knapp, JS; Popovic, T; Wells, J; Dowell, SF; , Manual de
Laboratorio para la Identificacién y Prueba de Susceptibilidad a los Antimicrobianos Patégenos

Bacterianos de Importancia para la Salud Publica en el Mundo en Desarrollo. 2004: World

Health Organization.
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5. DETERMINACION DEL SEROGRUPO

5.1 Fundamento

Al igual que otras especies bacterianas patogénicas, Neisseria meningitidis posee la capacidad de
expresar una capsula polisacarida, la cual esta estrechamente asociada con el desarrollo de la
enfermedad. Las diferencias quimicas y estructurales del polisacéarido capsular permiten clasificar
al meningococo en diferentes serogrupos, de los cuales sélo A, B, C, W-135, Y y mas
recientemente, X, se han asociado con la enfermedad. Las cepas asiladas en portadores
asintomaticos raramente expresan la capsula, y algunas incluso han perdido la capacidad de
hacerlo, por lo que una gran proporcion de aislados resultaran no serogrupables por métodos

tradicionales.

5.2 Material y equipos

-Cultivo fresco de N. meningitidis

-Lamina de vidrio

-Ansas de cultivo

-Pipeta

-Puntas de pipeta

-Marcador no permanente en vidrio

-Tubos de ensayo con solucion de suero fisiologico

-Anticuerpos policlonales para el reconocimiento de los serogrupos A, B, C, W-135, Y, X, Z, y
29E

-Cabina de bioseguridad Il

5.3 Procedimiento

-Preparar la cabina de bioseguridad Il para el trabajo seguin lo estipulado en los procedimientos

estandar de trabajo (POE) del laboratorio

-Limpiar la lIamina de vidrio con etanol 70%

-Marcar la lamina de vidrio con un marcador no permanente, de la siguiente manera:
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A B |[C |W |Y X |Z |29E Salina (control -)

Muestra 1

Muestra 2

Muestra 2

Muestra ...n

-Preparar una suspensidn bacteriana introduciendo una pequefia cantidad de cultivo en el tubo con
solucién salina de manera que la suspensién adquiera un tono lechoso (si es posible medir, la

solucion deberia ser al menos 4 en la escala McFarland)

-Con una pipeta, poner una gota de cada antisuero en el cuadrado correspondiente de la tabla

dibujada en la placa de vidrio. Procesar las muestras de una en una

-Colocar una gota de la suspension bacteriana preparada anteriormente en la gota de antisuero y
mezclar suavemente con la punta de la pipeta. Cambiar la punta de la pipeta cada vez que se

dispense en un antisuero distinto

-Levantar la placa de vidrio y agitarla suavemente con movimientos circulares con cuidado de no
mezclar las gotas, hasta observar aglutinacion en alguna de las gotas. Si no se observa nada

transcurrido 1 minuto, la cepa se considerara como no agrupable (NG)

5.4 Lectura del test

La aglutinacién debe observarse solamente con antisueros, y no en la solucion salina

De observarse aglutinacion en el control negativo, se indicard que la cepa es auto-aglutinante

Si se observase aglutinacion con varios antisueros, la muestra se clasificara como poli-aglutinante
Si no se observa aglutinacion con ninguno de los antisueros, la cepa se clasifica como no
agrupable (NG)

5.5 Observaciones

-Los antisueros deberan almacenarse a -20°C, y una vez abiertos y en uso, se conservaran a 4°C.

-Debera prestarse atencion a la fecha de caducidad del kit, y no deberan utilizarse nunca kits caducados o que
se sospeche que estan en mal estado.

-Algunos antisueros se suministran liofilizados. Una vez re-hidratados, puede aparecer un precipitado lipidico.

Para disolverlos es necesario centrifugar.
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-A fin de evitar despericiar los reactivos, se aconseja testar inicialmente solamente aquellos antisueros para los

Serogrupos que se encuentran com mayor frecuencia (e.g.B y C).

5.6 Referencias

1.Ajello, G.B.C.E., J; Facklam R; Knapp, JS; Popovic, T; Wells, J; Dowell, SF; , Manual de
Laboratorio para la Identificacién y Prueba de Susceptibilidad a los Antimicrobianos Patégenos
Bacterianos de Importancia para la Salud Publica en el Mundo en Desarrollo. 2004: World

Health Organization.

2.Vedros, N.A., Development of meningococcal serogroups, in Evolution of meningococcal
disease, N.A. Vedros, Editor. 1987, CRC Press Inc.: Boca Raton, FL. p. 33-37.

3.Boisier, P., et al., Meningococcal meningitis: unprecedented incidence of serogroup X-related
cases in 2006 in Niger. Clin Infect Dis, 2007. 44(5): p. 657-63.

4. Claus, H., et al., Many carried meningococci lack the genes required for capsule synthesis and

transport. Microbiology, 2002. 148(Pt 6): p. 1813-9.

6. DETERMINACION DE SEROTIPO Y SEROSUBTIPO MEDIANTE LA TECNICA DE

DOT-BLOT

6.1 Fundamento

La técnica se basa en la deteccién de la union del antigeno al anticuerpo mediante la unién de un

segundo anticuerpo marcado con un enzima, en este caso peroxidasa, capaz de producir un cambio

de color observable a simple vista.

6.2 Etapas del ensayo

6.2.1 Preparacién del agar Muellher-Hinton sangre

6.2.1.1 Materiales

-Medio base: Bacto Mueller-Hinton Medium (MH - Difco u Oxoid): 38,0g

-Agua destilada 1000 mL

-Sangre de carnero desfibrinada
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6.2.1.2 Procedimiento

-Disolver 38,09 de agar MH en 1000 mL de agua destilada

-Autoclavar la solucién a 121 °C durante 15 min.

-Dejar enfriar hasta 45-50°C. Se puede enfriar colocando el contenedor bajo agua corriente, con cuidado que

ésta no entre.

-Medir el pH (7,3=/-0.1)

-Adicionar 5% de sangre desfibrinada estéril (puede ser de carnero o de conejo) (para 1000 mL de medio,

adicionar 50 mL por de sangre). Esto debe hacerse en condiciones de esterilidad.

-Distribuir en placas de petri (20-25 mL por placa)

-Rotular y fechar las placas

-Almacenar a 4°C

-Hacer control de calidad dejando una placa a 37 °C durante 24-48h. Tras la incubacion, la placa debe

presentar un aspecto rojo, no lisado, opaco y sélido

6.2.2 Preparacién del agar sangre

6.2.2.1 Materiales

-Medio base: Trypticase soy agar base (TSA - Difco o Oxoid) o Tryptose blood agar base (TBA - Difco o
Oxoid) 33,09

-Agua destilada 1000 mL

6.2.2.2 Procedimiento

-Disolver 33,0g de agar TSA o TBA en 1000 mL de agua destilada

-Autoclavar la solucion a 121 °C durante 15 min.
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-Dejar enfriar hasta 45-50°C. Se puede enfriar colocando el contenedor bajo agua corriente, con cuidado que
ésta no entre
-Medir el pH (7,3+0.2)

-Adicionar 5% de sangre desfibrinada de carnero (para 1000 mL de medio, adicionar 50 mL por de sangre).

Esto debe hacerse en condiciones de esterilidad

-Distribuir en placas de petri (20-25 mL por placa)

-Rotular y fechar las placas

-Almacenar a 4°C

-Hacer control de calidad dejando una placa a 37 °C durante 24-48h. Tras la incubacion, la placa debe

presentar un aspecto rojo, no lisado, opaco y sélido

6.2.3 Solucién de bloqueo (BSA 3% o leche descremada a 10%6)

6.2.3.1 Materiales

-Suero de albimina bovina (BSA) 3,0g
-PBS g.s.p 100,0 mL

6.2.3.2 Procedimiento

-Disolver a 3,0g de albumina bovina en 100 mL de PBS

-Almacenar la solucién a -20°C

6.2.4 Preparacion de leche descremada a 10%

6.2.4.1 Materiales

-Leche en polvo descremada instantanea (Molico o similar) 100g
-Agua destilada 1000 Ml

-Tubos de ensayo 16x160mm

-Autoclave

-Marcador permanente
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6.2.4.1 Procedimiento

-Pesar 100g de leche, y disolver en 1000 mL de agua destilada. Agitar para garantizar que estd totalmente
disuelta. Se recomienda ir afiadiendo el agua progresivamente y agitando constantemente a fin de evitar la
formacién de grumos.

-Esterilizar a 115 °C durante 15min

-Rotular y fechar

-Almacenar a 4°C (durante 2 meses maximo)

-Realizar el control de esterilidad con uno de los tubos, introduciéndolo en una estufa a 37 °C durante 24h.

Tras la incubacion, el medio debe presentar consistencia liquida y color beige claro homogéneo.

6.2.5 Preparacién de PBS

6.2.5.1 Materiales

-NaH2PO4.H20_ 0,345 g

-NaHPO4.2H20_1,406 g

-NaCl_8,52 g

-Agua destilada estéril g.s.p. 1000,0 mL

6.2.5.2 Procedimiento

-Mezclar todos los componentes en el recipiente donde se vaya a mantener la solucion. Esta debera

almacenarse a temperatura ambiente.
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6.2.6 Preparacién del tampdén de acetato de sodio

6.2.6.1 Materiales

-CH3COONA 4,1 g

-Agua destilada estéril g.s.p. 1000,0 mL

-pHmetro

6.2.6.2 Procedimiento

-Disolver el acetato en 800 mL de agua

-Medir el pH e ir afiadiendo agua progresivamente hasta obtener un pH de 5,0.

-almacenar la solucién a 4°C.

- Dissolver o acetato em cerca de 800 mL da agua e completar o volume
6.2.7 Preparacién de la solucién AEC (3-amino-9ethilcarbazole)
-AEC (3-amino-9ethilcarbazole) (SIGMA A5754) 0,25 g
-N,N-dimetilformamida 25,0 mL

-La solucién se almacena a 4°C

6.2.8 Preparacion de la solucion de revelado

6.2.8.1 Materiales

-Solucién AEC 2,0 mL

-Tampon acetato de sodio 50,0 mL

-Perdxido de hidroégeno (H202) 30% 100 pL

6.2.9 Procedimiento de dot-blot

6.2.9.1 Material y equipos

-Placas de petri

-Estufa con CO,

-Tubos de ensayo

Espectrofotémetro

-Bafio maria
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-Membrana de nitrocelulosa (poro de 0.45 um),

-Cepas control para los serotipos y serosubtipos

-Canaletas de plastico

-Anticuerpos monoclonales de serotipo y serosubtipo (suministrados a través del centro de referencia sub-
regional de SIREVA I, Instituto Adolfo Lutz)

-Agitador

-Anti-igG conjugada con peroxidasa (SIGMA®A0278)

-Bandeja de pléastico

6.2.9.2 Procedimiento

-Repicar las cepas em placas de petri de 15 cm com agar suero enriquecido, agar Mueller-Hinton sangre o
Agar chocolate.

-Incubar en una estufaa 37°C, en atmosfera de 5% de CO2 por 24 horas.

-Pasado ese tiempo, preparar una solucion bacteriana (OD=2.0 a 620 nm) en tampén PBS/azida en microtubos
e inactivar al bafio maria a 56°C por 30 minutos. Las suspensiones bacterianas se pueden almacenar a 4°C

durante afios.

-En una membrana de nitrocelulosa previamente cuadriculada (poro de 0.45 pm), aplicar 3 pL de las

suspensiones bacterianas de las cepas a testar y de las cepas control de los serotipos y serosubtipos.

-Dejar secar a temperatura ambiente

-Colocar las membranas en canales plasticos, inmersas en 2 mL de solucién de bloqueo-BSA 3% o leche

descremada 10% durante 30 min en agitacion (las membranas deberan estar totalmente sumergidas)

-Adicionar los monoclonales de serotipo y serosubtipo en sus diluciones de uso, separadamente a cada

membrana.

-Incubar durante 16h a temperatura ambiente con agitacion

-Tras el periodo de incubacion, lavar 4 veces con 4 mL de PBS, durante 4 min cada vez.

-Adicionar el anticuerpo anti-IgG conjugado con peroxidasa (SIGMA®A0278) debidamente diluido a la

solucién de blogueo.

-Incubar a temperatura ambiente con agitacion durante 3h
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-Lavar tres veces consecutivas con 4 mL de PBS durante 4 min cada vez. Todos los lavados se hacen a

temperatura ambiente y con agitacion

-Lavar con 4 mL de tampdn de acetato de sodio por 4 min.

-Colocar las membranas en una bandeja de plastico e incubar con 100 mL de solucion reveladora hasta que

aparezca el color

-Interrumpir la reaccion con un lavado con agua destilada

6.3 Titracién de los anticuerpos

6.3.1 Objetivo

La titracion de los anticuerpos monoclonales (MADbs) tiene como objetivo determinar cual es la

dilucién mas adecuada de los mismos para su uso en experimentos de Dot-blot.

6.3.2 Definiciones y siglas

Muestra: antigenos de serogrupo, serotipo o serosubtipo investigados

Anticuerpo primario: antisuero policlonal o anticuerpo monoclonal capaz de reaccionar con los
antigenos a investigar mediante la técnica de Dot-blot

Cepa: cultivo preparado a partir de una Unica colonia bacteriana

Conjugado (o anticuerpo secundario): inmunoglobulinas conjugadas a enzima, capaces de
unirse a los anticuerpos primarios

Mab(s): anticuerpo(s) monoclonal(es)

6.3.3 Material y equipamiento

-Suspensiones bacterianas de al menos cinco muestras homélogas, y al menos 5 cepas
serolégicamente diversas y heterdlogas al anticuerpo primario que se evaluara.

-Anticuerpo primario : el antisuero a ser evaluado y, de haber, se testara también una alicuota
antigua.

-Anticuerpo secundario: una alicuota del que ya se haya estado usando con anterioridad en los

ensayos de Dot-blot.
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6.3.4 Procedimiento

-Cortar un trozo de membrana de nitrocelulosa suficientemente grande como para colocar 4
columnas y 11 lineas. Identificarlas de tal modo que, al final de la reaccion se pueda identificar
con facilidad la dilucién del anticuerpo nuevo y el antiguo, asi como la localizacién de las

muestras.

-Sensibilizar cada linea con una de las muestras homélogas y heterdlogas seleccionadas para la

prueba

-Bloquear de acuerdo al procedimiento habitual del Dot blot

-Evaluar cuatro diluciones del anticuerpo primario nuevo: (i) misma dilucién de uso que con el
anticuerpo antiguo; (ii) una dilucién inferior; (iii) una dilucion superior y (iv) una dilucion al azar
préxima a las tres anteriores. Por ejemplo, si la dilucién de uso del anticuerpo antiguo fuese
1:2000, se debera testar el antiuerpo nuevo en las diluciones 1:1000, 1:2000, 1:4000 y 1:5000.

-Incubar y proceder hasta el fin del ensayo segun lo indicado para el procedimiento de Dot-blot

7. PRUEBA DE SUSCEPTIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS POR MICRODILUCION
EN CALDO

7.1 Fundamento

La realizacion del antibiograma tiene como principal determinar la sensibilidad de una cepa
bacteriana a uno o varios antibidticos a fin de orientar acerca del tratamiento mas adecuado.
Adicionalmente, la realizacion del antibiograma permite dar seguimiento a la evolucion de las
resistencias bacterianas. Este seguimiento epidemiolégico permite revisar y adaptar el tratamiento
empirico de las enfermedades infecciosas causadas por un patégeno determinado de forma que
éste no pierda su eficiencia.

La sensibilidad de una cepa bacteriana a un antibiético determinado se mide mediante la
Concentracion Inhibitoria Minima (CIM). Esta se define como la menor concentracién de una
gama de diluciones de antibidtico que provoca una inhibicidn de cualquier crecimiento bacteriano
visible. El valor de CIM es la referencia que permite establecer la escala de actividad de un
antibiético contra diferentes especies bacterianas. Esto permite categorizar las cepas en tres

categorias:

i. sensibles (S): existe una alta probabilidad de que el tratamiento con el antibiético sea efectivo

tras la administraciéon de la dosis habitual
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ii. intermedias (1): el efecto terapéutico satisfactorio se consigue en condiciones distintas a las
establecidas (e.g. aumento de la posologia, concentraciones mayores a las prescritas

habitualmente) por lo que el éxito terapéutico no esta necesariamente garantizado

iii. resistentes (R): la administracion del antibidtico no tiene ningln efecto terapéutico

independientemente de la posologia o el tipo de administracién.

7.2 Definiciones y siglas

ATCC ®— American Type Culture Collection
cepa — cultivo puro de crecimiento bacteriano.
CLSI - Clinical and Laboratory Standards Institute
DO - densidad 6pica

NaOH — Hidr6xido de Sodio

B.M - bafio maria

PEN — penicilina

RIF — rifampicina

CRO, CTX; TX- ceftriaxona

CIP; CI - ciprofloxacin

CLO, CO; CL - cloranfenicol

CIM concentracion inhibitoria minima

MH — Agar Miller-Hinton

7.3 Cepas patron

Streptococcus pneumoniae ATCC® 49619.
Escherichia coli ATCC® 25922

Neisseria meningitidis EMGM 13
Neisseria meningitidis EMGM 10

7.4 Material descartable y reactivos

-Balanza

-Espectrofotémetro

-Estufa a 35°C+ 2°C.

-Incubador de CO,a 35°C+ 2°C y 5% de CO,
-Cabina de bioseguridad 11

-Freezer
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-Nevera

-Pipeta | para volimenes de 200 pL , 1000 pL y 5000 pL
-Pipeta multicanal para volimenes de 50 pL

-Balones volumétricos de 10 mL y 25 mL

-Placas de Petri estériles

-Tubos estériles de vidro, de tamafios 12 x120mm y 16x160mm.
-Placas estériles, de 96 pocillos con fondo en U

-Plastico adhesivo (8X12cm)

-Puntas esteriles para 200 puL , 1000 pL y 5000 pL

-Hisopos estériles

-Agua destilada estéril.

-Etanol 95%.

-Agar MH Il em caldo, cation ajustado y enriquecido con 3% de sangre de caballo
-Sales de los antibiéticos (PEN, RIF, CRO/CTX, CIP, CLO)
-Sangre de caballo desfibrinada y estéril

-Solucioén de los antibidticos al testar

7.5 Etapas del ensayo

7.5.1 Preparacion del caldo de MH 11 catién-ajustado

Se seguiran las indicaciones del fabricante. En caso de que el MH no esté cation ajustado, se seguiran las

indicaciones de CLSI, como sigue:

Ajuste de Ca++: cada 0.1 mL de solucion de cloruro de calcio a 10 mg/mL afadido, da al medio de cultivo
un incremento de 1 mg/L de Ca++. Por tanto, si se quiere conseguir una solucién que contenga 20 mg/L de
Cat+, se deberan adicionar 2,0 mL de solucion de cloruro de calcio a 10 mg/mL en 1000 mL de caldo
esterilizado.

Ajuste de Mg++: cada 0,1 mL de solucion de cloruro de magnesio a 10 mg/mL afiadido, daal medio un
incremento de 1 mg/mL de Mg++. Por tanto, si se quiere conseguir una solucion que contenga 10 mg/L de
Mg++, se deberan adicionar 1,0 mL de solucion de cloruro de magnesio a 10 mg/mL para 1000 mL de caldo

esterilizado.

Nota: el caldo esterilizado se debera dejar enfriar antes de proceder al ajuste catidnico.
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7.5.1.1 Cloruro de calcio a 10 mg/mL

1. Pesar 3,68 g de cloruro de calcio 2 H,O para 100 mL de agua destilada

2. Esterilizar por filtracion

7.5.1.2 Cloruro de magenesio 10 mg/mL

1. Pesar 8.36 g de cloruro de magnésio 6 H,O para 100 mL de agua destilada

2. Esterilizar por filtracion

7.5.2 Preparacion del lisado de sangre de caballo

Nota: la concentracion del lisado de sangre de caballo en el medio de cultivo podra variar entre 2,5-5% (v/v).

Idealmente se utilizard una concentracién del 3%.

-Efectuar entre 5-8 ciclos de congelacién-descongelacion de la sangre para completar el lisado de la misma.

-Tras completar la lisis, mezclar a partes iguales un volumen de sangre de caballo con agua destilada estéril, a

fin de diluir la sangre al 50%

-Centrifugar a 6,000-10,000 rpm durante 30 min.

-Descartar el sobrenadante y centrifugar de nuevo si fuese necesario

-Distribuir el lisado en frascos y almacenar en el congelador hasta el momento de su uso

-En el momento de su uso, dejar descongelar completamente y adicionar la cantidad adecuada a fin de obtener

un medio MH 11 con un 3% de sangre.

Nota: Se aconseja filtrar el lisado de sangre de caballo utilizando un filtro de baja retencion (e.g. Millipore

Express Plus 0.22 um) a fin de evitar la formacion de precipitados.

7.5.3 Preparacion de la solucion stock de antibioticos

Nota 1: los antibi6ticos se deberan conservar en el freezer a -70°C 0 a -20°C por un maximo de 6 meses.
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Nota 2: se aconseja aliquotar los antibidticos en tubos de 1,6 puL. Una vez descongelada una aliquota de
antibidtico, esta debera ser utilizada en su totalidad en el dia, o descartada. Nunca reutilizar el antibiético una

vez descongelado.
Nota 3: las soluciones madres de todos los antibi6ticos se hacen a una concentracion de 1280 pg/mL

Nota 4: es necesario trabajar siempre con antibidticos de buena procedencia y nunca con antibiéticos

comerciales de utilizacion clinica

Nota 5: comprobar siempre cual es el diluente de la sal. Utilizar la menor cantidad de solvente posible para

solubilizar el antibi6tico.

Los solventes a utilizar son los siguientes:
Penicilina: agua destilada esteéril

Rifampicina: usar a concentracion de 320 pg/mL o a un maximo de 640 mg/mL. Disolver en metanol y

diluir con agua destilada estéril manteniendo la agitacion
Cloranfenicol: disolver en etanol 95% vy diluir con agua destilada estéril.
Ceftriaxona: agua destilada estéril

Ciprofloxacino : agua destilada estéril

7.5.4 Preparacién de las placas de micro-dilucién de los antibiéticos a testar: para 10 placas

Nota: una vez preparadas, las placas se deben almacenar en el freezer a -20°C por un méaximo de 30 dias

7.5.4.1 Penicilina [1280 pg/mL]

-Solucidén 16 pg/mL: pipetear 125 pL de solucion stock de penicilina a 1280 pg/mL en un balén volumétrico

de 10 mL y completar el volumen con caldo MHII suplementado con 3% de lisado de sangre estéril de caballo

-Diluciones seriadas: a partir de la solucion de 16pg/mL, hacer diluciones seriadas %. Para ello, colocar 5 mL
de medio de cultivo en una serie de 12 tubos, dejando el primero sin medio. Transferir 10 mL de solucion a
16pg/MI del balén volumétrico y pasar 5 mL de este tubo para el segundo. Homogeneizar 5 veces y pasar 5
mL del segundo tubo para el siguiente, hasta el tubo nimero 11. Los tubos tendrdn las concentraciones

indicadas en la siguiente tabla, siendo el tubo 12 el control de crecimiento (no tendré antibiético)
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1° 20 3° 40 50 6° 7° 8° 90 10° 11°
tubo tubo tubo tubo tubo tubo tubo tubo tubo tubo tubo 12°
pg/mL |pg/mL |pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL |pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL tubo
8 4 2 1 05| 025| 0125| 006| 003| 0,015 | comrolde
16 crecimiento
-Distribuir 50 pL de cada dilucion del antimicrobiana en las placas de fondo de U.
-Tapar las placas con plastico adhesivo y almacenar en el congelador hasta su uso
- Tras el procesamiento, de reaccion, las concentraciones en la placa seran las siguientes:
1° 20 30 40 50 6° 7° 8° 9° 10° 11°
12°
placa placa |placa placa |placa |placa |placa |placa |placa |placa |placa
tubo
pg/mL pg/mL pg/mL  |{pg/mL  pg/mL  pg/mL  jg/mL  |(pg/mL  pg/mL  |jpg/mL  |pug/mL |
contro
4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,06 0,03 0,015 0,007 del
8
inéculo

7.5.4.2 Ceftriaxona [1280 pg/mL]

-Solucion a 10 pg/mL: pipetear 78 pL de solucién madre de ceftriaxona a 1280 pg/mL en un baldn
volumétrico de 10 mL, y completar el volumen con caldo MHII suplementado con 3% de lisado estéril de

sangre de caballo.

-Solucidén a 1 pg/mL: en un tubo de 16x160 mm, diluir 10X la solucion de 10 pug/mL (1 mL de solucién en 9

mL de agar MHII suplementado con 3% de lisado de sangre estéril de caballo

-Diluciones seriadas: a partir de la solucién a 1ug/mL, hacer diluciones seriadas Y. Para ello, colocar 5 mL
de medio de cultivo en una serie de 12 tubos de 16x160 mm, dejando el primero sin medio. Transferir 10 mL
de solucion a 1ug/Ml del bal6n volumétrico y pasar 5 mL de este tubo para el segundo. Homogeneizar 5 veces
y pasar 5 mL del segundo tubo para el siguiente, hasta el tubo nimero 11. Los tubos tendran las
concentraciones indicadas en la siguiente tabla, siendo el tubo 12 el control de crecimiento (no tendra

antibidtico)
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1° 20 3° 40 50 6° 7° 8° 90 10° tubo | 11° 120
tubo tubo tubo tubo tubo tubo tubo tubo tubo |ug/mL | tubo tubo
pg/mL  |pug/mL  |pg/mL  |pg/mL  |pg/mL  |ug/mL  |ug/mL  |pg/mL |ug/mL pg/mL  |Control de
1 0,5 0,25 0,125 0,062 0,03 0,015 0,007 0,003 |0,0015 |0,0007 [recimiento
-Distribuir 50 pL de cada dilucion del antimicrobiana en las placas de fondo de U.
-Tapar las placas con plastico adhesivo y almacenar en el congelador hasta su uso
-Tras el procesamiento, de reaccion, las concentraciones en la placa serén las siguientes:
1° 20 3° 40 50 6° 7° 8° 90 10° 11° 120
placa |placa |placa |placa placa |placa |placa |placa |placa |placa |placa well
pg/mL  |ug/mL  jug/mL  |ug/mL  |pug/mL |ug/mL |ug/mL |ug/mL |ug/mL |ug/mL |ug/mL |[Control de
0,5 0,25 0,125 0,062 0,031 0,015 0,007 0,003 |0,0015 |0,0007 |0,0003 C(recimiento

7.5.4.3 Ciprofloxacina [1280 pg/mL]

-Solucion 20 pg/mL: pipetear 156 pL de solucién madre de ciprofloxacino a 1280 pg/mL en un balén

volumétrico de 10 mL y completar el volumen con caldo MHII suplementado con 3% de lisado de sangre

estéril de caballo

-Solucién a 2 pg/mL: en un tubo de 16x160 mm, diluir 10x la solucion de 20pg/mL (1 mL + 9 mL de caldo

MHII suplementado con 3% de lisado de sangre estéril de caballo

-Diluciones seriadas: a partir de la solucién a 2 pg/mL, hacer diluciones seriadas ¥ Para ello, colocar 5 mL

de medio de cultivo en una serie de 12 tubos de 16x160 mm, dejando el primero sin medio. Transferir 10 mL

de solucion a 2ug/MI del balén volumétrico y pasar 5 mL de este tubo para el segundo. Homogeneizar 5 veces

y pasar 5 mL del segundo tubo para el siguiente, hasta el tubo nimero 11. Los tubos tendran las

concentraciones indicadas en la siguiente tabla, siendo el tubo 12 el control de crecimiento (no tendra

antibidtico)
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1° 20 3° 40 50 6° 7° 8° 90 0° tubo | 11° 120
tubo tubo tubo tubo tubo tubo tubo tubo tubo |ug/mL | tubo tubo
pg/mL  |ug/mL |pug/mL  |ug/mL  |pug/mL |ug/mL |ug/mL |ug/mL |ug/mL pg/mL | control de
2 1 0,5 0,25 0,125 0,062 0,03 0,015 0,007 0,003 |0,0015 |(crecimiento
-Distribuir 50 pL de cada dilucion del antimicrobiana en las placas de fondo de U.
-Tapar las placas con plastico adhesivo y almacenar en el congelador hasta su uso
-Tras el procesamiento, de reaccidn, las concentraciones en la placa seran las siguientes:
1° 20 3° 40 50 6° 7° 8° 90 10° 11° 120
placa |placa |placa |placa placa |placa |placa |placa |placa |placa |placa Pozo
pg/mL  |ug/mL  |jug/mL  |ug/mL  |pug/mL |ug/mL |ug/mL |ug/mL |ug/mL |ug/mL |ug/mL |Control de
1 0,5 0,25 0,125 0,062 0,03 0,015 0,007 0,003 |0,0015 |0,0007 trecimiento

7.5.4.4 Cloranfenicol [1280 pg/mL]

-Solucion a 32 pg/mL: pipetear 250uL de solucion madre de cloranfenicol a 1280 pg/ mL en un balén
volumétrico de 10 mL y completar con medio MHII suplementado con 3% de lisado de sangre estéril de

caballo.

-Diluciones seriadas: a partir de la solucion de 32 ug/mL hacer diluciones seriadas Y2 . Para ello, colocar 5
mL de medio de cultivo en una serie de 12 tubos de 16x160 mm, dejando el primero sin medio. Transferir 10
mL de solucién a 32ug/Ml del balén volumétrico y pasar 5 mL de este tubo para el segundo. Homogeneizar 5
veces y pasar 5 mL del segundo tubo para el siguiente, hasta el tubo nimero 11. Los tubos tendran las
concentraciones indicadas en la siguiente tabla, siendo el tubo 12 el control de crecimiento (no tendra

antibidtico)
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1° 2° 3° 40 50 6° 7° 8° 90 10° tubo | 11° 12°
tubo tubo tubo tubo tubo tubo tubo tubo tubo |ug/mL | tubo tubo
ug/mL |ug/mL |ug/mL |ug/mL |ug/mL |ug/mL |ug/mL |ug/mL |ug/mL ug/mL Controle de

32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,062 0,03 indculLo

-Distribuir 50 pL de cada dilucion del antimicrobiana en las placas de fondo de U.
-Tapar las placas con plastico adhesivo y almacenar en el congelador hasta su uso

-Tras el procesamiento, de reaccion, las concentraciones en la placa seran las siguientes:

1° 20 3° 40 50 6° 7° 8° 90 10° 11° 12°
placa |placa |placa |placa placa |placa |placa |placa |placa |placa |placa pozo

pg/mL  (pg/mL  |pg/mL  |ug/mL  |ug/mL  |jug/mL  |jug/mL  |ug/mL  |pg/mL  |jug/mL |ug/mL  Control de

16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,062 0,03 0,015L [recimiento

7.5.4.5 Rifampicina [320 pg/mL o 640 pg/mL]

-Solucion a 16pg/mL: pipetear 500 pL de solucién madre de rifampicina a 320 pg/mL o 250 pL de solucion
madre de rifampicina a 640 pg/mL en un balén volumétrico de 10 mL y completar el volumen con agar MH 11

suplementado con 3% de lisado de sangre de caballo estéril.

-Diluciones seriadas: a partir de la solucién de 16 pg/mL hacer diluciones seriadas % . Para ello, colocar 5
mL de medio de cultivo MHII suplementado con 3% de lisado de sangre de caballo en una serie de 12 tubos
de 16x160 mm, dejando el primero sin medio. Transferir 10 mL de solucién a 16 pg/mL del baldn
volumétrico y pasar 5 mL de este tubo para el segundo. Homogeneizar 5 veces y pasar 5 mL del segundo tubo
para el siguiente, hasta el tubo nimero 11. Los tubos tendran las concentraciones indicadas en la siguiente

tabla, siendo el tubo 12 el control de crecimiento (no tendra antibiético).
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1° tubo PR°tubo B° tubo 40 50 6° 7° 8° 9° 100 110 12°
ug/mL  jug/mL  jug/mL | tubo tubo tubo tubo tubo tubo tubo tubo tubo
pg/mL |ug/mL  |jug/mL  |ug/mL |pug/mL |pug/mL |ug/mL |ug/mL
16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,062 0,03 0,015 Control de
recimient
0
-Distribuir 50 pL de cada dilucion del antimicrobiana en las placas de fondo de U.
-Tapar las placas con plastico adhesivo y almacenar en el congelador hasta su uso
-Tras el procesamiento, de reaccién, las concentraciones en la placa seran las siguientes
1° 20 3° 40 50 6° 7° 8° 90 10° 11° 120
placa |placa |placa placa |placa |placa |placa |placa |placa |placa placa pozo
pg/mL  |pug/mL  |pug/mL  |pug/mL  |pg/mL |ug/mL |ug/mL |ug/mL |ug/mL |ug/mL |ug/mL |Control
8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,062 0,03 0,015 0,007 de
recimien
to

7.5.5 Preparacion del in6culo y siembra de las placas

-Sembrar las cepas en agar chocolate con 5% de sangre de carnero. Las cepas pueden ser

sembradas en agar sangre, pero debera tenerse en cuenta que la suspensién a 0.5 en la escala

McFarland tendra aproximadamente un 50 % menos de UFC/mL. Por ello serd necesario corregir

la dilucién final antes de inocular. Si se usa un indculo a partir de agar chocolate, la dilucion final

deberé ser 1:100 (50 pL de suspension bacteriana para 4950 uL de agar caldo Mueller-Hinton Il +

3% lisado de sangre de caballo), mientras que si se usa agar sangre, la dilucién se hara 1:50 (100

ML de suspension bacteriana para 4900 puL de agar caldo MH Il + 3 % de lisado de sangre de

caballo).

-Incubar durante 20-24h a 35°+/-2°C en 5% de CO,

-A partir de un cultivo fresco y puro, preparar una suspension bacteriana equivalente a 0.5 de
escala McFarland o de 0.08-0.130 en 625 nm, en salina (0.85%)
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-Diluir el indculo madre 100X: 50 pL de inéculo en 4950 uL de agar caldo MH Il cation ajustado
+ 3% lisado de sangre de caballo

El in6culo bacteriano deber usarse en el plazo de 15 minutos tras su preparacion

-Sembrar 50 pL de esta suspensidn bacteriana en las placas. En cada placa se podran testar hasta
8 cepas

-Incubar las placas en una estufa a 35°+/- 2 °C con 5% de CO, durante 24h

7.5.6 Control del in6culo

-A partir del crecimiento en el pozo 12 de la placa (control de crecimiento), hacer una dilucién
1/1000 en solucion salina estéril a 0.85%. Para ello, pipetear 10 pL del pozo 12 y colocar en 10

mL de solucién salina.

-Homogeneizar bien y transferir 100 pL a una placa de agar MH con 5% de sangre de carnero o

agar BHI sangre de carnero al 5%.

-Incubar la placa en una estufa a 35°+/- 2 °C con 5% de CO, durante 24h

-El nimero de colonias debera ser entre 10 y 50

7.5.7 Lectura de la Concentracién Inhibitoria Minima

-Confirmar que haya crecimiento en todos los pozos que correspondan al control de crecimiento
(pozo 12)

-La Concentracién Inhibitoria Minima (CIM) se define como la concentracion més baja de
antibiético que inhibe el crecimiento bacteriano. Este sera el pozo en el que visualmente no se
observa turbidez en el medio de cultivo. El valor de la concentracion de antimicrobiano en este
pozo serpa considerado el punto de corte y por lo tanto, el valor de CIM para la cepa testada.

-Los resultados se anotaran en la ficha de resultados correspondiente

7.5.8 Control de calidad

Para cada test de CIM, se deberan testar ademas las cepas patrén:
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. S. pneumoniae ATCC 49619

. E.coli ATCC 25922

. Neisseria meningitidis EMGM 10
. Neisseria meningitidis EMGM 13

Los valores esperados para las cepas patrén son los expresados en la siguiente tabla:

Tabla 3: valores de CIM esperados para las cepas control en el método de microdilucién

Cepa control CIP CO CRO PEN AMP RIF
EMGM 10 0,007 0,5-1 0,003 0,250 1 0,007
EMGM 13 0,007 0,5-1 0,0015 0,5 1 8
SPN ATCC

491619 - 2-8* 0,03-0,12* p,250-1* p,06-0,250* |0,015-0,06*

E coli ATCC

25922 0,004-0,015* - - - - -

Si la lectura de la CIM para una de las cepas patrén estuviese fuera de los valores establecidos, se deberan
verificar los siguientes puntos:

1. si la cepa es discordante para todos los antibidticos testados, revisar la pureza del cultivo mediante la
realizacién de una tincion de Gram. Si la cepa no es pura, sera necesario aislar de nuevo y repetir los

experimentos. Esto debe ser anotado en la hoja de resultados.

2. Si todas las cepas de referencia han dado un valor discordante para un antibidtico determinado, verificar la

causa del error y descartar las placas y/o la solucion madre de antibiotico.
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8. PRUEBA DE SUSCEPTIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS POR
DILUCION EN AGAR

8.1 Material y reactivos

-Balanza

-Espectrofotometro

-Estufa a 35°C+ 2°C.

-Incubador de CO, a 35°C+ 2°C y 5% de CO,
-Cabina de bioseguridad Il

-Freezer

-Nevera

-Pipetas de varios rangos

-Puntas de pipeta estériles

-Placas de Petri estériles

-Hisopos estériles

-Agua destilada estéril.

-Medio de MH (Oxoid)

Caldo tripticasa soya

-Sales de los antibiéticos (PEN, RIF, CRO/CTX, CIP, CLO)

8.2 Etapas del ensayo

8.2.1 Preparacion del medio de Mueller Hinton con sangre de cordero al 5%

La composicion quimica del medio de Agar Mueller Hinton, de acuerdo con la casa comercial OXOID (Ref
CM337) es la siguiente:

Infusion de carne 300 gr
Hidrolisado de caseina 17,5 gr
Almidon 1,5 gr

Agar 17,0

Ph final a 25°C 7,3+0,1

Para preparar el medio:

- Suspender 19 gr del medio deshidratado en 1 litro de agua destilada o desionizada

-Calentar hasta ebullicidn para que se disuelva por completo el medio

-Distribuir de a 19ml en matraces por cada dilucién de antibiético que se vaya a preparar
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-Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 15 libras de presion (12°C)

-Enfriar el medio a 50°C (Bafio Maria) y adicionar asépticamente 1ml de sangre de cordero desfibrinada

-Adicionar a cada matraz con el agar Mueller Hinton con sangre, 1 ml de la respectiva solucién de antibiético
(ver preparacion de cada antibidtico)

-Mezclar hasta que el antibiético se incorpore al medio

-Servir en placas de Petri

-Se procede de la misma manera para todas y cada una de las diluciones de los antibi6ticos

-Preparar una placa de agar Mueller Hinton con sangre pero sin el antibiético, para realizar el control de
crecimiento de la bacteria

8.2.1.1 Control de calidad y esterilidad

Nota: se debe realizar el control de calidad de esterilidad del medio antes de realizar la prueba

-Incubar durante 48 h una placa de Agar Mueller Hinton y leer la prueba de esterilidad por el no crecimiento
bacteriano.

8.2.1.2 Condiciones de almacenamiento
-El medio deshidratado se debe conservar a temperatura ambiente, a menos de 30°C
-El medio preparado se debe conservar en frio, entre 2-8°C

-No usar nunca placas de mas de 7 dias de antigiiedad

8.2.2 Preparacion de las diluciones de los antibioticos

Nota: todos los antibioticos se preparan del mismo modo. Se da el modelo de la preparacién de penicilina
como ejemplo.

8.2.2.1 Dilucion de penicilina

-Penicilina G en sal sodica de 1630 Ul (1 Ul =0,6 ug)

-Agua destilada estéril

- 56 -



Diagnéstico de laboratério de las meningitis bacterianas causadas por Neisseria meningitidis.
Manual de procedimentos de laboratério de la red SIREVA Il
Seccion de bacteriologia- Instituto Adolfo Lutz, S&o Paulo-Brasil — Organizacion Panamericana dela Salud

-Preparar al menos 10 mL de solucién madre del antibi6tico a una concentracion de 10.000ug/mL. Para

determinar la cantidad de polvo necesaria, utilizar la siguiente formula:
Volumen (mL) x concentracion (ug/ml)

Peso (mg) =

Potencia del antibiético (ug/mg)

-Pesar el polvo del antibi6tico en una balanza analitica. La balanza deberd estar calibrada de acuerdo con las

recomendaciones del NCCLS.

-Adicionar 10 mL de agua destilada estéril al antibidtico pesado y mezclar hasta que se disuelva

completamente.

-Envasar 1,0 mL de la solucion del antibidtico en crioviales y almacenar a -70°C.

8.2.3 Preparacion de la solucién de trabajo

-Realizar una dilucién 1:100 de la soluciéon madre del antibiético (10.000 pg/ml) adicionando 99 mL de agua

destilada estéril y 0.1mL de la solucién madre del antibidtico (concentracién final 100 pg/mL).

-Preparar la solucion de trabajo del antibiotico a partir de la dilucion anterior (100ug/ml). Para ello, utilizar la

férmula C1 x V1=C2 x V2, asi se determina la cantidad de solucidon madre y diluyente a utilizar. Ejemplo

C1l = 100 pg/mL V1 = 10 mL
C2 = 80ug/mL V2 = ?
100 pg /mL x 10mL
V2= =8mL

80pg/mL

-Por tanto, a 8 mL de la solucion de antibiético de 100 pg/mL se deben adicionar 2 mL de agua destilada para

obtener una solucion de antibidtico de 80 pg/mL.

-A partir de la solucion de80 pg/mL, realizar diluciones seriadas hasta obtener la concentracion final de 4

pg/mL que se utilizara en el agar.
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8.2.4 Preparacion de la suspensién bacteriana

-A partir de un cultivo puro de Neisseria meningitidis de 18-24 horas de incubacion, seleccionar de 5 a 10
colonias aisladas y transferirlas a un caldo tripticasa soya

-Ajustar esta suspension a una turbidez igual al tubo 0,5 de la escala de Mc Farland (1.5 x 108 UFC/mL) (0,10
de absorbancia en una longitud de onda de 625 nm).

8.2.5 Inoculacion de la Suspension bacteriana

-Mezclar en el vortex la suspension

-Preparar una dilucién 1/10 en caldo de tripticasa de soya

-Agitar en el vortex.

-Colocar inmediatamente 0,001 mL con el asa calibrada, en la superficie del medio de cada una de las
diluciones de antibidtico preparadas

-Permitir que se absorba la suspension del microorganismo antes de voltear la placa de Petri

-Incubar a 35°C por 18 - 20 horas en una atmdsfera del 5-7% de CO2

8.2.6 Lectura

La concentraciéon minima inhibitoria es la primera dilucion en la cual no se observa crecimiento microbiano.

8.2.7 Control de calidad

Cada vez que se realice la CIM se debe realizar con las cepas controles:

Streptococus pneumoniae ATCC 49619 y Escherichia coli ATCC 25922

Los resultados deberian estar en el siguiente rango especificado en la tabla siguiente:

- 58 -



Diagnéstico de laboratério de las meningitis bacterianas causadas por Neisseria meningitidis.
Manual de procedimentos de laboratério de la red SIREVA Il
Seccion de bacteriologia- Instituto Adolfo Lutz, S&o Paulo-Brasil — Organizacion Panamericana dela Salud

Tabla 4: valores de CIM esperados para las cepas control en el método de dilucién en agar

Penicilina Cloramfenicol Ceftriaxona |Ciprofloxacino |Rifampicina
Streptococus pneumonia .25-1 pg/mL 2-8 pg/mL 0.03-0.12 0,125 pg/mL
ATCC 49619 pg/mL
E. coli ATCC 25922 0.004-0.015
pug/mL

9. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA MEDIANTE
LA TENICA DE GRADIENTE DE DIFUSION

9.1 Fundamento

En general, N. meningitidis raramente es resistente a los agentes antimicrobianos utilizados para
su tratamiento, pero se has descrito cepas resistentes a sulfonamidas, rifampicina y cloranfenicol.
Adicionalmente, la presencia de cepas con una resistencia intermedia a penicilina es frecuente en
muchos lugares, y si bien esto tiene poca repercusién a nivel clinico, mantener la vigilancia es
importante a fin de preveer la aparicién y diseminacion de cepas resistentes. El método de
gradiente de difusion es de gran utilidad a nivel hospitalario, dado que se pueden obtener datos de

resistencia de forma rdpida, permitiendo asi ajustar el tratamiento del paciente.

9.2 Material y equipamientos

-Cultivo bacteriano

-Espectrofotémetro

-Incubador a 35°C+2°C y 5% de CO,

-Freezer

-Placas de petri

-Tubos de ensayo de 12x120 mm

-Hisopos estériles

-Agar Muelher-Hinton

-Agar Muelher-Hinton con 5 % sangre de carnero
-Agar Haemophilus test medium (HTM)

-Tiras comerciales de antibiético marcadas con el gradiente de concentracién (e.g. eTest®)

-Solucion salina estéril al 0.85 %

Nota: las tiras de antibiético deberan conservarse a -20°C de temperatura.
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9.3 Procedimiento

-Con un hisopo estéril, tomar el crecimiento bacteriano fresco, e introducirlo en un tubo de
ensayo que contenga solucién salina a 0.85%, y ajustar la turbidez a 0.5 en la escala McFarland

(DO 0.08-0.13 en espectrofotometro, medido con una A=625 nm)

-Dejar transcurrir 15 min

-Sembrar la suspension bacteriana en la placa de agar Muelher-Hinton suplementado con 5% de
sangre de carnero. Para ello, introducir un hisopo de algoddn estéril en el tubo con la suspensién
bacteriana. Para quitar el exceso de liquido, presionar suavemente el hisopo contra las paredes del
tubo. Se sembraré toda la superficie de la placa 3 veces, girando la placa unos 60° tras cada

siembra, a fin de garantizar una distribucion uniforme.

Nota: el hisopo se introducird Unicamente una vez en el tubo con la suspension bacteriana

-Dejar que seque la siembra (aprox. 10 min), y colocar la tira del antibiético a testar.

Nota 1: El proceso no debe demorar més de 15 min. Al colocar la tira, se debe evitar la formacion
de burbujas entre la tira y el medio de cultivo. En caso de que se formen, se pueden eliminar
presionando suavemente sobre la tira.

Nota 2: En las placas de diametri 90x15 mm se colocardn un maximo de 2 tiras, posicionadas en
paralelo con los gradientes orientados de forma opuesta.

Si se utilizan placas de 150x5 mm, se podran colocar hasta 6 tiras, dispuestas radialmente, con las
tiras orientadas de tal modo que las concentraciones mas bajas de antibidtico queden orientadas
hacia el centro de la placa, y las mas altas, hacia el borde.

-Introducir la placa en el incubador a 35°C +2°C con una atmdsfera de 5% de CO,

-Transcurridas 24h, hacer una lectura de las elipses.

9.3.1 Interpretacion de los resultados

-Leer el valor de la CIM en el punto de interseccién entre la elipse y la tira de antibidtico. La

lectura debe hacerse en el punto en que se observe una inhibicién completa del crecimiento

bacteriano.
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-En el registro del laboratorio deberan anotarse la lectura de la CIM a partir de la cual se deja de

observar crecimiento, y la CIM inmediatamente superior a ella.

-La interpretacion del resultado se hard utilizando la CIM inmediatamente superior a la CIM en la
cual se deja de observar crecimiento bacteriano. Las cepas se clasificaran en resistentes,
intermedias o sensibles siguiendo el criterio descrito en el apartado siguiente.

9.3.2. Control de calidad

Como control de calidad, se recomienda testar la cepa de referencia Streptococcus pneumoniae
ATCC® 49619. Si los resultados de las tiras de antibi6ticos en esta cepa se encontrasen fuera de
los rangos esperados, deberd revisarse el procedimiento a fin de identificar la fuente del error.

10. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DE CIM

Los resultados se interpretaran segun los criterios de CLSI expuestos en la siguiente tabla:

Tabla 5: Puntos de corte y criterios de interpretacion de la CIM

ANTIBIOTICO PUNTOS DE CORTE (CIM) mg/L
(Criterio CLSI)

Penicilina 0.5 0.125-0.250 0.06
Cefotaxima/ceftriaxona * * 0.12
Rifampicina 2 1 0.5
Cloranfenicol 8 4 2
Ciprofloxacina 0.12 0.06 0.03

Nota 1: los criterios de corte de EUCAST son iguales a los ce CLSI para todos los antibi6ticos, con la

excepcidn de Rifampicina, para la cual EUCAST define como resistente una CIM >0.5, y sensible < 0.25.

Nota 2(*): estas categorias no han sido descritas todavia, ya que hasta la fecha no se han

detectado cepas con sensibilidad intermedia o resistente
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11. CRITERIOS PARA LA REALIZACION DE LA CIM EN LOS LABORATORIOS DE
REFERENCIA NACIONAL

-En caso de ser requerido para el manejo clinico, los laboratorios hospitalarios y centinela
realizaran la prueba de susceptibilidad a antibiéticos mediante el uso de la técnica de gradiente de
difusion (e.g. Etest (AB Biodisk ®).

-Los laboratorios hospitalarios deberan hacer llegar al laboratorio de referencia nacional la
informacidn respecto a la susceptibilidad de la cepa, indicando la técnica utilizada y el valor de
CIM obtenido.

-El laboratorio de referencia nacional realizard la CIM mediante la técnica de microdilucién con
la finalidad de mantener un seguimiento epidemiolégico de la evolucion de los valores de CIM a
al menos para los cinco antibioticos recomendados: penicilina, cefotaxima/ceftriaxona,
rifampicina, cloranfenicol y ciprofloxacina.

-Aquellos laboratorios que reciban menos de 10 aislados de Neisseria meningitidis por afio,
enviaran las cepas al laboratorio de referencia sub-regional correspondiente (Instituto Adolfo

Lutz, Brasil; o Instituto Nacional de Salud, Colombia).

-Los laboratorios que reciban 10 o més cepas anuales de N. meningitidis deber&n poner a punto la
técnica en sus instalaciones y realizar la determinacién de la CIM mediante microdilucién.

12. CONSERVACION DE CEPAS

Neisseria meningitidis es una bacteria muy sensible a las variaciones ambientales, por lo que son
necesarias algunas precauciones para su conservacion y transporte hasta los centros de referencia
a fin de que las cepas mantengan su viabilidad. EI mejor modo de mantener la bacteria viable
durante periodos prolongados de tiempo es la liofilizacién o la congelacién.

12.1 Liofilizacion

La liofilizacidon permite el almacenamiento de la bacteria durante varios afios, por lo que es el

método mas conveniente.

12.1.1 Material y equipamientos

-Cultivo bacteriano fresco
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-Leche desnatada estéril al 10 %
-Tubos de 5 mL

-Tubos de liofilizacion
-Liofilizador

-Hielo Seco

-Etanol 70%

-Freezer -20°C

-Freezer -70°C

12.1.2 Procedimiento

-Tomar el crecimiento bacteriano de una placa y disolver en 2 mL de leche desnatada estéril al 10
%

-Colocar 0.5 mL de la suspension en un tubo de liofilizacién

-Congelar rapidamente a -70°C utilizando hielo seco y etanol 70%. Para ello, se colocar el tubo de

liofilizacion en la mezcla de hielo seco y etanol en un angulo de 45° e ir rotando hasta observar la

cubierta congelada. Alternativamente, se puede guardar el vial en un ultrafreezer a esa

temperatura hasta que esté listo para colocar en el liofilizador

-Colocar el tubo de liofilizacién en el liofilizador, y seguir las especificaciones del fabricante.

-Sellar los viales con una antorcha mientras estan aln conectados en la liofilizadora.

-Almacenar los viales liofilizados a temperatura ambiente 0 a 4°C.

12.2 Congelacion

12.2.1 Material y equipamientos

-Cultivo bacteriano fresco

-Criotubos con 1 mL de leche desnatada estéril al 10 %

Nota: como alternativa a la leche descremada, podra usarse TSB con 20 % de glicerol grado

reactivo, solucién de Greaves, o sangre de carnero, caballo o conejo
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12.2.2 Procedimiento

-Preparar la cabina de bioseguridad Il para el trabajo segin lo estipulado en los procedimientos

estandar de trabajo (POE) del laboratorio

-Introducir el cultivo, las asas de cultivo y los tubos con el medio de almacenaje en la cabina

-Rotular claramente con letra mayuscula y legible el tubo

-Recoger con el asa de cultivo el crecimiento obtenido en la placa de agar Columbia e introducirlo
en el tubo frotando suavemente las paredes del tubo y mezclando el crecimiento bacteriano con el

medio, hasta que todo el crecimiento se haya despegado del asa

-Cerrar el tubo y almacenarlo en el ultra-freezer a -70°C 0 a -20°C

13. TRANSPORTE DE CEPAS

Los cultivos bacterianos pueden ser transportados sin refrigeracion. El embalaje debera seguir las
indicaciones del “Manual de bioseguridad del Laboratorio (OMS, Ginebra, 1987). Los tubos con
el cultivo deberén ir envueltos en papel absorbente (en cantidad suficiente para absorber todo el
contenido del tubo en caso de que hubiese un derrame) y colocados en una bolsa de plastico con
cierre hermético. Las bolsas iran a su vez dentro de un recipiente de metal o de plastico resistente
gue a su vez ird dentro de un recipiente de transporte. El recipiente de transporte debera ir
debidamente identificado con una etiqueta donde conste el nombre y la direccién del destinatario,
y una etiqueta que especifique que se trata de un agente etiolégico infeccioso. Nunca se
transportardn cepas congeladas en sangre o leche descremada.

Toda bacteria enviada a otro laboratorio debera ir acompafiada siempre de la ficha de
identificacidn del laboratorio de origen (niUmero de cepa, laboratorio donde se aislo, ciudad, etc.)

y de los datos del caso.
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