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MARCO TEORICO

Cutibacterium acnes

* Anaerobias estrictas:
ausencia total de oxigeno.

* Anaerobias facultativas:
presencia o ausencia de
oxigeno.

* Microaerdfilas : bajas
cantidades de oxigeno.

MORFOLOGIA

Bacilo Gram positivo.
Anaerobio facultativo .
Flora comensal de |a piel,70%

Inmaovil, no esporulado, sin
capsula.

B hemolitico — algunas especies

Catalasa positivo.

crecimiento lento de 7-14 dias.

Cinco biotipos( eritritol, sorbitol,

ribosa).

FACTORES DE VIRULENCIA

* Contribuye a la
formacion de
comedones

* Contribuyz en la
falla terapeutica.

* Atraer celulas
[2osinofilos,
neutrofilos,
macrofagos.)

* Formadoras de poro

\_ enla membrana.

1 _ \
( * [ipasa
* Hialuronidasas.
* Proteasas

* Hemolisinas
Biofilms enzimas + Porfirinas
J
— Inducir )
quimiotacticas, -
produccion de qnt;q"'"as_
toxinas proinflamatorias o | 8-12

Beylot C, et al. 2013 — Bipul Kumar, et al. 2016.

Fuente autoras: Sanchez P, Sepulveda K.2018



MEDIQOS DE CULTIVOS

(glucosa)

NUTRIENTES

~ Estructuras celulares
(pared celular, membrana,
de la superficie)

Asimilacion de
condiciones

Energia

Macromoléculas
(proteinas, acidos nucleicos)

Subunidades
(aminoacidos,
cledtid .
ot Anaerobiosis Temperatura
w

Pmducto:'de desacho [ e Agar CDC con sangre de cordero al 5%
(&cidos, biéxido (fuente de nitrégeno, Agar Columbia
de carbono) azufre, etc).

Agar Wilnkins
nte: Karen C. Carroll, Stephen A. Morse, Timothy A. Mietzner, Steve Miller:

robiologia médica, 27e: www.accessmedicina.com Aga r SC h ae d I er
‘echos © McGraw-Hill Education. Derechos Reservados.

Karen C, et al. Microbiologia medica,27e.



Carbohidratos Aminoacidos

* Glucosa

* Lactosa

* Manosa

* Galactosa
* Fructosa
e Eritritol

* Adonitol

* Arabinosa

*Glicerol.

Serina
Arginina
Fenilalina
Metionina
L-alanina
Glutamato

METABOLISMO

Wood — Werkman : pirdvico ———» 3acido

nronionico.

Monosacaridos

H,O
Bloques de construccion 2 = Macromoléculas
H3O
Aminodcidos : = Proleinas
H,O
Maononucledtidos : Acidos nucléicos
H,O

Polisacdridos

Serie de reacciones, donde hay intercambio de
electrones, con el fin de volver la estructura

inicial en una estructura mas sencilla

Utilizacién de moléculas para la formacidon de nuevas macromoléculas para la proliferacién

Karen C, et al. Microbiologia medica,27e.



| Lipasa

Desdobla triglicéridos presentes en piel.

e Restringir el crecimiento de otros

Microorganismo

 Como fuente de carbono para la
generacion de energia.

Roger Stanier., et al. Microbiologia.2005

METABOLISMO

Efecto del medio sobre el crecimiento microbiano

Difusién pasiva:
Oxigeno (0,)

Difusidn facilitada:
Glicerol (GLY)

Fuera

Membrana

O;<

GLY =

Dentro




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Cuadro 3. Infecciones que asocian a C. acnes como agente oportunista.

Infecciones sistema Procedimientos

nervioso central neurologicos. Capoor M. et al. [4]
Endocarditis Valvulas. Cirugias,

. . Dessinioti C, et al. [26]
procedimientos coronarios.
Osteomielitis Puncion lumbar.
Lavergne V, et al. [5]

Endoftalmitis Post-operatorio. Sukas C, etal. [17]

Infecciones articulares

Procedimientos quirirgicos.

Butler-Wu, et al. [6]
Kvich L, etal [7]

.

J U

Primer reporte de resistencia fue en EE.UU 1997

>|‘Gallitano M, et al.2018

\

S

*Kvich L, et al.2016 - >l‘Lavergne V, et al. 2017.




PREGUNTA PROBLEMA

¢ Cual es el medio de cultivo mas adecuado para realizar
el aislamiento del Cutibacterium acnes a partir de
muestras biologicas?



General

Especificos

OBJETIVOS

Determinar la eficiencia de tres medios de cultivo
propuestos para el aislamiento microbioldgico de
Cutibacterium acnes provenientes de muestras bioldgicas.

Analizar los diferentes medios descritos en protocolos encontrados en Ia literatura
cientifica para el aislamiento bacteriolégico de Cutibacterium acnes.

Proponer tres medios de cultivo para el aislamiento de C.acnes usando como
control la cepa ATCC 11827.

Evaluar |la recuperacion, viabilidad, pureza y rendimiento bacteriano de

_ Cutibacterium acnes en el medio de cultivo seleccionado a partir de las

muestras de comedones en piel.




METODOLOGIA

C. acnes ATCC 11827 en Agar
wilkins Chalgren. Diluciones seriadas en Caldos Tioglicolatos
100 vl
f 180 ui 100vu 180 ui 200y 205w 200 ul icow 100w 0 ul 200y 2004l
l Bf\f\f\{\f\ f\f\f\f\f\f\
10* 107 210° 10* 10° 10¢ 107 10%* 10° 10" 10" 10V
Tubo 3 McF '
J
i _//’
"3
Sﬁ\ﬁu"ubbuuuuyyuuu/
%t s Caldo Tioglicolato l v / Siembra masiva
Medic 1. 200.ul 200 uf 200 100 wi 1004l 100 ut
Medic 2. 100 ul 200 uf 100 100w 200 ul 200 uf
Medio 5. 100 u} 100w 2100 of 100 of 100w 100w
Medios de cuitivo propuestos

— | | :

Tedio No.3
ya agar l6g
55¢g
evadura 55¢g
xdio 55¢g
0.005¢g
> 0.1ml
rdero 5%




RESULTADOS

Wilkins T, Chalgren S. 1976

Triptona, peptona de gelatina, extracto de levadura,
glucosa, cloruro de sodio, L-arginina, piruvato de sodio
, menadiona, hemina, agar, sangre.

Brazier J, Goldstein E. 1990

Digerido pancredtico de caseina, digerido péptico de
tejido animal, glucosa, extracto de levadura, cloruro
sodico, bisulfito sodico, agar, sangre de caballo.

Becton Dickinson.

Digerido pancreatico de caseina, L-cistina, digerido
péptico de tejido animal, Hemina, digerido papaico de
harina de soja, vitamina K1, glucosa, extracto de
levadura, agar, Cloruro sodico, Fosfato dipotasico, sangre
de cordero desfibrinada 5%.

Agar-agar

Extracto de levadura
Glucosa

Peptona

Cloruro de Sodio

Hemina

Vitamina K
Triptona
Tripticasa de soya
Glicerol

Sangre de cordero




CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS Y MICROSCOPICAS DE C. acnes ATCC 11827 en MEDIO WILKINS CHALGREN.

La cepa crecio luego de 7 dias de incubacion, sus caracteristicas microspicas y macroscépicas fueron acordes con C acnes.

Fuente: Autoras

MUESTRA CODIGO de MICROORGANISMO PORCENTAJE
identificacion de identificacién

ATCC 0030470010 Cutibacterium acnes 99%




Crecimiento de C. acnes cepa ATCC 11827 en el medio de cultivo No. 1.

Medio No.1
Agar-agar léog
Extracto de levadura 5.5g
Glucosa l.1g
Cloruro de Sodio 5.5¢
Hemina 0.005¢g
Glicerol 11ml
Sangre de cordero 5%

Crecimiento en UFC de la ATCC en las diferentes diluciones
en el medio No. 1. Durante los 10 dias de incubacion.

DIA 5 DIAS 7 DIAS 10 DIAS

DIL

UFC UFC UFC
10 Incontables Incontables Incontables
10° Incontables Incontables Incontables
10°° Incontables Incontables Incontables
107 Incontables Incontables Incontables
10° 303 341 341
101 187 216 220

Fuente: Autoras



Crecimiento de C. acnes cepa ATCC 11827 en el medio de cultivo No. 2.

Medio No. 2

Agar-agar

l6g

Extracto de levadura 5.5g

Glucosa l.1g
Peptona llg

Cloruro de Sodio 5.5¢
Hemina 0.005¢g
Glicerol 11ml
Sangre de cordero 5%

Crecimiento en UFC de la ATCC en las diferentes diluciones
en el medio No. 2. Durante los 10 dias de incubacion.

DIA 5 DIAS 7 DIAS 10 DIAS

DiL

UFC UFC UFC
10* Incontables Incontables Incontables
10° Incontables Incontables Incontables
10 Incontables Incontables Incontables
107 Incontables Incontables Incontables
10 89 138 138
10H 0 0 0

Fuente: Autoras



Crecimiento de C. acnes cepa ATCC 11827 en el medio de cultivo No. 3.

Medio No.3
Tripticasa l6g
Triptona 55¢g
Extracto de levadura 55¢g
Cloruro de sodio 55¢g
Hemina 0.005g
Vitamina K 0.1ml
Sangre de cordero 5%

Crecimiento en UFC de la ATCC en las diferentes diluciones
en el medio No. 2. Durante los 10 dias de incubacion.

DIA 5 DIAS 7 DIAS 10 DIAS

DIL

UFC UFC UFC
10* Incontables Incontables Incontables
10° Incontables Incontables Incontables
10° Incontables Incontables Incontables
107 Incontables Incontables Incontables
10° 37 85 112
101 0 0 0

Fuente: Autoras



Caracteristicas microscopicas mediante coloracion de Gram de C. acnes cepa
ATCC 11827 en los tres medios de cultivo propuestos.

MEDIO 1 ‘ MEDIO 2 MEDIO 3

Bacilos curvos Gram positivos pleomorficos (Agrupados como letras chinas).

Fuente: Autoras




Recuperacion de la cepa C. acnes ATCC 11827 en los tres medios de cultivo
propuestos durante los dias de incubacion.

UFC

200

150

100

20

Medio 1

Medio 2

Medio 3

@ Dia5
@ Dia7

@ Dia 10



Crecimientq.gn.el.medio Nl .de. G- acnesa. partir.de muestras de
A AARHEBEBIR nial

MUESTRA RECUPERACION RECUPERACION
DIRECTA EN PLACA | DESDE EL CALDO
Crecimiento en el medio No .1 de mu 2017121401 Cutibacterium acnes No fue necesari:c-
de |:’>aciente 2017121402 Cutibacterium acnes No fue necesario
2017121403 Cutibacterium acnes No fue necesario
MUESTRA DESCRIPCION | 2017121404 No Recuperado No Recuperado.
2017121405 Cutibacterium acnes No fue necesario
Paciente 1 Colonias pequefias 2017121406 Cutibacterium acnes No fue necesario
2017121401 blanco. _ 2017121407 No recuperado No Recuperado.
E[? :I: ﬁrg:? fﬂ 2 Egﬁgfs pequenas 2017121408 Curx:bacmﬂ:um acnes No fue necesari:c-
Padiente 3 Colonias pequefias 2017121409 Cutibacterium acnes No fue necesario
2017121403 hlanco. 2017121410 Cutibacterium acnes No fue necesario
Paciente 4 Colonias grandes redondas aplanadas Lcncos Gram positivos nl
2017121404 cldewsifitacion de C. acnes recuperado de comedones con el sistema BBL CRYSTAL Anaerobe ID System.
Paciente 5 Colonias pE""““““ rodamAdan A calar Cronilan Memes mne irnr | E—
2017121405 blanco. MUESTRA Codigo de MICROORGANISMO Porcentaje de
Paciente E C_ch'niaﬁ pE Identiﬁcacié'n Identiﬁcaciﬁn
2017121406 blanco. 1 1010070111 Cutibacterium acnes 96%
Paciente 7 Colonias gr: 2 0030470010 Cutibacterium acnes 99%
2017121407 | color Habar 3 1030470011 Cutibacterium acnes 99%
Paciente 8 Colonias pe 4 Cocos Gram positivos no identificados -
2017121408 | de color bla 5 0030470011 Cutibacterium acnes 94%
Paciente 9 Colonias pe 6 1010070111 Cutibacterium acnes 97%
2017121409 de color bla T Cocos Gram positives no identificados -
Paciente 10 Colonias pe 8 1010070111 Cutibacterium acnes 96%
2017121410 de color bla 9 0030470010 Cutibacterium acnes 99%
10 0010470111 Cutibacterium acnes 97%

Fuente:

Autoras



DISCUSION

Disponibilidad de nutrientes de los medios de cultivo

Actividad lipolitica m=)  Cutibacterium acnes.
. . Tessio Rebello et al.1978 G |IC€I’O|
Medio de cultivo 1
Puhvel M. et al. 1975
H
! ()
. ) i ~
Medio de cultivo 2 L. Corrales, D Romero et al. 2015 H_C/
i
H—(E—O\
Medio de cultivo 3 KarlJ. et al. 2017 H—C\
f O\
H




CONCLUSIONES

Se observo que la adicion del glicerol al medio optimiza la recuperacion
de  C. acnes porque al adicionarle la molécula libre el microorganismo
hace un ahorro de energia.

El medio de cultivo numero 1 presento una eficacia del 100% en la
recuperacion del microorganismo, ya que se recupero C. acnes en la
totalidad de muestras.

El medio de cultivo propuesto se considera una Herramienta util en el
diagnostico microbioldgico de infecciones por C. acnes debido a que
ofrece un periodo de recuperacion mas rapido donde el microorganismo
conserva las caracterices microscopicas y macroscopicas descritas lo que
facilita su identificacion.




RECOMENDACIONES

Se recomienda seguir realizando estudios mas avanzados que
permitan estudiar el metabolismo de C. acnes; de igual manera
seguir los ensayos del medio con un numero de muestras mayor,

preferiblemente de origenes clinicos diferentes en las que se vea
implicado C. acnes.
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