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Introduccion

Desde un punto de vista simplista, pero muy util, se puede definir a las bacterias
anaerobias como aquellas que para crecer en la superficie de un medio de cultivo
necesitan una atmésfera sin oxigeno, ya que este elemento es toxico para ellas. Existe
un amplio abanico de microorganismos, desde los muy tolerantes y resistentes hasta los
extremadamente labiles a este gas.

Segun el requerimiento de O, las bacterias se pueden clasificar en aerobios
obligados, microaerdfilos, anaerobios facultativos, anaerobios aerotolerantes vy

anaerobios obligados (tabla 1).

Aspectos taxonomicos

El conocimiento de la genética microbiana ha determinado importantes cambios
en la clasificacion y taxonomia bacteriana que, en el caso de los anaerobios, han sido
muy importantes.

Las primeras revisiones de la taxonomia de estas bacterias se realizaron a partir
de los aflos 70. Desde 1980, se produjeron cambios muy relevantes que ayudaron a
resolver los problemas taxondmicos. Sin duda, surgiran nuevas especies Yy
modificaciones en la nomenclatura de estas bacterias. En la actualidad continuamos
realizando la identificacion de rutina de los aislamientos clinicos por medio de la
observacion de las caracteristicas microscopicas, macroscopicas Yy fenotipicas.
Utilizamos las pruebas moleculares para una caracterizacion taxonomica mas minuciosa
o para la identificacion mas rapida, cuando se dispone del equipamiento y de la logistica

adecuados.



En la tabla 2 (final del capitulo) se presenta la nomenclatura de las bacterias
anaerobias aisladas con mayor frecuencia de los materiales clinicos, las modificaciones

taxondmicas y los nuevos hallazgos informados en los Gltimos 10 afios *&.

Habitat

Toda la superficie mucosa y epitelial del cuerpo humano esta colonizada por
bacterias anaerobias en distinta concentracién segun el lugar de colonizacién, desde 10°
UFC/g en la piel a 10 UFC/g en la materia fecal. La relacién aerobio-anaerobio es
variable segun la localizacién, por ejemplo 10°:1 en la piel y 1:10° en el colon. Colonizan
la cavidad oral, el tracto gastrointestinal, la vagina y el tracto genitourinario. Algunas de
ellas se consideran patégenos oportunistas: cuando encuentran un lugar en el
hospedero que les permite desarrollarse se transforman en patégenos *#1¢17:20:3239 = pp

la tabla 3, se muestra la distribucion de los anaerobios mas frecuentes en la microbiota

residente humana.

Aspectos patogénicos

Las infecciones por bacterias anaerobias, particularmente las
producidas por gram negativos no esporulados, son en general enddgenas.
Pocas infecciones son producidas por bacterias anaerobias de origen
exdgeno. La mayoria de las infecciones se desarrollan cercanas a las
mucosas, donde los anaerobios predominan como parte de la microbiota
habitual como en orofaringe, piel, intestino y tracto genital femenino. Se
presentan en una gran variedad de formas clinicas; las mas frecuentes son la
formacion de abscesos y la necrosis de tejidos. En general son infecciones

polimicrobianas que incluyen bacterias aerobias y anaerobias, de alto inéculo



microbiano. En muchas publicaciones se comunica el aislamiento de tres a
seis especies microbianas en el sitio infectado 12142139,

Si bien la microbiota colonica esta formada por gran cantidad de
microorganismos aerobios y anaerobios, sabemos que el grupo
Bacteroidesfragilis es predominante y en consecuencia mas factible de
producir infecciones en zonas cercanas a esa mucosa. En pacientes gerontes,
gue repiten infecciones de las vias biliares relacionadas a carcinoma o a
obstruccién biliar, o a cirugia biliar, es valido sospechar que el grupo
Bacteroidesfragilis podria ser responsable de la infeccion.

En algunos casos estas bacterias actian produciendo infecciones per se y en
otras contribuyendo a modificar el ecosistema habitual, manifestando cuadros de dificil

explicacion como la vaginosisbacteriana ?**, las gingivitis y las periodontitis ** %27,

Las causas predisponentes de las infecciones que involucran anaerobios son:

1. cualquier causa enddgena o exdgena que produzca una rotura en la
continuidad de los tejidos (accidente automovilistico, extraccion dentaria, cirugia oral,
ginecoldgica o abdominal);

2. una colonizaciébn primaria que evoluciona a infeccibn y que incluye
microorganismos aerobios, anaerobios y/o aerobios facultativos;

3. la bacteria puedealcanzar el torrente sanguineo y diseminarse a multiples
organos Yy tejidos, obstruyendo capilares finos y creando de este modo, condiciones
anaerobicas. Si se forman trombos infectados en uno o mas de estos sitios, se pueden
formar abscesos y complicaciones tales como, hemdlisis intravascular, necrosis de
tejidos, toxemia, shock, coagulacion intravascular, colapso vascular y también, la
muerte.

Las causas predisponentes de la infeccion se asocian a:



b)

v Factores del hospedero:

modificacion en la solucion de continuidad de las mucosas (espontanea,
accidental o quirargica), tejidos debilitados y cualquier injuria de tejidos
gue produzca isquemia, necrosis o disminucién del potencial de 6xido

reducciont*?3,

Esto contribuye a que los microorganismos puedan
penetrar en los tejidos profundos y producir infeccion;

variacion en los mecanismos inmunolégicos de defensa del
hospedero?®. Algunos anaerobios pueden competir con otras bacterias
por opsoninas del suero y en ciertas condiciones in vitro, pueden
deprimir la funcién de los leucocitos polimorfonucleares, de Ilos
macréfagos y de los linfocitos.

20

v Factores de virulencia del microorganismo

Las bacterias anaerobias producen o poseen una cantidad de enzimas,

capsula y factores de adherencia que juegan un rol importante en su

patogenicidad. Los mas fecuentes son:

a)

b)

su habilidad para adherirse o invadir las células epiteliales para
colonizar o infectar. Por ejemplo, la capsula, los pili y las adhesinas
“lectina-like” son las responsables de la adherencia de B. fragilis y
Porphyromonas spp. a las células epiteliales. La union y degradacion
del fibrinobgeno por Porphyromonas gingivalis puede mediar en la
colonizacién de estos microorganismos en las encias, en la produccion
de toxinas y/o enzimas que le confieren un rol patogénico;

las enzimas que parecen tener importancia como factores de virulencia
son: fosfolipasa, colagenasa, hialuronidasa, neuraminidasa, heparinasa,

proteinasas, sialidasa y varias enterotoxinas y neurotoxinas. La a-toxina
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de Clostridium perfringens es una fosfolipasa C que hidroliza a la lecitina y a la
esfingomielina de la membrana celular, plaquetas, células endoteliales y
musculares y afecta la permeabilidad capilar. También produce una colagenasa
gue favorece su difusion en los tejidos. Clostridium difficile, que es responsable de
la colitis pseudomembranosa asociada a terapia antimicrobiana, produce una
enterotoxina. B.fragilis también produce una enterotoxina descrita
Gltimamente como productora de diarrea asociada a uso de antibioticos
y a diarrea de origen desconocido en nifios 33. El polisacarido capsular
de B.fragilis, libre de otros componentes de la célula bacteriana, es

capaz de inducir la formacion de abscesos.

Impacto clinico

Las bacterias anaerobias de origen enddgeno pueden contribuir a
infectar cualquier tejido, region anatémica u 6rgano que le dé posibilidad a la
bacteria de colonizar y penetrar. Al ser infecciones polimicrobianas que
incluyen aerobios, anaerobios y/o anaerobios facultativos se produce
seguramente cooperacion entre algunas de ellas, las cuales actuan en forma
sinérgica en la produccion de la infeccion. La mayoria de las infecciones son
purulentas, aunque la ausencia de leucocitos no es regla para decir que un
proceso no es infeccioso. En la mayoria de los casos en los que las bacterias
anaerobias estan involucradas, la produccion de toxinas y citotoxinas hace
gque se produzca, frecuentemente, necrosis por destruccion de macrofagos,
neutrofilos y otras células.

En la tabla 4 se muestran las infecciones mas frecuentes producidas

por anaerobios.
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Si bien son muchas las especies de anaerobios que potencialmente podrian
aislarse de muestras clinicas humanas, las que se aislan rutinariamente son
relativamente pocas. Los anaerobios asociados a infecciones clinicas se pueden resumir
en los siguientes grupos®*:

 bacilos gram negativos que pertenecen al grupo B. fragilis. No
pigmentados, sacaroliticos y tolerantes a la bilis;

* bacilos gram negativos que no pertenecen al grupo B. fragilis. No
pigmentados, sacaroliticos, generalmente sensibles a la bilis, Prevotella spp.
y otros géneros;

* bacilos gram negativos no pigmentados, débilmente sacaroliticos o
asacaroliticos, tolerante a la bilis;

« bacilos gram negativos pigmentados. Porphyromonas spp. Vy
Prevotella spp.

* bacilos gram negativos fusiformes: Fusobacterium spp.

e COCOS gram positivos y gram negativos;

* bacilos gram positivos esporulados:Clostridium spp.

 bacilos gram positivos no esporulados: Actinomyces spp.,
Eubacterium spp., Lactobacillus spp., Mobiluncus spp., Bifidobacterium spp. y
otros.

Segun un trabajo colaborativo efectuado en el periodo 1992 - 2002 por la
Subcomision de Bacterias Anaerobias de SADEBAC-AAM (Sociedad Argentina
de Bacteriologia, Micologia y Parasitologia Clinicas, Asociacién Argentina de
Microbiologia)’, los microorganismos anaerobios frecuentemente aislados de
infecciones humanas, excluyendo las infecciones orales fueron: Bacteroides

grupo fragilis 49 %, Bacteroides spp. 7 %, Porphyromonas spp. 2 %,
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Prevotella spp. 4 %, Fusobacterium spp. 4 %, Clostridium spp. 17 %, bacilos

gram positivos no esporulados 5 %, Peptostreptococcus spp. 12 %.

Diagnostico microbiolégico

La recuperacion e identificacion de estos microorganismos, de muestras
provenientes de procesos infecciosos esta condicionada a:
 sospecha clinica adecuada e interaccion permanente entre el médico que
solicita el estudio y el microbidlogo que procesa la muestra,;
e correcta toma, transporte y conservacionde la muest ra. Un buen
diagnostico esta asociado a la calidad de la muestra.
a) Recoleccion de la muestra

Es necesario evitar la contaminacion de la muestra con la microbiota residente
de piel y mucosas. Se debe descontaminar previamente la zona con alcohol al 70 % y
luego aplicar tintura de yodo (30 segundos) o solucién acuosa de yodo (un minuto).
Posteriormente se debe remover el yodo con alcohol 70 %.

* Muestras apropiadas para el diagnostico (tabla 5)

* Muestras no apropiadas para el cultivo de bacterias anaerobias:
hisopado faringeo o nasofaringeo, hisopado de la mucosa oral, hisopado conjuntival,
hisopado 6tico, secrecion bronquial obtenida por aspiracion nasotraqueal u orotraqueal,
lavado broncoalveolar, esputo, lavado gastrico, contenido intestinal, secrecion de
ileostomia o colostomia, orina obtenida por miccion espontanea o por sonda vesical,
hisopado vaginal o de endocérvix, hisopado de Ulceras de decubito, Ulceras de pie
diabético, escaras, abscesos superficiales abiertos, cualquier material adyacente a una
mucosa que no haya sido descontaminada adecuadamente. Cada laboratorio debe

proveer instrucciones claras y precisas del procedimiento de toma de muestras.
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b) Transporte y conservacion de la muestra

Las muestras deben ser protegidas del efecto deletéreo del O, hasta que puedan
ser procesadas. Lo ideal es cultivarlas de inmediato.

Las muestras liquidas, purulentas y de volumen considerable pueden
transportarse en tubos estériles si se van a cultivar antes de las dos horas. De lo
contrario deben inyectarse en frascos comerciales con tapoén de goma y atmosfera
inerte, sin introducir aire.

No es conveniente el transporte de las muestras en jeringas, porque permite la
difusion del oxigeno en el material.

Los raspados, hisopados y piezas de tejido pequefias pueden colocarse en tubos
gue contengan medio de Stuart o Cary-Blair, prerreducido.

Las piezas de tejido con un volumen mayor de 1 cm® pueden transportarse en
recipientes estériles, sin conservantes.

Las muestras deben mantenerse a temperatura ambiente hasta su

procesamiento. La refrigeracion aumenta la difusion del oxigeno al interior de la muestra.

Procesamiento inicial

Figura 1 . Procesamiento inicial para el cultivo de bacterias anaerobias

14
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Informe

Meétodos diagnosticos

Los métodos pueden ser fenotipicos o genotipicos.

a) Métodos culturales y fenotipicos

Microscopia

* Microscopia directa del material. Necesita del ojo experto para contribuir a un
correcto diagnéstico presuntivo .

» Coloracién de Gram: a partir del material recibido se fija el preparado con metanol,
para preservar la morfologia de los elementos. Esta coloracion permite: sospechar
morfologia compatible con anaerobios y observar la presencia de reaccion
inflamatoria, orientar el tratamiento empirico y evaluar la calidad del
procedimiento, ya que la no recuperaciébn de los microorganismos

observados en la microscopia indicaria una falla en algunos pasos del
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procesamiento (muestreo, transporte, técnica de siembra o que el paciente

hubiese recibido antibioticos).

Cultivo e identificacion

Los medios de cultivo usados para la recuperacion de Ilos
microorganismos anaerobios, al igual que para los aerobios, pueden ser
sélidos o liquidos, selectivos o no*. Para la siembra primaria, se
recomienda el uso de medios selectivos cuando se sospecha flora mixta
acompafiante, aerobia y/o anaerobia.

Para la preparacion de medios no selectivos (agar sangre) pueden
utilizarse diferentes bases, agar tripteina de soja, agar infusion cerebro
corazén, agar Brucella *.

Existen dos nutrientes fundamentales para el desarrollo de la
mayoria de los anaerobios, hemina y vitamina K1, que deben ser
incluidos en la preparacion de los medios cuando no estan presentes en su
formula.

La sangre se debe usar en una concentracion final de 5 a 7 %. Se
recomienda el uso de sangre lacada porque favorece la expresion del
pigmento en los microorganismos que lo producen. Preferentemente se
usa sangre de carnero, conejo o caballo. Los medios de cultivo deben ser
recientemente preparados debido al efecto toxico del oxigeno y de sus
productos de reduccion en el crecimiento de los anaerobios. Por lo tanto,
no es aconsejable almacenar los medios sélidos ya plaqueados. La base

de agar se puede fraccionar, autoclavar y guardar hasta que sea

16



necesario. Posteriormente se funde, se agregan los suplementos y se
plaquea.

Los medios liquidos pueden ser almacenados.La oxigenacion puede
corregirse calentando a bafio maria (previo a su uso), durante 10 o 15
minutos a partir de la ebullicion y enfriando de inmediato.

Un buen indicador de que los medios de cultivo y el procesamiento
de la muestra fueron adecuados esta asociado a la cantidad y calidad de
los microorganismos recuperados. El aislamiento de B. fragilis y C.
perfringens Unicamente, no es buen marcador de calidad del proceso, ya
gue estos microorganismos pueden tolerar ciertos periodos de exposicion
al oxigeno y no son muy exigentes en cuanto a los requerimientos
nutricionales, a diferencia de otros anaerobios obligados como algunos
cocos gram positivos, fusobacterias y bacilos pigmentados.

La siembra debe incluir:

1. un medio no selectivo con suplementos adecuados para permitir el
desarrollo de los microorganismos mas exigentes;

2. un medio con gentamicina o amicacina que inhiba el desarrollo de los
microorganismos anaerobios facultativos;

3. un medio liquido para reserva.

. Incubacién en atmoésfera adecuada
Su aversioén por el oxigeno condiciona una metodologia microbiolégicaespecial.
Si se quieren aislar las especies mas sensibles, se requiere el empleo de atmésfera que
proporcione un ambiente con un bajo poder de O6xido reduccion. Esto se puede
conseguir por procedimientos cataliticos, en los que el oxigeno es eliminado

combinandolo con hidrégeno en presencia de un catalizador. Se usa alguno de los

17



siguientes sistemas: jarras (fig. 2), cajas (fig. 3), bolsas (fig. 4) y camara (fig. 5). Esta
Gltima es costosa, requiere equipamiento complejo y se usa para estudios en
laboratorios altamente especializados. Desde el punto de vista practico, las jarras y los
sobres 0 bolsas son aceptables para el aislamiento de bacterias anaerobias en el
laboratorio clinico.

Las jarras o cajas para anaerobiosis son los sistemas mas utilizados para generar
una atmosfera anaerdbica. Consisten en una jarra 0 caja con una tapa que cierra
herméticamente. La atmdsfera anaerobia puede lograrse por dos métodos diferentes. El
mas sencillo utiliza un sobre comercial generador de hidrégeno y CO, que es activado.
El H, se combina con el O, del aire para formar agua, generando la anaerobiosis. El
segundo método consiste en la extraccion del aire contenido en la jarra haciendo vacio y
sustituyendo el mismo por otro gas libre de O, como el nitrdgeno. El contenido final de la
jarra consiste en una mezcla de gases que contiene 80 - 90 % de nitrogeno, 5 -10 % de
hidrogeno y 5 -10 % de CO,. Se utiliza como indicador de anaerobiosis una tira de papel
impregnada en azul de metileno introducida en la jarra junto al material a estudiar.

La bolsa para anaerobiosis consiste en una bolsa plastica transparente,
impermeable a los gases, con un indicador de anaerobiosis (azul de metileno o
resarzurina) y un sobre generador de anaerobiosis igual al utilizado para las jarras. Este
sistema resulta practico cuando se trabaja con pocas muestras o para la realizacion de

los cultivos iniciales.

¢ Cuadndo examinar las placas?
Cada vez que abrimos una jarra o un sobre estamos exponiendo las
colonias de anaerobios al efecto potencialmente deletéreo del oxigeno, que

afectara principalmente a los anaerobios estrictos y a los que crecen
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lentamente. Por lo tanto, serd conveniente efectuar la primera observacion de
los cultivos luego de 48 horas de incubacion.

Algunas especies desarrollan rapidamente produciendo a las 24 horas
colonias que permiten comenzar la identificacion como las de los géneros
Clostridium y del grupo B.fragilis. Por lo tanto, cuando se sospecha la
presencia de estos microorganismos podria hacerse la primera observaciéon a
las 24 horas. Las placas deben colocarse nuevamente bajo condiciones
anaerobias y continuar la incubacion y observacion cada 48 horas por lo

menos durante 7 dias.

¢, Coémo continuar el procesamiento?

La simple observacion de la colonia no permite diferenciar una especie
aislada. Se deben estudiar todos los morfotipos que se encuentran en la
muestra y confirmar si se trata de verdaderos anaerobios. El examen de las
placas se realizara si es posible con lupa para poder diferenciar mejor las
colonias y apreciar sus caracteristicas. Se enumeraran y cuantificaran segun
las distintas morfologias. Seleccionados los distintos morfotipos se iniciara la
identificacion tomando solamente una colonia de cada uno de ellos y se
efectuara:

* la descripcion morfolégica detallada de la colonia: tamafo, forma,
bordes, color, opacidad y alguna otra caracteristica importante como pitting,
fluorescencia, pigmento o hemdlisis. Estas caracteristicas son orientadoras
para la identificacidon; por ejemplo, colonias de bacilos gram negativos que se
introducen en el agar harian sospechar en Campylobacter ureolyticus o

Campylobacter gracilis. Colonias de bacilos gram positivos con spreading,
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sugeririan ser Clostridium septicum o Clostridium tetani. Colonias de bacilos
gram negativos pigmentadas, podrian ser Porphyromonas spp. o Prevotella
spp. Una doble zona de hemdlisis es caracteristica de C. perfringens;

» coloracion de Gram de cada colonia;

e incubacién anaerobia de subcultivos de cada colonia en placa de agar
sangre anaerobia y en medios adicionales teniendo en cuenta la morfologia
de la colonia y la coloracion al Gram;

» confirmacion del caracter anaerobio y tolerancia al oxigeno. Una
porcion de la colonia se sembrara en dos placas de agar chocolate que se
incubaran en atmosfera de CO, y en aerobiosis. La ausencia de desarrollo en
estas placas confirma que se trata de una bacteria anaerobia,;

* identificacion: en funcién de lo observado anteriormente;

* sensibilidad a los antimicrobianos.

b) Métodos miniaturizados, automatizados y moleculares

Los esquemas tradicionales de identificacion fenotipica bacteriana se basan en
las caracteristicas observables de las bacterias, como morfologia, desarrollo, y
propiedades bioquimicas y metabdlicas. El cultivo, cuando es factible, contindia siendo el
método diagndstico de eleccion, permite el aislamiento del microorganismo implicado, su
identificacion, el estudio de sensibilidad a los antimicrobianos y facilita la aplicacion de
marcadores epidemioldgicos.

Existen en el mercado sistemas o equipos multipruebas que permiten conseguir
una mayor rapidez en la identificacién de algunas bacterias. Estos sistemas pueden ser

manuales o automatizados.
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Los sistemas comerciales manuales son celdillas aisladas con sustrato liofilizado
gue se inoculan individualmente y que permiten realizar simultaneamente varias pruebas
bioquimicas. Una vez inoculada la galeria con la suspension del microorganismo a
identificar, incubar en condiciones de anaerobiosis. Los resultados de las pruebas se
expresan en forma numérica. En el mercado esta disponible el sistema miniaturizado
API [sistema APl 20 A, Rapid ID 32 A (bioMérieux®, Marcy, I'Etoile, Francia)]. La
inoculacion y la lectura de estos paneles se suele hacer de forma automética, se
incorporan los datos obtenidos en un programa de computadora y se obtiene con un alto
indice de confiabilidad la identificacion del microorganismo. Los sistemas comerciales
disponibles en el mercado son: MicroScan, Vitek, Pasco, Wider y Phoenix.

Con los sistemas de identificacion fenotipica, no todas las cepas de una misma
especie repiten una caracteristica especifica lo que puede generar diferentes resultados
en ensayos repetidos. Por esto se han introducido los métodos genotipicos de
identificacion como procedimientos complementarios o alternativos. En algunos casos
decididamente é€stos no son necesarios porque con los métodos fenotipicos se logra una
identificacion confiable y rapida. Es el caso de muchos bacilos gram negativos como los
del grupo Bacteroides fragilis, Fusobacterium spp., especies de Clostridium; en cambio,
con muchas de las especies de bacilos gram positivos no esporulados y de cocos gram
positivos, la identificacién definitiva s6lo se obtiene, mediante estudios de secuenciacion
del gen 16S ARNr u otros. Una amplia variedad de genes han sido utilizados como
blancos moleculares en los estudios taxondmicos o de filogenia.El analisis del ARNr 16S
es el marcador inicial y en numerosas situaciones es suficiente para realizar una buena
identificacion. En otras circunstancias, la alta homologia genética presente en
determinados géneros bacterianos o un cambio reciente en su taxonomia, no permite

realizar con el ARNr 16S una identificacion correcta. En estos casos, podemos recurrir a
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otros genes dianas, como el analisis del espacio intergénico del 16S-23S ARNTr, del
ARNr 23S y del rpoB (subunidad 3 de la ARN polimerasa).

Las técnicas de protedmica abordan el estudio de un conjunto de proteinas. Las
mas usadas se basan en la electroforesis y en la espectrometria de masas. Esta ultima
permite analizar con gran precision la medicion de iones derivados de moléculas,
separandolos en funcién de su relacién masa/carga’.

La utilizacion de la espectrometria de masas [Matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS)]presenta como
ventaja una alta tasa de identificacion y rapidez, ya que se obtienen resultados
confiables en menos de un minuto. Mientras algunos estudios muestran porcentajes de
identificacion correcta muy satisfactorios, otros ofrecen porcentajes que no van mas alla
del 60-70 %. La mayor parte de los estudios referidos coinciden en la importancia de la

amplitud de la base de datos para obtener buenos resultados con este sistema .

Fallas en el procesamiento y aislamiento de anaerob  ios
Las principales fallas en el procesamiento y aislamiento de anaerobios pueden
resumirse en los puntos que se mencionan a continuacion:

» demora en la siembra con la consiguiente exposicion prolongada de la muestra
al aire ambiental;

* el uso de un medio liquido como unico medio de cultivo. Algunos anaerobios
pueden no desarrollar en medio liquido aun con el agregado de nutrientes
especiales. Si hay mas de un microorganismo es necesario usar un medio
sélido para poder aislarlo y, en este caso, la recuperacion es dificultosa;

* el uso de medios oxigenados;

* no agregar vitamina K1 y/o hemina, necesarias para algunos anaerobios;
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no usar los medios selectivos apropiados;

no continuar la incubacién hasta por lo menos 5 a 7 dias;

exponer las placas cultivadas al aire. Algunos anaerobios exigentes requieren
gue la exposicion al aire no sea superior a 15 minutos;

falta de control de calidad en los medios de cultivo y reactivos.
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Tabla 1. Clasificacion de las bacterias segun su requerimiento de oxigeno

Grupos Crecimiento en:
Aire Inc. en CO, Microaerobiosis 0% O
+-21%0, y15%O0; 5% O,

Aerobio obligado ++++ ++++ +++ \Vj
Microaerofilo 0 +++ ++++ vV
Anaerobio facultativo ++++ ++++ ++++ 4+
Anaerobio aerotolerante + ++ 4+ ++++
Anarobio obligado 0 0 0 4+

Inc: incubacion, V: variable, ++++: desarrollo abundante, +++: desarrollo abundante
colonias pequefias, ++: escaso desarrollo colonias pequefias, +: muy escaso desarrollo,

0: sin desarrollo
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Tabla 3. Incidencia de bacterias anaerobias en la microbiota residente humana

_ _ Areas colonizadas
Microorganismos

% = o) 9w
o © 2 _ c Q0 © © Lo
T =5 S Z S E = = SS
a 838 35 9 =80 = g <3
@ 8 O < 8 5 - > w o
|_
Gram positivos
Clostridium spp. 0 0 0 % 0 % % v
Actinomyces spp. 0 + + % 0 0 % 0
Bifidobacterium spp. 0 0 + ++ 0 0 % 0
Eubacterium spp. Y \% + ++ ND ND % v
Lactobacillus spp. 0 0 + ++ 0 % ++ +
Propionibacterium + + % % ND 0 v v
spp.
Cocos + + ++ ++ + vV ++ ++
Gram negativos

Grupo 0 0 0 ++ v \ v Y
Bacteroidesfragilis
Fusobacterium spp. 0 + ++ + Y % % v
Prevotella spp. 0 ++ ++ + \ ND % Y
Porphyromonas spp. 0 + ++ + Y ND Y Y
Otros bacilos 0 ++ ++ ++ + + + +
Cocos 0 + + + 0 ND \ v

v: variable, ++:; desarrollo abundante, +: desarrollo escaso, ND: no detectado, O: sin desarrollo.
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Tabla 4. Infecciones asociadas a bacterias anaerobias

Infeccion

Cultivo positivo de bacterias

anaerobias

Bacteriemias

Endocarditis

Infecciones de cabeza y cuello

Meningitis

Sinusitis

Abscesos

Otitis

Enfermedad periodontal
Abscesos dentales

Infecciones respiratorias
Neumonia aspirativa
Abscesos de pulmén
Empiema

Infecciones abdominales
Peritonitis
Heridas posquirurgicas
Aborto séptico

Piel y tejidos blandos
Mordeduras
Pie diabético
Abscesos cutaneos
Ulceras de decubito
Gangrena gaseosa
Osteomielitis
Fascitis necrotizante

10 a 84 %™¥: 7 %M. 20 0 ©®

2 casos ®

17 %, 22 9 GL

48 % 12 910

89 % 9; 39%®

33 a 59 %©%: 27 9114
64 %Y

89 -100 % (2%

16 % ©
51 a 84 % ©
6ail7 % ©: 109 9

51 %G 93 9%
76 %M
79 %1%

5 9 (12): 20-75 9 @4
25 9 (20)

26 % (19

15 % ©

100 % 9

35a 91 % ¥

90 9% (12
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Tabla 5. Muestras apropiadas para el cultivo de bacterias anaerobias

Localizacion Muestra Método

Cabeza, cuello Coleccion Puncién-aspiracion percutanea, biopsia
Sistema nervioso  Tejido

central

Periodontal Coleccion profunda Raspado y absorcion con conos de papel

del surco gingival estéril
Aspiracion con aguja

Oido medio Secrecion Puncién-aspiracion
Senos Coleccion Puncion-aspiracion a través del ostium
paranasales
Pulmonar Absceso Puncion percutanea
Tejido Biopsia
Secrecion Aspiracion traqueal o con cepillo
broncoalveolar protegido
Liquido pleural Puncion-aspiracion
Articulaciones Liquido articular Puncién percutanea
Hueso Tejido Biopsia
Partes blandas Tejido Biopsia
Material purulento ~ Puncidn-aspiracion por piel sana
Tracto genital Liquido peritoneal Laparoscopia o cirugia
femenino Material de Aspirado endometrial con catéter
endometrio
Tejido Biopsia
DIU Extraccion del dispositivo
Abdominal Liquido peritoneal Puncion percutanea
Absceso Aspirado obtenido en cirugia, guiado por
TAC o ecografia
Bilis Puncién vesicular
Tejido Biopsia
Aparato Sangre Venopuntura
circulatorio
Orina Orina vesical Puncion suprapubica

DIU: dispositivo intrauterino, TAC: tomografia axial computarizada.



Figura 2 . Jarra para anaerobiosis
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Figura 3.

Caja para anaerobiosis
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Figura 4. Bolsa para anaerobiosis
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Figura 5. Camara para anaerobiosis

35



Tabla 2. Nomenclatura de las bacterias anaerobias aisladas con mayor frecuencia de muestras

clinicas

Nomenclatura actual

Nuevas especies y
modificaciones desde

el afio 2000

Nomenclatura actual

Nuevas especies y
modificaciones desde el
afio 2000

Bacilos gram negativos

Akkermansiamuciniphila

Nueva especie

Megamonas funiformis

Nueva especie

Megamonas hypermegale

Alistipes finegoldii

Nueva especie

Megamonas rupellensis

Nueva especie

Alistipes indistinctus

Nueva especie

Alistipes onderdonkii

Nueva especie

Mitsuokella multiacida

Alistipes putredinis

Bacteroides putredinis

Alistipes senegalensis

Nueva especie

Odoribacter laneus

Nueva especie

Alistipes shahii

Nueva especie

Odoribacter splanchnicus

Bacteroides

Alistipes timonensis

Nueva especie

Parabacteroides distasonis

Bacteroides distasonis

Alloprevotella rava
Alloprevotella tannerae

Nueva especie

Prevotella tannerae

Parabacteroides goldsteinii
Parabacteroides gordonii

Bacteroides goldsteinii
Nueva especie

Parabacteroides johnsonii

Nueva especie

Anaerobiospirillum
succiniciproducens

Parabacteroides merdae

Bacteroides merdae

Anaerobiospirillum thomasii

Paraprevotella clara

Nueva especie

Paraprevotella xylaniphila

Nueva especie

Anaerorhabdus furcosa

Bacteroides furcosus

Parasutterella
excrementihominis

Nueva especie

Anaerospora
hongkongensis

Nueva especie

Parasutterella secunda

Nueva especie

Phocaeicola abscessus

Nueva especie

Bacteroides caccae

Bacteroides cellulosilyticus

Nueva especie

Porphyromonas
asaccharolytica

Bacteroidesclarus

Nueva especie

Porphyromonas bennoni

Nueva especie

Bacteroides coagulans

Porphyromonas cangingivalis

Bacteroides coprocola

Nueva especie

Porphyromonas canoris

Bacteroidescoprophilus

Nueva especie

Porphyromonas cansulci

Bacteroides dorei

Bacteroideseggerthii

Nueva especie

Porphyromonas catoniae

Oribaculum catoniae

Porphyromonas circundentaria

Bacteroidesfaecis

Nueva especie

Porphyromonas crevioricanis

Bacteroides finegoldii

Nueva especie

Porphyromonas endodontalis

Bacteroidesfluxus

Nueva especie

Porphyromonas gingivalis

Bacteroides fragilis

Porphyromonas gingivicanis

Bacteroides galacturonicus

Porphyromonas gulae

Bacteroidesintestinalis

Nueva especie

Porphyromonas levii

Bacteroidesmassiliensis

Nueva especie

Porphyromonas macacae

Porphyromonas salivosa

Bacteroides nordii

Nueva especie

Porphyromonas somerae

Nueva especie

Bacteroidesoleiciplenus

Nueva especie

Porphyromonas uenonis

Nueva especie

Bacterroides ovatus
Bacteroidespectinophilus

Prevotella amnii

Nueva especie

Bacteroides plebeius

Nueva especie

Prevotella aurantiaca

Nueva especie

Bacteroides pyogenes

Prevotella baroniae

Nueva especie

Bacteroides salyersiae
Bacteroides stercoris

Nueva especie

Prevotella bergensis

Nueva especie

Nueva especie

Prevotella bivia

Bacteroides bivius

Bacteroides
thetaiotaomicron

Prevotella buccae

Bacteroides buccae

Prevotella buccalis

Bacteroides buccalis

Bacteroides uniformis

Prevotella copri

Nueva especie

Bacteroides vulgatus

Prevotella corporis
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Bacteroides xylanisolvens

Nueva especie

Prevotella dentalis

Prevotella denticola

Barnesiella intestinihominis

Nueva especie

Prevotella disiens

Prevotella enoeca

Prevotella fusca

Nueva especie

Bilophila wadsworthia

Prevotella heparinolytica

Prevotella histicola

Nueva especie

Campylobacter curvus

Prevotella intermedia

Campylobacter gracilis

Bacteroides gracilis

Prevotella jejuni

Nueva especie

Campylobacter rectus

Prevotella loescheii

Campylobacter ureolyticus

Bacteroides ureolyticus

Prevotella maculosa

Nueva especie

Prevotella marshii

Nueva especie

Catonella morbi

Prevotella melaninogenica

Prevotella micans

Nueva especie

Centipeda periodontii

Prevotella multiformis

Nueva especie

Prevotella multisaccharivorax

Nueva especie

Desulfomicrobium orale

Nueva especie

Prevotella nanceiensis

Nueva especie

Prevotella nigrescens

Desulfovibrio desulfuricans

Prevotella oralis

Desulfovibrio fairfieldensis

Prevotella oris

Desulfovibrio piger

Desulfomonas pigra

Prevotella oulorum

Prevotella pallens

Dialister invisus

Nueva especie

Prevotella pleuritidis

Nueva especie

Dialister micraerophilus

Nueva especie

Prevotella saccharolytica

Nueva especie

Dialister pneumosintes

Nueva especie

Prevotella salivae

Nueva especie

Dialister propionicifaciens

Nueva especie

Prevotella scopos

Nueva especie

Dialister succinatiphilus

Nueva especie

Prevotella shahii

Nueva especie

Prevotella stercorea

Nueva especie

Fusobacterium
gonidiaformans

Prevotella timonensis

Nueva especie

Fusobacterium mortiferum

Prevotella veroralis

Prevotella zoogleoformans

Fusobacterium naviforme

Fusobacterium necrogenes

Pseudoflavonifractor capillosus

Bacteroides capillosus

Fusobacterium
necrophorum

Pyramidobacter piscolens

Nueva especie

Fusobacterium nucleatum

Selenomonas artemidis

Fusobacterium perfoetens

Fusobacterium periodonticum

Selenomonas dianae

Selenomonas flueggei

Fusobacterium russii

Selenomonas infelix

Selenomonas noxia

Fusobacterium ulcerans

Selenomonas sputigena

Fusobacterium varium

Sneathia sanguinegens

Leptotrichia sanguinegens

Hallella seregenes

Suterella parvirubra

Nueva especie

Johnsonella ignava

Jonquetella anthropi

Nueva especie

Leptotrichia buccalis
Leptotrichia goodfellowii

Nueva especie

Suterella wadsworthensis

Tannerella forsythia

Bacteroides forsythus

Leptotrichia hofstadii

Nueva especie

Leptotrichia hongkongensis

Nueva especie

Leptotrichia shabhii
Leptotrichia trevisanii
Leptotrichia wadei

Nueva especie
Nueva especie
Nueva especie

Bacilos gram positivos no esporulados
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Actinobaculum massiliense

Nueva especie

Actinobaculum schaalii

Faecalibacterium prausnitzii

Fusobacterium prausnitzii

Actinobaculum urinale

Nueva especie

Filifactor alocis

Fusobacterium alocis

Actinomyces cardiffensis

Nueva especie

Filifactor villosus

Clostridium villosum

Actinomyces dentalis

Nueva especie

Flavonifractorplautii

Eubacterium plautii

Actinomyces europaeus

Actinomyces funkei

Nueva especie

Gordonibacter pamelaeae

Nueva especie

Actinomyces georgiae

Actinomyces gerencseriae

Lactobacillus acidophilus

Actinomyces graevenitzii

Lactobacillus antri

Nueva especie

Actinomyces hominis

Nueva especie

Lactobacillus casei

Actinomyces hongkongensis

Nueva especie

Lactobacillus brevis

Lactobacillus buchneri

Actinomyces israelii

Lactobacilluscoleohominis

Nueva especie

Actinomyces johnsonii

Nueva especie

Lactobacillus crispatus

Actinomyces massiliensis

Nueva especie

Lactobacillus delbrueckii

Actinomyces meyeri

Lactobacillus fermentum

Actinomyces naeslundii

Lactobacillus formicalis

Nueva especie

Actinomyces nasicola

Nueva especie

Lactobacillus gasseri

Actinomyces neuii

Lactobacillus gastricus

Nueva especie

Actinomyces odontolyticus

Lactobacillus iners

Actinomyces oricola

Nueva especie

Lactobacillus jensenii

Actinomyces oris

Nueva especie

Lactobacillus johnsonii

Actinomyces radicidentis

Nueva especie

Lactobacillus kalixensis

Nueva especie

Actinomyces radingae

Lactobacillus oris

Actinomyces timonensis

Nueva especie

Lactobacillus parabuchneri

Actinomyces turicensis

Lactobacillus paracasei

Actinomyces urogenitalis

Nueva especie

Lactobacillus paraplantarum

Actinomyces viscosus

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus reuteri

Adlercreutzia equolifaciens

Nueva especie

Lactobacillus rhamnosus

Lactobacillus rogosae

Alloscardovia omnicolens

Nueva especie

Lactobacillus salivarius

Lactobacillus saniviri

Nueva especie

Anaerofustis stercorihominis

Nueva especie

Lactobacillus sakei

Lactobacillus senioris

Nueva especie

Lactobacillus ultunensis

Nueva especie

Anaerostipes caccae

Nueva especie

Anaerostipes hadrus

Eubacterium hadrum

Lactobacterium casei

Anaerostipes rhamnosivorans

Nueva especie

Lactonifactor longoviformis

Nueva especie

Anaerotruncus colihominis

Nueva especie

Marvinbryantia formatexigens

Nueva especie

Atopobium minutum

Mobiluncus curtisii

Atopobium parvulum

Mobiluncus mulieris

Atopobium rimae

Atopobium vaginae

Mogibacterium diversum

Nueva especie

Bifidobacterium adolescentis

Mogibacterium neglectum

Nueva especie

Mogibacterium pumilum

Nueva especie

Mogibacterium timidum

Eubacterium timidum

Bifidobacterium angulatum

Mogibacterium vescum

Nueva especie

Bifidobacterium bifidum

Bifidobacterium breve
Bifidobacterium catenulatum

Moryella indoligenes

Nueva especie

Olsenella profusa

Nueva especie

Bifidobacterium dentium

Olsenella uli

Lactobacillus uli
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Bifidobacterium gallicum

Bifidobacterium kashiwanohense

Nueva especie

Oribacterium sinus

Nueva especie

Bifidobacterium longum
Bifidobacteriumpseudocatenulatum

Paraeggerthella hongkongensis

Eggerthella
hongkongensis

Bifidobacterium scardovii

Nueva especie

Parascardovia denticolens

Bifidobacterium stercoris

Nueva especie

Propionibacterium acidifaciens

Bifidobacterium
denticolens

Bulleidia extructa

Nueva especie

Propionibacterium acidipropionici

Propionibacterium acnés

Catabacter hongkongensis

Nueva especie

Propionibacterium avidum

Propionibacterium

Catenibacterium mitsuokai

Nueva especie

Propionibacterium granulosum

Propionibacterium jensenii

Collinsella aerofaciens

Eubacterium
aerofaciens

Propionibacterium lymphophilum

Nueva especie

Propionibacterium propionicum

Collinsella intestinalis

Nueva especie

Propionibacterium thoenii

Collinsella stercoris

Nueva especie

Collinsella tanakaei

Nueva especie

Propioniferax innocua

Propionibacterium innocua

Cryptobacterium curtum

Pseudoramibacter alactolyticus

Dorea formicigenerans

Dorea longicatena

Eubacterium
formicigenerans
Nueva especie

Roseburia faecis

Nueva especie

Roseburia hominis

Nueva especie

Roseburia intestinalis

Nueva especie

Roseburia inulinivorans

Nueva especie

Eggerthella lenta

Eubacterium lentum

Eggerthella sinensis

Nueva especie

Scardovia inopinata

Bifidobacterium
inopinatum

Eggerthia catenaformis

Lactobacillus
catenaformis

Scardovia wiggsiae

Nueva especie

Shuttleworthia satelles

Nueva especie

Eubacterium barkeri

Eubacterium biforme

Slackia equolifaciens

Nueva especie

Eubacterium brachy

Slackia exigua

Eubacterium combesii

Slackia heliotrinireducens

Eubacterium contortum

Slackia isoflavinoconvertens

Nueva especie

Eubacterium cylindroides

Slackia piriformis

Nueva especie

Eubacterium dolichum

Eubacterium eligens

Solobacterium moorei

Nueva especie

Eubacterium hallii

Eubacterium infirmum

Stomatobaculum longum

Nueva especie

Eubacteriumlimosum

Eubacterium minutum

Turicibacter sanguinis

Nueva especie

Eubacterium moniliforme

Eubacterium multiforme

Varibaculum cambriense

Nueva especie

Eubacterium nodatum

Eubacterium ramulus

Eubacterium rectale

Eubacterium saburreum

Eubacterium saphenum

Eubacterium siraeum

Eubacterium sulci

Fusobacterium sulci

Eubacterium tenue

Eubacterium tortuosum

Eubacterium ventriosum
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Eubacterium yurii

Bacilos gram positivos esporulados

Clostridium aldenense

Nueva especie

Clostridium
paraperfringens

Clostridium baratii

Clostridium argentinense

Clostridium paraputrificum

Clostridium asparagiforme

Nueva especie

Clostridium perfringens

Clostridium bifermentans

Clostridium propionicum

Clostridium bolteae

Nueva especie

Clostridium putrificum

Clostridium botulinum

Clostridium ramosum

Clostridium butyricum

Clostridium rectum

Clostridium cadaveris

Clostridium roseum

Clostridium carnis

Clostridium scindens

Clostridium celatum

Clostridium senegalense

Clostridium citroniae

Nueva especie

Clostridium septicum

Clostridium clostridioforme

Clostridium sordelli

Clostridium difficile

Clostridium sphenoides

Clostridium glycyrrhizinilyticum

Nueva especie

Clostridium spiroforme

Clostridium hastiforme

Tissierella preacuta

Clostridium sporogenes

Clostridium hiranonis

Nueva especie

Clostridium subterminale

Clostridium histolyticum

Clostridium symbiosum

Clostridium hylemonae

Nueva especie

Clostridium tertium

Clostridiumindolis

Clostridium tetani

Clostridium innocuum

Clostridium lavalense

Nueva especie

Hungatella hatewayi

Clostridium hatewayi

Clostridium limosum

Clostridium nexile

Intestinibacter bartlettii

Clostridium novyi

Clostridium bartlettii

Clostridium oroticum

Romboutsia lituseburensis

Clostridium lituseburense

Cocos gram negativos

Acidaminococcus fermentans

Veillonella alcalescens

Acidaminococcus intestini

Nueva especie

Veillonella atypica

Veillonella denticariosi

Nueva especie

Anaeroglobus geminatus

Nueva especie

Veillonella dispar

Veillonella montpellierensis

Nueva especie

Megasphaera elsdenii

Veillonella parvula

Megasphaera micronuciformis

Nueva especie

Veillonella rogosae

Nueva especie

Veillonella tobetsuensis

Nueva especie

Negativicoccus succinicivorans

Nueva especie

Victivallis vadensis

Nueva especie

Cocos gram positivos

Anaerococcus hydrogenalis Peptostreptococcus Peptoniphilus Peptostreptococcus
hydrogenalis asaccharolyticus

Anaerococcus lactolyticus Peptostreptococcus Peptoniphilus coxii Nueva especie
lactolyticus Peptoniphilus duerdenii Nueva especie

Anaerococcus murdochii

Nueva especie

Peptoniphilus gorbachii

Nueva especie

Anaerococcus octavius

Peptostreptococcus octavius

Peptoniphilus harei

Peptostreptococcus harei

Peptostreptococcus
Anaerococcus prevotii Peptostreptococcus prevotii Peptoniphilus indolicus Peptostreptococcus
indolicus
Anaerococcus senegalensis Nueva especie Peptoniphilus ivorii Peptostreptococcus
ivorii

Anaerococcus tetradius

Peptostreptococcus tetradius

Peptoniphilus
koenoeneniae

Nueva especie
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Anaerococcus vaginalis

Peptostreptococcus vaginalis

Peptoniphilus lacrimalis

Peptostreptococcus
lacrimalis

Blautia coccoides

Clostridium coccoides

Peptoniphilus olsenii

Nueva especie

Blautia faecis

Nueva especie

Peptoniphilus tyrrelliae

Nueva especie

Blautia hansenii

Ruminococcus hansenii

Blautia hydrogenotrophica

Ruminococcus
hydrogenotrophicus

Peptostreptococcus
anaerobius

Blautia luti

Ruminococcus luti

Peptostreptococcus canis

Blautia producta

Ruminococcus productus

Peptostreptococcus
stomatis

Blautia schinkii

Ruminococcus schinkii

Ruminococcus callidus

Blautia stercoris

Nueva especie

Blautia wexlerae

Nueva especie

Ruminococcus
champanellensis

Nueva especie

Ruminococcus faecis

Nueva especie

Finegoldia magna Peptostreptococcus Ruminococcus gauvreauii | Nueva especie
magnus Ruminococcus gnavus

Gallicola barnesae Peptostreptococcus Ruminococcus torques Nueva especie
barnesae

Murdochiella asaccharolytica

Nueva especie

Staphylococcus
saccharolyticus

Peptococcus
saccharolyticus

Parvimonas micra

Micromonas micros

Peptococcus niger
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Cocos anaerobios gram positivos y gram negativos

Introduccion

Los cocos anaerobios son microorganismos con metabolismo anaerobio estricto,
no forman esporas y son inmoviles. Constituyen una parte importante de la microbiota
humana normal. Con frecuencia se recuperan de materiales clinicos humanos en
cultivos polimicrobianos, pero también en cultivos puros. Constituyen mas del 25 % de
los aislamientos de bacterias anaerobias en los laboratorios clinicos, sin embargo, su

verdadero impacto en infecciones humanas es estimado de modo insuficiente?®4%411,

Aspectos taxondmicos

Los cocos gram positivos anaerobios (CGPA) constituyen un grupo de
organismos cuya taxonomia ha cambiado, es asi que en los Ultimos afios se han
definido nuevos géneros y especies. El contenido de G+C es de 27 a 37 mol%, excepto
para Blautia producta cuyo valor es de 44-45 mol%°*.

Con la secuenciacién del ARNr 16S se confirmé la heterogeneidad de este grupo
bacteriano y sus marcadas diferencias en caracteristicas fundamentales. Es asi que, en
la actualidad, ademas de Peptococcus sp. y Peptostreptococcus spp., se reconocen
otros géneros: Anaerococcus, Blautia, Finegoldia, Gallicola, Murdochiella, Parvimonas,
Peptoniphilusy Ruminococcus.Estos dltimos surgieron de la reclasificacion vy
transferencia de especies de Peptostreptococcus y de la inclusion de aislamientos no
descriptos con anterioridad®" %42,

Desde el punto de vista taxondmico se ubican en el phylum XIII Firmucutes. La

especie Staphylococcus saccharolyticus pertenece a la clase |. Bacilli, orden |. Bacillales,

familia |. Staphylococcaceae. Las demas, segun se muestra en la tabla 1, se agrupan en
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la clase Il Clostridia, orden 1 Clostridiales, familias VI. Peptococcaceae, VII.
Peptostreptoccaceae, VIIl. Ruminococcaceae y X! Insertae Sedis*’ %4,

Los géneros cuyo impacto clinico se ha descripto en el ser humano son:
Anaerococcus spp., Finegoldia sp., Murdochiella sp., Parvimonas sp., Peptococcus sp.,
Peptoniphilus spp., Peptostreptococcus spp. y Staphylococcus sp.

Los cocos gram negativos anaerobios (CGNA) también sufrieron modificaciones
en su clasificacion taxonomica. Con anterioridad todos pertenecian a la familia
Acidaminococcaceae, clase Clostridia. Hoy a excepcién de Victivallis vadensis, la cual se

clasifica en el phylum Lentisphaerae, las especies pertenecen a las familias

Acidaminococcaceae y Veillonellaceae, phylum Firmicutes*® (Tabla 2).

Habitat

Los cocos anaerobios forman parte de la microbiota normal del ser humano y de
los animales’*284041.51,

Los CGPA estan distribuidos enla piel y las mucosas de la boca, tracto
respiratorio superior, tracto gastrointestinal y genitourinario femenino. Las especies
recuperadas con mayor frecuencia de la piel son Finegoldia magna vy
Peptostreptococcus asaccharolyticus®®. En la mucosa oral los CGPA constituyen el 1 al
15 % de la microbiota normal y la especie predominante es Parvimonas micra, seguida
de Peptostreptococcus anaerobius y F. magna. Otras especies de CGPA se encuentran
en menor proporcién®. A nivel del tracto gastrointestinal se halla una gran variedad de
especies de CGPA, entre las cuales se encuentran Peptostreptococcus spp., B.
producta, F. magna, Anaerococcus prevotii, Ruminococcus spp.21331:4243.50,

F. magna se encuentra en la mucosa vaginal en prepuberes, también en el 50 %

de las mujeres embarazadas y en igual concentracion tanto en mujeres sanas como en

pacientes con vaginosis bacteriana“.
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P. micra se encuentra en forma usual a nivel de las hendiduras gingivales y en el
tracto gastrointestinal, pero no hay acuerdo con respecto a su presencia en la mucosa
vaginal. P. anaerobius es parte de la microbiota gastrointestinal normal no obstante, los
informes sobre su presencia a nivel oral y vaginal son contradictorios. P.
asaccharolyticus es parte de la microbiota normal gastrointestinal y genitourinaria y de la
piel, sin embargo, no parece ser un comensal habitual de la mucosa oral*.

Los CGNA se encuentran en las mucosas oral, gentourinaria, respiratoria e
intestinal de humanos y animales, y a diferencia de los CGPA, no hay reportes que los

describan como comensales normales de la piel®*°8.

Factores de virulencia

La informacion sobre los factores de virulencia de los cocos anaerobios es escasa
y relativamente reciente. Sin embargo, en los ultimos afios se ha profundizado su
estudio en particular en F. magna y P. micra*".

El impacto patogénico de los cocos anaerobios fue subestimado porque en la
mayoria de los casos se recuperan de materiales clinicos en cultivos polimicrobianos. No
obstante, se postula que su patogenicidad se cimenta en interacciones sinérgicas con
organismos facultativos y otros anaerobios, los cuales ofrecerian proteccion mutua
contra la fagocitosis y contribuirian a disminuir el potencial de 6xido-reduccion en los
tejidos del huésped. Mediante el empleo de modelos animales Brook y colaboradores
demostraron que cepas capsuladas de CGPA tienen capacidad para inducir el desarrollo
de abscesos®**'. Este factor de virulencia fue detectado en aislamientos de F. magna,
P. anaerobius, P. asaccharolyticus y P. micra. Ademas, en algunos aislamientos de

CGPA se detecto la produccion de enzimas hidroliticas extracelulares como gelatinasa,
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colagenasa, hialuronidasa, ARNasa, ADNasa, coagulasa y hemolisina aunque con
menor actividad que la correspondiente a bacterias anaerobias gram negativas™.

F. magna es el CGPA aislado con mayor frecuencia de materiales clinicos
humanos. Se recupera en cultivos mixtos y también monomicrobianos. Su
reconocimiento como agente patdgeno ha incentivado el estudio de sus factores de
virulencia. En 1985 Brook et al.sefialaron que la capsula de F. magna es un factor de
virulencia relevante en la formaciéon de abscesos. Con posterioridad se describieron
otros factores de virulencia de F. magna. Los mejor estudiados son cuatro proteinas:
L>*, PAB (peptostreptococcal albumin binding)***!, SufA (subtilasa)®**** y FAF (F.
magna adhesion factor)?*4.

La proteina L adhiere con exclusividad y alta especificidad a las inmunoglobulinas
(Ig) humanas IgM, IgA e IgG a través del dominio variable de la cadena liviana. Estimula
la liberacion de histamina al interactuar con la IgE de la superficie de mastocitos y
basdfilos de los pulmones y la piel. Induce la liberacion de moléculas proinflamatorias
como leucotrienos C4 y prostaglandina D2, por lo cual se sugiere que las cepas de F.
magna que la expresan podrian ser mas virulentas en los procesos infecciosos. Otras
implicancias biologicas de esta proteina son la adherencia a la mucosa vaginal a través
de su unidén a la IgA local y la estimulacion de la liberacion de IL4 e I1L13, lo cual llevo a
clasificar a la protefna L como un superantigeno®**.

Algunas cepas de F. magna producen una proteina superficial con capacidad para
unir seroalbimina humana con alta especificidad. En 1996 de Chateau et al.*?
encontraron una asociacion entre la produccion de PAB e infecciones supurativas, por lo
cual esta proteina tiene un rol importante en la virulencia bacteriana. La seroalbimina
humana es el mayor transportador de acidos grasos de cadenas cortas, triptéfano,

tiroxina, iones de calcio. La uniéon de PAB a la seroalblmina humana favorece la
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disponibilidad por parte de la bacteria de dichas sustancias con la consecuente mejora
en su desarrollo. La seroalbimina humana se encuentra en forma extravascular en la
mayoria de los tejidos y de las secreciones inflamatorias de las mucosas, en
consecuencia PAB brinda una ventaja selectiva para el desarrollo de F. magna una vez
establecida la infeccion*!*24,

SufA es una serin-proteasa con multiples funciones, descripta por primera vez en
Bacillus. Degrada péptidos antibacterianos humanos como LL-37 (catelisidina) vy
MIG/CXCL9 (quimioquina), los cuales interrumpen la integridad de la membrana del
microrganismo. Esta actividad mejoraria la sobrevida y la proliferacion de F. magna
durante la infeccion. SufA también interactia con el sistema de coagulacion del
huésped. Degrada el fibrinbgeno por lo cual afecta la polimerizacién y la formacion y
estabilidad del coagulo con la consecuente demora en la cicatrizacion de la herida.
Ademas, la hidrélisis de fibrindgeno impide que las células de F. magna adheridas a
keratinocitos sean atrapadas en una red de fibrina lo cual facilita el establecimiento de la
infeccién y promueve la virulencia®*.

FAF es una proteina que media la agregacion bacteriana al interactuar con
moléculas similares de células cercanas de F. magna. FAF se encuentra adherida a la
superficie celular y también libre en el medio por accion de SufA. Se describieron dos
ligandos para esta proteina: BM-40 y LL-37, ya mencionada. BM-40 es una
glucoproteina ligada a la membrana basal de la piel cuyas funciones son aumentar el
transporte de albumina a través del epitelio y estimular la cicatrizacién y proliferacion
celular. La interaccion de BM-40 con el FAF soluble y el estructural de F. magna alteraria
la cicatrizacién de heridas crénicas. A su vez esa union en conjunto con la accion de

PAB aumentaria la disponibilidad de albumina y promoveria el desarrollo de F. magna.

Las cepas que expresan FAF son mas resistentes a la accion antimicrobiana de LL-37 y
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ejercen una accion neutralizante sobre otras proteinas bactericidas como MK,
BRAK/CXCL14 y hBD-3. Como consecuencia FAF afectaria de modo significativo la
interaccién entre la bacteria y el huésped y favoreceria la sobrevida y colonizacién de F.
magna a nivel de la piel?®**,

P. micra, se aisla con frecuencia de infecciones mixtas en diferentes sitos del
cuerpo. Es un importante patégeno oral y se relaciona con abscesos de variadas
localizaciones. Los factores de virulencia de P. micra relacionados a la formacion de
abscesos incluyen las asociaciones sinérgicas con bacterias facultativas y anaerobias, la
formacion de capsula, la sintesis de sulfuro de hidrégeno a partir de glutation, la
produccion de hemolisinas y las estructuras fibrilares. Estas Ultimas permiten la
agregacion interbacteriana y la adherencia a receptores celulares. Dichas caracteristicas
se estudiaron en dos morfotipos de colonias de P. micra: rugosas y lisas. Aunque el
morfotipo rugoso expresoen su superficie material fibrilar, los resultados obtenidos en
distintas investigaciones fueron discordantes, por lo cual el impacto de estas estructuras
en la agregacioén y adherencia es incierto*’. Otro aspecto de la virulencia de P. micra es
su actividad proteolitica ejercida por la accion de gelatinasas, elastasa y colagenasa.
Ademas sintetiza una proteasa de tipo quimiotripsina la cual puede estar unida a la
célula bacteriana o puede estar libre en el medio. Esta enzima junto a la gelatinasa
favorece la penetracion tisular del morfotipo rugoso. También se ha descrito la
participacion de P. micra en la activacion de la respuesta inflamatoria. Estimula

macréfagos y fibroblastos gingivales para producir FNT-a e IL-1p%%4.

Impacto clinico
Los CGPA se aislan en alrededor de un cuarto de todas las infecciones causadas

por bacterias anaerobias.
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Debido a las dificultades en la identificacion de sus especies y a su frecuente
recuperacion en cultivos mixtos, el verdadero impacto clinico de los CGPA fue motivo de
discusiones. En la actualidad se los reconoce como patdégenos oportunistas, causan
infecciones endégenas, en general mixtas, aunque también monomicrobianas®*28404%51,

Pueden estar presentes en infecciones localizadas en distintas areas del cuerpo
humanoy con diferentes niveles de gravedad que van desde un absceso de piel a
infecciones que ponen en riesgo la vida del paciente, tales como absceso cerebral,
bacteriemia, neumonia necrotizante y aborto séptico. También se comunicé su
participacion en infecciones abdominales y ginecologicas, y con menor frecuencia en
meningitis, endocarditis, osteomielitis y artritis sépticas e infecciones asociadas a
prétesis impIantadas7'10'14’25'28’39’40'52’54'56.

En la experiencia de dos centros de salud argentinos, uno de ellos con asistencia

3336 y el otro con asistencia a pacientes adultos*®, los CGPA se

a pacientes pediatricos
recuperaron con mayor frecuencia de muestras representativas de infecciones de partes
blandas, cabeza y cuello, y tractos respiratorios superior e inferior. Las especies mas
prevalentes fueron: F. magna, P. micra y P. anaerobius las cuales constituyeron mas del
50 % de los CGPA aislados. Cabe mencionar que en pacientes pediatricos también P.
asaccharolyticus tuvo una elevada prevalencia. F. magna fue la especie aislada con
mayor frecuencia (21-27 %) en estas series®**®. Con respecto a su origen, entre el 33 y
el 50 % de las mismas procedia de muestras de partes blandas.

En cuanto a los aislamientos en cultivo monomicrobiano, se documentd el
hallazgo de las siguientes especies: F. magna, P. micra, P. anaerobius, Peptoniphilus
harei, Peptoniphilus lacrimalis, B. producta (antes Peptostreptococcus productus) y de

7,34,48

ellas la mas frecuente fue F. magna Otros autores comunicaron el aislamiento en
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cultivos puros de P. anaerobius, P. asaccharolyticus, Peptoniphilus indolicus, P. micra,
Anaerococcus vaginalis, P. harei, ademas de F. magna™.

Por su parte, los CGNA representan un muy pequefio porcentaje de las
infecciones humanas causadas por anaerobios. Veillonella es el género que se recupera
con mayor frecuencia de muestras clinicas, en general a partir de cultivos mixtos con

otros anaerobios o aerobios'?%>38 ;i

bien muchas veces fue considerado un
contaminante, estuvo implicado en casos de heridas quirdrgicas de cabeza (Litterio Burki
MR.Resultados no publicados), sinusitis, infecciones pulmonares, 0seas, y en particular
del sistema nervioso'. En un estudio realizado para identificar especies bacterianas
orales implicadas en bacteriemias secundarias a procedimientos dentales, Veillonella
spp.se recuperé del hemocultivo de 12 de 290 pacientes sanos®. Otras especies de
CGNA aisladas de muestras clinicas humanas son Acidaminococcus spp. Yy

Negativicoccus sp.?*%

Diagnostico microbiologico
Identificacion a nivel de género y especie

La clasificacion taxonomica de los CGPA ha sido objeto de grandes
transformaciones en los ultimos afios y su identificacion fenotipica es un desafio para los
laboratorios de bacteriologia clinica. Constituyen un grupo heterogéneo de
microorganismos, reunidos por su aspecto microscopico y su incapacidad para
desarrollar en presencia de oxigeno.

Su papel etiolégico en procesos infecciosos y las diferencias en su sensibilidad a
antimicrobianos segun la especie subrayaron la importancia en la identificacién de las
mismas.

Morfologia microscopica
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Las especies de CGPA presentan variaciones en el tamafo, la forma y la
disposicion de sus células, aunque la mayoria mantiene una morfologia cocoide o
cocobacilar, las cuales pueden disponerse en forma aislada, en pares, cadenas o
racimos. Estas células gram positivas pueden tender a la decoloracion o a la tincién
irregular, en especial en los cultivos envejecidos®4°!,

Anaerococcusspp., P. hareiy Peptoniphilus ivorii presentan células de tamafo
variable; Anaerococcus murdochii, F. magna, Peptoniphilus olsenii, Peptoniphilus
duerdenii, Peptoniphilus gorbachii y Peptoniphilus koenoeneniae tienen un diametro 20,7
um mientras que el de Ruminococcus faecis es =21 pm. Las células de
Peptostreptococcus canis son ovoides; las de Ruminococcus callidus tienen sus lados
adyacentes redondeados y el opuesto conico, y las células de Ruminococcus gnavus
son algo elongadas con extremos conicos. P. indolicus es un coco gram positivo, sin
embargo en general se ve como gram negativo*®20:23:2%:31:32.44.54

Estas caracteristicas morfolégicas y tintoriales s6lo son orientadoras pero pueden
ayudar en la diferenciacién de especies cuyo perfil bioquimico sea similar. Cabe sefalar
gue el aspecto microscépico de este grupo de bacterias anaerobias es insuficiente para
su diferenciacion de los cocos aerobios?4%°!,

Los CGNA tienen un didmetro que oscila entre 0,3 y 1 um a excepcion de

Megasphaera spp. cuyo diametro varia entre 1,7 y 2,6 pm*>**,

Caracteristicas culturales

Los requerimientos culturales para el desarrollo de los CGPA no difieren de
manera sustancial de los correspondientes a otras bacterias anaerobias. Sin embargo,
con el fin de optimizar su recuperacion a partir de materiales clinicos se sugiere el

agregado de suero y Tween 80%%°*,
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En la gran mayoria de los casos el medio de cultivo sdlido utilizado para
gérmenes anaerobios como el agar base Columbia, Brucella o infusion cerebro corazén
suplementados con sangre al 5 %, vitamina K1 y hemina permite el desarrollo de estos
microorganismos y la implementacion de medios de cultivo selectivos como el agar
feniletanol y otros con antibiéticos facilita el aislamiento de CGPA de muestras
polimicrobianas*®*!.

La recuperacion de CGNA también se hace en medios que contengan sangre al 5
%, hemina y viatmina K, aunque existen medios selectivos como el agar Veillonella-
neomicina y el agar Veillonella-vancomicina, los cuales pueden emplearse para el
aislamiento primario®®>*.

La siembra de medios liquidos complementa a los medios solidos para el
aislamiento de cocos anaerobios y sirve como respaldo de los cultivos iniciados.

Los medios de cultivo sembrados deben ser incubados en condiciones de
anaerobiosis a 35-37 °C durante un tiempo de 48 h y hasta 7 dias. El tamafio de las
colonias de cocos anaerobios en general no excede los 2 mm de diametro.

La identificacion de estos grupos de microorganismos se hace mediante pruebas
de tolerancia al oxigeno, caracteristicas morfolégicas y tintoriales y sensibilidad a los
discos de vancomicina (5 pg) y colistina (10 ug). Los cocos gram positivos son sensibles
a vancomicina (5 ug) y resistentes a colistina (10 pg).

Es ineludible confirmar la condicién de microorganismo anaerobio mediante mas
de dos pruebas sucesivas de tolerancia al oxigeno. Estas pruebas son indispensables
para diferenciar CGPA de microorganismos facultativos y microaeréfilos como
Streptococcus spp., algunos de los cuales crecen en cultivos anaerébicos pero no lo

hacen en los cultivos aerdbicos primarios.Una prueba de sensibilidad con el disco de

metronidazol de 5 pg puede ayudar a resolver este problema ya que, salvo raras
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excepciones y a diferencia de los organismos facultativos, los CGPA dan un halo de
inhibicién*. Ante la falta de dicho halo de inhibicién, se deben considerar las siguientes
posibilidades: el aislamiento de una bacteria anaerobia facultativa, de una anaerobiosis
deficiente, o de un CGPA con verdadera resistencia a MTZ, hechos que se deben
confirmar con el método pertinente.

Peptococcus niger, la Unica especie representativa del género, se caracteriza
porque sus colonias tienen un color marrdn o negro caracteristico.

El reconocimiento de los CGNA también exige demostrar su naturaleza
anaerobica mediante pruebas de tolerancia al oxigeno. Se identifican por sus caracteres
microscopicos y porque a diferencia de los gram positivos son sensibles a colistina y

resistentes a vancomicina®®>*.

Pruebas bioguimicas

La identificacion de especies de CGPA puede ser dificil por la cantidad y la
diversidad de pruebas requeridas para ello. Los esquemas propuestos incluyen la
inhibicion por polianetolsulfonato de sodio (PSS, disco con 1000 ug); la produccion de
catalasa, arginina dihidrolasa, fosfatasa alcalina, indol, ureasa, a-galactosidasa, [-
galactosidasa, a-glucosidasa, B-glucuronidasa, arginina arilamidasa, prolina arilamidasa,
fenilalanina arilamidasa, leucina arilamidasa, piroglutamina arilamidasa, tirosina
arilamidasa, histidina arilamidasa, glicil-glicina arilamidasa, glicina descarboxilasa, lisil-
glicina arilamidasa y a-fucosidasa; y la fermentacion de arabinosa, celobiosa, glucosa,
lactosa, manitol, manosa, rafinosa y ribosa?®4%4+>2,

La prueba de sensibilidad al disco de PSS es util para la identificacion presuntiva
de P. anaerobius, ya que la frecuencia con la cual se aislan otros organismos sensibles

es baja. Algunas cepas de P. micra pueden dar halos de inhibicibn aunque de menor

diametro que los correspondientes a P. anaerobius™.
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El reconocimiento de los géneros y especies de cocos anaerobios mediante
meétodos convencionales es laborioso, puede requerir un tiempo prolongado y aun asi,
algunas veces resulta ineficaz para la definicion delabacteria en estudio.Cabe recordar
que si se utiliza la metodologia artesanal, dependiente del desarrollo del microorganismo
(fermentacion de hidratos de carbono, hidrélisis de esculina), los medios deben

incubarse en condiciones de anaerobiosis.

Métodos automatizados, miniaturizados y moleculares

Las galerias miniaturizadas de pruebas bioquimicas son utiles para la
identificacion de cocos anaerobios en los laboratorios de bacteriologia clinica. Son un
buen complemento para las pruebas habituales y en particular en el caso de los CGPA
ya que, la deteccion de enzimas preformadas es esencial para la identificacion de este
grupo bacteriano (ver tabla 3 y figuras 1-4). Existen equipos comerciales que incluyen
pruebas para la mayoria de las enzimas requeridas, entre ellos: Rapid ID 32A, API-ZYM
20A (API bioMérieux Marcy I'Etoile France), y RapID ANA Il (Remel, Inc., Lenexa, KS).
Estas enzimas también se pueden detectar en forma individual mediante el empleo de
tabletas Rosco (Rosco Diagnostics, Taastrup, Denmark) o Remel, sin embargo algunas
publicaciones informan sobre resultados discordantes segun el equipo empleado. El
empleo de estos equipos comerciales debe efectuarse segun las indicaciones de cada
fabricante. Sin embargo, el resultado de las pruebas debe considerarse en forma
individual y la interpretacion conjunta de las mismas debe hacerse de acuerdo a tablas
actualizadas y no a las delos equipos ya que sus bases de datos, en general, se
encuentran incompletas y/o desactualizadas?®#%4>1%2,

Existen equipos automatizados como Vitek2 (bioMeérieux, Marcy, I'Etoile, Francia)

y paneles de lectura directa o automatizada como MicroScan (Siemens, Erlangen,

Alemania)®’. Estos equipos son faciles de usar en relacién a los métodos convencionales
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y, en algunos casos, permiten obtener resultados luego de unas pocas horas de
incubacion; sin embargo, persiste en ellos el inconveniente de sus bases de datos
incompletas y/o desactualizadas.

Las metodologias moleculares constituyen una herramienta util para la
clasificacion e identificacion de cocos anaerobios. La secuenciacion de genes de ARNTr
16S, de los espacios intergénicos del ARNr 16S — 23 S y la deteccidon de proteinas por
espectrometria de masas (MALDI-TOF, Bruker Daltonik, Bremer, Alemania; Shimadzu
Corporation, Tokio, Japon) son métodos mas confiables y pueden resultar adecuados
para la identificacién de cocos anaerobios***"’. Aunque en el caso de MALDI-TOF aun
falta expandir la base de datos.

Las caracteristicas fenotipicas para la diferenciaciéon de las especies de cocos
gram positivos constan en la tabla 3 y en las figuras 1, 2, 3 y 4 se desarrollan las llaves
respectivas. Las concernientes a la identificacion de CGNA se muestran en la tabla 4 y

en la figura 5.

Sensibilidad a los antimicrobianos

Lamayoria de los CGPA son sensibles a los antibiéticos B-lactamicos. Hasta
ahora no se ha informado de cepas productoras de 8 -lactamasas sin embargo, una
disminucién en la afinidad del antibidtico por su sitio blanco de accion puede conferir
resistencia a estos agentes. En general, P. assacharolyticus, F. magna y P. micra son
sensibles a penicilina, aunque algunos autores informaron un 16 % y 8 % de resistencia
a este antibiético entre cepas de F. magna y P. micra®, respectivamente. Litterio et al.*
informaron una resistencia global de los CGPA del 6 %para amoxicilina (AMX) y del 5 %
para amoxicilina-acido clavulanico (AMC); mientras que la resistencia de P. anaerobius

fue de 36,4 % para AMX y del 27,3 % para AMC®. Brazier et al.* encontraron un 3,5 %
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de resistencia global a AMC en 113 aislamientos de CGPA, pero no detectaron
resistencia a piperacilina-tazobactama ni a cefoxitina ni a imipenem.

La resistencia a clindamicina (CLI) entre CGPA se debe a alteraciones en su sitio
blanco. En un estudio in vitro realizado sobre 94 cepas de CGPA, Lehmann et al.*
encontraron 7 % de resistencia a CLI. Brazier et al.* obtuvieron valores semejantes. En

Espafia, Reig et al.*’

encontraron un 22,8 % de resistencia a eritromicina (ERI) en
Peptostreptococcus spp., mientras que la resistencia a CLI expresada en forma
constitutiva fue del 17,7 % y la inducible del 5,1 %'°. En un trabajo realizado en la
Argentinael 18 % de las cepas resistentes a ERI presentaba el fenotipo de resistencia
inducible a CLI®.Citron et al.® encontraron resistencia a CLI en aislamientos de P.
assacharolyticus, F. magna y A. prevotii.

El metronidazol (MTZ) es un antibiético de amplio espectro frente a bacterias

anaerobias y con excelente actividad frente a CGPA*333®

no obstante, existen cepas de
cocos resistentes a este agente imidazdlico, las cuales se recuperan en forma
excepcional. Theron et al.>® describieron dos aislamientos de F. magna resistentes a
MTZ. Estas cepas eran portadoras del gen nimB el cual podria estar relacionado a la
resistencia a dicho antibiético. También Citron et al.® encontraron resistencia a MTZ en
aislamientos de P. anaerobius, P. micra y A. prevaotii.

Se informaron valores elevados de resistencia a tetraciclina (41,6 %)*.

Hay pocos datos en la literatura con respecto a estrategias para el tratamiento de
infecciones por Veillonella spp. y en algunos trabajos la penicilina ha demostrado
actividad in vitro sobre las pocas cepas probadas?. Sin embargo, en un estudio realizado
por Litterio et al.** el 63 % de 33 aislamientos de Veillonella spp. fue resistente a este

antibiético y el 20 % lo fue a piperacilina, mientras que todos los aislamientos fueron

sensibles a ampicilina. Estos resultados concuerdan con los publicados por Reig et al.
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guienes hallaron resistencia a penicilina en el 80 % de los aislamientos de Veillonella

spp. estudiados?®.
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Tabla 1. Clasificacién taxonémica de cocos gram positivos anaerobios®

Phylum Clase Orden Familia Género Epecie
XIll. Firmucutes I. Bacilli I. Bacillales VIII. Staphylococcaceae |. Staphylococcus saccharolyticus
Il. Clostridia I. Clostridiales VI. Peptococcaceae I. Peptococcus niger
VII. Peptostreptococcaceae |. Peptostreptococcus anaerobius
|. Peptostreptococcus canis
|. Peptostreptococcus stomatis
VIIl. Ruminococcaceae I. Ruminococcus callidus

. Ruminococcus

champanellensis

I. Ruminococcus faecis
I. Ruminococcus gauvreauii
I. Ruminococcus gnavus
I. Ruminococcus torques

Xl. Incertae Sedis I. Anaerococcus hydrogenalis
I. Anaerococcus lactolyticus
I. Anaerococcus murdochii
I. Anaerococcus octavius
I. Anaerococcus prevotii
I. Anaerococcus tetradius
I. Anaerococcus vaginalis
Il. Finegoldia magna
lll. Gallicola barnesae
V. Parvimonas micra

VI. Peptoniphilus

asaccharolyticus

VI. Peptoniphilus coxii
VI. Peptoniphilus duerdenii
VI. Peptoniphilus gorbachii
VI. Peptoniphilus harei
VI. Peptoniphilus indolicus
VI. Peptoniphilus ivorii

VI. Peptoniphilus

koenoeneniae

VI. Peptoniphilus lacrimalis
VI. Peptoniphilus olsenii
VI. Peptoniphilus tyrrelliae
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Tabla 1. Continuacion

Blautia® coccoides

Blautia® faecis

Blautia® hansenii

Blautia® hydrogenotrophica
Blautia® luti

Blautia® producta

Blautia® schinkii

Blautia® stercoris

Blautia® wexlerae
Murdochiella® asaccharolytica

2 Sin dato del nimero asignado al género en la familia correspondiente. "Los datos provienen de Ezaki et al.”"?*,
Raney et al.**, Schleifer et al.*
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Tabla 2. Clasificacion taxonémica de cocos gram negativos anaerobios®

Phylum Clase Orden Familia Género Epecie

XIll. Firmicutes  Negativicutes Selenomonadales Acidaminococcaceae Acidaminococcus fermentans
Acidaminococcus  intestini

Veillonellaceae Anaeroglobus geminatus

Lentisphaerae

Lentisphaeria

Victivallales

Victivallaceae

Megasphaera
Megasphaera
Negativicoccus
Veillonella
Veillonella
Veillonella
Veillonella
Veillonella
Veillonella
Veillonella
Veillonella

Victivallis

micronuciformis
elsdenii
succinicivorans
alcalescens
atypica
denticariosi
dispar
montpellierensis
parvula
rogosae
tobetsuensis

vadensis

?Los datos provienen de Raineyet al.**, Zoetendal et al.*®
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Tabla 3. Caracteristicas diferenciales de géneros y especies de cocos gram positivos®

Produccion de

Fermentacion de

U(U ﬁ'.'tS -
¢ £ 8% %
g = W T oo, o=2oe, w SO &
4 ; %) = 0 s #n @ g 8 E @ o B % o
Género y especie N 3 o © S w & 2 & 2 8 ¢ & E X =
o Qo o 9 e 88%%-59':98.@9@8@5
9o = v 5 3] T @ 9 5 E ©®E 8 E E § g = O
€ 8 v = © Egg-g.gmm@.smgmggg
S cH O T e 2 2 2 5 8 £ = £E T 8§ £ 0 235 @ =
S v © O S 8 9 = 6 £ © ®8 © g © T = ;) © ©
2852 888 TE8S 83L& s8 8835 <528 228833839 a
o 2 5 £ 8 § _ o &8 €8 5 5 £ ¢ 8 = F = 5 1 ¢ o e £ o o g = o )
S o S E ® 8 Y 2 2 £ £ = 5 20 B = £ P 35 3 L £
S255 5558288595355 328328830 B8¢558558%S3
EESEAT S O £E5 5Aoca<ale 2 FE T 0035 <00 8=ss=sc0rx
Anaerococgus + - -sb - - WY 4+ v - - Vv - - - - - - SD Sb SbSD SD SD + + SD + + -
hydrogenalis
Anaero'coccus + - - SD - - - -+ - 4+ -+ - - - Sb SD sSbDSD SD SD + + SD + - -
lactolyticus
Anaerocqccus + - - SD + - 4+ - - - 4+ - - 4+ - - ¥ 4+ - ¥ . sSD V - SD Sb + SD SD + - SD
murdochii
Anaerococcus + - - SD - - - - ...+ - W - - SD SD SDSD SD SD + - SD + - +
octavius
Anaerqcoccus + - - SD - - - -V o+ - + + o+ - - -+ W+ - S sbsb SD sb v - SD V + +
prevotii
Anaer_ococcus + - - SD - - - - 4+ -+ - 4+ 4+ + - W + W W W SD SD SDSD SD SD + - SD + - -
tetradius
Anaerococcus + - -sSsD + - MWy . . . . _ 4+ . . &+ - - + SDSDSDSD SDSD + - SD V - -
vaginalis
Blautia coccoides - sb - sb - - - SD SD + + + SD SDSD SD - SD SD SD SD SD SDSD SD SD + SD SD + + SD
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Blautia faecis

Blautiahansenii

Blautia
hydrogenotrophica

Blautia luti

Blautia producta
Blautia schinkii
Blautia stercoris
Blautiawexlerae
Finegoldia magna

Gallicola barnesae

Murdochiella
asaccharolytica

Parvimonas micra

Peptococcus niger

Peptoniphilus
asacharolyticus

Peptoniphilus harei

Peptoniphilus
indolicus

SD

SD

SD

SD
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SD

SD

SD

SD
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Tabla 3. Continuacion

Peptoniphilus ivorii

Peptoniphilus
lacrimalis

Peptoniphilus coxii

Peptoniphilus
duerdenii
Peptoniphilus
gorbachii
Peptoniphilus
koenoeneniae

Peptoniphilus olsenii

Peptoniphilus
tyrrelliae
Peptostreptococcus
anaerobius
Peptostreptococcus
canis
Peptostreptococcuss
tomatis
Ruminococcus
callidus
Ruminococcus
champanellensis
Ruminococcus
faecis
Ruminococcus
gauvreaui

+

+

+

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

- - - - + -+
- - - - - + \V/
- - - - + - -
- - - - + -+
- - SD - + o+ +
- - - - + -+
- - - - + - -
- - + - -+ -
- - + - - + -

SD SD SD SD SD SD SD SD

SD SD SD SD SD SD SD

+ - + SD - - -

+ - VvV o+
+ o+ - -
+ -+ o+

SD SD SD SD

SD SD SD SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD

SD
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Tabla 3. Continuacion

Ruminococcus

- SD
gnavus
Ruminococcus luti - SD
Ruminococcus . sp
torques
Staphylococcus

saccharolyticus

- + SD - SD -
- SbD SsbD - SD SD
-V sbD - SDb -

- Sb sb sb sD SbD Sb Sb SD sSb SD SD SD SD SD SD + -+

SD SD SD SD sD SD sD SD SD SD SD SD SD SD SD SD

- SO - SD

SD SD SD SD SD SD SD SD SD SD SD

- SD - SD + + o+ +

+

+

- -+ 4
-+ o+ o+
- W SD sD

Referencias: + reaccion positiva, - reacuon negativa, V reaccion positiva o negativa,W reaccién positiva débil,SD sin dato. *Colonia con p|gmento marrén o negro

después de 5 dias de incubacion,”

forma tardia,* prueba reahzada con RAPID ID 32 A (API b|0Mer|eux Marcy I Et0|le Francia). Los datos provienen de Chassardet al.?, Citron et al.*

Downes et al.! Evanset alt

Simmering et aI. , Song et aI.

Ezakl etal.r™

, Ulger- Toprak et al.

54,55

, Goodfellow et al.? K|m et al®
, Westblomet al.>®

Lawsonet al®

L|u et al.

7

, Murdoch®, Park et al.*** Ralney etal’

la prueba de catalasa para S. saccharolyticus debe ser hecha a partir de un medio que contenga hemina,* puede fermentar en

Dommgo et al
* Schleifer et al.*
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Tabla 4. Caracteristicas diferenciales de géneros y especies de cocos gram negativos de importancia clinica®

Crecimiento Sensibilidad a Produccién Reduccién Fermentacion de
Geéneros y especies en en vancomicina colistina kanamicina de de
microaerobiosis bilis® (5 Hg) (10 yg) (1000 pg) catalasa nitrato glucosa galactosa manosa

Acidaminococcus fermentans - - R S S - - - - -
Acidaminococcus intestini - - R S S - - - - -
Anaeroglobus geminatus - - R S S - - - + +
Megasphaera micronuciformis - - S S S - - - - -
Megasphaera elsdenii - SD SD SD SD - - + - -
Negativicoccus succinicivorans + SD SD SD SD SD - - - -
Veillonella alcalescens - - R S S \/ + - - R
Veillonella atypica - - R S S \% + - - -
Veillonella denticariosi - - R S S V + - - R
Veillonella dispar - - R S S \Y/ + - - R
Veillonella montpellierensis - - R S S Vv + - - -
Veillonella péarvula - - R S S \% + - - -
Veillonella rogosae - - R S S V + - - R
Veillonella tobetsuensis - - R S S \% + - - -
Victivallis vadensis - SD SD SD SD SD + + SD SD

Referencias: * Desarrollo en medios con 20 % de bilis. + reaccion positiva, - reaccion negativa, V reaccién positiva o negativa, SD sin dato, S sensible, R resistente. ® Los
datos provienen de Carlieret al.®, Jumas-Bilak et al.*®, Marchandin et al.*®, Rainey45, Song et al.**, Zoetendal et al.*®.
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Figura 1. Cocos gram positivos.

Catalasa”
+ -
Peptoniphilus harei ANScrococeHs Spp
Staphylbcoteus sacoharolyicus Blauiia prodcta
Py ” Finegoldia magna
Murdochiella asaccharolytica

Parvimonas micra

Peptococcus niger

Peptoniphilus spp.

Glucosa/ADH Peptastreptocacctls spp.
++ -
S. saccharolyticus
Indol
P harei
Leu-A
+ -
P tyrrelliae P harei
W
Tir-A
+ C
P harei P harei

P tyrreliae

Referencias:

*La prueba de catalasa para 5. saccharolyticus debe ser hecha a partir de un medio que contenga
hemina. +: reaccion positiva. -: reaccion negativa. W: reaccion positiva debil. ADH: arginina
dehidrolasa. Leu-A leucina arilamidasa. Tir-A: tirosina arilamidasa.
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Figura 2. Cocos gram positivos, catalasa negativa.

Colonia con pigmento marrén o
negro después de 5 dias de
incubacién

+ -
Peptococcus niger Anaerococcus hydrogenalis
Anaerococcus prevotii
Anaerococcus lactolyticus
Anaerococcus tetradius

Elautia producta
Rafinosa
+ _
Indol / a-gal Urea
+ /- [+ + .
A. hydrogenalis ‘
Figura 3
B-gur | Arg-A Fal / Lac / p-gal
Pir-A / His-A a-glu / g-gur
]+ /- +/+ [+ -1-1-
+ [+ -/ - -1 - +/+
A. lactolyticus A tetradius

A. prevolii BE. producta

Referencias:

+ reaccion positiva. - reaccion negativa. Rafinosa: fermentacion de rafinosa. Lac: fermentacion de
lactosa. Urea: produccién de ureasa. o-gal. c-galactosidasa. o-glu: o-glucosidasa. B-gal: B-
galactosidasa. B-gur: B-glucuronidasa. Arg-A: arginina arilamidasa. Pir-A: piroglutamil arilamidasa / His-
A histidina arilamidasa. Fal: fosfatasa alcalina.
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Figura 3. Cocos gram positivos, catalasa negativa, colonias sin pigmento, no
fermentador de rafinosa y ureasa negativo.

B-gal
+ A -
. - NaerococcUs spp.
A‘;;?E;g;;ﬁf” Finegoldia magna
Murdochiella asaccharolytica
Parvimonas micra
Peptoniphilus spp.
Peptastreptocaccus spp.
I
Arg-A
i i
Pro-A Pro-A
+ _ + |
Peptostreptococcus stomatis
Fal / ADH Figura 4 a-glu
+ /- - I+ + -
Parvimonas micra |
- Glucosa/ Ribosa
Pir-A Glucosa
+ [+ _/-
+ + Anaerococcus
Peptoniphilus Peptostreptococcus octavius
koenoeneniae anaerobius Fal | Fea-A
M. asaccharolytica Peptostreptococcus
canis +/+ -/-
Peptoniphilus P coxii
coxil Peptoniphilus ivorii
Referencias:

+. reaccion positiva. -- reaccién negativa. ADH: arginina dehidrolasa. Fal: fosfatasa alcalina. Arg-A:
arginina arilamidasa. Fea-A: fenilalanina arilamidasa. Pir-A: piroglutamil arlamidasa. Pro-AD prolina
arilamidasa. o-glu: a-glucosidasa. p-gal: B-galactosidasa. Glucosa: fermentacion de glucosa. Ribosa:

fermentacion de ribosa.
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Figura 4. Cocos gram positivos, catalasa negativa, colonias sin pigmento, no
fermentadores de rafinosa, ureasa, f-galactosidasa, prolina anlamidasa
negativos y arginina arilamidasa positiva.

Fea-A

+

|

Fal
+ - -—
| |

Indol :
GG-A Pir-A
. -
| Peptoniphilus _
Tir A olsenir | ADH / Glucosa
Peptoniphilus
+ gorbachii * +/+ - /-
F ofsgnﬁ Peptoniphilus | Anaerqco?cus Peptoniphilus )
(Ser:+) ! lacrimalis Fal vaginalis asaccharolyticus
Peptoniphilus | |
indolicus
. -
Finegoldia Tir-A
magna
+/W
F. magna
His-A
W ,
F magna Peptoniphilus
duerdenii
Referencias:

+: reaccion positiva. - reaccion negativa. W: reaccion positiva débil. ADH: arginina dehidrolasa. Fea-A:
fenilalanina arilamidasa. Fal: fosfatasa alcalina. His-A: histidina arilamidasa. Indol: produccidn de indol.
GG-A: glutamilglutamico arilamidasa. Tir-A: tirosina arilamidasa. Pir-A: piroglutamil arilamidasa.

Glucosa: fermentacion de glucosa.
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Figura 5. Cocos gram negativos.

Crecimiento aerébico

+ T
Nedativicoccus Acidaminococcus spp.

Dugcf'mcr'mran“ Anaeroglobus geminatus

- - Megasphaera spp.
Veillonella spp.
Victivallis vadensis
Glucosa
+ -

Megasphaera elsdenii Vancomicina

S R

Megasphaera |

micronuciformis Nitrato
+ —_
Veillonella spp. ‘
Manosa / Galactosa
+/+ -/-
A geminatus
Pir-A
+ -
Acidaminococcus  Acidaminococcus spp.
ntestini
Referencias:

+: reaccion positiva. - reaccion negativa. S: sensible. R: resistente. Glucosa: fermentacion de glucosa.
Manosa: fermentacion de manosa. Galactosa: fermentacion de galactosa. Vancomicina: inhibicién por
el disco de 5 pg de vancomicina. Pir-A: piroglutamil arilamidasa. Nitrato: reduccion de nitrato a nitrito.
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Género Clostridium

Aspectos taxonomicos

El género Clostridium pertenece al dominio Bacteria, reino Eubacteria,
filo Firmicutes, clase Clostridia, orden Clostridiales y actualmente esta ubicado
dentro de la familia Clostridiaceae.

Este género incluye, a la fecha, mas de 200 especies y subspecies, de
las cuales unas 30 se consideran patdgenas o se han aislado a partir de
muestras clinicas humanas o animales. Algunas como Clostridium
asparagiforme,  Clostridium  celatum,  Clostridium  glycyrrhizinilyticum,
Clostridium hiranonis, Clostridium hylemonae y Clostridium lavalense se han
recuperado a partir de heces humanas sin que, hasta el momento, se asociaran
a procesos patoldgicos. Otras se han reclasificado como Hungatella hathewayi
(Clostridium hathewayi), Flavonifractor plautii (Clostridium orbiscindes) e
Intestinibacter bartlettii (Clostridium bartlettii) ®-°%%3,

La definicion practica, empleada y aceptada por la mayoria de los
bacteriélogos describe a este género como un grupo importante y heterogéneo
de especies de bacilos gram positivos, anaerobios con capacidad para
esporular, con actividad fermentativa variable y que no producen catalasa. La
mayoria es movil por la presencia de flagelos peritricos y algunas especies
poseen la propiedad de elaborar una capsula'®3!%94,

Habitat
Costridium spp. se distribuyen en el medio ambiente en forma ubicua, es

asi que pueden encontrarse en el suelo, sedimentos marinos y lacustres,

pasturas y vegetales en descomposicion.
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Si bien son bacterias anaerobias, la resistencia de sus esporas les permite
sobrevivir bajo condiciones adversas de acidez, temperatura, radiacion
ultravioleta (UV), cambios osmaticos, desecacion, carencia de nutrientes y
también, a la accion de la lisozima, de antisépticos y desinfectantes, incluido el
alcohol y otros de uso frecuente en los nosocomios. Al respecto, cabe sefalar
que Clostridium difficile se distribuye en el medio hospitalario y que sus esporas
pueden ser transportadas por el agua, el polvo, el instrumental médico u otros
objetos. Se encontraron también en la proximidad de pacientes con diarrea
causada por este germen, en los pisos debajo de sus camas, ropas y bafos.

Algunas especies integran la microbiota residente del hombre y de los
animales, entre ellas Clostridium perfringens, Clostridium septicum y C. difficile.
Sin embargo, en muchas ocasiones causan infecciones endégenas’ 6349,
Factores de virulencia
Toxinas

La mayoria de las especies patdgenas elaboran toxinas, las cuales son
las principales responsables de su patogenicidad. La calidad y la cinética de su
produccion difieren segun la toxina y la especie microbiana que la elabora. Se
trata de complejos proteicos cuyo peso molecular varia entre 22 y 600 kDa,
tienen actividad enzimética y se exportan al medio con facilidad. Estas toxinas
extracelulares, atraviesan la pared celular y se detectan en su maxima
concentracion durante la fase logaritmica de crecimiento. Otras se encuentran
ligadas a estructuras de la pared celular, en el interior de la bacteria y se
evidencian en la fase final de la esporulacion, como es el caso de la

enterotoxina elaborada por algunos toxinotipos de C. perfringens. Finalmente,

un tercer grupo esta constituido por las toxinas de localizacién protoplasmatica,
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las cuales se acumulan en el citoplasma bacteriano y se liberan al medio
solamente cuando ocurre la lisis celular. Estas ultimas se sintetizan in vitro, a
30-35 °C. Son ejemplos de ellas las neurotoxinas de Clostridium botulinum, la
toxina alfa de Clostridium novyi y la neurotoxina tetanica’ ">,

La actividad biologica de las toxinas permite la identificacion y caracterizacion
de las especies y se evidencia por los efectos producidos en animales de
laboratorio, sobre cultivos de tejidos o mediante la degradacion de diferentes
sustratos in vitro. Poseen actividades enzimaticas capaces de hidrolizar
gradualmente estructuras celulares eucariotas, desde Ila membrana
citoplasmatica hasta la cromatina nuclear. Pueden tener actividad de
neuraminidasa y contribuir a la union con las células del hospedero; de lipasa o
fosfolipasa y producir la ruptura de eritrocitos; de hialuronidasa y favorecer la
invasion tisular; o de desoxiribonucleasa (DNasa), al destruir la estructura
genomica de las células musculares que invaden. Otras, como las toxinas
botulinicas y la tetanica son neurotoxinas, se unen a receptores del sistema
nervioso a nivel de las sinapsis neuromusculares y alteran la fisiologia de la
musculatura estriada’**>3%48,

También varia la forma de ingresar al hospedero y difundirse por el
organismo. Algunas toxinas se pueden ingerir preformadas en un alimento,
como ocurre con las toxinas botulinicas. Otras pueden ser absorbidas desde el
intestino después de la proliferacion anormal del microorganismo en las vias
digestivas, hecho que ocurre en la mayoria de los cuadros de enterocolitis y en
el botulismo infantil. En otros casos, como sucede en la gangrena gaseosa, las

formas vegetativas del microorganismo elaboran las toxinas cuando las

esporas germinan en los tejidos infectados. Estas ejercen su accion en forma
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local pero ademas se absorben, difunden y producen una toxemia
generalizada, la cual puede llevar a la muerte del individuo afectado.

Por dltimo, algunas infecciones se desarrollan con caracter local con
produccion de lesiones tisulares de menor importancia pero, con la elaboracion
de potentes toxinas que actuan a distancia como en los casos de tétanos, en
algunos tipos de enterotoxemias y también en la hemoglobinuria bacilar de los
herbivoros. El desarrollo de las infecciones clostridiales es el resultado del
efecto combinado de la accion local del microorganismo y de la actividad de las
toxinas que elabora’* ">

Las toxinas clostridiales de mayor impacto clinico son las producidas por
C. perfringens, Clostridium tetani, C, botulinum, C. difficile y C. septicum.

C. perfringens produce varias toxinas clasificadas como mayores o
menores de acuerdo a la importancia que posean en la patologia en cuestion.
En la tabla 1 se describen los cinco toxinotipos reconocidos: A, B, C, D y E,
segun la elaboracion de las cuatro toxinas mayores: a, [3,€ e |. Estas toxinas se
secretan al medio durante la fase exponencial de crecimiento y los
sobrenadantes de los respectivos cultivos resultan letales para animales de
laboratorio y/o para cultivos celulares.

Las cepas del toxinotipo A elaboran ademas una enterotoxina (CPE) la
cual se produce al final de la fase de esporulacién y es la responsable de
sindromes gastroentéricos. También se han encontrado cepas de C.
perfringens tipos B y E productoras de CPE>".

La toxina a, una fosfolipasa C, se adhiere y actia sobre las membranas
celulares, y es producida en diferentes niveles por todos los tipos de C.

perfringens. Es una zinc-metaloenzima con actividad de lecitinasa y

81



esfingomielinasa, se une al colesterol, a la esfingomielina y a la fosfatidil-colina
de las membranas y los degrada. Tiene accion hemolitica y necrética y es
esencial en el desarrollo de gangrenas. Activa las plaquetas y estimula su
agregacion, asi como la de los leucocitos en los capilares y arteriolas. De ese
modo contribuye a la trombosis microvascular, a la necrosis isquémica de los
tejidos y a la inhibicion de la diapédesis de los neutréfilos. En altas
concentraciones esta toxina produce la ruptura de las membranas celulares y
en bajos niveles altera el metabolismo de fosfolipidos. Induce la activacion de
la proteina quinasa, el metabolismo del acido araquidonico y la movilizacion de
calcio. Las células endoteliales alteradas, las plaquetas y los neutrofilos llevan
a la produccion descontrolada de mediadores intracelulares y moléculas de
adhesion, las cuales inhiben el clearence bacteriano e inducen eventos
tromb6ticos™® "™,

La toxina [ incluye dos variantes denominadas 1 y 2. Las mismas se
pueden producir en forma separada o conjunta. La primera es letal y
necrotizante, muy labil y puede ser degradada por la tripsina, por lo cual su
deteccidn resulta dificultosa. La segunda posee actividad citotoxica y necrética
y se cree que actta formando poros en la membrana celular*®”**3,

La toxina € es una proteina secretada en forma inactiva. Por accién de
proteasas aumenta su toxicidad, se une a membranas celulares y altera su
permeabilidad con la consiguiente produccion de edema.

La toxina 1es wuna toxina binaria formada por dos proteinas

independientes, un componente de unidn a la célula (1b) y otro enzimatico (1a),

los cuales actuan en conjunto. El componente (b reconoce al receptor de
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superficie celular, ambos se internalizan por endocitosis y la fraccion 1a se
libera, altera la estructura del citoesqueleto y causa destruccion tisular.

C. perfringens secreta también otras enzimas hidroliticas las cuales
degradan diversos sustratos y contribuyen al dafio tisular. En general son
denominadas toxinas menores y se han identificado 17 variedades. En la tabla
2 se enumeran las mas importantes junto con su actividad enzimatica’.

La enterotoxina de C. perfringens es un polipéptido de 35 kDa el cual
actia como un superantigeno al promover una respuesta inflamatoria
exacerbada. Es resistente a la accion de tripsina y quimiotripsina, pero sensible
a pronasa. En el intestino delgado, a nivel del ribete en cepillo, se une a un
receptor de membrana e induce una alteracion de la permeabilidad celular,
como consecuencia se produce una pérdida de iones y metabolitos. Esto altera
la funcion metabdlica, provoca un dafio morfolégico y una eventual lisis celular
33,68,74,87.

C. botulinum comprende 6 toxinotipos denominados con letras desde la
A hasta la F. C. botulinun tipo G se reclasific6 como C. argentinense. Todos
los toxinotipos producen una neurotoxina con idéntica actividad, pero con
diferente potencia y estructura antigénica. Entre las toxinas bacterianas
identificadas, las botulinicas se reconocen como las mas potentes. La dosis
letal de la toxina A para una persona adulta se encuentra entre 0,1y 1 pg. Esta
toxicidad extrema ha convertido a las toxinas botulinicas en una de las
principales armas bioldgicas conocidas. No obstante, se emplean en diluciones
elevadas con fines terapéuticos para afecciones de hiperactividad muscular,

trastornos espasticos o también con fines estéticos*®%,
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Las toxinas botulinicas se sintetizan a pH alcalino como un precursor
inactivo en una cadena polipeptidica de 150 kDa. Se liberan durante la lisis
bacteriana y luego se fragmentan a nivel del N terminal por la accion de
proteasas bacterianas o de enzimas digestivas como tripsina. De este modo se
originan dos cadenas, una pesada y una liviana unidas por un puente disulfuro.
Cuando se ingiere la toxina, en el tracto digestivo se asocia a proteinas no
toxicas para formar complejos de mayor tamario y llegan a los 300 kDa. Esta
asociacion permite su pasaje por el tracto intestinal y evita su degradacion por
la acidez gastrica y las enzimas digestivas.

La toxina botulinica ingerida con un alimento o producida in situ, llega al
torrente sanguineo y actia en la membrana presinaptica de las neuronas
motoras donde bloquea la liberacion del neurotransmisor. La porcion C terminal
de la cadena pesada es la responsable de la union a un receptor en la
membrana de la célula blanco, la region N terminal regula la penetracion y la
cadena liviana, dentro del citosol, bloguea la liberacion de acetilcolina. El
resultado es una paralisis flacida que puede concluir con la muerte del individuo
afectado”.

C. tetani produce una hemolisina sin actividad patogénica denominada
tetanolisina y una neurotoxina, tetanospasmina, responsable de la
sintomatologia de la enfermedad. Esta Ultimaes una toxina espasmogénica y
letal alin en pequefias concentraciones. Es una de las toxinas bacterianas mas
potentes que se conoce y sOlo es superada por las toxinas botulinicas. Se
sintetiza como un precursor inactivo ligado a la pared bacteriana. Con la lisis
del microorganismo por accion de las proteasas bacterianas se libera y se

fragmenta en una cadena pesada y una liviana. Se trata de una proteina
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binaria, plasmidica, antigénica y labil a la accion de las enzimas del tracto
digestivo. Esta toxina tiene como blanco a las neuronas reguladoras de la
meédula espinal y llega a las mismas a través de los axones de las neuronas
motoras o por via sanguinea. La cadena pesada se fija a las terminaciones de
las neuronas motoras periféricas y a través del axdén, mediante un transporte
intra neuronal retrégrado llega al sistema nervioso central (SNC). En las
terminales pre-sinapticas bloquea la liberacion de los neurotransmisores
inhibidores: glicina y GABA (acido gamma-aminobutirico)*® >89,

C. septicum elabora varias toxinas proteicas con actividad enzimatica. La
toxina o se secreta como protoxina, es una hemolisina que se une a
lasmembranas celulares eucariéticas, forma canales y produce un desbalance
osmotico con la consecuente lisis celular. La toxina [3 posee actividad de
DNasa y de leucocidinasa. La toxina yes una hialuronidasa y la o (delta) es una
hemolisina 14bil al oxigeno. También elabora otras toxinas con actividad de
neuraminidasa, lipasa y fibrinolisina. Todo este conjunto enzimatico genera una
mionecrosis y un aumento de la permeabilidad capilar seguidos de una toxemia
generalmente mortal*®’®.

C. novyi comprende los toxinotipos A, B y C (ver tabla 3). El primero es
agente causal de gangrena en el hombre y en los animales, mientras que los
otros causan principalmente patologias en los animales. El factor de virulencia
mas importante de esta especie bacteriana es la toxina a; la toxina 3 es una
fosfolipasa con actividad hemolitica, necrotizante y letal. La funcion de las otras

toxinas no se conoce bien, aunque la toxina y es una fosfolipasa con actividad

necrotizante y la d es una hemolisina Iabil al oxigeno.
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Clostridium haemolyticum es semejante a C. novyi B, pero produce

toxina B en mayores cantidades que éste y no elabora toxina a'®’*,

Clostridium sordellii produce fosfolipasas, una hemolisina labil al
oxigeno, una toxina letal (TL) y una hemorragica. La TL posee un alto peso
molecular y presenta una secuencia de aminoacidos similar a la toxina B de C.
difficile y a la toxina a de C. novyi, pero difiere en los receptores celulares a los
cuales se une. Mediante su actividad de glucosiltransferasa todas estas toxinas
alteran la estructura de los filamentos de actina y con ello el citoesqueleto de
las células blanco. La TL es antigénica y su antisuero da reaccion cruzada con
la citotoxina de C. difficile.

Clostridium chauvoei elabora un complejo toxigénico que comprende
cuatro toxinas principales: o, B, y y 0. Este complejo expresa actividad de
fosfolipasa, DNasa y hialuronidasa e interviene en el proceso de miositis
gangrenosa. Ademas elabora una sialidasa con actividad de neuraminidasa la
cual actta como adhesina en la union con los receptores de las células
blanco™® "%,

La patogenicidad de C. difficile resulta de la accion de las toxinas A
(TcdA, 308 kDa) y B (TcdB, 269 kDa). Segun su capacidad para elaborar una o
ambas toxinas las cepas se clasifican como A+/B+ o A-/B+. Las cepas A-/B-
designadas también NoA-NoB, no se consideran patdégenas. Sin embargo,
estas ultimas podrian elaborar otros factores de virulencia aun no aclarados por
completo. Ambas toxinas son glucosiltransferasas, se producen al final de la
fase logaritmica y durante la fase estacionaria de crecimiento como
consecuencia de la estimulacion del ambiente en el que se encuentran. TcdA

tiene actividad de enterotoxina y TcdB de citotoxina. Cada una de ellas esta
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formada por una cadena unica con una fuerte homologia entre si. Poseen tres
dominios: el dominio C terminal es responsable de la fijacién a los receptores
celulares, el intermedio se relaciona a la internalizacion de la toxina y el N
terminal posee actividad toxica. El receptor para TcdA es un carbohidrato Gal-
B-(1,4)-N-Ac-Glc y el receptor para TcdB aun no esta definido, aunque debido
al amplio rango de células que afectan, este ltimo puede ser ubicuo’?.

Las toxinas se internalizan por endocitosis y en el citoplasma de la célula
del hospedero inactivan las Rho-GTPasas (Rho, Rac y Cdc42, pequeias
proteinas reguladoras del citoesqueleto de actina). Asi provocan
despolimerizacion de la actina, pérdida del citoesqueleto y muerte celular. Las
proteinas Rho desregulan las uniones complejas entre los enterocitos, aumenta
la permeabilidad de la mucosa del colon y se produce la diarrea tipica porC.
difficile. Un efecto adicional es la activacion del factor de necrosis tumoral alfa
y de interleuquinas. Este hecho genera un aflujo masivo de neutréfilos y
promueve la apoptosis celular, con la consiguiente formacién de las estructuras
seudomembranosas presentes en algunos casos.

Ambas toxinas presentan actividad similar, TcdB es 100 a 1000 veces
mas potente en su efecto citotéxico.Por su parte, TcdA causa necrosis,
aumento de la permeabilidad intestinal e inhibicion de la sintesis proteica, dafia
las microvellosidades de la mucosa intestinal y puede producir una erosién
completa de las mismas’*818108

Algunas cepas de C. difficile elaboran una toxina binaria (ADP-ribosil-
transferasa) denominada CDT. Esta toxina se une en forma irreversible a la
actina e induce la formacién de largas protuberancias de microtubulos en las

células del hospedero con lo cual se favorece la adherencia bacteriana. CDT
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se ha detectado en cepas virulentas como las del RT 027/NAP1/Bl y RT 078,
aunque aun no esta esclarecida su funcion en la patogenicidad. Otros factores
que podrian estar involucrados son enzimas extracelulares, adhesinas,
fimbrias, una capsula y una proteina S; ademas de una toxina 1, flagelos, y
algunos serotipos>>'481:92.108

Genética

El género Clostridium posee una concentracion de G + C de 22 a 55
moles %, lo cual indica una variedad gendémica significativa coincidente con su
biodiversidad. La sintesis de las toxinas descritas se encuentra codificada en
genes de virulencia ubicados en el cromosoma o en ADN extracromosomico.
En la mayoria de los casos estos genes comprenden secuencias ubicadas en
regiones correspondientes a islas de patogenicidad, flanqueadas por
transposones u otros elementos de insercion. Este hecho, sumado a la
codificacion en plasmidos o fagos, cuya movilidad puede ocurrir por
conjugacion, transposicién y posiblemente por transduccién, explicaria los
diferentes niveles de toxigenicidad detectados en los aislamientos de
laboratorio. Es asi que C. pefringens se ubica como un reservorio de genes
transmisibles a otras especies dentro y fuera del género Clostridium.

En el caso de C. perfringens se conoce completamente su mapa
cromosdmico y la mayoria de los genes de virulencia estan caracterizados.
Los genes que codifican para las toxinasa, @K y u (alfa, theta, kappa y mu)se
localizan en regiones variables del cromosoma cercanas al origen de
replicacion. Solo aquellos que codifican para neuraminidasas se localizan en

regiones conservadas. Por el contrario, los genes codificantes de las toxinas 31

y B2, €,1 y A se encuentran en plasmidos de diferentes tamarfos (entre 55y 140
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Kb). ElI gen que codifica CPE se ha encontrado en regiones variables del
cromosoma y en plasmidos (tabla 4)>°8°".

Los genes codificantes de las toxinas de C. botulinun A, B, Ey F se
encuentran en el cromosoma y los de las toxinas C y D en fagos. Los
correspondientes a C. argentinense se ubican en plasmidos’".

Las toxinas de C. septicum y C. sordellii se codifican en el cromosoma,
mientras que el gen de la toxina a de C.novyi A se ubica en un plasmido™®’*7>.

Las toxinas TcdA y TcdB de C. dificile son cromosémicas y se
encuentran codificadas en un locus de patogenicidad (PaLoc de 19,6 kb) junto
a los genes reguladores tcdC, tcdR (anteriormente tcdD) y tcdE. EIl gen tcdC
actia como regulador negativo, aumenta su expresion en la fase de
crecimiento exponencial y disminuye en la estacionaria. Se encontré que cepas
hipervirulentas del ribotipo (RT) 027/NAP1/BI producen altos niveles de TcdA 'y
TcdB debido a alteracién del gen tcdC. Este hecho también se observo en el
RT 078%. Por el contrario, el gen tcdR es un regulador positivo y se expresa en
la fase estacionaria. El gen tcdE participa en la liberacion de ambas toxinas al
incrementar la permeabilidad de la pared bacteriana. Se ha propuesto que el
medio ambiente, las concentraciones subinhibitorias de antibiéticos y los
catobolitos cumplen un papel inductor de la sintesis de las toxinas.

La toxina CDT también esta codificada en el cromosoma por los genes
cdtA y cdtB, ubicados en el locus CdtLoc, el cual codifica ademéas el gen
regulador positivo cdtR%*1%.

C. difficile posee un antigeno comun, glutamato deshidrogenasa (GDH),

el cual se sintetiza en niveles elevados. Este antigeno da reacciones cruzadas

con otras especies de Clostridium y en particular con C. sordellii. EI gen gluD,
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ubicado en el cromosoma, codifica la sintesis de esta enzima y se encuentra
tanto en cepas toxigénicas como en las no toxigénicas'®®.
Impacto clinico

Las especies de clostridios pueden causar una amplia variedad de
infecciones, asi como intoxicaciones 0 toxoinfecciones, aunque también
pueden ser contaminantes de materiales clinicos'®?2°38:79.80.94

Las infecciones causadas por los miembros de este género son
principalmente de origen enddgeno y en general de etiologia mixta. Sin
embargo, en afecciones histotoxicas como la gangrena gaseosa y la celulitis se
pueden encontrar como agentes etiologicos Unicos y en algunos casos su
origen es exodgeno. Entre las infecciones e intoxicaciones causadas por
clostridios se enumeran bacteriemias, infecciones de partes blandas como
celulitis y mionecrosis, infecciones intraabdominales, de vias biliares, del tracto
genital femenino, pleuropulmonares, del SNC, infecciones entéricas,
intoxicaciones alimentarias y patologias como tétanos y botulismo. En forma
independiente de su origen, la especie recuperada con mayor frecuencia de
muestras clinicas es C. perfringens?7°997.111

Las bacteriemias por Clostridium tienen como principal puerta de entrada
la mucosa intestinal y con menor frecuencia la genital. No obstante, se pueden
producir bacteriemias secundarias a infecciones de partes blandas y a cirugias
biliar e intestinal. Estas bacteriemias pueden presentarse como complicaciones
de enfermedades gatrointestinales, asociadas a cirrosis y diabetes y pueden
causar infecciones metastasicas®. La especie méas aislada de hemocultivos es

C. perfringens® y en menor grado C. septicum®. En el caso particular de esta

Ultima especie, las bacteriemias se presentan en pacientes con cancer de colon
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sin manifestaciones previas de dicha patologia®. No obstante, el aislamiento
de Clostridium spp. de una muestra de sangre también puede corresponder a
una contaminacion (seudobacteriemia) o puede representar una bacteriemia
transitoria sin consecuencias clinicas y muchas veces sin una puerta de
entrada evidente.

La gangrena gaseosa clostridica es un proceso agudo que requiere una
intervencion pronta y “heroica”. Se presenta luego de traumatismos abiertos o
cerrados, pero se asocia en particular a heridas contaminadas. La accion de las
toxinas de C. perfringens, en especial la toxina o, causa gran destruccion
tisular al mismo tiempo que favorece la diseminacion del microorganismo,
exacerba la toxemia y genera una marcada hemolisis intravascular. El periodo
de incubacién varia desde pocas horas hasta algunos dias, segun la carga
infectante y el nivel de produccién de toxinas®.

C. septicum es un agente primario de gangrenas gaseosas en el
hombre y en diversas especies animales®. La infeccién se adquiere a través de
heridas, por transmigraciéon intestinal, por contaminacién quirdrgica o por
infeccion del cordon umbilical. En los rumiantes, especialmente en ovinos, la
infeccidn se asocia a heridas en el tracto digestivo causadas por la ingestion de
pastos congelados. También puede aparecer en distintos tejidos como un
invasor post mortem.

C. sordelli junto con otras especies causa gangrenas gaseosas Yy
abscesos en humanos y animales, o se aisla como un contaminante de heridas
quirtrgicas'®. Puede causar enterotoxemias en animales, en especial cuando

se hallan hacinados®®.
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Otros agentes asociados a infecciones de piel y partes blandas son C.
novyi, C. histolyticum, C. sordellii. Pueden causar infecciones necréticas
agudas, graves, por accion de proteasas, fosfolipasas y citotoxinas, en especial
en pacientes diabéticos, aunque también pueden formar abscesos. C.
histolyticum es causal de endocarditis en usuarios de drogas endovenosas.
Clostridium clostridioforme se aisla de heridas abdominales y otros procesos
relacionados a la mucosa intestinal®.

La intoxicacién alimentaria por C. perfringens se presenta con nauseas,
dolor abdominal y diarrea espumosa y maloliente. Se asocia a la ingestion de
alimentos, en particular carnicos, contaminados con una elevada carga del
toxinotipo A. El periodo de incubacion es de 8 a 24 h. Los sintomas son
relativamente leves, de corta duracion (menos de 24 h) y se deben a la accién
de la enterotoxina. En general la enfermedad se autolimita®.

El botulismo es una enfermedad causada por accion de neurotoxinas
sintetizadas por una especie heterogénea, C. botulinum. Se caracteriza por una
pardlisis flaccida, simétrica y descendente. La misma comienza por los pares
de nervios craneales, desciende hacia los musculos del térax y de las
extremidades y puede causar la muerte del individuo por falla respiratoria. Las
manifestaciones de flaccidez suelen estar precedidas por sintomas
gastrointestinales como nauseas, vOmitos, diarrea o constipacion. En la
mayoria de los casos, el botulismo se asocia a una intoxicacion por ingesta de
alimentos con toxina preformada y se presenta como un brote en el grupo de
individuos que ha ingerido dichos alimentos. También puede tratarse de una
toxoinfeccion por la germinacion de esporas en el tubo digestivo, lo cual sucede

en lactantes, con menor frecuencia en niios menores de 1 afio o0 en algunos
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adultos con colonizacién intestinal por C. botulinum y factores predisponentes.
Otras formas, son el botulismo por contaminacion de heridas y el botulismo por
inhalacion accidental de la toxina o debido a acciones de bioterrorismo.

Las esporas de C. botulinum son muy resistentes al calor. Requieren
121 °C durante 20 minutos para su destruccion. Por el contrario, las toxinas se
inactivan a 80 °C en 30 minutos o a 100 °C durante 10 minutos, por lo tanto, la
coccion suficiente de los alimentos es una adecuada medida de prevencion del
botulismo alimentario. Se reconocen cuatro grupos de C. botulinum, segin sus
caracteristicas fenotipicas y toxigénicas (tabla 5)* ">+

El diagnodstico de botulismo se basa en las manifestaciones clinicas y la
epidemiologia. La deteccién del microorganismo y de la toxina involucrada
resulta importante para la confirmacion del diagnostico de botulismo y para
fines bromatoldgicos. La identificacion de las toxinas se realiza en laboratorios
de referencia. Para ello se examinan alimentos, heces y suero de los
individuos afectados y en el caso de animales, también se incluyen tejidos. La
identificacion de la toxina botulinica se realiza mediante técnicas de
neutralizacion en animales de laboratorio con las antitoxinas especificas de tipo
o por enzimoinmunoanalisis (EIA), pero su sensibilidad es menor que la de la
prueba biolégica.

El tétanos es una enfermedad toxigénica, con frecuencia se asociada a
heridas, mordeduras, fracturas expuestas o quemaduras contaminadas por el
polvo o por objetos corto-punzantes (astillas, espinas, clavos) que contengan
esporas de C. tetani. En algunos casos estas heridas pueden ser inaparentes.
Bajo condiciones adecuadas se genera la neurotoxina tetanica y se disemina al

SNC. EI resultado es una hiperexitabilidad de las neuronas motoras con
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contracciones ténicas y clonicas, espasmos musculares, paralisis y disfuncion
auténoma, lo cual puede conducir a un estado de contractura generalizada y
permanente de la musculatura estriada y finalmente, a la muerte del paciente
por paralisis espastica de los musculos respiratorios. Las manifestaciones
clinicas comienzan en general a los 3 dias a varias semanas después de
producirse la herida. Este periodo de incubacion depende entre otros factores,
de la distancia entre la herida y el SNC. Cuanto menor sea la misma, el cuadro
revestird mayor gravedad®®**.

Clasificacion del tétanos segun sus manifestaciones clinicas

Tétanos generalizado: el sintoma mas comun es el trismo (contraccion
de los musculos maseteros) y la risa sardonica. Con frecuencia se acompafa
de rigidez de nuca, espalda y abdomen, ademas de espasmos reflejos
dolorosos y paralisis espastica.

Tétanos localizado: es inusual. Afecta a la extremidad relacionada a una
herida y puede progresar hasta un tétanos generalizado.

Tétanos cefalico: se asocia a infecciones en la cabeza y en el oido
medio. El periodo de incubacién es corto (1 6 2 dias) y tiene mal prondstico.

Tétanos neonatal: suele detectarse en paises en desarrollo, en hijos de
madres no inmunizadas y se asocia a infecciones del cordén umbilical®*.

El diagnéstico de tétanos se realiza en base a las manifestaciones
clinicas y a los antecedentes del paciente. El laboratorio de microbiologia
puede confirmar el diagndstico clinico, pero el paciente requiere un tratamiento
inmediato. C. tetani se puede aislar a partir del tejido infectado u objeto hallado

en la herida; sin embargo, este procedimiento no es muy empleado ya que la

sensibilidad de los cultivos es baja y algunas veces la puerta de entrada es
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inaparente. De los cultivos de heridas asociadas al tétanos realizados entre
1987 y 1996 en la Unidad Bacteriologia del Hospital “F.J. Mufiz”, se aislo C.
tetani en el 16 % de los casos (Rollet, R. Resultados no publicados).

C. chauvoei y C. haemolyticum son patégenos casi exclusivos de
animales. C.chauvoei es el agente etiolégico del carbunclo sintomatico, pierna
negra (black leg) o mancha de los herbivoros. Sus esporas pueden ser
captadas por los macréfagos de la mucosa intestinal y son transportadas al
higado y al masculo estriado, donde permanecen latentes. Ante un trauma o
una herida que lesionen los tejidos, las esporas germinan y las toxinas
elaboradas se diseminan por via sanguinea y provocan la muerte del animal
afectado®3+38,

C. haemolyticum ingresa por via digestiva y reside en el intestino o en el
higado. En animales jovenes y con antecedentes de destruccion del estroma
hepatico produce una afeccion denominada hemoglobinuria bacilar. Sus
toxinas provocan necrosis hepatica y su diseminaciéon por via sanguinea
conlleva a hemdlisis intravascular y hemorragias, con la muerte del
hospedero™® .

C. difficile causa el 25-30 % de las diarreas adquiridas en el medio
hospitalario y el 15 a 25 % de los episodios asociados a tratamientos
antibioticos. La infeccion por C. difficiletoxigénico (ICD) produce un amplio
espectro de manifestaciones clinicas, desde la colonizacion del tracto
gastrointestinal, diarrea leve a moderada hasta colitis pseudomembranosa con

graves complicaciones y riesgo de vida para el paciente como en los casos de

megacolon toxico, ileo paralitico y perforacion colonica.
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Las esporas se transmiten de persona a persona o desde el medio
ambiente e ingresan por via oral. Germinan en el intestino delgado, hecho que
se estimula por la presencia de sales biliares y algunos aminoacidos, luego
puede colonizar el intestino grueso donde producira las toxinas.

Los factores de riesgo para el desarrollo de ICD son la hospitalizacion
prolongada, la administracion de antibioticos en los 2 meses previos al
episodio, la permanencia en residencias geriatricas y la edad mayor de 65
afos. Otros factores son la administracion de citostaticos, la radioterapia, los
procedimientos invasivos del tracto gastrointestinal, las enfermedades cronicas
y la inmunodepresion. Ademas se relaciono al consumo de antiacidos y a la
transmision a partir de animales, pero el impacto de estos factores no se ha
demostrado de modo fehaciente. La ICD también se puede manifiestar en
pacientes de la comunidad, jévenes y sin factores de riesgo conocidos?®%*,

Con respecto al tratamiento antibidtico previo, los agentes asociados con
mayor frecuencia son clindamicina (CLI), cefalosporinas y fluoroquinolonas,
aunqgue la mayoria de los antibiéticos se puede relacionar con los episodios.

C. difficile coloniza el tracto intestinal del 4-62 % de los neonatos y este
porcentaje desciende durante la infancia hasta alcanzar a los 3 0 4 afios una
prevalencia de colonizaciéon similar a la de los adultos. En la poblacién
pediatrica, como en la adulta, la ICD es la causa mas frecuente de diarrea de
origen nosocomial en pacientes con antecedentes de tratamiento antibiotico
reciente e inmunosupresién con esteroides o quimioterapia®*®®%"",

Hasta un 20 % de los pacientes con ICD y evolucion favorable puede

presentar un episodio de recurrencia dentro de las 4 semanas de haber
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completado el tratamiento. Entre los pacientes que presentaron el segundo
episodio el riesgo de un tercero se eleva hasta un 60 %.

Se observO que pacientes asintomaticos portadores de cepas
toxigénicas presentan niveles de IgG anti toxina A mas elevados que quienes
desarrollan la enfermedad, por lo cual estos anticuerpos se vinculan con un
efecto protector'”*°. Se postula que la falta de una respuesta inmune humoral
adecuada podria ser un predictor adicional de la gravedad de la ICD y de su
recurrencia®®4®4"112,

El cuadro puede remitir con la suspension de los agentes
desencadenantes y el mantenimiento de la homeostasis. Ante la imposibilidad
de esta suspension, o ante pacientes con cuadros graves O recurrentes se
administra vancomina por via oral o parenteral o, junto con metronidazol (MTZ),
ambos por esta Ultima via parenteral. Otros agentes Utiles para el tratamiento
son fidaxomicina y tigeciclina, y se podrian emplear probioticos, ligantes de
toxinas, trasplante fecal e inmunoterapia®.

La mayoria de los casos de ICD se asocia a cepas TcdA+TcdB+CDT- y
a cepas TcdA-TcdB+. Estas ultimas también dieron origen a brotes con igual
presentacion clinica en diferentes paises, incluido Argentina® /48102108 | a5
cepas variantes mas estudiadas a partir de brotes son las A-B+ RT 017 y las
A+B+CDT+ RT 027 y RT 078. Las ultimas, ademas de CDT, producen muy
elevados niveles de TcdA y TcdB. Entre ellas, las cepas hipervirulentas
RT027/BI/NAP1/toxinotipo lll, producen un cuadro clinico mas grave y fueron
responsables de brotes principalmente entre 2003 y 2006 en Europa, Canada

y EE.UU. y también se detectaron en nuestro pais’*3¢:542103,

97



El RT 017 se relaciona principalmente con el toxinotipo VIII, serogrupo
F, andlisis por enzimas de restriccion [restriction endonuclease analysis (REA)]
tipo CF, y las cepas de este RT presentan el gen tcdA truncado (1,8-kb)**.

En un centro hospitalario de Argentina se ha descrito la diseminacion de
este RT y el consecuente desplazamiento de otros RT circulantes (001, 012,
014, 031, 039). En otro centro de la misma ciudad también se describié el REA
tipo CF (con TcdA-TcdB+, serogrupo F, toxinotipo VIII y RT 017) con una
prevalencia de 85 %°>°.

Las infecciones extraintestinales por C. difficile son raras. Se citan casos
de peritonitis, infecciones de heridas, pielonefritis, celulitis, fascitis, infecciones

de prétesis artritis, osteomielitis, empiema, abscesos y bacteriemia®®®> 88!,

Diagnostico Microbiolégico

El aislamiento y la diferenciacion de las especies de Clostridium pueden
resultar complejos debido a la variedad de especies, a la diversidad de las
pruebas requeridas y la variabilidad en los resultados de algunas de ellas. Una
dificultad aun mayor es la correcta valoracion de los aislamientos, ya que si
bien pueden ser agentes etioldgicos unicos, también pueden estar involucrados
en proceso de etiologia mixta, o ser contaminantes de los materiales clinicos.

La valoracién requiere el procesamiento de especimenes adecuados y la
integracion de los hallazgos microbiolégicos con los datos clinicos y
epidemiologicos. Las muestras deben ser representativas del foco de la
infeccion, libres de contaminantes y transportadas bajo condiciones de
anaerobiosis. Son aptas las obtenidas por puncién-aspiracion de cavidades

cerradas a través de la piel sana o de tejidos no contaminados, tejidos de
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biopsias o autopsias. Los materiales fluidos purulentos o necroticos, por tener
un potencial de oOxido-reduccion (Eh) bajo, se pueden transportar en tubos
plasticos con cierre hermético a temperatura ambiente pero, siempre que el
volumen permita formar una columna de por lo menos 1 cm de altura.En estas
condiciones se conserva hasta 30 minutos; un volumen mayor a 2 ml se
conserva por 2 6 3 h. Las piezas de tejido cuyo volumen sea mayor de 1 cm?®
pueden transportarse en recipientes estériles, sin conservantes, a temperatura
ambiente y se deberan procesar en forma inmediata.

Las muestras de colecciones claras o de volumenes reducidos deben
protegerse del efecto deletéreo del oxigeno mediante el empleo de sistemas de
transporte adecuados, como frascos con medios de transporte y atmdésfera
inerte balanceada o anaerébica’*%43%,

El diagndstico de la ICD involucra pautas clinicas, epidemioldgicas,
microbioldgicas y endoscopicas. En la clasificacion del nivel de gravedad de la
enfermedad también se incluyen otras determinaciones como recuento
leucocitario en sangre periférica, nivel de albuminemia y parametros
ecograficos. Pero el diagnéstico de certeza es el bacteriologico, el cual debe
ser preciso y rapido a fin de instaurar el tratamiento adecuado al paciente y de
implementar las medidas de control epidemiolégico pertinentes dirigidas a
evitar su diseminacion en el medio hospitalario. El método de referencia, en la
actualidad, es el cultivo toxigénico®*’.

Las pruebas de laboratorio se deben realizar en heces de pacientes que
presenten al menos 3 deposiciones diarreicas diarias de mas de 24 h de
evolucion y con factores de riesgo. En el caso de pacientes con ileo se

estudian las muestras intestinales obtenidas por endoscopia o las disponibles.
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Los estudios se deberian repetir ante la persistencia de un episodio y frente a
resultados previos negativos. Sin embargo, no se aconseja la realizacion de las
pruebas diagndsticas en pacientes o contactos asintomaticos, en episodios ya
diagnosticados, ni como seguimiento o control de tratamiento®>®. De rutina no
se deben repetir muestras de individuos con resultado previo de toxina negativo
a excepcion de aquellos casos en los cuales persista la sospecha de ICD y se
hubiese detectado el antigeno GDH. También se deberd evaluar en forma
individual la necesidad y el valor del diagnéstico en pacientes ambulatorios®*’.
El diagnostico de la ICD se realiza sobre una muestra de materia fecal
diarreica de reciente emision. Se recolecta un volumen de 10 a 20 ml (minimo 5
ml) en un frasco estéril de boca ancha y se transporta en forma inmediata, a
temperatura ambiente al laboratorio para su procesamiento dentro de las 2 h de
su obtencion. Ante una eventual demora, se debe conservar a 4 - 8 °C durante
pocas horas, a -20 °C hasta 48 h, 0 a -70 °C por periodos mas prolongados, ya
que la actividad de la/s toxina/s decae/n a temperatura ambiente. Los
hisopados rectales no son adecuados ya que la cantidad de muestra es
insuficiente para realizar la prueba de toxigenicidad® .

Morfologia microscopica

El examen microscépico del extendido de un material clinico puede
brindar una informacién preliminar muy til para el tratamiento de un paciente
con una infeccion clostridica. Este examen rapido es fundamental para la toma
de decision sobre el tratamiento radical que requiere la mionecrosis por C.
perfringens y su diferenciacion de celulitis o fascitis. En el primer caso, la
observacion microscépica revelar4 la presencia de bacilos gram positivos

grandes, rectangulares, relativamente cortos y gruesos, en general sin esporas,
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y también la ausencia de reaccion inflamatoria o la sola presencia de algunas
células eucaridticas con contornos desdibujados. C. perfringens, el principal
agente causal de gangrena gaseosa, en general no forma esporas en los
tejidos y la accion de su toxina alfa afecta la presencia de polimorfonucleares
en el foco activo de este proceso infeccioso. Por el contrario, en las fascitis y
celulitis se observa una microbiota mixta, la cual puede o no incluir células
clostridiales. La experiencia previa del observador es fundamental para evitar
confusiones con bacterias de caracteristicas morfologicas Yy tintoriales
similares.

Algunas especies de Clostridiumse pueden observar como gram
negativas, sobre todo en cultivos envejecidos. No obstante, Clostridium
clostridioforme, Clostridium innocuum y Clostridium ramosum se observan asi
aun en cultivos jovenes. Para la identificacion de estas especies y la definicion
de su género, se utilizan discos de colistina (10 pg) y vancomicina (5 pug) ya que
este género es resistente al primero y sensible al sequndo’ #4431,

La deteccién de las esporas es importante en la identificaciéon del
género, pero su formacién requiere condiciones y tiempos variables segun la
especie en cuestion. Las esporas pueden ser ovaladas o redondas y tener una
ubicacion terminal o subterminal. En algunas especies como C. tetani, pueden
tener un diametro mayor que el del bacilo y dar al soma bacteriano un aspecto
deformado. Al igual que las de Bacillus, las endosporas de Clostridium spp.no
se tifien con los colorantes habituales y requieren coloraciones especiales
como la de Wirtz o la observacion con condensador de contraste de fases. Con
7,16,42,43,94'

la técnica de Gram se observa el perfil de las esporas sin tefiir

Caracteristicas metabdlicas vy culturales
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El género Clostridium comprende un grupo de microrganismos
anaerobios estrictos, aunque Clostridium tertium y Clostridium histolyticum son
aerotolerantes y pueden desarrollar bajo una atmdésfera aerobia. Clostridium
spp.tienen actividad sacarolitica y proteolitica variable, hecho que contribuye a
su diferenciacion’ 6424394,

Cultivo

La mayoria de las especies de Clostridium crece en los medios de
cultivo de uso habitual para bacterias anaerobias. Al cabo de 24 a 72 h de
incubacion desarrollan colonias de tamario, aspecto y forma variables segun la
especie, el medio de cultivo y el tiempo de incubacion.

Clostridium spp. se recuperan de muestras sembradas en una
combinacion de medios de cultivo solidos enriquecidos, selectivos,
diferenciales y también de medios de cultivo liquidos como Rosenow,
tioglicolato y Tarozzi, los cuales permiten detectar microorganismos
gasoégenos. El agregago de lizosima o taurocolato a los medios liquidos
estimula la transformacion de esporas a células vegetativas. Entre los medios
no selectivos que se emplean habitualmente, Clostridium desarrolla en agar
anaerobios, agar base Columbia, agar Brucella o agar infusiébn cerebro
corazén, todos suplementados con 5 % de sangre ovina desfibrinada. En
medios con sangre, algunas especies producen una hemodlisis completa,
mientras que las colonias de C. perfrigens (tipo A) presentan un halo de doble
hemolisis, con un éarea central de lisis completa que se extiende con el
transcurso del tiempo y una zona periférica de lisis parcial. El hallazgo de

colonias grandes con esta doble hemdlisis sugiere la presencia de
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dichaespecie. En el mismo medio, C. bifermentans forma colonias blancas de 1
mm de diametro®4%4394,

C. septicum y C. tetani son microorganismos muy moviles, tienden a

diseminarse sobre la superficie de los medios de cultivo y al cabo de 48 horas
de incubacién pueden formar una pelicula que cubre completamente la placa
(swarming) y que puede pasar inadvertida.
Para el aislamiento primario también se pueden emplear medios selectivos y/o
diferenciales cuando se trate de muestras polimicrobianas o contaminadas o,
para realizar una temprana identificacion presuntiva. Entre otros, podemos citar
el agar fenil etil alcohol, medios con antibiéticos como aminoglucosidos y
polimixina B, agar yema de huevo y los medios agar Tryptose sulphite
cycloserine (TSC) y el agar Shahadi Ferguson perfringens (SFP) para C.
perfringens.

C. difficile desarrolla facilmente en agar sangre, aungque su aislamientoa
partir de muestras fecales es dificil. Un medio de cultivo selectivo y diferencial
es el agar cefoxitina, cicloserina y fructosa (CCFA), en el cual desarrolla
colonias de color amarillo debido a la fermentacion de la fructosa. Este medio
se modificd con distintas formulaciones, algunas con yema de huevo, sangre,
menor concentracion de peptonas e inhibidores. EI medio CCFL es similar al
CCFA, pero ademas contiene lisozima. Una alternativa es el agar para
anaerobios con el agregado de cefoxitina a una concentracion final de 16
pMg/ml. El agar Clostridium difficile (bioMérieux) es un medio selectivo y
diferencial en el cual C. difficile forma colonias negras. En los medios de cultivo
sélidos C. difficile forma colonias planas, de borde rizados, con aspecto de

vidrio molido. Los cultivos de este microorganismo desprenden un olor

103



caracteristico (olor a establo) debido a la produccion de p-cresol, derivado del
metabolismo de tirosina. La exposicion de las colonias a la luz UV de 366 nm
permite detectar una fluorescencia verdosa caracteristica de C. difficile®.

Otra manera de seleccionar el desarrollo de Clostridium spp. es
mediante la aplicacion de un tratamiento térmico o con alcohol, pero la
sensibilidad de este método puede ser menor ya que, ademas de las formas
vegetativas podrian eliminarse esporas inmaduras. ElI choque con alcohol
consiste en mezclar volimenes iguales de la muestra y etanol absoluto e
incubar dicha mezcla durante 30 minutos a temperatura ambiente; el método
térmico consiste en someter la muestra a un bafio térmico de 80 T durante 10
minutos. Luego de realizar alguno de estos procedimientos se siembra una
alicuota de la muestra tratada sobre un medio no selectivo como agar
anaerobio o agar sangre, y se podria incluir un medio selectivo con 16 pg/ml de
cefoxitina. Todos los medios sembrados se incuban en anaerobiosis a 35 - 37
°C durante 48 a 96 h y se realizan pruebas de tolerancia al oxigeno’#?43%,

En el diagndstico de ICD el cultivo,si bien es una técnica laboriosa y
demora mas de 48 - 72 h, es el método mas sensible y permite aislar el
microorganismo para posteriores estudios epidemioldgicos y de sensibilidad a
los antibiéticos. Cuando se acomparia de la determinacién de toxina/s alcanza
una elevada especificidad por lo cual el cultivo toxigénico se considera el
método de referencia’®!’*%%. La busqueda de aislamientos toxigénicos con
fines diagndsticos se debe realizar frente a la sospecha clinico-epidemioldgica
pero con resultado previo de toxina/s negativo en la materia fecal y en

particular, si GDH fue positivo.

Identificacién bioguimica e inmunolégica
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La identificacion de todas las especies del género es muy compleja y en
la actualidad, supera las necesidades clinicas. No obstante, algunas de las
especies de mayor impacto se pueden identificar mediante pruebas disponibles
en los laboratorios de bacteriologia clinica. La caracterizacion lograda puede
alcanzar diferentes niveles de exactitud, desde el reconocimiento del género,
hasta la identificacion presuntiva o certera de la especie y eventualmente del
toxinotipo.

El reconocimiento del género requiere la realizacion de pruebas de
aerotolerancia y la demostraciéon o puesta en evidencia de su capacidad de
esporulacion. Esta ultima puede ser dificil de demostrar ya que ciertas especies
s6lo lo hacen bajo condiciones especificas de cultivo. La prueba de
esporulacion consiste en inocular el microorganismo en un caldo con carne,
como el caldo Tarozzi, o en tioglicolato e incubar a 37 °C bajo condiciones de
anaerobiosis y luego a temperatura ambiente hasta la esporulacion. Con
posterioridad se realiza un shock alcohdlico o térmico con el subsiguiente
cultivo segun la metodologia ya descrita. La prueba de la seleccién de esporas
con alcohol o calor tiene un valor limitado, pero puede ayudar a ponerlas en
evidencia y, su hallazgo en bacilos gram positivos anaerobios de importancia
clinica identifica al género Clostridium.

Las especies de Clostridium, en su calidad de microorganismos
anaerobios, no desarrollan en atmosferas aerobicas, con excepcion de C.
histolyticum y C. tertium. Estos ultimos pueden diferenciarse del género
Bacillus al comparar el tamafio de las colonias desarrolladas bajo las diferentes
atmosferas. El didmetro de éstas sera mayor bajo condiciones anaerdbicas en

oposicion a lo que ocurrird con Bacillus. Ademas, el género Clostridium no
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produce la enzima catalasa. C. histolyticum y C. tertium pueden diferenciarse
mediante las pruebas de hidrdlisis de gelatina o esculina seguin se muestra en
la tabla 6. Otra especie que crece en aerobiosis es Clostridium carnis, la cual
se aisla del suelo y con baja frecuencia causa patologias en los animales y
excepcionalmente en el hombre. C. carnis es un organismo sacarolitico, no
proteolitico y puede diferenciarse de C. tertium por su menor actividad
glucolitica y porque algunas cepas de esta Ultima especie pueden reducir los
iones nitrato a nitrito, tabla 6.

C. perfringens es otra especie cuya identificacién preliminar o presuntiva
se puede realizar con facilidad. Al cabo de 48 h de incubacién desarrolla en
placas de agar sangre dando colonias de varios mm de diametro rodeadas de
un halo de doble hemodlisis, total en el centro y parcial en la periferia. Al
extender y realizar la coloracion de Gram de estas colonias, se observan
bacilos gram positivos gruesos, de extremos rectos, en los cuales es dificil
reconocer esporas. Otra caracteristica de facil demostracion en los laboratorios
clinicos es la reaccion de CAMP reversa que se realiza en agar sangre ovina
frente a una cepa de Streptococcus agactiae.

C. tetani y C. septicum son bacterias muy moéviles y cuando desarrollan
en medios solidos forman una pelicula o swarming, algunas veces homogénea,
que cubre la totalidad de la superficie del agar por lo cual puede ser dificil de
detectar. Ambos son microorganismos anaerobios, proteoliticos, pero solo el
segundo es sacarolitico. En ocasiones, en particular cuando el medio contiene
una concentracion de gelificante mayor que la usual, C. septicum puede formar

colonias de borde irregular con aspecto rizoide (cabeza de medusa)’****%4.
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C. sporogenes y C. septicum esporulan con mucha facilidad y en la
coloraciéon de Gram de sus cultivos de 24 a 48 h se observan esporangios e
imagenes correspondientes a esporas en un porcentaje superior al de las
formas vegetativas.

C. difficile se puede identificar en forma presuntiva mediante la
morfologia microscopica, el aspecto de las colonias y el olor caracteristico de
los cultivos.

Las especies del género Clostridium se agrupan en forma primaria de
acuerdo a su aerotolerancia, actividad proteolitica (gelatinasa) y sacarolitica y
su diferenciacion se puede lograr mediante pruebas complementarias como la
deteccion de lecitinasa, lipasa, ureasa y movilidad, la produccion de SH, y de
indol y la fermentacion de otros carbohidratos.

Con el fin de facilitar el reconocimiento de las especies, se agregan las
figurasl a 6 donde se muestran los algoritmos de identificacion que agrupan a
las especies de acuerdo a las propiedades mencionadas’#**>%,

Otras metodologias: métodos automatizados, miniaturizados y moleculares

Una forma rapida y practica de reconocer especies de Clostridium es
mediante la utilizacion de métodos de identificacion automatizados o
semiautomatizados. Los mismos se comercializan por empresas con
representacion en Argentina y entre ellos se encuentran galerias miniaturizadas
como API 20A, API-ZYM 20A y RapID 32A (bioMérieux, Marcy, I'Etoile,
Francia), y RaplD ANA Il (Remel, Inc., Lenexa, KS, EE.UU.); tarjetas con
pruebas cinéticas de lectura automatizada como Vitek 2 (bioMérieux) y paneles
de lectura directa o automatizada como MicroScan (Siemens, Alemania). Se

trata de métodos que proporcionan resultados de lectura rapida de una
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cantidad considerable de pruebas y evitan la preparacion de medios de cultivo
diferenciales, por lo cual pueden ser de utilidad en los laboratorios de
microbiologia clinica. Sin embargo, la exactitud de los resultados varia de
acuerdo a la especie en cuestién® . La interpretacion de los mismos se
realiza en forma conjunta a través de la base de datos proporcionada por cada
fabricante. Debido a los constantes cambios en la clasificacion taxonomica es
posible que dichas bases se encuentren desactualizadas, con el consiguiente
error diagnostico. Otros inconvenientes de estos sistemas es que sus bases de
datos no siempre tienen en cuenta las caracteristicas morfologicas y tintoriales
de la bacteria y en lo referente al género Clostridium no incluyen algunas
pruebas fundamentales como la produccion de lecitinasa y lipasa. Por estos
motivos, se debe proceder con precaucion para la validacion del resultado.

Estos equipos resultan utiles por su practicidad, en especial cuando no se
dispone de la diversidad de sustratos necesarios. Se recomienda que las
pruebas se lean en forma individual, hecho que no se aconseja para el método
cinético. También se aconseja que los resultados obtenidos se complementen
con los ensayos metabdlicos faltantes, con las caracteristicas morfologicas,
tintoriales y culturales y que la interpretacion conjunta se efectie mediante
bases de datos o tablas actualizadas.

Cromatoqgrafia

La deteccion de acidos grasos a partir de un cultivo, mediante la técnica
de cromatografia gaseosa, es un método complementario de identificacién de
clostridios. Cada especie posee un perfil cromatografico determinado que
contribuye a la identificacion. Esta metodologia tiene muy poca aplicacion

clinica por el equipamiento requerido y la complejidad de su realizacion. Por lo
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cual ha sido reemplazada por técnicas moleculares mas precisas Yy

répidas7’16’42’43’94.

Inmunofluorescencia directa

Este método se ha empleado en el diagndstico de infecciones tisulares
en  animales. Requiere  equipamiento y reactivos  especificos
normalizados.Ademas, la presencia de clostridios residentes en algunos
tejidos, como por ejemplo en el higado y en los muasculos, afecta el valor
predictivo positivo de esta prueba, motivos por los cuales esta metodologia se
encuentra en desuso en la actualidad’*¢424394,

Determinacion de toxinas vy toxinotipos

La deteccion de las toxinas se puede realizar por la demostracion de su
efecto en animales de laboratorio o en cultivos celulares, seguida de su
neutralizacion con antitoxinas especificas o mediante EIA o métodos
moleculares. Algunas toxinas expresan un efecto citopatico caracteristico, pero
la deteccion en cultivo de lineas celulares aun no se encentra normalizada ni
validada internacionalmente.

Las determinaciones de toxinas en general, requieren su extraccion
desde las muestras clinicas o de los cultivos y para ello se emplean solventes
organicos, centrifugacion o filtracion. Ademas, segun el tipo de toxina, se puede
hacer un tratamiento con tripsina previo al reconocimiento'®.Una alternativa es
la aplicacion de EIA para la deteccion de toxina/s de C. perfringens y C. difficile
en materia fecal. Para detectar la enterotoxina de C. perfringens existen
equipos comerciales (PET-RPLA Toxin Detection, Oxoid, Japon Ridascreen, R-
Biopharm, Alemania). Los EIA también se pueden emplear para el dosaje de

anticuerpos especificos anti toxina alfa (BIO K 222, Teknokroma Analitica SA,
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Barcelona, Espafa) y anti toxina beta (Bio-X Diagnostics, Jemelle, Bélgica) de
C. perfringens®.

En la actualidad dichos equipos comerciales no se encuentran
disponibles en nuestro medio, por lo cual algunos laboratorios aplican métodos
artesanales, como por ejemplo para algunas toxinas de C. perfringens® y
también para detectar anticuerpos contra fracciones antigénicas de otros
clostridios®.

Con respecto a los EIA para C. difficile se comentara mas adelante.

Identificaciéon molecular

La busqueda de secuencias de genes especificos de especie en el ARNr
16S o de factores de virulencia mediante técnicas moleculares resulta de
utilidad para el diagnéstico clinico a partir de las muestras aptas, para la
caracterizacion de aislamientos y para estudios epidemiolégicos. Los métodos
de amplificacion genética (PCR) presentan una alta sensibilidad, permiten
acortar los tiempos de diagnostico y detectar elementos de gérmenes inviables
0 no relacionados a la patologia en estudio.Por tales motivossus resultados
siempre se deben integrar con el contexto clinico y epidemiolégico del

paciente6,34,4l,102

Existen escasos equipos comerciales validados para el
diagnéstico clinico, entre los cuales se encuentran los de C. perfringens y de C.
difficile.No obstante, se cuenta con una variedad de protocolos desarrollados
para la deteccion de genes codificantes de toxinas de C. septicum, C. novyi, C.
haemolyticum (Ferreyra y Koval, comunicacién personal), C. tetani, C. sordelli,
C. chauvoei, C. perfringens, y C. difficile (los correspondientes a los dos
23,37,45,56,57,68,99,101,102.

altimos se describen mas adelante)

La espectrometria de masas [matrix-assisted laser desorption/ionization
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time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS)], es un los métodos
protedbmicos de identificacion bacteriana que aborda el estudio y la
caracterizacion de proteinas.Comparalos espectros obtenidos con una base
de datos y en pocos minutos proporciona resultados comparables a la
secuenciacion del ARNr 16S. Debido a la complejidad para identificar bacterias
anaerobias en los laboratorios clinicos y al tiempo que demanda, MALDI-TOF
MS es una herramienta con un gran potencial en el area. Los equipos
disponibles en la actualidad (Bruker Daltonik, Bremer, Alemania; Vitek MS,
bioMerieux, Shimadzu Corporation, Tokio, Japdn) permiten identificar bacterias
anaerobias con una exactitud variable del 61 al 86 %. Este comportamiento, se
podra corregir al mejorar la base de datos, la cual se debe actualizar y ampliar
alin mas con cepas clinicas que incluyan especies de Clostridium?®44196-114,
Diagnostico de la infeccion por  C. difficile

La ICD se define por la presencia de sintomas compatibles (diarrea o ilio
paralitico) y la deteccién de C. difficile toxigénico o sus toxinas. Un resultado de
laboratorio no es suficiente en si mismo y deberia ser interpretado a la luz de
los datos clinicos'’*2,

El diagndstico de la ICD requiere de una metodologia confiable y rapida.
Los métodos disponibles comprenden desde equipos comerciales de EIA, los
cuales dan resultados en menos de 1 hora hasta cultivos toxigénicos que
pueden requerir entre 3-7 dias y pasan por citotoxicidad en lineas celulares y
técnicas moleculares de amplificacion artesanales o en tiempo real. La/s
técnica/s seleccionadas dependeran de la complejidad de cada laboratorio

clinico. Se recomienda una combinacion de ellos y el conjunto de los resultados

se debe interpretar en el marco de un flujograma diagnéstico (figuras 6 y
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7)4,10,20,109,110'

Método de citotoxicidad vy neutralizacién en cultivos celulares

La citotoxicidad sobre lineas celulares seguida de su neutralizacion se
consider6 como método de referencia, sin embargo, su sensibilidad no es
Optima, es costoso, requiere una infraestructura y personal entrenado y
ademas el tiempo de respuesta supera a las necesidades clinico-
epidemiolégicas®.

Este método detecta la actividad citotoxica de TcdB sobre distintas
lineas celulares, como fibroblastos de piel, fibroblastos diploides humanos,
células Vero, células McCoy, fibroblastos de pulmén MRC-5 y células Hep2.
Consiste en inocular una monocapa de la linea celular seleccionada con un
filtrado de las heces liquidas y luego de 24-48 h de incubacion se busca un
efecto citopatico. Ante su aparicibn se debe realizar un ensayo de
neutralizacion para confirmar la etiologia del efecto. Para ello se inoculan 2
cultivos celulares en paralelo, uno con el filtrado de la muestra y el otro con el
mismo filtrado pero neutralizado con la antitoxina de C. sordellii o anticuerpos
monoclonales contra TcdB. La repeticion del efecto citopético con el filtrado de
heces y su ausencia en el cultivo de la muestra neutralizada confirma el
diagnéstico de ICD'*®. La especificidad de este método es del 85 al 100 %*° y
su sensibilidad varia entre el 65 y el 85 % cuando se compara con el cultivo
citotoxico®* 3. Esta diferencia podria deberse a la pérdida de actividad biolégica
de la toxina por un transporte y conservacion de la muestra inadecuados.

Ante los inconvenientes en su implementacion y mantenimiento, esta
metodologia tampoco se adopta con fines diagnosticos.

Enzimoinmunoandlisis (EIA)
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Los equipos de EIA resultan practicos para el diagnéstico en los
laboratorios de microbiologia clinica y permiten obtener resultados rapidos con
una relacién costo—beneficio adecuada, pero su sensibilidad es menor que la
del cultivo citotoxico por lo cual se deberian emplear junto a otra prueba como
puede ser un método molecular (deteccién del gen tcdB) o el cultivo toxigénico.
El uso de dichos equipos se encuentra muy difundido en nuestro medio y los
mas usuales son los que detectan TcdA y TcdB en forma simultanea.

Se desarrollaron EIA en placas con policubetas y ensayos sobre
membranas (técnica de flujo lateral). En todos los casos el procesamiento debe
ajustarse a las instrucciones del fabricante del equipo utilizado. Los EIA de
placa requieren un tiempo de procesamiento de algo mas de 3 h. Se
desarrollaron para la deteccion de TcdA. Con posterioridad se incluyo la
busqueda conjunta de TcdB con lo cual se amplié el espectro de deteccion ya
que permitia diagnosticar casos relacionados a cepas no productoras de toxina
A (A-B+). El rango de sensibilidad varia entre el 46,3 y el 99 %; el de
especificidad entre el 84 y el 99 % y el correspondiente al valor predictivo
negativo (VPN) entre el 77,4 y el 99 %. Estos valores cambian segun la serie
analizada y el método de referencia utilizado en cada caso. Entre los equipos
comerciales se cuenta con Ridascreen Cd Toxin AB (R-Biopharm AG,
Darmstadt, Alemania). Los EIA de membrana tienen un tiempo de
procesamiento menor (20 a 30 minutos). Su sensibilidad es del 43 al 96 %, su
especificidad, del 83,3 al 99 %, y su VPN es del 76 al 99 %. Algunos equipos
de EIA de membrana incorporan la deteccion del antigeno comun GDH
(C.DIFF QUIK CHEK COMPLETE®. TECHLAB®. Alere International Limited,

Ballybrit, Galway, Irlanda), otros, solo detectan las toxinas (C.DIFF QUIK
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CHEK. TECHLAB®) y Xpect® Clostridium difficile Toxin A/B (Remel, Inc.,
Lenexa, KS, EE.UU.)'**"# En un trabajo realizado por la Subcomisién de
Bacterias Anaerobias-SADEBAC-AAM, para comparar distintas técnicas
diagndsticas de ICD, se evaluaron diferentes equipos comerciales, uno EIA de
placa (Ridascreen Cd Toxin AB, R-Biopharm AG, Darmstadt, Alemania) y otro
de membrana (C DIFF QUIK CHEK COMPLETE®. TECHLAB®. Alere
International Limited, Ballybrit, Galway, Irlanda). Se encontro que la sensibilidad
de este ultimo fue 6,1 % mayor que la correspondiente al equipo de policubeta
(p<0,01)*".

Existe también un inmunoensayo de fluorescencia para el diagnostico de
la ICD (VIDAS® C. difficile Toxin A&B, bioMerieux, Marcy, I'Etoile, Francia).
Detecta TcdA y TcdB en las muestras de heces y por ser una prueba
automatizada reduce el tiempo de trabajo con respecto a los EIA de placa. Al
comparar con el cultivo toxigénico, su respectivos valores de sensibilidad y
especificidad fueron del 63,3 y 96,7 %°.

Glutamato deshidrogenasa (GDH)

La deteccion de la enzima GDH para el diagnéstico de la ICD presenta
un elevado nivel de sensibilidad ya que se encuentra en todos los aislamientos
de C. difficile productores o no de toxinas. Este hecho junto a su reactividad
antigénica cruzada con la GDH de C. sordelli afectan a la especificidad del
diagndstico, por lo cual un resultado positivo se debe confirmar con una prueba
especifica. No obstante debido a su elevado VPN es una determinacién
adecuada para descartar las muestras de pacientes sin ICD y asi evitar

procesamientos y tratamientos innecesarios. Se utiliza para tamizaje y esta
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incorporada a los algoritmos diagndsticos. La prueba se realiza con equipos
comerciales, los cuales dan resultados en pocos minutos.

En la actualidad, en nuestro pais se dispone de un equipo de
enzimoinmunoanalisis de membrana (C.DIFF QUIK CHEK COMPLETE®.
TECHLAB®. Alere International Limited, Ballybrit, Galway, Irlanda), el cual
detecta en forma simultanea GDH, TcdA y TcdB. Existen otros equipos
comerciales para la sola detecciéon de GDH, entre ellos uno de EIA que aplica
fluorescencia (VIDAS® C. difficile GDH. bioMérieux, Marcy, I'Etoile, Francia), o
un EIA de membrana (C.DIFF QUIK CHEK). EIA en placa con policubetas
(C.DIFF CHEK-60TECHLAB®. Alere International Limited, Ballybrit, Galway,
Irlanda). Los equipos de EIA son similares en sensibilidad y VPN por lo cual se
podrian aplicar a los algoritmos diagnésticos con eficacia equivalente %29
Cultivo

La metodologia y los medios requeridos para el cultivo de C. difficile se
trataron con anterioridad en este capitulo. El aislamiento de C. difficile es un
método muy sensible, pero muy laborioso y requiere personal entrenado.
Ademas, el aislamiento y la identificacion no diferencian cepas productoras de
no productoras de toxinas, por lo cual la especificidad del cultivo solamente es

muy baja y no resulta adecuado para el diagnéstico de la ICD.

Cultivo toxigénico

El cultivo toxigénico se considera en la actualidad el método de
referencia. Se basa en el aislamiento del microorganismo y la determinacion
de su toxigenicidad, hecho que incrementa la especificidad diagndstica del

cultivo. Alcanza una sensibilidad del 89-100 % y una especificidad del 84-99 %.
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Sus desventajas son la necesidad de personal entrenado y de un tiempo de
procesamiento prolongado, nunca menor de 48-72 h, por lo cual no se
recomienda para el diagnoéstico clinico de rutina. Ademas, aun no se establecio
cual es el mejor método para detectar las toxinas en los aislamientos. A pesar
de estos inconvenietes es indispensable para estudios epidemiolégicos y de
sensibilidad a los antibidticos; ademas, ante casos de pacientes con clinica y
antecedentes epidemioldgicos compatibles con ICD pero, sin diagnostico a
través de las pruebas rapidas, este método resulta una herramienta
uti|10’17'20’30'83.

Métodos moleculares

Las técnicas moleculares, esenciales para los estudios epidemiolégicos,
son también herramientas importantes para el diagnéstico.

La deteccion del gen tcdB en materia fecal es Util para el diagndstico de
la ICD. Es una técnica rapida (2 horas), sensible y puede ayudar a definir
algunos diagnosticos.La amplificacion de acidos nucleicos aplicada al
diagnéstico de la ICD busca identificar cepas de C. difficile toxigénico. Se basa
en la deteccidén de genes presentes en el PaLoc (tcdA, tcdB, tcdC) y se puede
incluir otro gen cromosomico externo. Si bien son protocolos de rapida
resolucién y buena sensibilidad, no diferencian infeccion de colonizacién ya que
detectan los genes y no las toxinas liberadas. Ante la falta de especificidad
surgen problemas relacionados con la necesidad de tratamiento y el
aislamiento de los pacientes. Este inconveniente se plantea con mayor énfasis
en la poblacion pediatrica, en la cual la taza de colonizacién asintomatica es
alta®®. Con el fin de mejorar la especificidad se deben utilizar en conjunto con

un EIA para detectar toxinas en materia fecal. Su incorporacién a los
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algoritmos puede mejorar la sensibilidad diagnéstica, en particular en los casos
de muestras con GDH positiva, pero sin toxinas detectadas.

La amplificacion de &acidos nucleicos directa sobre materia fecal se
puede realizar con métodos artesanales o comerciales.

Las técnicas de PCR in house aplicadas a muestras fecales presentan
una buena sensibilidad y especificidad y en general, tienen al gen tcdB como
blanco de amplificacion. No obstante, hay resultados contrapuestos en
referencia a la sensibilidad, la cual varia entre el 63 y el 100 %>’ segun el
meétodo de extraccion de ADN empleado. La presencia de nucleasas en las
muestras fecales, asi como la variabilidad del gen tcdB también pueden afectar
la sensibilidad de la prueba. Es por eso que se deberian agregar la busqueda
de gluD y de otros genes conservados, ademas de métodos complementarios
para aumentar la especificidad. Los métodos artesanales tienen como
inconveniente adicional su falta de estandarizacion'®°%°"%4,

Los meétodos comerciales se desarrollaron para salvar este
inconveniente. Existe una variedad de productos de diferentes marcas con
elevados valores de sensibilidad y especificidad. Entre ellos se puede destacar
el equipo Xpert C. difficile Epi assay (Cepheid Inc., Sunnyvale, EE.UU.) Esta
PCR en tiempo real detecta tcdB, los genes que codifican la toxina binaria (cdt)
y también una delecion del nucleotido 117 del gen tcdC (A117). Todos estos
datos se pueden emplear como marcadores en la identificaciébn presuntiva de
las cepas hipervirulentas de C. difficile pertenecientes al RT 027 (toxinotipo llI,
ST-1, BI/NAP1). Su rango de sensibilidad es del 94,4 al 100 %, la especificidad
varia entre el 93 y el 99 %, el VPN entre el 99,3 y el 100 %, y el VPP entre el

78,9y el 94,7 %. También se encuentran disponibles Gene Ohm y Max (Becton
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Dickinson, Sparks, MD, EE.UU.), Illlumigene (Meridian Bioscience, Inc.,
Cincinnati, EE.UU.) y ProDesse ProGastro CD (Hologic, Inc. San Diego,
EE.UU.), entre otros*®%°2,

La heterogeneidad genética de este microorganismo es de gran utilidad
para los estudios epidemiologicos. Dentro de los métodos mas utilizados se
mencionan: ribotipificacion, electroforesis de campos pulsados [pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE)], REA, toxinotipificacién, andlisis del polimorfismo de
longitud de fragmentos amplificados [Amplified fragment length polymorphism
(AFLP)] y analisis de repeticiones en tandem de numero variable en multiples
locus [Multiple locus variable-number tandem repeat analysis (MLVA)]*.
Algoritmos

Los diagramas de flujo aplicados al diagndstico de la ICD combinan en
forma secuencial las distintas metodologias aplicadas a fin de optimizar la
combinacion de los resultados. Con el fin de lograr una adecuada sensibilidad y
especificidad global se recomienda el empleo de al menos dos metodologias.
En las figuras 6 y 7 se muestran diagramas de flujo con los métodos

diagnésticos descritos con anterioridad*%9%°.

Sensibilidad a los antimicrobianos

Clostridium spp. son sensibles a cloranfenicol y a los B-lactamicos
combinados con inhibidores de (B-lactamasas. La resistencia a imipenem (IMI),
MTZ y vancomicina (VAN) es excepcional, mientras que la actividad de
cefalosporinas, tetraciclinas y CLI es variable.

La penicilina (PEN) es activa frente a la mayoria de las cepas®, pero C.
ramosum, C. butyricum y C. clostridioforme pueden producir B-lactamasas

inducibles y los aislamientos que lo hagan deben ser considerados resistentes
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a PEN y ampicilina. En el caso de C. butyricum se trata de una penicilinasa,
mientras que C. clostridioforme y C. ramosum producen [-lactamasas de
amplio espectro®. La cefoxitina, cefalosporina con actividad frente a
anaerobios, es relativamente inactiva frente a la mayoria de los clostridios con
excepcion de C. perfringens™.

Varias especies de Clostridium son resistentes a CLI, en especial C.
difficile, alrededor del 20 % de C. ramosum y un pequefio porcentaje de C.
perfringens®>3. Otras especies que pueden presentar resistencia a CLI son C.
tertium, C. subterminale, C. butyricum, C. sporogenes y C. innocuum?.

Entre las especies de Clostridium, un mecanismo poco conocido o
subestimado es la emergencia de resistencia a glucopéptidos y antibidticos
relacionados, asi como a MTZ?. La resistencia a MTZ se detecté en algunas
cepas de C. perfringens y C. difficile. En esta Ultima especie reviste caracter de
transitoria y heterogénea y podria revertir con los sucesivos repiques y la
conservacién. En un hospital de Buenos Aires se detectd sensibilidad
disminuida a MTZ en dos aislamientos de C. difficile los cuales habian sido
conservados a -20 °C, pero los mismos no fueron toxigénicos*®*. La presencia
del gen nimB en bacterias anaerobias se asocia ala resistencia a MTZ y se
encontré en aislamientos de C. bifermentans®. Este gen puede estar presente
en cepas sensibles a MTZ, por lo cual éstas podrian actuar como un reservorio
para la transmision del mismo.

C. ramosum y C. innocuum presentan resistencia natural a VAN. C.
clostridioforme expresa resistencia a teicoplanina en bajo nivel y la mayoria de
las cepas son resistentes a daptomicina, pero VAN mantiene un elevado nivel

de actividad®.
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C. perfringens en general es sensible a la mayoria de los antibiéticos®=>.
C. difficile presenta un elevado nivel de resistencia a los antibidticos. La
actividad de PEN vy otras cefalosporinas es muy variable; se describe
resistencia o sensibilidad disminuida a IMI y mas de la mitad de los
aislamientos son resistentes a CLI?****® Las cepas hipervirulentas de C.
difficle B1/NAP1/027 son resistentes a moxifloxacina, aunque esta

caracteristica también se hall6 en cepas de otros ribotipos®.
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Tabla 1. Toxinotipos de Clostridium perfringens segun la toxina mayor

secretada

Tipo Toxina mayor

Alfa Beta Epsilon lota

A+ - - -
B + + + -
C + + - -
D + - + -
E + - - +

133



Tabla 2. Toxinas menores de Clostridium perfringens y su actividad enzimética

Toxina Actividad
Theta Hemolisina
Kappa Colagenasa, gelatinasa
Mu Hialuronidasa
Nu DNasa
Lambda Proteasa
Neuraminidasas Sialidasas
Gamma Hemolisina
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Tabla 3. Toxinas de Clostridium novyi y Clostridium haemolyticum

Microorganismo

C. novyi tipo A
C. novyi tipo B
C. novyi tipo C

C. haemolyticum

Toxinas
Alfa Beta
+
+++
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Tabla 4. Toxinas producidas por Clostridium perfringens. Genes codificantes y

su ubicacion
Toxina Gen Ubicacion
Alfa plc Cromosoma
Beta 1 cpbl Plasmido
Beta2 cpb2 Plasmido
Epsilon etx Plasmido
lota (la) lap Plasmido
lota (Ib) Ibp Plasmido
Enterotoxina cpe Cromosoma/plasmido
Gamma - -
Theta pfoA Cromosoma
Lambda lam Plasmido
Mu nagh Cromosoma
Nu - -
Kappa colA Cromosoma
Neuraminidasa nanH, nanl Cromosoma
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Tabla 5. Caracteristicas de los grupos de Clostridium botulinum

Actividad Temperatura Producion  Fermentacion
Grupo Toxinas proteolitica Optima de de lipasa de glucosa

desarrollo (°C)

I AB,F + 35-40 + +
Il B,E,F . 18- 25 + +
[l CbD - 40 + +
v G + 37 - -
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Tabla 6. Caracteristicas de las especies de Clostridium de importancia clinica

Especie Esporos o Fermentacion de
. 2 ¢ g 3
c c cs c S
c © 0o 2 ) ®0 5 8 © o 0 @ @ @
= @®© © 1] — @® 2] 0
e 8 S g 2 c g w 2 c 8o a 2 -8 8 v o © o 8 © g o -
o 9 o 2R E @ 5 ©35 2% o & © B £ £ € 2 2 g © & v g
f 5 535 &8 €8 528835 © 8 2 § 5 & 8 @ 2 § § & £
- O I 4 O £ ToXxe O <« O L 40 =2 = = =Z xx o o X O
-Gal+
* - - - - + \ - + VvV o- vV o+ - + Sb Sb Vv + + Oé((;;:ll-r
C. aldenense
Rham-
C. argentinense SD ST - + - - - - - - - - - - - - - - - - - -
C. baratii SD ST - - + - - + +7 o+ - + + wt ow't - + - oW o+ o+ -
C. bifermentans O ST - + + -+ o+ - + - - WY W - Y - - - - U -
C. bolteae SD ST - - - - - - - + + SD + - + - + SD - - + + pBNag-
C. botulinum
Tipo A, B, F O ST - + - + - + - +° - -ow L "W - - - - - - -
Tipo B, E, F O ST - + - + - - - + W - Wy W Wy .
Tipo C, D O T - + -+ 7 - - + - - v - v -y Yy
C. butyricum O ST - - - - - + - + O+ o+ 4+ 4+ W 4w W W
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Tabla 6. Continuacion

C

O

O o o o o O O

. cadaveris
. carnis

. chauvoei

. citroniae

. Clostridioforme
. difficile

. glycolicum

. haemolyticum
. hastiforme™

. hathewayi

. histolyticum

. indolis

O

SD

SD

SD

SD

SD

T
ST

ST

ST

ST'
ST

ST

ST

ST

SD

BNag -
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Tabla 6. Continuacion

C
C
C
C
C
C
C
C.
C
C
C
C
C
C
C

. innocuum
. limosum
. hovyi A

. hovyi B

. perfringens

. putrificum
ramosum

. septicum

. sordellii

. Sphenoides

. Sporogenes

. Subterminale
. Symbiosum

. tertium

O T

O ST
O ST
O ST

. paraputrificum SD T°ST

O ST
o) T ST
O T
O ST
O ST
R ST’
O ST
O ST

SD ST
o T

140

Pro-

U+

ADNsa+



Tabla 6. Continuacion

C. tetani R T - + - Wy - - - - - - - - - - _ _ - - -

O: ovalado; T: terminal; ST: subterminal; +: reaccion positiva; -: reaccion negativa; v: variable; w: débil; SD: sin dato. U: ureasa; Pro: prolina
aminopeptidasa; L: lactosa; B—NAG: beta-N-acetilglucosaminidasa.
*:bacilos gram negativos en general no esporulados; **: en la actualidad, Tissierella praeacuta; ***: en la actualidad, Hungatella hathewayi.
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Figura 1. Bacilos Gram positivos esporulados. Clostridium spp.

‘ Crecimiento aerdbico |
|
+* |
Clostrichium sp
(C. camnis,
C. histolyticum,
C. tertium)

Clostridium sp

| GIucong’Gelatina |
GlucosalGelatina ‘ ‘ |

| ++ +- -1+

I+ +/-
C. histolytictim Clostridium sp
(C. carnis,
C. tertiumnm)

| Figura 2 Figura 3 Figura 5

Reduccion
de nitrato

"
C. tertium

Clostridium sp
(C. carnis,
C. tertium)

Xilosa
| |

N -
C. tertitm Clostridhium sp
(C. carnis**,
C. tertium)

Referencias:
* Desarrollo de colonias mas pequefias que en anaerobiosis y catalasa negativa.
**: Infrecuente en materiales clinicos.
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Figura 2. Clostridium spp. sacaroliticos y proteoliticos.

Lecitinasa

Lactosa
Indol |
+ i
|
Sacarosa Lipasa / Indol
+
+ - ——+ [ + C. haemolyticum
Lactosa C. chauvoei  C. septicum™
Ureasa —— +{ - C. sporogenes
+ b — -I+ C. cadaveris
C. perfringens  C. novyi I _f_
+
- Fructosa
C. sardellii Lipasa
+ " e
Maltosa + C. difficile C. putrificum

C. novyitipp A C. novyitipo B

+

C. sordellii &
C. bifermentans

Referencias:

Indol: produccién de indol. Lactosa, Maltosa, Sacarosa y Fructosa: reaccion de
fermentacion del carbohidrato correspondiente. d-: débil o negativo. *: C. sepficum con
frecuencia forma “swarming” sobre los medios de cultivo solidos.
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Figura 3. Clostridium spp. Sacaroliticos, no proteoliticos.

Lecitinasa
| |
+ -

C. baratii |

+ -
Clostridium sp. |
(C. indolis/C. sphenaides)

Sacarosa

+
| Clostridium sp.

(C. glycolicum!C. symbiosum)

Maltosa
|

" ) _
| C. innocuum | ‘
+ -

Lactosa C. glycolicum  Clostrichium sp.

| (C. glycolicum/

N A C. symbiosum)
Clostrichium sp. C. bolteae ‘

(C. butyricum Lactosa, Arabinosa

C. clostridioforme o hr'ianosa

C. hathewayi
C. paraputrificum | |
C. ramosum) +

C. symbiosum  ciostridium sp.
- - (C. glycolicum/
C. symbiosum)

Referencias:

Indol: produccion de indol.

Sacarosa, Maltosa, Xilosa, Lactosa, Arabinosa, Manosa: reaccion de fermentacion del
carbohidrato correspondiente.

144



Figura 4. Clostridium spp. sacaroliticos, no proteoliticos. Lecitinasa e indol negativos,
fermentadores de sacarosa, maltosa y lactosa.

Xilosa

+ -
Clostridium sp. Clostridium sp.
(C. butyricum (C. paraputrificum/C. ramosum)

C. clostridioforme |
C. hathewayi
C. ramosum) Nitrato

| N _
Ribosa C. paraputrificum Clostrichum sp.
(C. paraputrificum
‘ ‘ C. ramosum)
Clostridium sp. |
(C. clostridioforme Manitol

+ C. ramosum) | |
| . :
Manitol Arabinosa Clostridium sp. C. ramosum
I (C. paraputrificum
+ C. ramosum)

C. clostridioforme

C. ramosum
. butyricum

-+ -
Clastridium sp. Clostridium sp.
(C. butyricum (C. butyricum
C. ramosum)  C. clostridiofarme
C. hathewayi
C. ramosum)

Arabinosa

+

C. butyricum ¢ putyricum
C. ramosum

Referencias:
Indol: produccion de indol. Nitrato: reduccion de nitrato a nitrito.
Ribosa, Manitol, Arabinosa: reaccion de fermentacion del carbohidrato correspondiente.
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Figura 5. Clostridium spp. proteoliticos, no sacaroliticos.

Indol

Morfologia celular y
motilidad compatibles

Lecitinasa

+
C. tetani

Referencias:

+
C. Limosum /
C. subterminale

Nitrato

+ -

~ C. hastiforme ~ Clostridium sp.

(C. argentinense,
C. hastiforme,
C. subterminale,
C. tetam)

Indol: produccién de indol. Nitrato: reduccion de nitrato a nitrito. Morfologia celular
compatible con C. tetanr: bacilo grampositivo con esporas redondas, terminales
deformantes, aspecto de palillo de fésforo o de tambor. Motilidad tipo “swarming” que

cubre la placa con homogeneidad.
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Figura 6. Diagrama de flujo para el diagndstico de Clostridium difficile |

GDH/Toxinas
en Materia fecal

+/+ +/- -
Se informa toxina/s: Se realiza prueba Se informa toxina/s:
positivo confirmatoria: negativo
Se confirma PCR, Citotoxicidad o |  |Final del procedimiento
diagnéstico de ICD Cultivo toxigénico diagnéstico
]
| ]
+ -
1 |
Se informa toxina/s: Se informa toxina/s:
positivo negativo
Se confirma IFinal del procedimiento
diagnéstico de ICD diagnostico
Referencias. GDH: glutamato deshidrogenasa, +: reaccién positiva, -: reaccion

negativa, ICD: infeccion por Clostridium difficile.
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Figura 7. Diagrama de flujo para el diagndstico de Clostridium difficile I

Toxina/s en
Materia fecal

Se informa toxina/s:
positivo

Se confirma diagnéstico
de ICD

Se realiza prueba
confirmatoria:
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+

Se informa toxina/s:
positivo

Se confirma diagnéstico
de ICD

Se informa toxina/s:
negativo

Final del procedimiento
diagndstico

Referencias.+: reaccion positiva, -: reaccion negativa,lCD: Infeccion por Clostridium

difficile.
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Aspectos taxonomicos

Los bacilos gram positivos anaerobios no esporulados (BGPANE)
comprenden multiples géneros ubicados taxondmicamente en los phyla
Actinobacteria y Firmicutes'®. El phylum Actinobacteria incluye a las familias
Actinomycetaceae, Bifidobacteriaceae, Coriobacteriaceae y
Propionibacteriaceae™®.

La familia Actinomycetaceae esta compuesta por el género Actinomyces
y otros tres géneros clinicamente relevantes: Actinobaculum, Mobiluncus y
Varibaculum. Los organismos que los constituyen son de morfologia variable,
anaerobios estrictos y aerotolerantes.

Actinomyces incluye especies clasicamente asociaciadas a procesos
infecciosos. En la actualidad (julio 2014), el género cuenta con 42 especies de
las cuales 25 son de interés clinico en humanos®®®. Solamente Actinomyces
dentalis, Actinomyces hongkongensis y Actinomyces israelii son especies
anaerobias estrictas; Actinomyces cardiffensis, Actinomyces meyeri y
Actinomyces nasicola son especies aerotolerantes que desarrollan mucho
mejor en anaerobiosis y, por lo tanto, se estudian en esas condiciones'® ©
66, 147.175 "E| resto de las especies son anaerobias facultativas y se estudian
como tales (tabla 3). Actinomyces massiliensis es una de las nuevas especies
descritas del género, junto a Actinomyces johnsonii y Actinomyces oris; estas
altimas, previamente identificadas como genoespecies de Actinomyces
naeslundii, habitan la cavidad oral. Actinomyces neuii, una especie poco
relacionada con Actinomyces sensu stricto, se propondria para un nuevo

génerol43’ 169

150



El género Actinobaculum incluye a las especies Actinobaculum
massiliense, Actinobaculum schaalii y Actinobaculum urinale, todas de interés
clinico en humanos, y a Actinobaculum suis -especie tipo- de interés
veterinario. Son organismos anaerobios facultativos, con la excepcion de A.
urinale, que requiere de atmosfera anaerobia, pero solamente para el
aislamiento primario; luego, con los repigues sucesivos se lo puede seguir
estudiando en atmédsfera enriquecida en CO, (tabla 1)%* *°.

El género Mobiluncus contiene a las especies Mobiluncus curtisii (M.
curtisii subsp. curtisii y M. curtisii subsp. holmesii) y Mobiluncus mulieris; son
bacilos anaerobios estrictos y méviles™?.

Varibaculum posee una sola especie, Varibaculum cambriense, y esta
filogenéticamente relacionado con Mobiluncus ®’.

Bifidobacterium incluye 42 especies de las cuales 12 son de interés en
humanos; junto con los géneros relacionados Alloscardovia, Parascardovia y
Scardovia son bacilos gram positivos pleomorficos, anaerobios 'y
microaerofilicos que pertenecen a la familia Bifidobacteriaceae 8 8319,

En la familia Coriobacteriaceae se encuentran los siguientes géneros de
interés clinico en humanos: Atopobium, Olsenella, Eggerthella, Collinsella,

Slackia, Cryptobacterium, Adlercreutzia y Gordonibacter 2+ 3% 84 8. 87, 89, 114, 120

167, 177

El género Atopobium esta constituido por cinco especies. Atopobium
minutum (anteriormente Lactobacillus minutus), Atopobium parvulum
(Streptococcus parvulus) y Atopobium rimae (Latobacillus rimae) son especies
de interés clinico en humanos y anaerobias estrictas. Atopobium vaginae es la

especie capndfila aislada de la vagina humana y Atopobium fossor
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(Eubacterium fossor) es anaerobia estricta, pero asociada a patologia
veterinaria®” %,

Olsenella es microbiota residente de la cavidad oral. Las dos especies
clinicamente significativas son Olsenella uli (anteriormente Lactobacillus uli) y
Olsenella profusa; Olsenella umbonata es de interés veterinario®.

El género Eggerthella incluye solo dos especies que son anaerobias
estrictas, Eggerthella lenta y Eggerthella sinensis®; la especie Eggerthella
hongkongensis fue clasificada en un nuevo género, Paraeggerthella’’’. E.
lenta, Collinsella aerofaciens y Slackia exigua pertenecian al género
Eubacterium (ubicado dentro del phylum Firmicutes), como Eubacterium
lentum, Eubacterium aerofaciens y Eubacterium exiguum, respectivamente®
167.

Adlercreutzia equolifaciens -Unica especie- fue aislada de heces de
humanos (9 cepas) y descrita en 2008 por Maruo et al. Esta filogenéticamente
relacionada con E. sinensis en la secuencia del gen 16S ARNr con un 93 % de
similitud. Son cocobacilos gram positivos dispuestos en cadenas, anaerobios
estrictos e inmoviles™**.

Gordonibacter pamelaeae, también Unica especie, fue aislada del colon
de un paciente con enfermedad de Crohn (una cepa) y descrita por
Wirdemann et al. en 2009. Esta filogenéticamente relacionada con
Paraeggerthella hongkongensis, con quien comparte un 94,6 % de identidad.
Son cocobacilos gram positivos, anaerobios estrictos y moéviles*’”.

La familia Propionibacteriaceae estd constituida por los géneros

Propionibacterium, Propioniferax y Propionimicrobium*3® >4 178,
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Propionibacterium comprende a las especies Propionibacterium
acidifaciens -la especie mas reciente- Propionibacterium acnes,
Propionibacterium avidum, Propionibacterium granulosum y Propionibacterium
propionicum. Las cinco especies son bacilos gram positivos pleomarficos,
anaerobios y aerotolerantes, aislados de materiales clinicos®® 9.

Propioniferax innocua -Unica especie- es parte de la microbiota de la
piel, y Propionimicrobium lymphophilum, también Gnica especie y anteriormente
denominada Propionibacterium, se aislé de materiales clinicos™* 2.

Por otra parte, el phylum Firmicutes incluye a las familias
Erysipelotrichaceae, Eubacteriaceae, Lachnospiraceae, Lactobacillaceae,
Peptostreptococcaceae y Ruminococcaceae™®.

La familia Erysipelotrichaceae esta constituida por los siguientes géneros
y especies: Bulleidia extructa, Catenibacterium mitsuokai, Eggerthia
catenaformis (anteriormente Lactobacillus catenaformis), Holdemania filiformis,
Solobacterium moorei y Turicibacter sanguinis, todos de interés clinico en
humanosg' 37,142, 172, 181.

Los géneros Anaerofustis (Anaerofustis stercorihominis, Unica especie),
Eubacterium (42 especies, 26 de interés clinico) y Pseudoramibacter
(Pseudoramibacter alactolyticus, Unica especie) forman parte de la familia

Eubacteriaceae’® % "

. Se destaca a Eubacterium como un género muy
heterogéneo, objeto de uno de los mayores cambios taxonémicos. Los
BGPANE no diferenciados por sus productos metabdlicos finales y pruebas
bioquimicas fueron asignados a este género. Con las técnicas de

secuenciacion del gen 16S ARNr, las especies de Eubacterium

filogenéticamente distintas de la especie tipo, Eubacterium limosum, se
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reclasificaron en nuevos géneros y especies. Sobre la base de esto,
Eubacterium alactolyticum actualmente se denomina Pseudoramibacter
alactolyticus'’*. Algunas especies de Eubacterium estan filogenéticamente
relacionadas con el género Clostridium. Asi, Eubacterium siraeum pertenece a
un grupo compartido con Clostridium leptum y Anaerotruncus colihominis, esta
Gltima especie junto con Faecalibacterium prausnitzii (anteriormente
Fusobacterium prausnitzii) pertenecen a la familia Ruminococcaceae® !%°. Esta
familia incluye 14 géneros de los cuales solamente dos, Anaerotruncus y
Faecalibacterium (con A. colihominis y F. prausnitzii como Unicas especies,
respectivamente), colonizan el colon humano'®.

Eubacterium tenue y Eubacterium yurii pertenecen a uno de los clusters
clostridiales. A su vez, E. yurii esta relacionado con el género Filifactor, cuya
especie Filifactor alocis (previamente Fusobacterium alocis) pertenece a la
familia Peptostreptococcaceae. Esta ultima familia esta constituida por cinco
géneros. Solo Filifactor esun BGPANE relacionado con patologia en humanos
gue comprende a dos especies, y una de ellas, Filifactor alocis, esta asociada a

abscesos por mordeduras de gatos y a casos de gingivitis y periodontitis®® 8%

108, 168'

Recientemente, Eubacterium hadrum fue reclasificado como
Anaerostipes hadrus. Junto con Anaerostipes caccae forman parte de la familia
Lachnospiraceae® **°. La misma familia incluye, ademas, a los géneros Dorea,
Lactonifactor, Marvinbryantia  (anteriormente Bryantella), Moryella,
Oribacterium, Roseburia, Shuttleworthia y Stomatobaculum - la inclusion mas

reciente - todos microorganismos de interés en humanos*® 17+ 22 3% 39,146,159, 174
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El género Lactobacillus pertenece a la familia Lactobacillaceae y
comprende mas de 150 especies de bacilos gram positivos no esporulados,
sacaroliticos, que presentan distintas vias metabdlicas. Parte de los cambios
taxonomicos dentro de este género que operaron a partir de los analisis de
secuenciacion del gen 16S ARNr fueron enunciados en los parrafos
anteriores® 8,

Hasta el momento, tres géneros de los BGPANE se encuentran fuera de
las familias consideradas en el phylum Firmicutes. Catabacter hongkongensis -
Gnica especie- ha sido aislada de hemocultivos y esta propuesta para la familia
Catabacteriaceae (nombre atn no validado)®. Flavonifractor plautii proviene de
la combinacién de Eubacterium plautii y Clostridium orbiscindens®. Por (ltimo,
el género Mogibacterium estd constituido por cinco especies asociadas a
infecciones orales; estas son dificiles de diferenciar por los métodos
fenotipicos convencionales'®!. Una de las especies, Mogibacterium timidum,
anteriormente se denominaba Eubacterium timidum®*?.

Para una descripcion taxonémica mas exhaustiva se sugiere consultar la List
of Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature (LPSN) disponible en

http://www.bacterio.net'*®

. Las especies de BGPANE de interés clinico se
enumeran en el capitulo "Cultivo e identificacibn de microorganismos

anaerobios" (tabla 2) y en las tablas 1 a 7 de este capitulo.

Habitat

Losorganismos pertenecientes a este grupo de bacterias anaerobias

son, principalmente, parte de la microbiota comensal de la piel, de la cavidad
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oral, de las mucosas del tracto digestivo humano y animal y del tracto
urogenital*®®.

Algunos miembros del grupo también residen fuera de estos habitats
bioldgicos; tal es el caso de las especies del género Bifidobacterium que estan
asociadas a productos lacteos fermentados promotores de la salud, también se
encuentran en el intestino de las abejas relacionadas con la produccion de la
miel y en aguas residuales® *°. En Lactobacillus existen especies relacionadas
tanto con productos benéficos para la salud como con carnes, bebidas, masas
y vegetales fermentados, alimentacién animal y también con aguas y suelos®.

A diferencia de las especies residentes en piel y en mucosas, las
especies clasicas de Propionibacterium, también llamadas lacticas, se
relacionan con la manufactura de quesos y probiéticos'3® 132 133,

El hébitat es desconocido en Actinobaculum spp., Varibaculum
cambriense, Atopobium vaginae, Anaerofustis stercorihominis y Moryella
indoligenes, sin embargo, por haber sido especies aisladas de diferentes
procesos infecciosos, probablemente se trate de residentes del tracto digestivo

0 genitourinario humano*® 46 64 67.99.138

Factores de virulencia

Las infecciones causadas por bacterias anaerobias son generalmente
polimicrobianas e involucran a anaerobios estrictos, anaerobios facultativos y
aerobios estrictos. Esta condicion es propia de los BGPANE, que raramente
causan infecciones por si mismos, sino como parte de procesos mixtos. A
consecuencia de esto, la epidemiologia y el potencial patogénico de los

distintos géneros de este grupo estan evaluados parcialmente. Esto se
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complejiza aun mas si sumamos el hecho de que son organismos de la
microbiota normal. En algunas especies se han detectado sustancias y
estructuras que evaden los mecanismos de defensa del huésped, las cuales
estan relacionados principalmente con la adherencia.

Las especies de Actinomyces cuyo habitat principal es la cavidad oral y
se relacionan con infecciones odontogénicas producen polimeros
extracelulares, como dextrano, levano, glucégeno y polisacaridos del slime
ricos en N-acetilglucosamina, que capacitan a la bacteria para adherirse
directamente a la superficie dental. La produccion de dichos polimeros fue
observada en Actinomyces viscosus sensu stricto y Actinomyces naeslundii
sensu lato*. Las fimbrias, también producidas por especies de este género,
intervienen en procesos de fijacion y coagregacion interbacteriana. Estos
mecanismos fueron observados entre especies orales de Actinomyces, como
Actinomyces israelii, A. naeslundii, Actinomyces odontolyticus o A. viscosus, y
en otras especies de la cavidad oral como Streptococcus sanguinis,
Capnocytophaga gingivalis, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia y
Prevotella loescheii®,

La adherencia como primer paso en la infeccién también fue observada
en Mobiluncus. La produccion de glicocalix seria responsable de la adhesion de
Mobiluncus a las células epiteliales vaginales; la adherencia de las dos
especies del género se incrementa con el aumento del pH*®3.

Las infecciones debidas a Propionibacterium acnes relacionadas con
dispositivos médicos como prétesis articulares, valvulas cardiacas, catéteres
intravasculares y derivaciones del sistema nervioso central (SNC) estan ligadas

a la capacidad de formacion de biofilm. A su vez, se observo que las células

157



sésiles —organismos crecidos en la intimidad del biofilm— eran mas resistentes
que las células planctonicas frente a la accién de los antimicrobianos® 19 3°,
En los distintos aislamientos de P. acnes debe considerarse, ademas, la
capacidad de este microorganismo de producir factores de virulencia
probables. Estos factores estan asociados con la expresion de proteinas de
superficie inmunogénicas y el consiguiente rol del organismo en la respuesta
inflamatoria’®. P. acnes es el microorganismo prevalente asociado al acné
juvenil o acné vulgaris, que afecta hasta el 85 % de los adolescentes. Se ha
visto que estas cepas producen sialidasas, neuraminidasas, lipasas y
endoglucoceramidasas, factores que contribuyen a la formacion de poros, etc.,
es decir, productos involucrados en la degradacion de las células del
hospedero®®?.

Los flagelos —estructuras proteicas globulares de flagelina presentes en
las bacterias méviles en general—- constituyen elementos de locomocion que les
permiten a los organismos desplazarse por superficies humedas y secas. La
naturaleza proteica confiere a los flagelos un caracter inmunogénico
importante; estos contribuyen a la capacidad invasora de las bacterias moviles.
Se recuerda que entre los BGPANE son moviles los géneros Catabacter,
Gordonibacter, Mobiluncus, Oribacterium y Roseburia; también lo son la
especie E. yurii, cepas de E. rectale y E. tenue, cepas de Flavonifractor plautii y
especies de Lactobacillus®® 17 69 78. 96,155, 168, 177

Los BGPANE participan, mayormente, de procesos infecciosos
polimicrobianos. La coexistencia con la microflora aerobia conlleva una

situaciéon de sinergismo: en el sitio de la infeccion las bacterias aerobias

consumen el oxigeno, es decir, se promueven condiciones apropiadas para el

158



desarrollo de los anaerobios, los cuales a su vez, expresan las sustancias que

funcionan como factores de virulencia®.

Impacto clinico

Los BGPANE incluyen a bacterias anaerobias estrictas y aerotolerantes
que forman parte de la microbiota habitual de las superficies mucosas de la
cavidad oral, tractos digestivo y urogenital y de la piel. Los miembros de este
grupo tan diverso comparten la caracteristica de ser poco virulentos, de tener
escaso poder patogénico y de producir infecciones oportunistas. Cuando son
agentes causales rara vez actuan solos, sino como parte de infecciones
polimicrobianas. En estos casos, la propia microflora del hospedero es el origen
mas frecuente, por lo tanto, los roles de las especies individuales y su papel

especifico en la enfermedad son dificiles de determinar® 98 159,

Actinomyces y organismos relacionados

La actinomicosis es una infeccibn enddgena granulomatosa cronica
producida por especies de Actinomyces (especialmente Actinomyces israelii,
Actinomyces gerencseriae y Actinomyces gravenitzii) y por Propionibacterium
propionicum. Se caracteriza por la formacion de lesiones granulomatosas v,
segun los organos que estas afectan, se clasifica en cervicofacial, toracica y
abdomino-pélvica, estas tres formas de actinomicosis representan la mayoria
de los casos®. La actinomicosis cervicofacial se presenta en los individuos que
fueron sometidos a algun procedimiento dental invasivo no tratado o a un
traumatismo bucal. En las secreciones de la lesién actinomicotica, que puede
fistulizar y comprometer la mucosa yugal y la mandibula, se observan

particulas macroscoépicas llamadas “granulos de azufre” por su aspecto
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amarillento; estdn formadas por acumulos de Actinomyces -bacilos
ramificados— y distintas especies de la cavidad oral®**. La actinomicosis
toracica se produce por aspiracion de los microorganismos del tracto
respiratorio superior y de la boca y afecta principalmente a los pulmones; la
abdominal tiene lugar en pacientes sometidos a cirugia digestiva o por
perforacion intestinal y la pélvica es una variante poco frecuente de la
enfermedad que se presenta en mujeres que utilizan dispositivo intrauterino
(DIU)® 17 varibaculum cambriense —(nica especie del género— también se ha
aislado de infecciones genitales asociadas con DIU®’.

Las actinomicosis del SNC son infrecuentes y se desarrollan por
diseminacion hematogena desde tejidos distales o por lesiones contiguas
cervicofaciales.

Otras infecciones que caracterizan a las especies de Actinomyces se
vinculan con su habitat natural, la cavidad oral, donde colonizan la superficie de
los dientes y de la mucosa, interaccionan con otros organismos y forman la
placa dental. Los procesos asociados con esta dinamica son caries dentales,
infecciones endododnticas, infecciones asociadas a implantes y abscesos
odontogénicos, entre otras, asi como lesiones por osteorradionecrosis®® ® 3,
En un estudio sobre la etiologia de las caries dentales en nifios y adultos
jovenes,Aas et al. detectaron 197 especies, de las cuales el 60 % eran no
cultivables. En los individuos con Streptococcus mutans, las especies
acompafantes prevalentes eran Atopobium, Propionibacterium y Lactobacillus.
En los sujetos sin S. mutans predominaron Lactobacillus spp. y Bifidobacterium

dentium. Las especies de Actinomyces Yy estreptococos no S. mutans
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predominaron en los estadios iniciales de formacion de las caries, mientras que
S. mutans, durante la etapa de cronicidad®.

Las especies orales de Actinomyces, a su vez, pueden ser la causa de
bacteriemias asociadas a procedimientos dentarios™*.

En los pacientes con pericarditis, Actinomyces spp. son las bacterias
anaerobias predominantes; A. israeli y A. meyeri fueron las especies
prevalentes en los casos estudiados™?.

En las infecciones por mordeduras de humanos o animales se aislan
distintos organismos, tanto aerobios como anaerobios provenientes de la
cavidad oral, y los agentes responsables, a diferencia de lo que ocurre en otros
procesos, son parte de la microbiota comensal de otros individuos, no de la
propia. A. israelii, A. meyeri, A. naeslundi y A. viscosus son las especies
encontradas con mayor frecuencia® 1 1%,

A partir de la herida infectada se pueden producir complicaciones
infrecuentes, pero de gravedad, como infecciones 6seas y articulares™. Una
especie aislada con muy poca frecuencia, tal vez subdiagnosticada, es A.
hongkongensis. Ha sido asociada a actinomicosis pélvica en dos mujeres

adultas con antecedentes de uso de DIU y sin este®® *"°.

Mobiluncus

Las especies de Mobiluncus constituyen parte de la microbiota de la
vagina humana y estan significativamente asociadas a la vaginosis bacteriana
(VB), aunque su rol preciso en la etiopatogenia de esta entidad no ha sido
determinado aun. La observacién microscépica en los exudados vaginales de

bacilos curvos y moviles atribuibles a Mobiluncus spp. se considera uno de los
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marcadores de la enfermedad™?® ***. Tanto en las mujeres sanas como en las
afectadas por VB han sido identificadas distintas especies de Mobiluncus.
Mobiluncus curtisii aparece como la especie prevalente en las mujeres con VB
con respecto a las sanas, lo cual sugiere que la especie M. curtisii puede ser
m&s patogénica que Mobiluncus mulieris’*. Asimismo, en otro estudio se
observd que la persistencia de M. curtisii en el ecosistema vaginal estuvo
altamente relacionada con la recurrencia de la VB posfinalizacion de la terapia
antibidtica con metronidazol, aunque se debe considerar que M. curtisii es
resistente in vitro a este antimicrobiano'*’. La presencia de VB y los multiples
microorganismos relacionados (hasta 35 especies) influyeron significativamente
en el parto prematuro de 499 gestantes estudiadas entre las semanas 17 a 23.
Las especies de Mobiluncus, Atopobium y Mycoplasma,entre otras, estuvieron
significativamente relacionadas con los partos prematuros>".

En los dUltimos afios se han informado casos relacionados con
enfermedades extragenitales que involucran a las especies del género
Mobiluncus. M. curtisii fue aislado a partir de una botella anaerdbica de
hemocultivo en el quinto dia de incubacion, de un paciente con antecedentes

de colitis ulcerosa y diagnéstico de hemorragia cerebral*.

Propionibacterium

Los miembros de este género estan presentes en la piel humana y
colonizan areas como la boca, el tracto genitourinario y el intestino grueso; por
esta distribucién pueden ocasionar infecciones oportunistas en distintas zonas
del cuerpo. La especie mas reciente, P. acidifaciens, ha sido aislada de la

cavidad oral y est4 asociada a caries dentales en humanos*®. P. acnes es el
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principal comensal de la piel humana y juega un rol importante en el
mantenimiento de su salud, dado que inhibe la colonizacién e invasion de
microorganismos de patogenicidad reconocida como Staphylococcus aureus y
Streptococcus pyogenes, entre otros. Es responsable de la hidrélisis de los
triglicéridos presentes en el sebo que lubrica la piel y los pelos, con la
consiguiente liberacion de  &cidos grasos, los que contribuyen con la
disminucién del pH. P. acnes se adhiere alos &cidos grasos libres y esto,
probablemente, le permita colonizar la glandula sebacea. Propionibacterium
spp. son los residentes lipofilicos de la unidad pilo-sebacea®. Pueden estar
presentes en distintos materiales clinicos y ser descartados del diagndstico al
ser considerados contaminantes o sin relevancia clinica. Esta actitud frente a
las bacterias propionicas se observa generalmente cuando se trata de
aislamientos que provienen de sangre o heridas; sin embargo, estos agentes
pueden ser causa de infecciones graves como endocarditis u osteomielitis,
sobre todo en los pacientes inmunocomprometidos®® " **°. P. acnes esta
relacionado con otras infecciones y se recuper6 de comedones de acné
vulgaris, abscesos de partes blandas, infecciones oculares, y por su capacidad
de formar biofilms, también se aisl6 de la superficie de dispositivos médicos’’.
Mediante el método de tipificacion de secuencias de loci mdltiples
[multilocus sequence typing (MLST)], McDowell et al. estudiaron cepas de P.
acnes provenientes de la piel de sujetos normales y de estados de enfermedad.
Estos autores observaron que existian diferentes linajes, clados y clusters
primariamente asociados a una y a otra condicion clinica. Asi, P. acnes tipo 1A;
se recupera principalmente de las pieles con acné; de las infecciones

oftalmicas se aislan los tipos 1Ay IA,, las cepas tipo IB y Il estan asociadas a
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las infecciones del tejido celular subcutaneo y a los dispositivos biomédicos,
mientras que el linaje tipo Il estaria principalmente asociado a las pieles sanas.
Ademas, se detectaron mutaciones en el ARNr que conferian resistencia a
antibidticos como eritromicina, clindamicina y tetraciclinas, frecuentemente
utilizados en el tratamiento de las cepas asociadas al acné juvenil, con
evidencias de diseminacién intercontinental®.

P. propionicum, que es parte de la microbiota oral, fue aislado de
infecciones oculares como la canaliculitis lagrimal. Esta reconocido, ademas,
como causa de la actinomicosis, etiologia compartida con Actinomyces spp., Y

en ocasiones, se asocio con el uso de DIU®® 176,

Atopobium y Olsenella

De las cuatro especies del género Atopobium de interés clinico, las
especies A. parvulum (previamente Streptococcus parvulus) y A. rimae
(Lactobacillus rimae) son parte de la microbiota gingival humana saludable en
algunos individuos, pero ademas, se aislaron de ciertos procesos infecciosos

odontogénicos % 26,

A. rimae se reconocié como agente responsable de un
caso de bacteriemia seguido de sepsis en humano °. A. minutum (Lactobacillus
minutus) ha sido aislado de sangre, heridas abdominales, abscesos pélvicos y
perineales; ademas, se ha comunicado en Francia en 2011 el aislamiento de
una cepa de A. minutum a partir del debridamiento de una Ulcera sacra
profunda necrosada, con resistencia a la vancomicina y sensibilidad a la
teicoplanina a expensas de la presencia del gen vanB. El cultivo era mixto e

incluia a Enterococcus faecalis y Staphylococcus aureus sensibles a la

vancomicina'®®. A. vaginae es la especie aerotolerante del género y como
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parte de la ecologia vaginal esta asociada, principalmente, con vaginosis
bacteriana, aunque Knoester et al. comunicaron un caso de sepsis asociada a
muerte fetal y aborto en una paciente en el tercer mes de embarazo, luego de
una biopsia de las vellosidades coriénicas %% *°.

Las especies de Olsenella también se encuentran principalmente
asociadas a infecciones de la cavidad oral y se detectaron en muestras
subgingivales de pacientes con enfermedad periodontal®** *?°. Olsenella profusa
se aislé en forma predominante de caries dentales, mientras que Olsenella uli,
de infecciones endodénticas™'® '¥’. Esta Gltima especie fue informada como

causa de un episodio de bacteriemia clinicamente significativa en un paciente

con enfermedad del tracto gastrointestinal®’.

Eubacterium y organismos relacionados

Antes del empleo de las técnicas moleculares para la identificacion de
los microorganismos, el género Eubacterium albergd una gran variedad de
especies fenotipicamente heterogéneas, que después fueron reclasificadas y
transferidas a distintos géneros. En la actualidad, el género incluye 42 especies
de las cuales 26 son de interés clinico. Estos microorganismos forman parte de
la microbiota de la cavidad oral y son, en su mayoria, agentes responsables de
infecciones odontogénicas.

Mediante la identificacibn molecular se logré diferenciar a las distintas
especies intervinientes en infecciones orales que habian sido asignadas
previamente a Eubacterium. Los resultados mostraron una gran diversidad
bacteriana, Mogibacterium timidum (previamente Eubacterium timidum) fue una

de las especies mas frecuentes; otros aislamientos fueron identificados como
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Mogibacterium vescum, Bulleidia extructa, Filifactor alocis (Fusobacterium
alocis), Pseudoramibacter alactolyticus  (Eubacterium  alactolyticum),
Eubacterium sulci (Fusobacterium sulci), Eubacterium saburreum vy
Eubacterium yurii®®. M. timidum y Eubacterium saphenum fueron aislados de
infecciones endodonticas; la Ultima especie nombrada y F. alocis se
encontraron involucradas en la periodontitis crénica’® %+ 28,

La mayoria de los organismos de este grupo, comensales de la cavidad
oral humana y de otros animales, se aislan generalmente en cultivo
polimicrobiano aerobio y anaerobio, a partir de heridas por mordeduras
infectadas®®® **’.

Eubacterium nodatum fue descrito como uno de los agentes de la
enfermedad periodontal. La morfologia celular y colonial de esta especie es
similar a la de Actinomyces israelii; comparte ademas con este microorganismo
su aislamiento del tracto genital femenino en infecciones asociadas al DIU"* 73,
Eubacterium tenue fue aislado en un caso de bacteriemia clinicamente

significativa en cultivo monomicrobiano en una paciente con carcinoma de

recto®’.

Eggerthella y organismos relacionados

El género Eggerthella esta constituido por solo dos especies que son
anaerobias estrictas: Eggerthella lenta (anteriormente Eubacterium lentum) y
Eggerthella sinensis. Eggerthella lenta forma parte de la microbiota endogena
del intestino humano; es un patdgeno reconocido de la cavidad abdominal y fue
60, 165' E.

aislado de distintos materiales provenientes de ese sitio anatdmico

lenta, E. sinensis y Paraeggerthella hongkongensis (anteriormente Eggerthella
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hongkongensis), especies aisladas de hemocultivos, demostraron ser agentes
etiologicos de bacteriemias clinicamente significativas con una mortalidad
relativamente elevada.La prevalencia de E. lenta y P. hongkongensis fue
similar, la edad avanzada y las enfermedades de base fueron los factores de
riesgo para la bacteriemia®’ %107 163,

Las especies Cryptobacterium curtum y Slackia exigua (previamente
Eubacterium exiguum) estan vinculadas a infecciones orales como la

periodontitis crénica®; S. exigua, a su vez, es agente etiolégico de infecciones

endodonticas’®.

Lactobacillus

Los lactobacilos (el género esta constituido por mas de 150 especies)
son una parte importante de la microbiota normal de la boca y de los tractos
gastrointestinal y genitourinario. Si bien son considerados organismos
protectores, en determinadas circunstancias pueden ser causa de
enfermedad’*®. Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus
fermentum, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus
rhamnosus y Lactobacillus ultunensis son las especies prevalentes en
infecciones en humanos™. Lactobacillus se asocia con la caries dental
avanzada, pero también produce infecciones de mayor gravedad como
bacteriemia y endocarditis, que son las mas cominmente atribuidas al género.
L. casei y L. rhamnosus son las especies mas frecuentemente asociadas a
endocarditis, suelen ser sensibles a la eritromicina y clindamicina, pero
resistentes a la vancomicina® ** ** 18 | actobacillus paracasei resistente a la

vancomicina fue agente causal de peritonitis asociada a la dialisis peritoneal
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continua ambulatoria en un paciente con tratamiento prolongado con dicha
droga, por lo cual se advierte acerca de la importancia de su basqueda.Como
asi también la de otros microorganismos resistentes a la vancomicina en las
peritonitis recurrentes y las refractarias al tratamiento con vancomicina™®.

En las ultimas dos décadas se observo un interés creciente en el
consumo de productos suplementados con especies de Lactobacillus u otros
organismos genéricamente nombrados como probiéticos. Su uso provee
efectos benéficos para la salud con respecto a la reconstitucion de la flora
intestinal y en la prevencién o tratamiento de enfermedades, sobre todo las
gastrointestinales®* *®, Gaén et al. demostraron que Lactobacillus casei y
Lactobacillus acidophilus cepas CERELA contribuyeron a reducir en forma
significativa el nimero de deposiciones y vomitos en nifios con diarrea
persistente®’. También, de Moreno de LeBlanc et al. demostraron en un modelo
murino la disminucion de la inflamacion intestinal, el incremento de la actividad
fagocitica de los macrofagos en distintos 6rganos (bazo, peritoneo) y en las
placas de Peyer y un aumento en la liberacion de la IgA a nivel de la lamina
propia, lo cual se correlacion6 con un aumento de la IgA especifica contra
Salmonella Typhimurium en los fluidos intestinales®".

Sin embargo, las bacterias lacticas no estarian indicadas en los
pacientes inmunosuprimidos, con deficiencias en las barreras anatémicas o
gravemente enfermos, quienes quedarian expuestos a adquirir infecciones por

los lactobacilos®® 148 164, 180

168



Bifidobacteriumy organismos relacionados

Las bifidobacterias (el género estad constituido por algo mas de 40
especies, de las cuales solo 12 son de interés en humanos) actian como
protectoras de la salud del ecosistema intestinal y son consideradas,
primariamente, no patégenas® ®* 8, No obstante, se aislan de infecciones
polimicrobianas principalmente de la caries dental, donde pueden ser agentes
etioldgicos al igual que Parascardovia denticolens y Scardovia inopinata’®3.
Otras infecciones por Bifidobacterium spp. son inusuales y ocurren en
pacientes inmunocomprometidos, o con factores predisponentes médicos o
quirurgicos.Las especies mas frecuentemente involucradas son Bifidobacterium
adolescentis y Bifidobacterium scardovii —especies anaerobias facultativas y
capnoéfilas— y Bifidobacterium dentium, las cuales se han descrito asociadas a
otitis media crénica, abscesos, peritonitis, colesteatomas y neumonias
aspirativas en pediatria y a infecciones urinarias en adultos® 1% 111,

Se obtuvieron aislamientos de Alloscardovia omnicolens a partir de
diversos materiales clinicos, que incluyen el tracto genitourinario, la cavidad

oral, los abscesos de pulmén y de valvula aértica y la sangre®® 2,

Diagndstico microbioldgico
Identificacion a nivel de género y especie

La morfologia celular de los BGPANE es muy variable; muchos de ellos
son de lento crecimiento y generalmente poco reactivos en las pruebas
bioquimicas convencionales. Estos factores en conjunto contribuyen a que su
identificacion sea dificultosa. Otras metodologias mas complejas como el

analisis de los peptidoglicanos de la pared celular, de los productos
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metabdlicos finales a través de la cromatografia gaseosa, el perfil proteico a
través de la espectrometria de masa y la secuenciacion del gen 16S ARNr —
goldstandard para la identificacion bacteriana— entre otros, requieren de
equipamiento y experiencia, no siempre disponibles. Por ello, cada laboratorio
debera establecer los criterios propios con respecto a la complejidad a alcanzar
en la identificacion de los aislados que involucren a los miembros de este
grupo anaerobio.

Para la identificacion preliminar de un aislamiento en cultivo puro que se
presume BGPANE, primero se debe subcultivar en atmésfera de aire y en aire
mas CO; al 5 % para determinar la aerotolerancia o el caracter de anaerobio
estricto. Al examinar la morfologia celular con la coloracion de Gram, la
observacion de BGPANE ramificados, difteroides o largos podria corresponder
a Actinomyces, Propionibacterium o Lactobacillus, respectivamente, mientras
que los bacilos cortos, curvos, pleomdérficos o con extremos bifurcados
sugeririan Eggerthella, Mobiluncus, Eubacterium y bacterias relacionadas o
Bifidobacterium, respectivamente.

Bulleidia, Cryptobacterium, Filifactor, Flavonifractor, Holdemania,
Mobiluncus, Propionibacterium y Slackia se tiien como gram negativos 0 son
gram variables.

La confirmacién de la coloracion de Gram en forma rapida puede
realizarse mediante la solucién de hidroxido de potasio al 3 % y la confirmacién
de la ausencia de esporas, mediante la prueba de esporulacién (ver Anexo de
Medios de cultivo y reactivos).

La siembra masiva en el agar sangre formulado para anaerobios (ver

Anexo de Medios de cultivo y reactivos) e incubado en anaerobiosis para
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determinar los patrones de sensibilidad frente a los discos de potencia especial
[vancomicina (5 pg), colistina (10 ug) y kanamicina (1 mg)] contribuye a definir
la coloracion de Gram. El perfil caracteristico de un BGPANE muestra
sensibilidad a vancomicina (halo de inhibicion 210 mm), resistencia a colistina
y sensibilidad variable a kanamicina. Como excepciones, algunas especies del
género Lactobacillus y Holdemania filiformis —Unica especie— muestran
resistencia a vancomicina, y Moryella indoligenes —Unica especie— muestra
sensibilidad a los tres antibidticos. ElI género Bifidobacterium es
intrinsecamente resistente a kanamicina y a todos los aminoglucdsidos.

La morfologia colonial de ciertas especies y cepas adquiere
caracteristicas particulares. A. israelii y P. propionicum son semejantes en
cuanto a las morfologias celular y colonial; se presentan generalmente como
bacilos ramificados y filamentosos y las colonias en forma de muela. En otras
especies de Actinomyces y Propionibacterium, las colonias son de aspecto liso.
Las colonias de P. acnes inicialmente son pequefias, redondas y blancas; a
medida que envejecen se tornan mas grandes y amarillentas. Estudios mas
exhaustivos en esta especie demostraron diferencias en las morfologias
coloniales segun los linajes, los cuales, a su vez, estan asociados a los
procesos infecciosos (por lo comun los tipos | y 1) o a la piel sana (mayormente
el tipo 1ll). Las colonias pertenecientes a los tipos | y Il son circulares, de 1-2
mm de didmetro, convexas, brillantes u opacas, mientras que las del tipo Il
forman colonias muy pequefias, puntiformes a 0,5 mm de didmetro, chatas y
secas. En medios liquidos como el caldo infusién de cerebro y corazon (BHI),

P. acnes tipo IA muestra un sedimento granular debido a la agregacion celular
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con la solucién clara; los tipos IB y Il han mostrado la formacién de un delicado
sedimento con la solucién turbia por las células en suspension**® 130 162,

Bacilos ramificados y colonias de 0,5-2 mm de diametro, generalmente
circulares, en forma de baya o de muela, se observan en E. nodatum. Las
colonias de E. limosum son puntiformes a 2 mm de diametro, circulares,
traslicidas a opacas. E. lenta forma colonias de aproximadamente 0,5 mm de
diametro, circulares o moteadas’? 8> 12,

Por lo general, estos microorganismos son de lento crecimiento y
requieren de suplementos en el medio de cultivo que mejoran la recuperacion,
tales como arginina, tween 80, suero, etc. (ver Anexo de medios de cultivo).
Para minimizar las dificultades en la lectura de las pruebas de identificacion, los
in6culos deben ser compatibles con el estandar N.° 2 de la escala de Mac
Farland y provenientes de cultivos jévenes (72-96 horas). La incubacion se
debe extender hasta lograr un crecimiento 6ptimo; se recomienda no abrir los
sistemas de incubacién antes de las 48 horas y dejar aun hasta 7 dias.

La produccion de catalasa e indol, la reduccion de los nitratos, la
movilidad, la hidrdlisis de la esculina, la fermentacion de los hidratos de
carbono y los perfiles enziméaticos detectados por los equipos comerciales o
tabletas individuales proveen una identificacion tentativa, al menos a nivel de
género®®.

Teniendo en cuenta estas consideraciones, se presentan las
caracteristicas fenotipicas diferenciales de los géneros pertenecientes a los
phyla Actinobacteria (tabla 1) y Firmicutes (tabla 2) basadas en la descripcion

celular, las pruebas bioquimicas convencionales y los perfiles enziméticos.

Asimismo, se muestran las caracteristicas Utiles para la identificacién de las
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especies anaerobias y aerotolerantes que crecen mejor en anaerobiosis mas
comunmente aisladas y/o de probada importancia clinica de los géneros:
Actinomyces, Varibaculum y Mobiluncus (tabla 3), Propionibacterium,
Propioniferax y Propionimicrobium (tabla 4), Atopobium y Olsenella (tabla 5),

Eubacterium y especies relacionadas (tabla 6), y Lactobacillus (tabla 7).

Consideraciones practicas en la identificacion fenotipica

Frente a un aislamiento que se presenta como bacilos cortos en cadenas
0 cocobacilos gram positivos no esporulados, anaerobios obligados y
asacaroliticos, catalasa positivos, se debe pensar en Eggerthella,
Gordonibacter o Paraeggerthella. Solamente el género Gordonibacter es mavil,
Eggerthella es [(-glucosidasa negativa y Paraeggerthella es [(-glucosidasa
positiva (tablas 1 y 6). Si los cocobacilos fueran sacaroliticos y moviles,
probablemente se trate de Catabacter sp. (tabla 2).

Ante BGPANE difteromorfos, aerotolerantes, catalasa positivos,
sacaroliticos e inmoviles, se debe pensar en Propionibacterium acnes si las
pruebas de indol y la reduccién de nitratos son positivas (tablas 1y 4).

Si los bacilos son difteromorfos, pero con tendencia a formar filamentos
gue se ramifican, con tolerancia variable frente al oxigeno y catalasa negativos,
sacaroliticos, inmoviles y con las pruebas de nitratos e indol negativas,
probablemente se trate de Actinomyces spp. (tablas 1y 3).

La observacion de bacilos largos y rectos, o de bacilos cortos que
forman cadenas, es caracteristica de Lactobacillus spp., cuyo metabolismo es

fermentador. La mayoria de las cepas pueden crecer en condiciones de
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aerotolerancia, con hemodlisis parcial del AS formulado para anaerobios, y ser
resistentes a la vancomicina (tablas 2 y 7).

En Holdemania filiformis también se observan bacilos cortos que se
disponen en cadenas, sacaroliticos y resistentes a la vancomicina, pero se trata
de anaerobios obligados (tablas 2 y 6).

Frente a BGPANE muy pleomorficos, anaerobios obligados, de muy
lento crecimiento, catalasa negativos, asacaroliticos e inertes a la mayoria de
las pruebas biogquimicas descritas, pensar en Eubacterium spp. como E.
brachy, E. minutum, E. nodatum (ADH +), E. saphenum y E. sulci, entre las
especies de interés clinico en humanos. E. limosum, E. rectale y E. saburreum
fermentan la glucosa e hidrolizan la esculina; E. tenue fermenta la glucosa
débilmente y E. yurii lo hace en forma variable segun los aislamientos (tablas 2
y 6).

En la familia Eubacteriaceae se encuentra también Pseudoramibacter
alactolyticus, bioguimicamente muy inerte, ya que solo puede fermentar a la
glucosa de forma muy deébil. Se caracteriza por su morfologia celular
compatible con el “vuelo de las aves” (tablas 2 y 6).

La observacion de bacilos gram positivos cortos y elipticos, anaerobios
obligados, sacaroliticos, inmdviles y negativos frente a las pruebas de catalasa,
indol y nitratos induce a pensar en los géneros Atopobium y Olsenella.
Solamente la especie A. vaginae es aerotolerante y asacarolitica, pero produce
actividad de arginina dihidrolasa y prolina arilamidasa (tablas 1 y 5).

De todos modos, la identificacién definitiva de la mayoria de los

BGPANE requiere de la confirmacion mediante métodos moleculares.
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Cromatografia gas-liquido

La deteccion de alcoholes y acidos grasos de cadena corta como
productos finales del metabolismo bacteriano por cromatografia gas-liquido
(CGL) es un procedimiento que fue implementado y muy utilizado en las
décadas de los 70 y 80 como procedimiento complementario para la
identificacion de las bacterias anaerobias™®® ***. En nuestro medio, en los afios
ochenta, Larrinaga A, Predari SC y Frade AH desarrollaron un método rapido y
sensible para la identificacion de los acidos grasos libres de cadena lineal o
ramificada con dos a siete atomos de carbono mediante el uso de una fase
liquida facilmente obtenible en el pais, el acido sebacico, que hasta ese
momento no habia sido empleado para estos fines®.

Las distintas cepas de una misma especie produjeron idénticos
metabolitos principales y secundarios. Asi por ejemplo, todos los aislamientos
de Clostridium perfringens produjeron los éacidos acético y butirico como
metabolitos principales y acido propidénico como metabolito secundario. Las
cepas de Propionibacterium acnes produjeron grandes cantidades de los
acidos acético y propionico y no se detectaron metabolitos secundarios. Esto
se pudo observar como picos claramente visibles en los cromatogramas
respectivos. Si bien es una metodologia altamente sensible, especifica y
rapida, y continda realizandose con fines de investigacion, ha dejado de
utilizarse en los laboratorios clinicos por requerir equipamiento e insumos que

en nuestro medio son extremadamente costosos.
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Sistemas miniaturizados, automatizados y moleculares

Los sistemas miniaturizados de identificacion microbiana se basan en el
metabolismo de sustratos especificos para la deteccibn de enzimas
preformadas y la fermentacién de hidratos de carbono; los resultados de las
pruebas se obtienen a través de la lectura directa o mediante el uso de
reactivos reveladores.

El equipo comercial Rapid ID 32A (APl bioMérieux, Marcy-I'Etoile,
Francia) para la identificacién de bacterias anaerobias consta de una galeria
multipruebas cuyos resultados se expresan en forma de cddigo numérico de 10
digitos; cada perfil numérico define una especie determinada. Con este
sistema junto a algunas pruebas fenotipicas y a la determinacion de los
productos metabdlicos finales por cromatografia gaseosa se identificaron a
nivel de género y especie cepas de origen oral asignadas previamente a
Eubacterium®. Tanto el equipo nombrado como los similares que existen en el
mercado tienen el inconveniente de que las bases de datos son incompletas,
inexactas o taxondmicamente no actualizadas; no obstante, son muy utiles
como pruebas accesorias para la identificacion, sobre todo de microorganismos
inertes o0 poco reactivos a las pruebas convencionales.

En ciertas situaciones, para un bajo niumero de pruebas enzimaticas
pueden usarse tabletas individuales (Rosco Diagnostic Tablets, Dinamarca) en
lugar de los equipos comerciales®.

Como variante de las galerias multipruebas descritas, se cuenta en el

mercado con paneles para la identificacion y con otros sistemas que suman la
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prueba de sensibilidad, en los cuales la inoculacién, incubaciéon y lectura se
efecttian de modo automatizado (ej. Vitek-2 ANC de bioMérieux)'®°.

Dentro de los métodos protedmicos de identificacion bacteriana que
abordan el estudio y la caracterizacion de proteinas, la espectrometria de masa
[matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry
(MALDI-TOF MS)] de Bruker Daltonik®, Bremer, Alemania es uno de los mas
usados. En un estudio local sobre un total de 106 cepas de bacterias
anaerobias, Zarate et al. obtuvieron una coincidencia global de 95,3 % entre el
método convencional y el MALDI-TOF MS, con scores > 2 a nivel de género y
especie y una concordancia de 100 % para las 37 cepas de bacilos gram
positivos anaerobios (esporulados y no esporulados)'’®. Hsu et al. identificaron
101 aislados anaerobios con una precision del 99 % a nivel de género y
especie, con un score = 1,7 y con modificaciones pre y posanaliticas que
incluyeron la preparacién de la muestra con formol al 100 %’°. Li et al.
estudiaron 55 aislados de bacterias anaerobias y compararon las tarjetas del
Vitek-2 para corinebacterias y anaerobios con la plataforma MALDI-TOF MS,; el
meétodo de referencia fue la secuenciacion del gen 16S ARNr. Ambos métodos
coincidieron en la identificacibn a nivel de género en un 94 % y en las
identificaciones erréneas en un 2 %. Con el Vitek-2 se logré un 86 % en la
identificacion a nivel de especies versus un 92 % con la plataforma MALDI-TOF
MS. No hubo identificacién en un 6 % de los aislados con las tarjetas Vitek y en
un 4 % con MALDI-TOF MS*. Los dos aislados clinicos de BGPANE (C.
aerofaciens y P. acnes) fueron correctamente identificados por ambos

meétodos; una de las cepas control de L. acidophilus fue correctamente

identificada por la tarjeta Vitek, mientras que solo lo fue a nivel de género con
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el método MALDI-TOF. Coltella et al. estudiaron 484 aislamientos de bacterias
anaerobias de materiales clinicos correspondientes a 318 pacientes
pediatricos. La concordancia y sensibilidad determinadas por MALDI-TOF MS
para C. difficile fue 94,08 % y la especificidad 100 %. Para los otros
anaerobios, la sensibilidad y la especificidad fueron de 94,07 % y 81,82 %,
respectivamente, con una concordancia de 93,15 %%,

Los sistemas automatizados aportan rapidez y costo-beneficio en el
trabajo diario de un laboratorio, pero se debe considerar el costo inicial del
equipo. Con respecto a la precision y, por lo tanto, a la confiabilidad de los
resultados (en este caso, las identificaciones), depende de las bases de datos
de las cuales dispongan, las que se van enriqueciendo a medida que pasa el

tiempo.

Los meétodos moleculares se convirtieron en la alternativa de
identificacion mas precisa e incluso el método de referencia para los métodos
fenotipicos. Las identificaciones erroneas que se generan por los métodos
convencionales en virtud de la diversidad bacteriana son subsanadas por esta
metodologia.

La dificultad en el aislamiento, el crecimiento lento y la escasa actividad
en las pruebas bioquimicas son situaciones en las que esta indicado y es
particularmente Gtil recurrir a la identificacibn mediante los métodos
moleculares.

La identificacion se basa, fundamentalmente, en el andlisis de la
secuencia del gen 16S ARNr presente en todas las bacterias y es esta la

herramienta mas ampliamente utilizada con este tipo de microorganismos.
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Las aplicaciones mas importantes de las técnicas moleculares se hallan
en la identificacion de los microorganismos de muy lento desarrollo y de los no
cultivables -que constituyen la microbiota normal de las diferentes
cavidades/mucosas- asi como de los asociados a las infecciones
polimicrobianas. Se pueden detectar también factores de virulencia,
mecanismos de resistencia y, desde un punto de vista epidemioldgico, brotes.
Entre las limitaciones se incluye la deteccion de microorganismos vivos y
muertos y que no se puede realizar una prueba de sensibilidad.

Basados en la secuenciacion del gen 16S ARNr se han descrito 700
especies bacterianas en la cavidad oral, de las cuales casi un 50 % adn no han
sido cultivadas. EI Human Oral Microbe Identification Microarray, también
conocido como HOMIM (disponible en: http:/mim.forsyth.org) permite la
identificacion simultanea y rapida de las 400 especies bacterianas prevalentes
en las caries y en la enfermedad periodontal™®.

Mediante la identificacion molecular basada en la secuenciacion del 16S
ADNr, Becker et al. detectaron 10 nuevas especies en las caries dentales en
nifios. Observaron que el hallazgo de Streptococcus sanguinis estaba asociado
al estado de salud, mientras que la presencia de Actinomyces gerencseriae,
Bifidobacterium spp., Lactobacillus fermentum, Streptococcus mutans y otras
especies de estreptococos estaban asociados a las caries’.

Los métodos moleculares no solo permiten confirmar la identificacion
fenotipica de un microorganismo, o detectar parte del genoma de aquellos no
cultivables, sino también caracterizar cepas en multiples aspectos. Asi, Tomida
et al. realizaron el analisis comparativo del genoma de 82 cepas de P. acnes

gue cubrian todos los linajes de la especie, con la inclusién de los tipos IA, IB, II
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y lll. Las cepas provenian de piel sana, de pieles con acné y de lesiones
endodonticas. A partir del analisis del genoma de las cepas realizado por la
secuenciacion del gen 16S ARNr, se determind que existe una zona core que
representa el 88 % de aquel y que es compartido por todas las cepas; el 12 %
remanente corresponde a la zona noncore, que es variable e involucra a los
genes propios y especificos de cada linaje, junto con los genes que codifican
factores de virulencia (multiples lipasas, etc.) y mutaciones que codifican
resistencia a los antimicrobianos. De esta manera se pudieron tipificar las
cepas asociadas a los estados de enfermedad y de salud, lo cual permitira en
un futuro una terapia adecuada y personalizada®®?.

Si el objetivo es alcanzar la identificacion de una especie bacteriana de
la que no se tiene conocimiento previo y, en ultima instancia, identificar un
nuevo patogeno, el analisis del gen 16S ARNr es la eleccion mas acertada. En
la practica clinica aventaja a una serie de sistemas, como el perfil proteico y de
los acidos grasos celulares, la fermentacion de los hidratos de carbono y otras
pruebas convencionales, por la rapidez y la mayor precision. Asi, Nakazawa et
al. realizaron la caracterizacion de dos nuevos aislados provenientes de la
cavidad oral; los organismos eran BGPANE asacaroliticos, inertes a la mayoria
de las pruebas bioquimicas y fenotipicamente semejantes a las especies de
Mogibacterium y Eubacterium asacaroliticas. Los estudios de hibridizacién de
ADN-ADN demostraron que los aislados podrian pertenecer a Mogibacterium,
aunqgue no se trataba de las tres especiesya validadas, también indistinguibles
fenotipicamente’®®. Se propuso a M. diversum y a M. neglectum como las

nuevas especies sobre la base de los datos de las caracteristicas morfologicas
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y de los analisis fenotipicos, genotipicos y filogenéticos, estos ultimos

determinados a través de la secuenciacién del gen 16S ARNr'%*,

Sensibilidad a los antimicrobianos

La escasa informacion que existe en el tema para los bacilos de este
grupo podria atribuirse a su baja a moderada patogenicidad, a que son
integrantes de la microbiota normal de cavidades y mucosas, a que
frecuentemente se recuperan de cultivos mixtos y a que muchos de ellos son
de lento crecimiento. Los cambios taxonOmicos periddicos promueven,
asimismo, cambios en los perfiles de sensibilidad.

Tradicionalmente el metronidazol es considerado el antimicrobiano de
eleccion para el tratamiento de las infecciones por bacterias anaerobias; sin
embargo, es inactivo para la mayoria de los BGPANE. La emergencia de
sensibilidad disminuida o resistencia a esta droga también ha sido
documentada en los anaerobios gram negativos y en los cocos y bacilos gram
positivos esporulados’ % 131 180 | a5 especies anaerobias facultativas de
Actinobaculum, Actinomyces, Bifidobacterium, Lactobacillus y
Propionibacterium son intrinsecamente resistentes al metronidazol y también
presentan resistencia a esta droga algunas cepas de los géneros anaerobios
estrictos Atopobium, Collinsella, Eggerthella y Mobiluncus. Actinomyces israelii
y Actinomyces hongkongensis muestran CIM de metronidazol > 256 pg/ml** 4%
50, 75, 104, 112, 117.

La actividad de los B-lactamicos, las combinaciones de los B-lactdmicos
con inhibidores de B-lactamasas y los carbapenems esta conservada frente a la

mayoria de los BGPANE®>* ¢ %8 "1. 7> para ciertos géneros como Actinomyces y
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Propionibacterium, los B-lactamicos solos o combinados con los inhibidores de
B-lactamasas constituyen el tratamiento de primera eleccién*? *°.  Se ha
descrito resistencia a penicilina en algunos géneros: hasta un 5 % en
Collinsella, 7 % en Bifidobacterium, 14,3 % en Eubacterium y 46,7 % en
Eggerthella®?.

La vancomicina, pese a ser uniformemente activa frente a la mayoria de
los microorganismos gram positivos, es inactiva frente a algunas especies de
Lactobacillus; el principal interés de la resistencia a vancomicina se focaliza en
Lactobacillus rhamnosus, ya que es una de las especies mas frecuentemente
aisladas, y en L. rhamnosus GG, utilizado como probiético* ** 4!, Otro de los
antimicrobianos histéricamente administrado para el tratamiento de procesos
infecciosos por anaerobios es la clindamicina. Al menos en este grupo de
organismos, la resistencia es poco frecuente, con valores que alcanzan el 12,2
% y 17,8 % en Propionibacterium spp. y Actinomyces spp., respectivamente”
41, 45, 112, 127.

Entre las fluoroquinolonas, la moxifloxacina comparada con la
ciprofloxacina y la levofloxacina es la que posee mayor actividad frente a las
bacterias anaerobias; su amplio espectro de accion indica que puede ser
efectiva para el tratamiento de infecciones polmicrobianas*" *°. En A. israelii y
otras Actinomyces spp. provenientes de infecciones endoddnticas se determind
una ClMg, de moxifloxacina = 0,5 pg/mi*®*.

La ramoplanina y la telavancina, nuevos agentes alternativos para
microorganismos resistentes a la vancomicina, mostraron mejor actividad frente
a los lactobacilos comparadas con esta ultima. La telavancina demostré ser

muy activa frente a varios géneros de BGPANE con la excepcion de
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Lactobacillus casei?® %> 4" %% Contrariamente, con linezolida se observé una
actividad variable y la ranbezolida tuvo una mejor actividad antianaerobia in

vitro®® 42

. La pristinamicina y la quinupristina-dalfopristina también exhiben
buena actividad frente a la mayoria de los miembros del grupo®®.

La tigeciclina mostr6 muy buena actividad in vitro en un estudio
comparativo que incluyd cepas de Actinomyces y de Lactobacillus®’.

Frente a un BGPANE clinicamente significativo que se aisla en flora
pura, o cuando proviene de un cultivo mixto, pero de un proceso grave y que
requiere largo tratamiento, en principio es importante lograr una identificacion
confiable. Si el proceso compromete localizaciones normalmente estériles
como sangre y LCR, o existen abscesos de cerebro, pulmén, higado, etc., se
recomienda la realizaciéon de alguna prueba de sensibilidad a los antibioticos
considerados de eleccion, como por ejemplo, mediante las tiras con gradiente
de concentracion (Etest o similares) o el método de elucién con discos. Los
antibioticos primariamente Uutiles que deberan probarse son penicilina,
clindamicina y vancomicina. Otros antimicrobianos como tigeciclina,
moxifloxacina y combinaciones de [-lactamicos con inhibidores de [-
lactamasas deberan ser tenidos en cuenta frente a los microorganismos
anteriormente descritos y, sobre todo, en infecciones mixtas?® > 7419,

Cuando se realizan estudios de vigilancia de los perfiles de sensibilidad de un
cierto niumero de cepas de BGPANE, el método de eleccién y de referencia es
la dilucion en agar que utiliza agar Brucella adicionado de vitamina K1 (1
pug/ml), hemina (5 pg/ml) y sangre lacada de oveja al 5 % v/v. El inGculo es de

10°> UFC/ml y la incubacién es a 36 °C + 1 °C durante 48 horas. Cepas

controles: Clostridium difficile ATCC® 700057 o Eubacterium lentum ATCC®
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43055 (actualmente Eggerthella lenta). Minimamente, los antimicrobianos que
se deben ensayar son los siguientes: penicilina o ampicilina, ampicilina-
sulbactama, piperacilina-tazobactama, ertapenem, imipenem, meropenem,

clindamicina, metronidazol y moxifloxacina®*.
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Tabla 1. Actinobacteria: caracteristicas fenotipicas diferenciales de los bacilos gram positivos anaerobios no esporulados?®

Familia y género Morfologia celular Metabolismo Relacion Produccion de Reduccion de Movilidad Hidrdlisis de Actividad de Otras caracteristicas
conel O, catalasa indol ureasa NO;- esculina ADH

ACTINOMYCETACEAE
Actinobaculum Bacilos rectos o lig curnvados; ramificados sacarolitico AF, AOP - - D - - - Gram +/-
Actinomyces Filamentos delgados, ramificados, difteroides sacarolitico® AF, CAP, AO D - D D D D Pigmento -/+; Gel -/+; CAMP -/+; ver tabla 3

o0 cocobacilares
Mobiluncus Bacilos curvados, extremos agudos sacarolitico AO - - - D - D Gram -/ V; Alm +; Hip D; ver tabla 3
Varibaculum Bacilos cortos, rectos o curvados, difteroides sacarolitico AO, MA - - - +- - - Hip +; ver tabla 3
BIFIDOBACTERIACEAE
Alloscardovia Bacilos cortos, irregulares sacarolitico AO, MA - - - - + - B-glu +; ProAA +
Bifidobacterium Bacilos irregulares, ramificados; cadenas de sacarolitico AO, AF, CAP - - +/- - D nd Leche c/-; bilis 20 % +/-

varios elementos; extremos lig bifurcados
Parascardovia Bacilos pequefios, delgados; formas variables sacarolitico AO - - - - nd - Celobiosa y galactosa +; leche c; VP +; H,S -; Gel -
Scardovia Bacilos pequefios, delgados; formas variables sacarolitico AO - - - - D - Celobiosa y galactosa - leche ¢; VP +; H,S -; Gel -
CORIOBACTERIACEAE
Adlercreutzia Cocobacilos asacarolitico AO nd nd - - nd + Crecimiento estimulado por Arg 0,5 %; bilis 20 % -
Atopobium Bacilos cortos; elipticos sacarolitico AO, AF¢ - - d - D D Crecimiento estimulado por Tween 80 0,5 %; bilis 20 % -; ver tabla 5
Collinsella Bacilos cortos, en cadenas sacarolitico AO £ € - £ De + Crecimiento estimulado por Tween 80 0,5 %; ver tabla 6
Cryptobacterium Bacilos cortos asacarolitico AO - - - - - + Gram +/-; ver tabla 6
Eggerthella Cocobacilos o bacilos cortos asacarolitico AO +/- - - -1+ £ + Crecimiento estimulado por Arg 0,5 %; H,S +": bilis 20 % +; ver tabla 6
Gordonibacter Cocobacilos asacarolitico AO + nd nd - nd + Crecimiento estimulado por Arg 0,5 %
Olsenella Bacilos cortos, elipticos sacarolitico AO - - - - + D Crecimiento estimulado por Tween 80 0,5 %; bilis 20 % D; ver tabla 5
Paraeggerthella Cocobacilos en cadenas asacarolitico AO + - - - nd + B-glu +; ver tabla 6
Slackia Cocos, cocobacilos o bacilos cortos asacarolitico AO - - - D - + Gram V; crecimiento estimulado por Arg 0,5 %; bilis 20 % -; ver tabla 6
PROPIONIBACTERIACEAE
Propionibacterium Bacilos pleomoérficos, difteroides, ramificados, sacarolitico AO/MA/AF D -+ - D D nd Gel D; leche D; bilis 20 % D; Alm D; ver tabla 4

dispuestos en V 0 Y, letras chinas
Propioniferax Bacilos pleomérficos, en grupos o en V sacarolitico AF + - + + - - Oxi +; Gel +; Alm +; ver tabla 4
Propionimicrobium Bacilos pleomdrficos, cocoides, cadenas cortas  sacarolitico AO \% - nd \Y - nd Bilis 20 % W; Oxi -; ver tabla 4

envVoY

2Datos bioguimicos obtenidos de las referencias 8, 27, 29, 32, 36, 34, 64, 67, 78, 80, 83, 84, 85, 86, 89, 98, 99, 101, 114, 119, 120, 130, 138, 143, 154, 167, 169, 177y 178

PActinobaculum urinale requiere de atmésfera anaerobia solamente para el aislamiento primario

¢ Actinomyces hongkongensis es asacarolitico

4Resultados definidos para Atopobium vaginae, especie AF y CAP

€ Resultados definidos para Collinsella aerofaciens y Collinsella tanak aei
"Resultados definidos para Eggerthella lenta

Simbolos y abreviaturas: +, positivo; -, negativo; D, diferencia entre las especies; V, variable; W, positivo débil; resultado/resultado, el primero es el mas frecuente; ADH, arginina deshidrolasa; AO, anaerobio obligado; AF, anaerobio facultativo;
CAP, capnoico; MA, microaerofilico; ¢, coagulacion; Lecit, lecitinasa; VP, Voges-Proskauer; Alm, almidén; Gel, gelatina; Hip, hipurato; -glu, B-glucosidasa; ProAA, prolina arilamidasa; Oxi, oxidasa; nd, dato no disponible.
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Tabla 2. Firmicutes: caracteristicas fenotipicas diferenciales de los bacilos gram positivos anaerobios no esporulados®

Familia y género Morfologia celular Metabolismo Relacion Produccién de Reduccién de Movilidad Hidrdlisis de Actividad de Otras caracteristicas
conel O, catalasa indol ureasa NO;- esculina ADH
ERYSIPELOTRICHACEAE
Bulleidia Bacilos cortos, rectos o lig curvados sacarolitico AO - - - - - - + Gram V; ver tabla 6
Catenibacterium Bacilos cortos, cadenas enroscadas sacarolitico AO - - nd - - - nd Alm +; ver tabla 6
Eggerthia Bacilos pleomérficos, en cadenas cortas sacarolitico AO - - nd - - + - Leche -/c; bilis 20 % -/W; VP -; Hip -
Holdemania Bacilos cortos, cadenas cortas sacarolitico AO - - - - nd + - Gram +/-; VAN (5 pg): R; H,S W; bilis 20 % W; ver tabla 6
Solobacterium Bacilos cortos, lig curvados sacarolitico AO - - - - - + + Ver tabla 6
Turicibacter Bacilos largos irregulares, en cadenas sacarolitico AO - - nd - nd nd nd a-glu, a-gal, B-gal: +
EUBACTERIACEAE
Anaerofustis Bacilos finos sacarolitico débil AO - - - - nd - nd Fluorescencia amarillo claro; bilis 20 % +; crecimiento
estimulado por hidratos de carbono fermentescibles 1 %
Eubacterium Bacilos uniformes o pleom()rﬁcosb sacarolitico/asacarolitico AO -1 W D - D D D D Gram V; Gel V; Leche V; Hip -/+; ver tabla 6
Pseudoramibacter Bacilos en welo de awes, letras chinas sacarolitico AO - - nd - - - - Ver tabla 6
LACHNOSPIRACEAE
Anaerostipes Bacilos delgados, cadenas cortas sacarolitico AO - D - + - D D Gram V; a-gal, a-glu, B-gal V
Dorea Bacilos cortos o largos sacarolitico AO - - nd - - nd nd Hip V
Lactonifactor Bacilos largos, fusiformes sacarolitico AO - - nd nd - nd nd Gram +/V; a-ara, a-gal, a-glu: +
Marvinbryantia Bacilos cortos, cadenas cortas sacarolitico AO - - - - - nd - a-gal, a-glu, B-gal, B-glu, B-GUR, B-NAG: +
Moryella Bacilos largos, extremos aguzados sacarolitico débil AO - + - - - - nd Gram V; KAN (1 mg),VAN (5 pg),COL (10 pg), MTZ (4 ug), bilis 20 %-S
Oribacterium Bacilos alargados, owides, cadenas cortas sacarolitico débil AO - + - - + - - Gram V; a-gal, a-glu, B-gal, ProAA: +;[4500-2726-04]°
Roseburia Bacilos pleomérficos sacarolitico AO - R 4 nd + D nd Gram -/V; Alm +
Shuttleworthia Bacilos cortos, lig curvados, cadenas cortas sacarolitico AO - + - - - + - Satelitismo colonial; ver tabla 6
Stomatobaculum Bacilos largos, en cadenas o filamentos curvado: sacarolitico AO - - - - - - nd Gram V; pigm negro en medio suplementado con citrato de sodio 0,2 %
LACTOBACILLACEAE
Lactobacillus Bacilos largos, cortos, en cadenas sacarolitico AO, MA, CAP /W - -1+ -1+ D D D Pigm, raro; VAN: D; Gel -/w; leche c/-; bilis 20 % V; VP -/+; Hip -/+;
H,S -; ver tabla 7
PEPTOSTREPTOCOCCACEAE
Filifactor Bacilos cortos, extremos redondos o aguzados asacarolitico AO - - - - -/twitching - +€ Gram V; esporas D; Gel W/-; ver tabla 6
RUMINOCOCCACEAE
Anaerotruncus Bacilos delgados sacarolitico AO - + - - - - - Esporas (ovaladas, terminales), ocasional
Faecalibacterium Bacilos pleomérficos sacarolitico AO - - - - - + - Gram -/+; a-gal V; a-glu, B-gal: +; Alm +
SIN FAMILIA
Catabacter Cocobacilos, bacilos cortos sacarolitico AO + - - - + - - B-glu+;[0012-0000-10]°
Flavonifractor Bacilos rectos; lig curvados; algunos fusiformes asacarolitico/sacarolitico débil AO nd \% f - \ - nd Gram V; esporas V; H,S V; bilis 20 % - ver tabla 6
Mogibacterium Bacilos cortos, solos, pares, cadenas o grupos asacarolitico AO - - - - - - - ProAA V; ver tabla 6

“Datos bioguimicos obtenidos de las referencias 3, 9, 15, 16, 17, 22, 35, 36, 37, 39, 40, 46, 69, 76, 82, 88, 90, 96, 102, 121, 122, 142, 145, 146, 159, 168, 169, 171, 172, 173y 174

PEubacterium nodatum puede ser ramificado
°[Perfil Rapid ID 32A (bioMérieux, Francia)]
dResultados definidos para Roseburia intestinalis
°Resultado definido para Filifactor alocis
fResultados definidos para Clostridium orbiscindens -
Simbolos y abreviaturas: +, positivo; -, negativo; D, diferencia entre las especies; V, variable; W, positivo débil; resultado/resultado, el primero es el mas frecuente; ADH, arginina deshidrolasa; AO, anaerobio obligado; MA, microaerofilico; CAP, capnoico; é&d&gulacién (leche);
Alm, almidén; Gel, gelatina; Hip, hipurato; a-gal, a-galactosidasa; a-glu, a-glucosidasa; a-ara, a-arabinosidasa; B-gal, B-galactosidasa; B-glu, B-glucosidasa; B-GUR, B-glucuronidasa; B-NAG, N-acetil-B-glucosaminidasa; ProAA, prolina arilamidasa; VP, Voges-Proskauer;

nd, dato no disponible.
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Tabla 3. Caracteristicas bioquimicas diferenciales de las especies anaerobias y aerotolerantes de los géneros Actinomyces, Mobiluncus y Varibaculum?

Género y especie Aerotolerancia Reduccion de Movilidad Hidrdlisis de Fermentacion de Actividad de Otras caracteristicas
NO;- esculina Ara Glu Mal Man Raf Tre oglu p-gal p-glu g-NAG ADH
ACTINOMYCES
Actinomyces cardiffensis - I+ \Y - -+ v V. - + - FA -; ProAA +
Actinomyces dentalis - - + - + + + + + \Y FA -; ProAA +
Actinomyces hongk ongensis - - - - - - - - - - FA +; ProAA +; Hip +
Actinomyces israelii - +/- + +- o+ + +  +- + + FA -
Actinomyces meyeri - [+ - -+ Vo4 - - - + +P FA -
C
Actinomyces nasicola - [+ - - - + - - - + + FA -; ProAA +
MOBILUNCUS
Mobiluncus curtisii - -1+ -1+ -V W AW - \Y +/- Gram -/V; Alm +; Hip +/-; FA -
Mobiluncus mulieris - - - -IW  +/- \Y - V + - Gram -/V; Alm +; Hip -; FA -
VARIBACULUM
Varibaculum cambriense - I+ +/- - -+ - - - +/W \Y Alm -; Gel -; Hip +; ProAA +; FA -

Todas las especies consideradas no producen catalasa, indol ni ureasa, a excepcion de esta Ultima que es V para A. meyeri
Son incluidas en la tabla las especies anaerobias estrictas y las aerotolerantes que desarrollan mejor en anaerobiosis
Datos bioquimicos obtenidos de las referencias 85, 99, 143, 152 y 169

PReferencia 85
‘Referencias 99 y 143

Simbolos y abreviaturas: +, positivo; -, negativo; resultado/resultado, el primero es el méas frecuente; V, variable; W, positivo débil; Ara, arabinosa; Glu, glucosa; Mal, maltosa;

Man, manosa; Tre, trehalosa; a-glu, a-glucosidasa; B-gal, -galactosidasa; B-glu, B-glucosidasa; B-NAG, N-acetil-B-glucosaminidasa; ADH, arginina deshidrolasa;
FA, fosfatasa alcalina; ProAA, prolina arilamidasa; Alm, almidén; Hip, hipurato.
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Tabla 4. Caracteristicas bioquimicas diferenciales de las propionibacterias relacionadas con infecciones en humanos?®

Reduccion Crecimiento Fermentacion

Género y especie Aerotolerancia Produccion de de Hidrdlisis de en de

catalasa indol NO3~ esculina gelatina bilis 20 % Man Raf
PROPIONIBACTERIUM
Propionibacterium acidifaciens - - - - - - - + +
Propionibacterium acnes + +/- +/- +/- - + + +/- -
Propionibacterium avidum + + - - + + + + +/-
Propionibacterium granulosum + + - - - -+ - + +/-
Propionibacterium propionicum - - - + - d - d +
PROPIONIFERAX
Propioniferax innocua + + - + - + nd + -
PROPIONIMICROBIUM
Propionimicrobium lymphophilum - V - V - - w - -

Todas las especies consideradas fermentan la glucosa (P. acnes +/-) y son inmoviles

®Datos bioquimicos obtenidos de las referencias 130, 154 y 178
Simbolos y abreviaturas: +, positivo; -, negativo; resultado/resultado, el primero es el mas frecuente; d, + 11-89 % de los aislamientos;
V, variable; W, positivo débil; Man, manosa; Raf, rafinosa; nd, dato no disponible.
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Tabla 5. Caracteristicas bioquimicas diferenciales de las especies de los géneros Atopobium y Olsenella?®

Género y especie  Aerotolerancia Fermentacion de Hidrdlisis de Actividad de Perfil enzimético
Glu Man Raf Rib Sac esculina p-gal ADH ProAA

ATOPOBIUM

Atopobium minutum - + + - - - -1+ - + +

Atopobium parvulum - + o+ - -+ +/- + - - [01502-01537-05]°

Atopobium rimae - + + - + o+ +/- - \% - [2/00/4 0/1 0/1/3 - 0 1/5/0 7/6 7/1/3 -0 5]°
Atopobium vaginae -1+ - - - - - - - + +

OLSENELLA

Olsenella profusa - + + + nd + + + - - [4516-0537-05]°

Olsenella uli - + o+ - -+ + - + V [2012-0337-05P

0[2002-0127-05)°

Todas las especies consideradas no producen catalasa ni indol, no reducen el nitrato y son inméviles. A. rimae es oxidasa +

4Datos bioquimicos obtenidos de las referencias 5, 27, 32, 36, 85, 138 y 169

bIPerfil Rapid ID32A (bioMérieux, Francia)]: n/n, cédigo variable

Simbolos y abreviaturas: +, positivo; -, negativo; resultado/resultado, el primero es el mas frecuente; V, variable; Glu, glucosa; Man, manosa;
Raf, rafinosa; Rib, ribosa; Sac, sacarosa; B-gal, -galactosidasa; ADH, arginina deshidrolasa; ProAA, prolina arilamidasa; nd, dato no disponible.
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Tabla 6. Caracteristicas bioquimicas diferenciales de Eubacterium spp. y organismos relacionados mas frecuentes y de importancia clinica en humanos?

Phylum y especie Produccion de Reduccion de Hidrolisis de Fermentacion de Movilidad Actividad de Otras caracteristicas
catalasa indol NO,- esculina  Glu Lac Mal Man Raf g-glu B-NAG ADH

ACTINOBACTERIA

Collinsella aerofaciens - - - \% + + + + -+ - - - + ProAA +

Collinsella intestinalis nd nd nd nd + - - + - - \Y, + + ProAA -

Collinsella stercoris nd nd nd nd + o+ o+ + - - + + + ProAA -

Collinsella tanak aei - - - + + + + + - - + - + Bilis 20 % +; Gel -; ProAA +

Cryptobacterium curtum - - - - - - - - - - - - + Gram+/-; Gel - Alm-;[2000-0124-00]°

Eggerthella lenta \ - \ - - - - - - - - - + Bilis 20 % +; H,S +; Hip -; Gel -; a-fuc V
[2000-0000-00J°

Eggerthella sinensis + - - nd - - - - - - - - + a-fuc -

Paraeggerthella hongk ongensis + - - nd - - - - - - + - + a-fuc -

Slackia exigua - - - - - - - - - - - - + Alm-; Gel-[2000-02/3/737-05]"

FIRMICUTES

Bulleidia extructa - - - - + nd + - - - - - + Crecimiento estimulado por Tween 80 0,5 % y Glu/Mal/
Fru 1 %; bilis 20 % -; H,S -; Gel -; [2000-0120-00]b

Catenibacterium mitsuokai - - - - + o+ o+ + - - nd nd nd Bilis 20 % -; H,S -; Gel -; Alm +

Eubacterium brachy - - - - - - - - - - nd nd - Semejante a Peptostreptococcus anaerobius,

pero es SPS-R; bilis 20 % W; Gel -; Alm -; Lecit -; leche -

Eubacterium limosum - - - + + - -/W /W - - nd nd V  H,SV,; Gel V; Alm, -/+; VP +/-; Hip -; leche -

Eubacterium minutum - - - - - - - - - - nd nd - Gel -; Alm -; ureasa -

Eubacterium nodatum - - - - - - - - - - nd nd V  Crecimiento estimulado por Arg 0,5 %; no desarrolla
en AYH; bilis 20 % -; H,S -; Gel -; Alm -; leche -

Eubacterium rectale - - - + + 4 o+ [+ + \Y nd nd - Gram V; bilis 20 % -; H,S -; Gel -; Alm +; VP -/+; Hip -;
leche -/c
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Eubacterium saburreum - + - + +HW V. V. -+ V - + \% +¢ H,S -; Gel -; Alm -; leche c/-; VP -; Hip -;
4 [5510/5-2040-0/20"°

Eubacterium saphenum - - - - - - - - - - nd nd - Gel -; Alm -; ureasa -

Eubacterium sulci - - - - - - - - - - - - - H,S -; Gel -; Alm -;Hip -; Lecit -; leche -;
[0000-0400-00]°

Eubacterium tenue - + - - Ww/i- - W/ - - \ nd nd nd H,S +; Gel +; Alm -; VP -; Hip -; Lecit +; leche d/c

Eubacterium yurii - + - - W - W - - + - - - Gel-; H,S +; Alm -; VP -; Hip -;
[0000-2100-00]° para E. yurii subsp. yurii

Filifactor alocis - - - - - - - - - - - - + Gram -; Gel -; Alm -;Hip -; Lecit -;
[0/2000-012/00-00]°

Flavonifractor plautii nd \Y, - - W nd nd nd nd \% nd nd nd Gram V; esporas V; H,S V; ; Gel -; Lecit -

Holdemania filiformis - - - + + nd - - - nd - - - VAN (5 wo)-R; Gel -; H,S W; leche -;
[0500-0041-20]"°

Mogibacterium spp. - - - - - - - - - - - - - Gel-;Alm-[0000-02/000-00]°con

incubacioén en anaerobiosis

Pseudoramibacter alactolyticus - - - - + - - - - - - - - Bilis 20 % -; H,S -; Gel -; Alm -; Hip -; leche -; VP -;
[0000-0000-00]°

Shuttleworthia sattelles - + - + + V + - - - + - - Bilis20% -; H,S -; Gel -; [451/50-2000-0 0]ID

Solobacterium moorei - - - + + - + - - - V - + Bilis 20 % -; H,S -; Gel -; Alm -;

[650/10-0120-00/1]°

@Datos bioquimicos obtenidos de las referencias 15, 35, 36, 37, 72, 82, 86, 88, 89, 90, 98, 119, 120, 121, 122, 167, 168, 169, 171, 172y 177
b[Perfil Rapid ID 32A (bioMérieux, Francia)]: n/n, cédigo variable
¢ Referencia 169

dReferencia 36

Simbolos y abreviaturas: +, positivo; -, negativo; resultado/resultado, el primero es el mas frecuente; V, variable; W, positivo débil; Fru, fructosa; Glu, glucosa; Lac, lactosa; Mal, maltosa;
Man, manosa; Raf, rafinosa; B-glu, B-glucosidasa; B-NAG, N-acetil-3-glucosaminidasa; a-fuc, a-fucosidasa; ADH, arginina deshidrolasa; ProAA, arginina arilamidasa; Lecit, lecitinasa;

d, digestion (leche); ¢, coagulacién (leche); Alm, almidén; Gel, gelatina; Hip, hipurato; VP, Voges-Proskauer; SPS, polianetol sulfonato de sodio; AYH, agar yema de huew;

nd, dato no disponible.
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Tabla 7. Caracteristicas bioquimicas diferenciales de Lactobacillus spp. anaerobias y aerotolerantes mas frecuentes asociadas a infecciones en humanos®

Especie Aerotolerancia Produccion de Reduccion de Fermentacién de Crecimiento a Actividad de Otras caracteristicas
catalasa NO,- Lac Mnt Raf Ram Sac Sal Tre Xil 45°C ADH

Lactobacillus acidophilus -I+ - - S N A v S + - Alm V; Gel -; leche ¢

Lactobacillus casei + - - + + - -+ o+ o+ - - - Bilis 20 % +; leche ¢

Lactobacillus fermentum + - -+ + -+ -+ -+ 4 + + Bilis 20 % +; leche c/-

Lactobacillus gasseri + - - - - 4 -+ o+ - - + - Alm +/-

Lactobacillus paracasei + - - +- + - -+ + o+ - +/- - Ureasa -

Lactobacillus plantarum + -IW -[+ + + + V o+ + o+ 4/ - - Gel -/W; leche c

Lactobacillus rhamnosus + - - + o+ + + + o+ - + - Leche c; ureasa -

Lactobacillus ultunensis -/W - - + -+ -+ o+ o+ - - nd

Todas las especies consideradas son inmoviles, no producen indol, hidrolizan la esculina y fermentan a la glucosa, la fructosa y la manosa (L. fermentum W)

Datos bioquimicos obtenidos de las referencias 26, 30, 69, 76, 85, 125y 139

®|. thamnosus GG es Lac -

Simbolos y abreviaturas: +, positivo; -, negativo; resultado/resultado, el primero es el mas frecuente; V, variable; W, positivo débil; Lac, lactosa; Mnt, manitol; Raf, rafinosa;
Ram, ramnosa; Sac, sacarosa; Sal, salicina; Tre, trehalosa; X, xilosa; ADH, arginina deshidrolasa; Alm, almidén; Gel, gelatina; ¢, coagulacion (leche);

nd, dato no disponible.
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Aspectos taxonomicos

La taxonomia de los bacilos gram negativos anaerobios (BGNA)
presentd multiples cambios en la Ultima década, debido al advenimiento de las
nuevas técnicas moleculares y de metagendmica. Teniendo en cuenta estas
consideraciones y a los fines de unificar criterios taxondmicos nos hemos
basado en la nomenclatura y clasificacion presentes en el sitio: www.

bacterio.net (List of prokaryotic names with standing in nomenclature)*.

Los BGNA, pertenecen al dominio Bacteria, phylum Bacteroidetes, clase
Bacteroidia, orden Bacteroidales, e incluyen a las siguientes familias de
interés clinico: Bacteroidaceae, Porphyromonadaceae, Prevotellaceae vy
Rikenellaceae; y al phylum Fusobacteria, clase Fusobacteriia, orden
Fusobacteriales que incluye a las familias: Fusobacteriaceae vy
Leptotrichiaceae. Ademas, se pueden encontrar BGNA en otros phyla como
Firmicutes, Proteobacteria y Synergistetes®. A los fines del presente manual,

haremos referencia solamente a las especies de relevancia en clinica humana.

La familia Bacteroidaceae, esta compuesta por los géneros:
Acetofilamentum, Acetomicrobium, Acetothermus, Anaerorhabdus, Bacteroides
y Capsularis®. El género Bacteroides es el de mayor importancia clinica, sus
integrantes se caracterizan por ser sacaroliticos, resistentes a la bilis y no
pigmentados. Esta compuesto por las especies: Bacteroides fragilis,
Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides stercoris, Bacteroides uniformis,
Bacteroides vulgatus, Bacteroides ovatus, Bacteroides eggerthii, Bacteroides
caccae, Bacteroides galacturonicus, Bacteroides pectinophilus y numerosas

especies descritas en los UGltimos 10 afios: Bacteroides cellulosilyticus™?,
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Bacteroides clarus®**, Bacteroides coprocola®®, Bacteroides coprophilus™,
Bacteroides dorei'?, Bacteroides faecis®, Bacteroides finegoldii'®, Bacteroides
fluxus®*®, Bacteroides intestinalis’’, Bacteroides Iuti’””, Bacteroides
massiliensis®, Bacteroides nordii~~°, Bacteroides oleiciplenus“™, Bacteroides

. 99 H 165 . H 193 :
plebeius™, Bacteroides pyogenes >, Bacteroides salyersiae™~°, Bacteroides
xylanisolvens®¥(Tabla 3).

La familia Porphyromonadaceae comprende los siguientes géneros
vinculados a infecciones humanas: Barnesiella, Odoribacter,
Parabacteroides'®, Porphyromonas®?’ 'y Tannerella®. El género
Porphyromonas es el de mayor relevancia clinica y esta compuesto por BGNA
asacaroliticos que presentan pigmento marrén claro a negro, con excepcion de
la especie Porphyromonas catoniae. Las especies de mayor importancia son:
Porphyromonas asaccharolytica®’, Porphyromonas bennonis®®’,

Porphyromonas endodontalis'#

Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas
somerae'®®, Porphyromonas uenonis®® y Porphyromonas crevioricanis*® (Tabla
4). La unica especie del género Barnesiella relacionada con el hombre es
Barnesiella intestinihominis*?°. El género Odoribacter estd compuesto por las
especies: Odoribacter denticanis’®, Odoribacter laneus™® y Odoribacter
splanchnicus”®. El género Parabacteroides es sacarolitico, resistente a la bilis y
estd compuesto por las especies: Parabacteroides distasonis, Parabacteroides
goldsteinii, Parabacteroides merdae'®®, Parabacteroides gordonii'®® (antes
pertenecientes al género Bacteroides) y Parabacteroides johnsonii*>’. El género
Tannerella, posee una Unica especie, Tannerella forsythia’®® que se

caracteriza por ser auxoétrofa para el acido N-acetilmuramico, propiedad que

marca la necesidad de una vida simbiotica con otros microorganismos.
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La familia Prevotellaceae esta integrada por los géneros Alloprevotella,
Hallella, Paraprevotella y Prevotella. EI género Prevotella es el de mayor
interés clinico y el mas numeroso en especies dentro de los BGNA. Hasta el
momento se han descrito cuarenta y nueve especies en humanos y animales, y
la mayoria de ellas habitan en la cavidad bucal*® 4% 1°8- 163167 ‘|ncluye especies
moderadamente sacaroliticas, que las ubica en un lugar intermedio entre las
especies de Bacteroides, que son fuertemente sacaroliticas y las especies de
Porphyromonas spp., que son inactivas; presentan sensibilidad a la bilis y
pueden ser o no pigmentadas'’’. La inclusién de Prevotella massiliensis y
Prevotella paludivivens en este género se encuentra en revision, porque si bien
son compatibles por analisis del gen ARNr 16S, se observan discordancias en
su comportamiento bioquimico y biolégico'®. Entre las especies mas frecuentes
en infecciones humanas se encuentran: Prevotella melaninogenica, Prevotella
intermedia, Prevotella nigrescens, Prevotella bivia, Prevotella disiens vy
Prevotella buccae (Tabla 4).

Rikenellaceaees una nueva familia compuesta por los géneros Alistipes

4

y Rikenella. El género Alistipes'®* incluye las siguientes especies: Alistipes

finegoldii, Alistipes putredinis*®’, Alistipes onderdonkii, Alistipes shahii'®y
Alistipes indistinctus'®. El género Rikenella contiene una especie, Rikenella
microfusus®.

La familia Fusobacteriaceae esta compuesta por los géneros
Cetobacterium, Fusobacterium, Ilyobacter, Propionigenium y Psychrilyobacter.
Por su parte la familia Leptotrichiaceae incluye los géneros: Leptotrichia,

Sebaldella, Sneathia y Streptobacillus. Se caracterizan por ser un grupo

heterogéneo constituido por bacilos pleomdérficos, inmoéviles. El género
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Fusobacterium incluye 8 especies de interés en clinica médica: Fusobacterium
nucleatum con 5 subespecies® (F. nucleatum subsp. nucleatum, F. nucleatum
subsp. polymorphum, F. nucleatum subsp. animalis, F. nucleatum subsp.
fusiforme y F. nucleatum subsp. vincentii), Fusobacterium naviforme,
Fusobacterium  periodonticum, Fusobacterium varium, Fusobacterium
necrophorum, Fusobacterium  ulcerans, Fusobacterium  perfoetens,
Fusobacterium  rusii, Fusobacterium  gonidiaformans, Fusobacterium
necrogenes y Fusobacterium mortiferum. F. necrophorum presenta dos
subespecies, F necrophorum subsp. funduliforme y F. necrophorum subsp.
necrophorum, pero solo la primera ha sido aislada de infecciones humanas'®.

El género Leptotrichia®® esta constituido por bacilos largos inmoviles,
fuertemente sacaroliticos que dan como producto de su metabolismo acido
lactico. Este género esta compuesto por las especies: Leptotrichia buccalis,
Leptotrichia goodfellowii, Leptotrichia hofstadii, Leptotrichia shaii, Leptotrichia
trevisanii, Leptotrichia wadeii, Leptotrichia hongkongensis®® y Leptotrichia
amnionii*'. La especie Leptotricchia sanguinegens fue reclasificada como
Sneathia sanguinegens®.

Dentro del phylum Proteobacteria, clase Epsilonproteobacteria, orden
Campylobacterales, familia Campylobactereaceae, se encuentra el género
Campylobacter, el cual estd compuesto por bacilos curvos y moéviles. La
mayoria de las especies desarrollan en microaerobiosis; algunas de ellas
como: Campylobacter gracilis, Campylobacter showae, Campylobacter curvus,
Campylobacter rectus y Campylobacter concisus, desarrollan mejor en

110, 155

anaerobiosis y Campylobacter ureolyticus y Campylobacter hominis ,Son

anaerobias estrictas.
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En el mismo phylum Proteobacteria, clase Betaproteobacteria, orden
Burkholderiales, familia Sutterellaceae, se encuentran los géneros Sutterella y
Parasutterella. EI género Sutterella esta compuesto por las especies: Suterella
parvirubra®® y Suterella wadsworthensis. Por su parte, el género Parasutterella
estd compuesto por las especies Parasutterella excrementihominis™? vy

Parasutterella secunda®®.

El phylum Firmicutes, caracteristico de gram positivos, clase
Negativicutes, orden Selenomonadales, familia Veillonelaceae incluye los
siguientes géneros de BGNA: Dialister, Megamonas, Selenomonas, Centipeda
y Mitsuokella. EI género Dialister se observa como cocobacilos gram negativos
asacaroliticos, metabdlicamente inertes y presenta las especies, Dialister
invisus*®, Dialister microaerophilus, Dialister propionicifaciens®’, Dialister
succinatiphilus’®® y Dialister pneumosintes. El género Megamonas™' se
presenta como bacilos largos e incluye las especies, Megamonas funiformis y
Megamonas hypermegale. El género Selenomonas, se observa como bacilos
curvos moviles e incluye las especies, Selenomonas sputigena, Selenomonas
artemidis, Selenomonas dianae, Selenomonas flueggei, Selenomonas infelix,
Selenomona noxia. El género Centipeda se presenta como bacilos méviles y
contiene la especie Centipeda periodontii. EI género Mitsuokella se observa
como bacilos ovoides o0 regulares y contiene la especie Mitsuokella
multiacida®.

En este mismo phylum, clase Clostridia, orden Clostridiales, se
encuentran los géneros Pseudoflavonifractor y Tissierella. En el género,

Pseudoflavonifractor la especie relevante es Pseudoflavonifractor capillosus®,
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anteriormente clasificado como Bacteroides capillosus. El género Tissierella se
compone de dos especies Tissierella praeacuta’ y Tissierella creatinini.

En el phylum Proteobacteria, clase Gammaproteobacteria, orden
Aeromonadales, familia Succinivibrionaceae se encuentran los géneros
Anaerobiospirillum  (especies Anaerobiospirillum  succinciproducens® 'y

+154:

Anaerobiospirillum thomasii~"), Ruminobacter; Succinirnonas, Succinatimonas

y Succinivibrio que fueron aislados de distintos habitats humanos y animales.

La familia Desulfovibirionaceae incluida en el phylum Proteobacteria,
clase Deltaproteobacteria, orden Desulfovibrionales, contiene dos géneros de
importancia clinica: Bilophila, con una sola especie Bilophila wadsworthia, que
es asacarolitica y resistente a la bilis y Desulfovibrio que contiene mas de

treinta especies y presenta baja patogenicidad en el hombre®®.

La familia Desulfomicrobiaceae, incluida en el mismo phylum, clasey
orden que la anterior, contiene el género Desulfomicrobium, cuyas especies se

relacionan a la enfermedad periodontal'®’.

El phylum Synergistetes, orden Synergistales, clase Synergistia, familia
Synergistaceae, recientemente descritos, incluye dos géneros, cada uno con
una sola especie de BGNA inméviles, Jonquetella anthropi®® y Pyramidobacter

piscolens®.

Habitat

Los BGNA forman parte de la microbiota de las mucosas oral,
gastrointestinal y genital, tanto del ser humano como de los animales. La
colonizacion con bacterias anaerobias comienza luego del nacimiento y se
incrementa en cantidad y diversidad a través del tiempo'*®. Su rol consiste en
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mantener el balance ecologico, prevenir la instalacion de agentes patégenos y
contribuir al desarrollo de la respuesta inmune®®*. Esta proteccién se ve
seriamente comprometida en procesos erosivos de las mucosas; en procesos
obstructivos y en tratamientos antimicrobianos prolongados®*°.

En la cavidad bucal, podemos encontrar distintos BGNA, que
corresponden a la microbiota indigena accesoria (menos del 1 % del
microbioma bucal), dentro de los que se destacan Prevotella spp.,
Porphyromonas spp., Fusobacterium spp., Campylobacter spp., Leptotrichia
spp. y Selenomonas spp. Los BGNA en la cavidad bucal estan relacionados al

desarrollo de infecciones odontégenas® ¢ &.

Con respecto al tracto gastrointestinal superior, la concentracion de
bacterias es menor a 100 microorganismos/ml de jugo gastrico y provienen
generalmente de las secreciones orales, sin embargo en pacientes con
aclorhidria o pH elevados se puede alcanzar 10’ UFC/ml. En ciertas situaciones
clinicas (Ulcera, carcinoma gastrico, terapia con antiacidos) puede sobrevenir la
colonizacion con Bacteroides spp. En el ileum distal se observan coliformes y
anaerobios en recuentos de 10*-10° UFC/ml, en cambio en el colon distal el
recuento promedio es del orden de 10*'-10"* UFC/gramo de heces superando
los anaerobios a los aerobios en una proporcién de 1000 a 1'*°. En el colon las
especies del género Bacteroides son dominantes junto con las especies de
Parabacteroides, Fusobacterium, Alistipes, Anaerobiospirillum, Desulfovibrio y
Odoribacter, entre los BGNA; y Eubacterium, Bifidobacterium, Lactobacillus,
Peptostreptococcus, Coprococcus y Ruminococcus entre los organismos

anaerobios y anaerobios facultativos gram positivos. También se pueden
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encontrar en menor proporcion algunas especies de Campylobacter spp. y
Prevotella””

El rol principal de Bacteroides reside en la funcibn mutualista del
metabolismo. La propiedad sacarolitica de Bacteroides, especialmente de B.
thetaiotaomicron, un habitante profuso de la microbiota intestinal, le permite
procesar diversos polisacaridos del hospedero y de la dieta para satisfacer sus
propias necesidades metabdlicas, facilitando la digestion y la liberacion de
nutrientes para su hospedero y bacterias comensales?*!. B. fragilis y B.
thetaiotaomicron muestran efectos inmunomoduladores que promueven la
homeostasis de la microbiota intestinal®.

En el tracto genital femenino la microbiota indigena dominante esta
compuesta por especies de Lactobacillus y anaerobios gram positivos y en
menor proporcion se encuentran los BGNA. La colonizacion vaginal es
dindmica, con variaciones intrinsecas al ciclo vital reproductor desde la pre-
menarca hasta la menopausia, el embarazo y diferentes situaciones clinicas
que presente el huésped. Los BGNA mas frecuentes son las especies de
Prevotella, entre ellas P. bivia y P. disiens; Leptotrichia spp., S. sanguinegens y
P. asaccharolytica. Bacteroides spp. pueden encontrarse pero en menor
proporcién. El sobrecrecimiento de los BGNA lleva a situaciones patoldgicas
como la vaginosis bacteriana y otras infecciones del tracto genital femenino*®

143,171

Factores de virulencia

Los BGNA poseen factores de virulencia que le permiten adherirse,
invadir y constituirse en biofilms. La formacion de abscesos y la destruccion

tisular son presentaciones caracteristicas de estas bacterias.
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- Adhesinas: son proteinas especializadas de la pared bacteriana, similares a
las lectinas, que se adhieren a receptores de las células del hospedero.
También permiten la unién entre células bacterianas, fenomeno que se
denomina coagregaciéon y es fundamental en la consolidacién del biofim*®.
Estructuras proteicas como las fimbrias y los pili también poseen adhesinas en
sus extremos’® 13 1%% 211 Otras estructuras similares son las denominadas
hemaglutininas que reconocen gliucidos de la membrana celular de los
eritrocitos®® 142,

- Capsula: es una cubierta externa de composicion variable (polimeros:
heteropolisacaridos anidnicos u homopolisacaridos neutros y/o polipéptidos),
también conocida como antigeno K, con capacidad de inhibir la fagocitosis
mediada por el complemento (opsonizacion) y promover la formacion de

abscesos (por ej.: B. fragilis, P. gingivalis, T. forsythia)®* 142 144183,

- Produccion de microvesiculas: constituyen fracciones de la membrana

externa de los BGNA (OMV) que concentran multiples factores de virulencia:
proteasas (gingipainas), LPS, hemaglutininas, fimbrias (FimA), pili y adhesinas;
pero carecen de material genético. Estas son liberadas al medio y participan en
diferentes situaciones fisioldgicas tales como: mantenimiento de la homeostasis
de la microbiota intestinal, adherencia, penetracion y resorcién 6sea (por ej.: P.

glnglvalls)47, 68, 136, 170.

- Producciéon de acidos grasos de cadena corta: los acidos succinico,

propidénico, butirico, acético, valérico, isobutirico, caproico e isovalérico, son

productos finales del metabolismo de las bacterias anaerobias. Estos
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compuestos provocan necrosis tisular, resistencia a la muerte intrafagocitaria y
descenso del pH en el interior de los abscesos que favorece la inhibicién de la

fagocitosis®.

- Lipopolisacérido (LPS): es un componente importante de la membrana

externa de todas las bacterias gram negativas. La porcion del LPS,
denominada lipido A, es una endotoxina que estimula la respuesta inmune
innata y es mediador de shock séptico. La potencia endotdxica en los BGNA
varfa de acuerdo a la estructura del lipido A*. El LPS de Bacteroides spp.
desencadena una respuesta inflamatoria débil en el huésped, en particular la
endotoxina de B. fragilis es 10 y 1000 veces menos toxica que la de

32,146 o5 un factor

Escherichica coli**. Por el contrario, el LPS de P. gingivalis
de virulencia importante por su actividad proinflamatoria y por estimular en
forma directa la activacion de los osteoclastos, induciendo la resorcién 6sea®*.
Los LPS de F. nucleatum y F. necrophorum son los inductores mas potentes de
respuesta inflamatoria sistémica entre los BGNA. En F. nucleatum interviene en
la reaccion inflamatoria de la enfermedad periodontal y en el caso de F.
necroforum, en el desarrollo de la tromboflebitis séptica y de las
manifestaciones necréticas del sindrome de Lemierre!®y de la necrosis

orofacial grave (NOMA)**,

- Enzimas hidroliticas: son enzimas que ejercen una accién nociva sobre

moléculas y/o estructuras celulares del hospedero. Pueden encontrarse
asociadas al espacio periplasmico, a la pared bacteriana o bien liberarse al

medio, estas Ultimas se denominan “de secrecion”.
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- Hemolisinas: generalmente se encuentran asociadas a otras enzimas
como proteasas y adhesinas que permiten la adhesion y ruptura de la
membrana eritrocitaria para la obtenciéndel grupo hemo**# 2% 152.198

- Proteasas: poseen la capacidad de degradar distintas proteinas, entre
las cuales se encuentran las inmunoglobulinas (IgA, IgM e IgG), los factores del
complemento (C3, C4 y Cs) y otras proteinas plasmaticas de la respuesta
inflamatoria .

- Colagenasas, hialuronidasas, condroitin sulfatasa, heparinasa, -
glucosidasa y N-acetilglucosaminidasa, ocasionan destruccion de la matriz
extracelular y por lo tanto favorecen la invasion y diseminacion a través de
estructuras contiguas™®.

- Neuraminidasas: enzimas que desdoblan el acido sialico subterminal
de los polisacaridos de las células del hospedero incrementando la capacidad
de adherencia, invasion y destruccion de las mucosas®® 2%

- Lipasa: es una enzima que produce la ruptura de proteinas del
glicosilfosfatidil inositol en las membranas plasmaticas®. Las lipoprotein lipasas

hidrolizan uniones éster de los acidos grasos y modifican la estructura del lipido

A de los LPS.

- Enterotoxina: es una poderosa metaloproteasa descrita en las especies
enterotoxigénicas de B. fragilis codificada en un transposoén. La toxina se une al
receptor especifico en el epitelio intestinal y provoca la desorganizacion del
citoesqueleto de actina de las células y pérdida de las uniones estrechas. Este
dafio produce una diarrea de tipo acuoso debido a la pérdida de liquidos y
electrolitos. Se describen al momento tres enterotoxinas diferentes que

presentan variaciones en cuanto a la patogenicidad y distribucién®"®.
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-Leucotoxina: es una exoenzima caracteristica de F. necrophorum de

importancia en la patogenia del sindrome de Lemierre. Presenta sinergismo
con los LPS tanto en la patogenia del sindrome de Lemierre como en la NOMA,

favoreciendo la necrosis tisular y la formacién de trombos*®.

-Enzimas vy otras moléculas que confieren resistencia al estrés oxidativo:

incluye varias enzimas como la superéxido dismutasa, que elimina los radicales
del oxigeno, la catalasa que destruye el peroxido de hidrogeno y otras
proteinas que le confieren a algunos anaerobios la caracteristica de ser
aerotolerantes. No estan presentes en los anaerobios estrictos y si bien no son
factores de virulencia tradicionales, se los considera como tales porque les
permiten a estas bacterias sobrevivir a pequefias concentraciones de oxigeno
(nanomolares) presentes en los tejidos. Por ejemplo, B. fragilis es capaz de
inducir la produccion de mas de 20 proteinas para responder al estrés
oxidativo, que le permiten sobrevivir por largos periodos de tiempo (24 h) a la

153, 215
02

exposicion de y el pigmento de las especies de Porphyromonas y

Prevotella tiene la funcidon de remover el oxigeno superficial.

Ademas de los factores de virulencia mencionados, hay dos conceptos
ecologicos importantes: el mutualismo y el sinergismo que se basan en la
colaboracién nutricional y la potenciacién de los efectos entre las especies para
la instalacion de la infeccion. La capacidad de formar abscesos por parte de
estas bacterias y la sucesion microbiana autogénica en el biofilm subgingival de

la enfermedad periodontal son ejemplos de este comportamiento.

Impacto clinico
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Las infecciones por BGNA son en su gran mayoria polimicrobianas,
piogénicas, de origen enddgeno y se localizan en la proximidad de las
superficies mucosas, donde las bacterias anaerobias se encuentran en una

proporcion 10 a 1000 veces mayor que las aerobias y las facultativas.

Una minoria de las infecciones causadas por estos microorganismos son
adquiridas por via exdgena, como las producidas por mordeduras de animales
29y humanos; las ocasionadas por heridas de golpes de pufio u otras de origen
zoonotico, observadas en huéspedes inmunocomprometidos, tales como
diarrea y bacteriemia® 1?1,

Los BGNA se aislan principalmente de infecciones intraabdominales,
odontégenas, del tracto genitourinario, de piel y partes blandas y de

bacteriemias®. Los géneros que se aislan con mas frecuencia segun el sitio de

la infeccion se detallan en la tabla 1.

Infecciones asociadas a los géneros Bacteroides, Parabacteroides,

Alistipes v Odoribacter

Bacteroides y Parabacteroides son los géneros mas frecuentes en las
infecciones intraabdominales; son los que despliegan mayor proporcion de
factores de virulencia y presentan mayor nivel de resistencia a los
antimicrobianos™**.

Las especies que se aislan, en orden de frecuencia, de muestras
clinicas tales como sangre, Ulceras, abscesos, hueso 0 muestras
intraabdominales son: B. fragilis, B. thetaiotaomicron, B.ovatus y P. distasonis.
Si bien B. fragilis es la especie menos prevalente en la microbiota intestinal es

la que predomina en los aislamientos clinicamente significativos y es el agente
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etiolégico mas frecuente en bacteriemias causadas por anaerobios'®. En esta
dltima entidad, también pueden aislarse B. thetaiotaomicron y P. distasonis,
gue junto a B. fragilis se asocian con una elevada mortalidad, probablemente
vinculada a la presencia de capsula, a la produccion de endotoxinas y a la
resistencia a los antibiéticos antianaerébicos. Si bien B. fragilis y las especies
relacionadas son componentes minoritarios de la microbiota de la mucosa
bucal, estos pueden producir infecciones pulmonares en menos del 10 % de los
pacientes™ %" 2% En los Ultimos afios se ha descrito un nimero importante de
especies del género Bacteroides provenientes de muestras de materia fecal
que forman parte de la microbiota comensal y no se han aislado de muestras
clinicas.

Los aislamientos de B. fragilis productores de enterotoxina (BFET) se
han aislado de materia fecal de animales jévenes de granja y humanos con
diarrea. La poblacion mas afectada son los niflos mayores de un afio y adultos
mayores de 60 afios o que presentan enfermedades debilitantes. Sin embargo,
también se aislan del intestino de nifios menores de un afio y adultos jovenes
asintomaticos, asi como del tracto vaginal de mujeres durante el embarazo*’®.
La presencia de enterotoxina también se asocia a aislamientos con capacidad
de producir infecciones sistémicas y colecciones purulentas. Si bien el rol de
este factor de virulencia aun no esta totalmente dilucidado, las cepas que lo
poseen parecerian producir infecciones mas graves®.

Las especies de Parabacteroides, P. distasonis y P. merdae se asocian
a infecciones intraabdominales. Dos especies de este género descritas

posteriormente, P. goldsteinii y P. gordonii también fueron aisladas de muestras
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clinicas, la primera de procesos intraabdominales’® y la segunda de
hemocultivos™®®.

La mayoria de las especies de Alistipes forman parte de la microbiota
intestinal habitual. A. finegoldii, A. shaii y A. onderdonkii se encontraron en
tejido apendicular normal de niflos y adultos y en casos de apendicitis
inflamatoria o0 gangrenosa asi como también en peritonitis y abscesos
abdominales’*® %, Las especies descritas de Odoribacter son componentes de
la microbiota intestinal*** *33.0. splachnicus (previamente Bacteroides) es hasta
el momento el Unico descrito como patdégeno oportunista, aislado de abscesos

abdominales y tejido apendicular en casos de apendicitis quirdrgicas®®.

Infecciones asociadas a los géneros Porphyromonas y Tannerella

Las tres especies principales del género Porphyromonas reconocidas

hasta el afio 2000 incluian a P. gingivalis y P. endodontalis, aisladas de la
. ' : : ; 79, 208, 209

mucosa oral y fuertemente asociadas a patologia gingivoperiodontal y

P. assacharolytica, una Unica especie aislada de muestras clinicas no orales.

Esta ultima forma parte de la microbiota del tracto genitourinario y

|l78

gastrointestina y se aislé de infecciones intraabdominales, infecciones

necrotizantes de piel y partes blandas, de vaginosis bacteriana e infecciones

186

respiratorias®* Posteriormente se reclasificO6 en este género a

Porphyromonas catoniae, una cuarta especie, Unica no pigmentada, también

componente de la microbiota gingival®’.

En los dltimos afios, se describieron tres especies, P. uenonis®, P.

197
, la

somerae (antes P. levii-like), y P. bennonis (antes P. endodontalis-like) S

que fueron recuperadas de infecciones intraabdominales, de piel y partes
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blandas y de pie diabético®. P. gulae, es una especie de origen animal, que
puede ser transmitida al hombre desde animales domésticos como el perro®??;
P. somerae se aisl6 de pacientes con infecciones de piel y partes blandas y
6seas de miembros inferiores'® y P. benonis, de infecciones de abscesos y
heridas'®’.  Porphyromonas  cangingivalis, Porphyromonas  cansulci,
Porphyromonas canoris y Porphyromonas macacae son de origen animal y se
aislaron de infecciones de heridas por mordeduras®: 2°*.

P. gingivalis y T. forsythia son considerados patégenos periodontales y
junto con Treponema denticola conforman el grupo Rojo de Sokransky'®. La
periodontitis es una enfermedad multifactorial de etiologia inmunoinfecciosa
que compromete al tejido de sostén dentario (fibras periodontales y hueso
alveolar). T. forsythia invade el tejido blando de la bolsa periodontal a través de
una proteina de superficie rica en leucina (BspA) la cual se adhiere a la
fibronectina y fibrinbgeno. También estimula la pérdida O6sea alveolar en la
periodontitis mediante la modulacion de la produccion de citoquinas
proinflamatorias*®'. Se ha propuesto que las bacterias del biofilm subgingival y
sus productos son capaces de difundir al torrente sanguineo desde el sitio de la
infeccion y promover eventos tromboembaolicos asociados con aterosclerosis e
infarto del miocardio®. Trabajos de investigacién basicos y clinicos ponen en
evidencia la asociacion directa entre periodontitis crénica con enfermedad

cardiovascular y parto prematuro**®.

Infecciones asociadas al género Prevotella

177.

El género Prevotella™ ™ esta formado por un grupo heterogéneo de

especies, pigmentadas y no pigmentadas cuyo habitat principal es la cavidad
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oral y tracto respiratorio, aunque también se pueden encontrar en el tracto

urogenital y en menor medida en intestino® %6, p.

intermedia y P. nigrescens
se asocian a gingivitis inducida por hormonas en el embarazo’™; son clave en el
desarrollo de la enfermedad periodontal y también se aislan de otras

127, 162

infecciones orales Prevotella spp. se aislan en procesos infecciosos

%. 200 v ho odontégeno tales como

extraorales de origen odontogeno
infecciones de cabeza y cuello, infecciones de piel y partes blandas, abscesos
y empiemas pulmonares, abscesos abdominales e infecciones del tracto

genitourinario® %% °7. p.

intermedia, P. nigrescens y P. buccae juegan un rol
importante en la patogénesis del absceso periamigdalino® 2. La saliva actta
como reservorio y vehiculo de transmisién de bacterias orales®®, por esta
razén P. intermedia, P. melaninogenica, P. buccae y otros BGNA, como F.
nucleatum, se afslan de heridas por mordedura®.

Las especies de Prevotella, Fusobacterium y Porphyromonas se aislan
con més frecuencia en otitits supuradas crénicas?®, sinusitis crénicas, abscesos
cerebrales, de piso de boca, de espacios retrofaringeos, mediastinitis e
infecciones relacionadas con cirugias odontologicas como levantamiento de
senos paranasales, colocacién de implantes y relleno 6seo en maxilares*> 2%,

P. bivia y P. disiens se asocian a la vaginosis bacteriana y a procesos
infecciosos obstétricos y perinatales. P. bivia, habita la vagina y tiene
capacidad para adherirse e invadir las células del cuello del Gtero. El LPS, la

produccion de sialidasa y otros factores de virulencia de estos microrganismos,

estan involucrados en la infeccién crénica intrauterina y en la infeccién fetal”

104
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Las especies de Prevotella, P. denticola, P. oris, P. salivae y P.
intermedia, han estado asociadas a la fisiopatologia de la enfermedad
: ; ; £t 19, 207
pulmonar de pacientes con fibrosis quistica :
Un namero limitado de especies nuevas de Prevotella se describieron en
procesos no odontégenos como son, Prevotella nanceiensis® aislada de
hemocultivo, de absceso pulmonar y de lavado broncoalveolar; Prevotella

161

pleuritidis™", recuperada de una muestra de liquido pleural y P. timonensis que

se cultivé de un absceso de mama®.

Infecciones asociadas al género Fusobacterium y a otras bacterias

fusiformes

F. nucleatum y F. necrophorum son las especies de mayor importancia
clinica y forman parte de la microbiota bucal y orofaringea, respectivamente.
Varias especies del género Fusobacterium forman parte de la microbiota del
surco gingival: F. nucleatum, F. naviforme, F. periodonticum, F. alocis y F. sulci.
F. nucleatum estd compuesto por cinco subespecies: F. nucleatum nucleatum,
F. nucleatum polymorphum, F. nucleatum fusiforme, F. nucleatum vincentii y F.
nucleatum animalis. F. nucleatum nucleatum junto con P. intermedia y P.
nigrescens forman el grupo Naranja de Socransky de caracteristicas
proinflamatorias, que se relacionan con el desarrollo de la enfermedad
periodontal y la gingivitis*®®. Esta especie ademaés, es un patégeno importante
en infecciones no orales como pericarditis, infecciones 6seas, bacteriemias y
abscesos de diferentes localizaciones, cerebrales, hepaticos, pulmonares,

abdominales, de tracto genitourinario y heridas por mordeduras humanas 12,
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F. necrophorum en asociacion simbidtica con treponemas, Borrelia
vincentii y otras bacterias anaerobias, desencadena enfermedades como la

126 y la angina de Vincent®® que son més

gingivitis Ulcero necrotizante (GUNA)
frecuentes en adultos jévenes. Otra entidad producida por F. necrophorum es
el sindrome de Lemierre, o sepsis posangina, complicacion muy rara de la
amigdalitis aguda que se caracteriza por originar una sepsis grave y una
tromboflebitis de la vena yugular interna'®. Otra patologia relacionada a este
género es la angina de Ludwig. Es una celulitis bilateral, agresiva, silenciosa y
rapida que se expande a los espacios sublinguales y submaxilares y que afecta
el cuello y piso de la boca, hasta llegar a los pulmones. Es rara y mas frecuente
en nifios, aunque también puede producirse en adultos inmunocomprometidos.
La mayoria derivan de un foco odontogénico que puede avanzar a los tejidos
mas profundos, llegando a ser potencialmente mortales por su afectacion a la
via aérea. También puede ocurrir después de fracturas mandibulares,
laceraciones en el piso de la lengua, cuerpos extraiios (piercings), linfadenitis y
sialoadenitis submandibular®. F. necrophorum se ha descrito en la necrosis

orofacial grave (NOMA)*

, entidad clinico-quirdrgica que presenta alta tasa de
destruccion del tejido 6seo y colageno.

Fusobacterium también produce bacteriemia, que aunque poco comun y
asociada a otras bacterias en casi la mitad de los casos, ocupa el segundo
lugar dentro de los BGNA Iluego del género Bacteroides. El tracto
gastrointestinal, el respiratorio y el genital son las principales fuentes de

diseminacién hematdgena y la presencia de malignidad es el factor de riesgo

predominante en los casos documentados''®. Otras presentaciones clinicas
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producidas por Fusobacterium spp. son: endocarditis*?®

, infeccion de partes
blandas, meningitis, abscesos hepaticos**’ y neumonia necrotizante®.
Leptotrichia es un patdgeno emergente. Las especies comensales de
Leptotrichia son causantes de mucositis oral y bacteriemia en pacientes
inmunocomprometidos con neutropenia, infeccién por HIV y leucemia® 1"°. Sin
embargo, también se han comunicado casos de bacteriemia y endocarditis en
personas inmunocompetentes. Se las relacionan con infecciones
odontogénicas como gingivitis, GUNA, periodontitis refractaria y con
infecciones no odontogénicas, como angina de Vincent, apendicitis aguda y
celulitis, entre otras*®. L wadeiise se asocié con neumonia grave en pacientes
inmunocompetentes, L amnionii con infecciones del tracto genital superior
femenino y posparto y con infecciones del tracto urinario en pacientes con

129>y L. goodfellowiicon con infeccién de herida por mordedura’.

trasplante rena
Leptotrichia spp. y S. sanguinegens se han asociado con bacteriemia,
infecciones del tracto genital femenino, posparto y perinatales*® ’?. Se postula a
estos microorganismos como marcadores de la vaginosis bacteriana y serian

Utiles para evaluar la respuesta al tratamiento®®. S. sanguinegens también se

asocio a otro tipo de infecciones como la artritis séptica®.

Infecciones asociadas a otros bacilos gram negativos

Desulfovibrio spp. son microorganismos reductores de sulfatos, que
pueden encontrarse en el suelo, el agua de consumo, las aguas residuales y en
el intestino humano y de animales. D. piger y D. fairfieldensis son habitantes
normales del tracto intestinal, lugar donde abundan los sulfatos. Estos

microorganismos se aislaron de abscesos cerebrales, infecciones sistémicas,
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174213 D, desulfuricans se aisl6 de

abdominales y abscesos hepaticos
hemocultivos de pacientes inmunocomprometidos con colitis ulcerosa y
trasplante hepatico?’®. D. fairfieldensis, D. piger y D. vulgaris se aislaron de
infecciones abdominales. La baja tasa de recuperacion de los integrantes de
este género bacteriano en muestras clinicas puede deberse a su lento
desarrollo y a la necesidad de contar con herramientas moleculares para su
identificacion.

Dentro de los BGNA reductores de sulfatos se encuentra también
Bilophila wadsworthia, microorganismo que se considera un patdgeno humano
relevante. Participa de infecciones polimicrobianas intraabdominales, como

apendicitis, principalmente en pacientes pediatricos; abscesos en diferentes

localizaciones y bacteriemia*®.

Anaerobiospirillum spp. son BGNA espiralados méviles. Pueden
formar parte de la microbiota gastrointestinal de humanos y animales. Se los
aisla en casos de infecciones gastrointestinales y sistémicas en pacientes
adultos con enfermedades de base debilitantes™ ***.

Selenomonas spp. y C. periodontii son BGNA moviles que se
aislan del biofilm dental. Estas especies estan asociadas con infecciones
odontogénicas como periodontitis, GUNA, infecciones endoddnticas y rara vez
se aislan de infecciones no orales'®.

Dentro de las especies de Campylobacter, C. rectus, C. curvus, C
showae, C. gracilis y C. concisus, son importantes agentes de infeccion
periodontal'®. C. concisus contribuye ademas al desarrollo de enfermedades
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inflamatorias intestinales como la colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn““",

C. showae, se aislo de biopsias de tejido tumoral en pacientes con carcinoma
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colorectal®?, C. rectus se encontré en infecciones pulmonares, C. curvus se
aislé en infecciones de cabeza y cuello, abdominales, urogenitales y neumonia
y C. gracilis se asocid a peritonitis, apendicitis, bacteriemia, infeccion de tejidos
blandos y pulmén®. C. ureolyticus es productor de enfermedad gastrointestinal
principalmente en individuos con insuficiencia renal en dialisis o con cirrosis,
personas residentes en geriatricos y sus cuidadores. Se aisl6 ademas de
hemocultivos, herida de la regién genital en hombres'®, infeccién de cabeza y
cuello, pulmén, abdomen, hueso y tejidos blandos'*. Por su parte C. hominis,
es un integrante de la microbiota gastrointestinal cuyo rol en la infeccion es
incierto™°.

S. wadsworthensis, es un patdgeno aislado predominantemente
de infecciones abdominales. S. sputigena, S. noxia y otras especies no

cultivables de este género pueden estar asociadas con la patogénesis y la

progresién de la periodontitis agresiva®’.

Diagnaostico microbiologico
Identificacion a nivel de género y especie

Los BGNA deben cultivarse en medios enriquecidos que provean
nutrientes similares a los que adquieren de su ecosistema natural, como
derivados de la sangre (hemina), vitamina K y aminoacidos. Algunos requieren
ademas, suplementos especificos como por ejemplo formato, fumarato y acido
N-acetilmuramico para estimular el desarrollo de Campylobacter spp. y de T.

forshytia, respectivamente®.

El tiempo de incubacion de los BGNA es variable, la mayoria de las

especies de Bacteroides y Parabacteroides crecen a las 48 h de incubacion;
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otros como Bilophila, Desulfovibrio, Porphyromonas y Dialister requieren
periodos de 5 a 7 dias. Todos los BGNA necesitan de una atmosfera libre de
oxigeno para desarrollar, no obstante algunas especies presentan mayor grado
de aerotolerancia®™® % Los BGNA pueden identificarse presuntivamente en
base a: morfotipos celulares, caracteristicas de las colonias, produccion de
pigmentos, sensibilidad frente a discos de antibiéticos de potencia especial y
pruebas bioquimicas. En la mayoria de las situaciones clinicas es suficiente
con arribar a la identificacion del género o grupo bacteriano y en otras es
necesario llegar a la identificacion a nivel de especie. Esta informaciéon es de
utilidad para la elecciéon del tratamiento a implementar y para dilucidar el origen
de la infeccign*: 113187,

El primer paso para la identificacion es la observacion y registro de todos
los morfotipos presentes en el cultivo primario. Algunas especies pueden
pigmentar luego de varios dias de incubacion (5 a 7 dias), otras pueden crecer
en forma superpuesta o satelital a otras colonias por sus exigencias
nutricionales, algunas también pueden ser demasiado pequefias para
detectarlas a simple vista y requieren magnificacion (lupa).

Las caracteristicas de las colonias: el tamafo, la forma, los bordes, el
color, la consistencia, el aspecto y otras caracteristicas particulares, como el
hundimiento en el agar (pitting), la fluorescencia bajo luz UV de 366nm vy la
produccion de pigmento o de hemdlisis, entre otras, orientan la identificacion.
Las colonias pequeifias de BGNA con pitting, son orientadoras de C.
ureolyticus, las que presentan pigmento marrén a negro, pueden corresponder

a Porphyromonas spp. o Prevotella spp., las opalescentes con forma de miga
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de pan hacen sospechar la presencia de F. nucleatum, las cremosas, en forma
de bonete pueden asociarse a F. necrophorum.

Al igual que la morfologia macroscopica, el micromorfotipo observado en
la coloracion de Gram, es muy util en la identificacion presuntiva. Las células
con forma de huso nos pueden orientar a la identificaciéon de F. nucleatum, los
bacilos gram negativos muy largos que forman rulos pueden asociarse a la
mayoria de las especies de Leptotrichia, mientras que los bacilos curvados
cortos pueden pertenecer a los géneros Anaerobiospirillum, Campylobacter o
Desulfovibrio.

Para la identificacion inicial existen pruebas sencillas al alcance de
cualquier laboratorio clinico, que adicionadas a las caracteristicas mencionadas
son Utiles para ubicar a los BGNA dentro de los grupos mayoritarios.

El patron de sensibilidad a los antibioticos en ensayos de difusion con
discos de potencia especial: vancomicina (5 pg), kanamicina (1000 pg),
colistina(10 pg) junto con pruebas simples como la inhibicion del desarrollo en
presencia de un disco o tableta de bilis, la produccion de pigmento y/o
movilidad, permiten diferenciar los principales géneros de BGNA que se
describen en la tabla 2. Teniendo en cuenta estas caracteristicas, estos
microorganismos se pueden clasificar en cinco grupos principales que permiten
resolver de un modo practico las situaciones clinicas habituales.

Grupo |. Bacteroides spp., Parabacteroides spp., Odoribacter spp. y Alistipes:
son BGNA de desarrollo rapido (24 a 48 h) con resistencia a todos los
antibioticos de potencia especial y sacaroliticos. En su mayoria no son
pigmentados y desarrollan en bilis al 20 %. El esquema de identificacion se

muestra en la tabla 3.
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La mayoria de las especies de este grupo no son exigentes, pueden
desarrollar en medios elaborados con un agar base nutritivo y sangre lacada al
5-7 % como unico aditivo. Se observan como bacilos gram negativos regulares;
en particular B. fragilis forma vacuolas que pueden dar células en forma de
raqueta. Las especies de Bacteroides Yy Parabacteroides producen colonias
grandes a las 48 h de incubacioén, grises, convexas sobre los medios nutritivos
y son fuertemente sacaroliticas. Los métodos de identificacibn comerciales
basados en pruebas de fermentacion, ej. APl 20A (bioMérieux, Marcy- I'Etoile,
Francia) pueden resultar de utilidad en este grupo. Sin embargo, debido a los
constantes cambios taxonomicos, sus bases de datos pueden estar
desactualizadas, por lo que se aconseja corroborar el resultado obtenido
mediante la lectura individual de cada prueba y confirmacién segun la tabla 3.

Alistipes spp., previamente consideradas como integrantes del género
Bacteroides, comparten con éste la caracteristica de presentar el mismo patron
de resistencia a los discos de antibidticos de potencia especial. Todas las
especies de este género son indol positivas. A. finegoldii, A. onderdonkii y A.
shahii crecen bien en medios soélidos pero no en medios liquidos, son
resistentes a la bilis al 20 % y producen pigmento marrén claro dependiendo
del medio de cultivo empleado y el tiempo de incubacion. A. putredinis, sin
embargo, es asacarolitica, sensible a la bilis al 20 % y no es pigmentada. Las
especies pigmentadas se pueden diferenciar mediante la deteccion de enzimas

preformadas (Tabla 3)°% 19 2%,

Las especies del género Odoribacter son bacilos gram negativos

fusiformes, que forman colonias pequefias a las 48 h de incubacion y pueden
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pigmentar luego de 7 dias en medios nutritivos con sangre, son débilmente

sacaroliticos e hidrolizan la arginina ™ 3,

Grupo II. Porphyromonas spp.: son BGNA pigmentados, asacaroliticos, que se
inhiben en presencia de bilis al 20 %, sensibles a la vancomicina y resistentes a
la kanamicina y a la colistina (Tabla 4).

Este grupo presenta colonias pigmentadas que varian del marron a
negro, debido a la formacion de protoporfirina a partir del grupo hemo de la
hemoglobina, proceso que se ve favorecido en presencia de sangre lacada o

hemolizada e incubacién prolongada®.

Son anaerobios estrictos y necesitan
suplementos para su desarrollo como la vitamina K. Todas las especies de
interés en clinica humana son pigmentadas con excepcion de P. bennonis que
produce pigmento débil y P. catoniae que no lo produce. Bajo luz UV(366 nm),
las especies pigmentadas dan fluorescencia rosa-anaranjado a roja,
preferentemente en cultivos jovenes de 48 a 72h. P. gingivalis no fluoresce bajo
luz UV. Se obtienen cultivos con colonias mas grandes y cremosas Si se
utilizan bases con hidrolizados de proteinas como las peptonas y extracto de
levadura, en lugar de hidratos de carbono que no impactan en su desarrollo. Si
bien la llave de entrada para la identificacion del género es sencilla, las
especies de Porphyromonas son dificiles de diferenciar por métodos
fenotipicos porque no fermentan hidratos de carbono (Tabla 4). Solo se cuenta
con algunas pruebas enzimaticas y la prueba de la catalasa que permite
diferenciar las especies humanas de las aisladas de animales. Las especies de
origen humano que no producen indol son, P. catoniae, P. bennonis y P.
somerae. Estas dos ultimas son indistinguibles por métodos convencionales y
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pueden confundirse con especies de Prevotella™ . Los métodos comerciales

238



como el APl ZYM, Rapid ID 322 (bioMérieux, Marcy- I' Etoile, Francia) y RaplD
ANA Il (Remel, Lenxa, KS) que detectan enzimas preformadas, tienen la
desventaja que son de dificil lectura debido a la interferencia del pigmento.
Grupo_lll. Prevotella spp.: son BGNA sacaroliticos, pigmentados y no
pigmentados, que son inhibidos en presencia de bilis al 20 %, resistentes a
kanamicina y vancomicina y comportamiento variable frente a colistina (Tabla
5).

Este grupo incluye numerosas especies del género Prevotella. En
general las colonias son circulares y de bordes regulares, con algunas
excepciones como P. bivia y P. disiens que son muy pequefas a las 48-96 h de
incubacion, pueden tener bordes irregulares y mostrar distintos tamafios en el
mismo cultivo. Son anaerobios estrictos y requieren para mejorar el desarrollo
aditivos como hemina y vitamina K.

Las especies pigmentadas producen pigmento marrdn a negro en agar
con sangre preferentemente hemolizada dentro de las 48 h de incubacién, sin
embargo, algunas cepas pueden requerir hasta 7-14 dias® . Al igual que en
el género Porphyromonas, esta caracteristica se debe a la produccién de
porfirinas a partir del grupo hemo de los hematies, las cuales son utilizadas
como grupo prostético de los citocromos. Si bien, Prevotella y Porphyromonas
fluorescen rosadas o rojo coral bajo luz UV, se debe tener en cuenta que la
intensidad de la fluorescencia disminuye a medida que aumenta el pigmento y
gue las especies no pigmentadas pueden fluorescer pero con menor
intensidad®.

La pruebas de fermentacién de los hidratos de carbono son utiles para la

identificacion de las especies no pigmentadas que desarrollan con colonias
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grandes a las 48 h de incubacion, como por ejemplo P. buccae. A la inversa
ocurre con P. bivia, P. disiens y las especies pigmentadas, debido a que no son
fuertemente sacaroliticas y desarrollan con dificultad en estos medios. Los
métodos comerciales que detectan enzimas preformadas serian los mas
adecuados para la identificacion de este grupo, aunque tienen la misma
limitacion que para Porphyromonas spp. en la lectura de las especies
pigmentadas.’®* %°. El método API 20A (bioMérieux, Marcy- I' Etoile, Francia)
podria ser usado en aquellas especies no pigmentadas que son fuertemente
sacaroliticas.

El método mas confiable para realizar la prueba de indol en las especies
pigmentadas es la prueba en caldo, algunas cepas pueden requerir una
incubacion de hasta 96 h. La prueba de toque puede dar falsos negativos y el
pigmento puede interferir en su interpretacién®. Entre las especies
pigmentadas indol positivo, Prevotella intermedia y P. nigrescens junto con las
descritas posteriomente, P. aurantiaca’®’y P. falsenii'*®, son indistinguibles por
métodos fenotipicos. P. pallens, muestra caracteristicas fenotipicas similares,
pero puede ser diferenciada de estas especies porque el pigmento es beige a
marron claro. Para la identificacion de estas especies se necesitan metodos de
secuenciacion del gen ARNr 16S u otros métodos moleculares®® 9717,

Grupo IV. Fusobacterium spp., Leptotrichia spp y S. sanguinegens: son BGNA
no pigmentados, resistentes a vancomicina y sensibles a kanamicina y
colistina. En su mayoria se caracterizan por ser bacilos largos con extremos
aguzados, inmdviles, no esporulados y generalmente no fermentativos (Tabla

6). Se debe tener en consideracién que Leptotrichia spp. y S. sanguinegens
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son sacaroliticos, de colonias pequefias que pueden desarrollar en atmdésfera
con CO; en el cultivo primario.

Fusobacterium spp. muestra variabilidad metabdlica frente a los hidratos
de carbono, desarrollo relativamente rapido en medios nutritivos
suplementados con sangre (48 a 72 h) y comportamiento variable con respecto
al desarrollo en bilis 20 %. Las colonias de las especies integrantes del género
se caracterizan por presentar aspecto de “leche cortada” cuando se las observa
con lupa. Pueden observarse diferentes morfologias y tamafos de colonias: en
bonete, rugosas (aspecto de migas de pan), enteras, circulares y mucosas con
ndcleo central. La morfologia celular es muy importante para diferenciar
presuntivamente las especies, no siempre se observan como bacilos
fusiformes, pueden ser bacilos grandes pleomaorficos o pequefios con extremos
redondeados (Tabla 6). Los aislamientos mas frecuentes en muestras clinicas
de este género pueden ser identificados por pruebas sencillas. Por ejemplo, la
observacion de un morfotipo fusiforme en la coloracion de Gram, que es
inhibido por bilis al 20 % y produce indol por cualquiera de los métodos es
distintivo de F. nucleatum. Las especies de Fusobacterium se caracterizan por
metabolizar la treonina a propionato. La produccién de &cido butirico como
principal producto metabdlico de la mayoria de las especies, le confiere un olor
caracteristico 'y permite diferenciar Fusobacterium de Prevotella,
Porphyromonas y Bacteroides.

El género Leptotrichia fue en un comienzo descrito como bacilos
fusiforme en la coloracion de Gram, pero su morfologia varia segun las
diferentes especies, desde bacilos grandes pleomdérficos y enrulados hasta

muy cortos y cocoides. En el cultivo primario son anaerobios estrictos pero en
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los subcultivos pueden desarrollar en aerobiosis en presencia de CO,, luego de
48 a 96 h de incubacion®. Esta caracteristica puede llevar a que el aislamiento
sea identificado en forma erronea como Capnocytophaga spp. Pueden dar
colonias cerebriformes, puntiformes y a diferencia de Fusobacterium spp. son
sacaroliticas. S. sanguinegens es un bacilo extremadamente exigente y se
conoce poco a cerca de sus caracteristicas bioquimicas (Tabla 7).

Grupo V. Bacilos gram negativos moviles: este grupo incluye géneros que
muestran resistencia a vancomicina, sensibilidad a kanamicina y
comportamiento variable frente a colistina y al desarrollo en bilis 20 %.

Incluye un grupo heterogéneo de microorganismos sacaroliticos y
asacaroliticos de dificil aislamiento que desarrollan luego de los 4 a 7 dias
incubacion. Las especies de Anaerobiospirilum se caracterizan por tener
morfologia de tirabuzon con movimientos espasmaodicos y son fermentadores
de los hidratos de carbono; Selenomonas spp. al igual que C. periodonti, son
bacilos curvos flagelados y también son sacaroliticos. Las especies de
Desulfovibrio  son bacilos curvos con movilidad rapida y progresiva con
excepcion de D. piger que es inmovil y tolera la bilis, a excepciéon de D.
desulfuricans. La mayoria de las especies de este género producen un
pigmento denominado desulfoviridina, cuyo croméforo, denominado
sirohidroclorina, muestra fluorescencia roja cuando se mezcla un inéculo denso
de colonias con una gota de NaOH 2N y se observa bajo luz UV (366 nm).
Ademas de tratarse de especies asacaroliticas, poseen la caracteristica de ser
reductores de los sulfatos. Phocaeicola es un nuevo género con una sola

especie descrita Phocaeicola abcessus, encontrada en un absceso cerebral. La
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mayoria de las células son cocoides con flagelos lofotricos, asacaroliticas,
exigentes en sus requerimientos culturales?® (Tabla 8).

Las especies de Campylobacter son bacilos cortos con penachos de
flagelos que se mueven en tirabuzon, asacaroliticos, productores de acido
sulfhidrico y oxidasa positivos. Una consideracion de importancia es que C.
ureolyticus y C. hominis son los Unicos anaerobios estrictos de este género,
sin embargo, se debe tener en cuenta que C. rectus, C. curvus, C concisus, C.
showae y C. gracilis requieren anaerobiosis estricta para el aislamiento primario
y aungue pueden llegar a desarrollar en atmdsfera microaerdbica, prefieren la
atmosfera anaerobia para los cultivos sucesivos. Estas especies requieren

ademas atmosferas enriquecidas en hidrogeno (Tabla 9).

Otros géneros de BGNA, en su mayoria asacaroliticos, son: B.
wadsworthia, sacarolitico, resistente a la bilis 20 %, catalasa positivo, productor
de ureasa (75 % de las cepas) y de SH, que en el cultivo sobre el agar
bacteroides bilis esculina (BBE) forma colonias caracteristicas transparentes
con el centro negro; Sutterella spp. y P. excrementihominis muestran un
metabolismo extremadamente inactivo frente a la mayoria de los sustratos. P.
capillosus es un bacilo filamentoso, que no desarrolla en presencia de bilis
20%, hidroliza la esculina y no produce indol. Una especie sumamente exigente
en sus requerimientos culturales es T. forsythia, reconocido patégeno
periodontal. Es un bacilo gram negativo fusiforme, deficiente en precursores de
la pared microbiana, auxétrofo para el acido N-acetiimuramico, que desarrolla
como colonias pequefias a las 96 horas de incubacion. Dialister spp. son

cocobacilos gram negativos que presentan colonias pequefias en el agar
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sangre y suelen confundirse con cocos gram negativos del género Veillonella.
Son asacaroliticos y muy inactivos frente a las pruebas bioquimicas
convencionales por lo que se debe recurrir a la secuenciacion del gen ARNr
16S para la identificacion®’.

Recientemente se describieron dentro del phylum Synergistetes, J.
anthropi y P. piscolens. Estos microorganismos son muy exigentes e inactivos
frente a la mayoria de las pruebas utilizadas para la caracterizacion fenotipica,
razon por la cual se requieren métodos moleculares para realizar su
identificacion'” 1%,

Métodos moleculares de identificacion

En la actualidad, el reconocimiento de nuevas especies se basa en la
utilizacion de meétodos moleculares. Estas técnicas permitieron identificar
microorganismos que hasta el momento no habian sido identificados, debido
en parte, al escaso poder discriminatorio de las pruebas fenotipicas ** 4° %
182,202, 219 | os métodos moleculares mas utilizados son la secuenciacién del

gen ARNr 16S u otros genes blanco y la amplificacion de porciones de genes

especificos por PCR en tiempo real o PCR de punto final.

El analisis de las secuencias del gen ARNr 16S es Uutil para la
identificacion de aislamientos clinicos de Bacteroides spp. sin embargo su uso
ha sido discutido en especies filogenéticamente muy cercanas, como es el
caso de P. johnsonii y P. merdae®™” !, Sakamoto y Ohkuma'®°, propusieron la
secuenciacion de otros genes para la diferenciacion entre especies de BGNA,
como el gen hsp60 que codifica para una proteina de membrana externa que

tendria mayor poder discriminatorio entre especies, especialmente para los
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géneros Porphyromonas y Prevotella. Los mismos autores observaron que los
porcentajes de similitud para el gen hsp60 y el gen ARNr 16S fueron de 73,8 %
+0,5y 88,3 % + 0,3 para Porphyromonasy 77,5 % £ 0,1y 89,6 % = 0,1 para el
género Prevotella, respectivamente. La secuenciacién de otro gen blanco como
el rpoB, resulté discriminatorio para la diferenciacion entre especies del género
Fusobacterium*®®. Probablemente este tipo de genes puedan ser mejor blanco
en el futuro, que el gen ARNTr 16S para la identificacion rapida de aislamientos
de muestras clinicas mediante amplificacion por PCR con oligonucléotidos
cebadores especificos.

Actualmente existen otros métodos derivados de la protedmica y de la
espectrometria de masa que son equiparables a los métodos gendémicos. Shah
et al.*> ", han mostrado que los perfiles realizados por la espectrometria de
masas [matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass
spectrometry (MALDI-TOF MS)] de Bruker Daltonik®, Bremer, Alemania, entre
otros, permiten una excelente identificacion a nivel de especie de bacterias
anaerobias y presentan la ventaja de ser mas rapidos, simples y econémicos
que la secuenciacion del gen ARNr 16S. Esta metodologia posee una
correlacion cercana al 95 % para la identificacion a nivel de género, comparada
con la secuenciacion del ARNr 16S. La implementacién es sencilla, la
capacitacion es rapida y el Unico requisito es disponer de colonias aisladas.
Las bases de datos disponibles en el mercado permiten la identificacion de la
mayoria de los BGNA de relevancia clinica'® % 223  si bien los BGNA
pigmentados, pueden presentar interferencias debidas al pigmento. Una
ventaja adicional en el diagnéstico de infecciones por anaerobios, es que en

pocas horas se puede obtener la identificacion de los BGNA presentes en una
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muestra polimicrobiana. Si bien esta metodologia esta reemplazando a los
z . . .z s 141 . .
métodos de identificacion fenotipica actuales™-, el equipamiento es muy

oneroso para los laboratorios de microbiologia clinica.

Sensibilidad a los antimicrobianos
Las tasas de resistencia de las bacterias anaerobias a los
antimicrobianos ha aumentado en los ultimos afios, en especial en los BGNA'.
Las especies de Bacteroides (B. fragilis, B. ovatus, B.

thetaiotaomicron)?” % 189

y de Parabacteroides son las que presentan las
mayores tasas de resistencia, incluyendo a las drogas antianaerobicas mas
activas como [-lactamicos con inhibidores de [-lactamasas, metronidazol y
carbapenems. La produccion de B-lactamasas es el mecanismo mas frecuente
de resistencia a antibiéticos B-lactamicos en BGNA. Las enzimas descritas en
este grupo son cefalosporinasas, CepA y CfxA, las cuales son inhibidas por los
inhibidores de [-lactamasas, le confieren resistencia a las penicilinas y
cefalosporinas y no actiian sobre las cefamicinas®’. Bacteroides y los géneros
relacionados, son habitualmente sensibles a ampicilina-sulbactama, aunque se
pueden observar variaciones entre especies, y a piperacilina-tazobactama, que
es uno de los antibidticos B-lactamicos mas activo comparable a los

carbapenems. La resistencia a estos Ultimos varfa entre 1y 7 %°% 134 187

y se
debe a la presencia de CfiA, una metalo-B-lactamasa especifica de
especiedescrita en B. fragilis sensu stricto, que hidroliza a los carbapenems y a

los B-lactamicos en general®*. Cabe destacar que no se conoce el

determinante de resistencia en otras especies de Bacteroides.
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Las especies de Prevotella también muestran altas tasas de resistencia
a los antibiéticos B-lactamicos debido a la producciéon de una B-lactamasa,
denominada CfxA2, que también se encuentra en Bacteroides spp. En nuestro
pais se confirmd la presencia de esta enzima y dos variantes alélicas, CfxA3 y
CfxA6, en aislamientos de P. intermedia, P. nigrescens y P. melaninogenica>:.
La prevalencia de aislamientos de Prevotella spp. productoras de B-lactamasas
oscila entre el 50 % y el 95 %, dependiendo de la especie y el origen de la
infeccion® 17 #2°_ A diferencia de Bacteroides, presentan excelente sensibilidad
frente a la combinacién de un B-lactamico con un inhibidor de las B-lactamasas.
Con respecto a las especies del género Porphyromonas, los niveles de [3-
lactamasas son menores (0 a 20 %) y la mayoria corresponde a P.
assacharolytica. La resistencia a las penicilinas en las especies de
Fusobacterium spp. también es baja, inferior a 15 %. Sin embargo, en este

género no siempre se pudo demostrar la presencia de B-lactamasas® % 38,

Los B-lactamicos, con excepcion de las penicilinas en Prevotella spp., tienen
muy buena actividad frente a las especies de estos Ultimos géneros; sin
embargo, se ha descrito la emergencia de resistencia a carbapenems en
Prevotella spp. y Fusobacterium spp. en aislamientos provenientes de

hemocultivos*'’,

Con respecto a los antibioticos no B-lactamicos, el metronidazol es uno
de los més activos frente a los BGNA. Si bien en nuestro pais no se han
comunicado cepas resistentes™* *® hay numerosos informes de resistencia en
otros paises, que muestran niveles cercanos al 5 % frente a Bacteroides spp.,

8L, 9 |a resistencia a este

Parabacteroides spp. y Prevotella spp.®®
antimicrobiano se debe a la presencia de los genes nim que codifican para una
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nitroimidazol reductasa. Estos genes pueden estar silentes y la exposicion
prolongada al tratamiento con metronidazol puede inducir su expresién*’3. Otro
antibiético que muestra buena actividad in vitro es la tigeciclina. La tasa de
sensibilidad a este antibiotico resultd mayor al 95 % en el ultimo relevamiento
realizado en nuestro pais en aislamientos de Bacteroides spp. Yy

Parabacteroides spp.> coincidente con lo observado en otros paises®.

Antibioticos como clindamicina y moxifloxacina presentan actividad
variable. En nuestro medio, la resistencia a clindamicina en Bacteroides spp. y
géneros relacionadoses es mayor al 40 %, por lo tanto no es recomendable
utilizarla.>*. Sin embargo, es un antibiético con muy buena actividad para los
géneros Prevotella, Porphyromonas y Fusobacterium.Las tasas de resistencia

son menores al 10 % dependiendo de la especie’®® 2.

Con respecto a los
macrolidos, la azitromicina es una droga de segunda linea para el tratamiento
de infecciones odontogénicas debido a que es activa frente a Prevotella spp. y
Porphyromonas spp. pero, Fusobacterium spp. muestran resistencia elevada
(30-40 %) como para la mayoria de los macrolidos, si bien aun no hay estudios

que establezcan el grupo de genes involucrados® '8

Si bien la moxifloxacina es una nueva quinolona recomendada para el
tratamiento de las infecciones por anaerobios de origen abdominal, las tasas de
resistencia que presentan las especies de Bacteroides y Parabacteroides,
varian entre un 10 a un 70 %, segun la especie y la region geografica en

cuestion*®’.

Los perfiles de sensibilidad de otros BGNA son menos conocidos,
debido a su menor frecuencia como agentes causantes de infeccion o bien
porque han sido recientemente descritos. Sin embargo los B-lactamicos suelen
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ser los antimicrobianos de eleccidon. En un estudio sobre diferentes especies de
Leptotrichia aisladas de hemocultivos se observd sensibilidad a penicilina,
ampicilina-sulbactama, cefoxitina, meropenem y clindamicina. El metronidazol
mostro actividad variable, con un rango amplio de concentraciones inhibitorias
minimas (CIM) < 0,5 - = 32 pg/ml*®. Warren et al. evaluaron la sensibilidad por
especie del género Desulfobrio y de B. wadsworthia, si bien son pocos
aislamientos, ellos muestran que todos fueron sensibles a cloranfenicol y
metronidazol. La mayoria de los aislamientos fueron sensibles a imipenem,
clindamicina y mostraron resistencia a penicilina y piperacilina-tazobactama. D.
fairfieldensis fue significativamente mas resistente que las otras especies. Por
otra parte B. wadsworthia mostré resistencia variable a los antibioticos
probados, con aislamientos resistentes a piperacilina-tazobactama, ceftriaxona,
carbapenemes y clindamicina®*®.

Las determinacion de la sensibilidad a los antibidticos en bacterias
anaerobias no se realiza de rutina debido a la complejidad que implica el cultivo
de estos microorganismos, por este motivo sélo se realizaran en situaciones
clinicas especiales™!. Por lo tanto, es importante conocer los perfiles de
resistencia habituales de las diferentes especies para dirigir los tratamientos
empiricos, asi como también la deteccion de mecanismos de resistencia

emergentes entre los BGNA.
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Tabla 1. Distribucion de los géneros que se aislan con mas frecuencia en

infecciones en humanos segun el sitio de infeccion

Sitio anatémico

Géneros bacterianos aislados

Sistema nervioso central
Cavidad oral
Abscesos
Infecciones endodontales
Enfermedad periodontal
Infecciones periimplantes

Infeccion odontogénica
diseminada

Oido, senos paranasales y garganta

Infeccion respiratoria baja

Abdomen

Abscesos e Infeccion
apendicular

Peritonitis

Diarrea

Tracto urogenital
Abscesos
Vaginosis bacteriana
Corioamnionitis
Infecciones perinatales en
nacimientos pretérmino

Infecciones urinarias

Piel y tejidos blandos
Abscesos
Ulceras y lesiones crénicas

Mordeduras animales

Bacteroides, Dialister, Fusobacterium, Porphyromonas

Dialister, Fusobacterium, Prevotella, Porphyromonas
Centipeda, Dialister, Fusobacterium, Porphyromonas,
Prevotella, Tannerella

Desulfomicrobium, Dialister, Fusobacterium,
Porphyromonas, Prevotella, Selenomonas, Tannerella
Fusobacterium, Porphyromonas, Prevotella, Tannerella

Fusobacterium, Prevotella
Fusobacterium, Prevotella

Bacteroides, Dialister, Fusobacterium, Porphyromonas,

Prevotella, Selenomonas

Alistipes, Bacteroides, Bilophila, Fusobacterium,
Parabacteroides, Porphyromonas, Sutterella,
Odoribacter

Alistipes, Bacteroides, Desulfovibrio, Parabacteroides,
Porphyromonas, Sutterella

Anaerobiospirillum, Bacteroides, Campylobacter

Bacteroides, Prevotella

Leptotrichia, Porphyromonas, Prevotella, Sneathia,
Tannerella

Dialister, Fusobacterium, Leptotrichia, Porphyromonas,
Sneathia

Fusobacterium, Leptotrichia, Sneathia

Bacteroides, Dialister, Leptotrichia, Prevotella
Bacteroides, Dialister, Fusobacterium, Jonquetella,

Porphyromonas, Prevotella

Bacteroides, Dialister, Porphyromonas, Prevotella
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Mordeduras humanas

Hueso y articulaciones
Artritis
Osteomielitis

Sistema cardiovascular
Bacteriemia
Endocarditis

Pericarditis

Bacteroides, Fusobacterium, Porphyromonas, Prevotella

Dialister, Fusobacterium, Prevotella

Bacteroides, Porphyromonas, Tannerella

Bacteroides, Fusobacterium, Porphyromonas

Alistipes, Anaerobiospirillum, Bacteroides, Bilophila,
Desulfovibrio, Dialister, Fusobacterium, Leptotrichia,
Odoribacter, Parabacteroides, Porphyromonas,
Prevotella, Sneathia

Bacteroides, Fusobacterium, Leptotrichia

Bacteroides, Fusobacterium
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Tabla 2. Caracteristicas de los géneros que representan los bacilos gram negativos

anaerobios aislados de muestras clinicas

o Sensible a
— e} 8 [ -
. - 2 Ve Kn Co & = 2 a9 - g T2
Género (especie tipo) 3§ = g A 2 g 8 8 €8
5 3 k=) ong s £ = o
s > o N O w o
Bacteroides sensu  corto R R R - - + - % - +
stricto (B. fragilis)
Alistipes corto R R R - \ \ v v - +
(A. putredinis)
Odoribacter pleom. R R R - - % % + - Y
(O. splanchnicus)
Porphyromonas v S R R - + - v v - v
(P. asaccharolytica)
Parabacteroides corto R R R - - + v - - +
(P. distasonis)
Tannerella pleom. R S S - - - v - - -
(T. forsythia)
Prevotella c-b R v % - % - - % - +
(P. melaninogenica)
Fusobacterium % R S S - - % - % - %
(F. nucleatum)
Leptotrichia % R S S - - - v - - +
(L. buccalis)
Dialister # (D. cocode R S V - - - - - - -
pneumosintes)
Selenomonas curvo R S \% + - - - - + +
(S. sputigena)
Sutterella %(S. recto R S S - - v - - v -
wadworthensis)
Bilophila recto R S S - - + + - + -
(B. wadsworthia)
Desulfovibrio curvo R S R + + % % - % -
(D. desulfuricans)
Campylobacter? curvo R S S + - v v - + -
(C. curvus)
Anaerobiospirillum espiral, R S v + - % - - - +
(A. succiniproducens) largo

Pleom. : pleomorfico; c-b: cocobacilo; Vc: vancomicina (5 pg); Kn: kanamicina (1000 pg); Co: colistina (30
pg). Pigmento: varia de tostado a negro en agar sangre, puede aparecer luego de 2 semanas de
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incubacion. Simbolos: +, positivo; -, negativo; v, variable. ® pueden desarrollar en atmdsfera
microaerébica. Tabla adaptada de Kénonen E, Wade W y Citron D.*%%; Fitzgerald C y Nachamki |, Manual
of Clinical Microbiology, 10th ed., 2011 %,
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Tabla 3. Esquema de identificacion de Bacteroides, Parabacteroides,

Odoribacter® y Alistipes

Produccién

Fermentacion

@
Especies 9 @ o = . ) m @
o ® 8 £ o 2 o 0 & o I

_ 8 £ 8§ 8 3 s £ £ g £ S S o w

g § 5 & & @2 ° § 3 £ g § § 85 8

£ O w o} o} Q o} < O (4 7] n [ x X
B. caccae - - + + + + - + v v v + + - +
B. cellulosilyticus ND - w w + + - w w ND w + - w +
B. clarus® + - + - - ND - . + . W + w ND  +
B. coprocola - - + + + + - - + + + + - ND +
B. coprophilus - ND - + - + - - w - - + ND ND -
B. dorei - ND - + + + + + - + - + - ND +
B. eggerthii + - + - + + + + v v - - - + +
B. faecis + - + + - + - + + + - + - ND +
B. finegoldii - ND + - + + - + + + + + - ND +
B. fluxus® + - + + - ND  + + + + + + + ND +
B. fragilis - + + + - + - - v - - + - - +
B. intestinalis + ND + + + ND - + + + - + - ND +
B. massiliensis - - v + - - - - - - - + i, ND .
B. nordii + - + - - + ND - + + . + i} ) +
B. oleiciplenus” + + + - - ND - + + + + + + ND +
B. ovatus + + + + + + - + + + + + + + +
B. plebeius - - + + + + + + + + - + - ND  +
B. pyogenes - - - + - + - - - - - v - - -
B. salyersiae + - + - - + ND + + + - + - - +
B. stercoris + v v v - + - - R + - + . + +
B. thetaiotaomicron + + + + + + - + \Y + - + + - +
B. uniformis + - + + + + - + + - + + - - +
B. vulgatus - - - + + - + + - + - + - v +
B. xylanisolvens - - + + + + - + + + + + + + +
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Tabla 3. continuaciéon

Produccién

Fermentacion

© 3
< @
. © © @ S
Especies 2 @ o =
) 2 9 S 3 8 o ©
o @ =2 £ 0 =Y B B S w©
2 c 0 o o 3 o S 0 © o %)
_ o = S ® = s £ 5 ¢ £ = S c ©
s & 3 S ® © © § o &g £ § ¥ s g
-8 0] (2] e I f ' —_ 8} o] © © —_ > =
= @) L o (o] (el a < O 2] n ~ x X
O. laneus” + - + + - W - - - - - - - -
O. splanchnicus + v + - - - + - - - - - -
P. distasonis - + + - + + - - + v + .
P. goldsteinii - v + - - + v - + + - + + - +
P. gordonii - v + - + - - + - - - + - ND +
P. johnsonii - + + - + - + o+ -+ - + + ND +
P. merdae - - + - + - + - vV vV v + + - +
A. putredinis®® + W - - - - ND
A. finegoldii®' + - v + ND - ND
A.onderdonkii®"? + - v - v - ND
A. shahii*"? + - + + ] v

®Adaptado de Kononen E, Wade W y Citron D, Manual of Clinical Microbiology, 10" ed., 2011 %%, °
Especies nuevas, resultados basados en una séla cepa . Simbolos: +, positivo; - : negativo; v: variable; w:
reaccion débil; ND: dato no disponible. Los resultados de las pruebas enzimaticas pueden variar de

acuerdo al sustrato utilizado. “no pigmentada, sensible a bilis al 20 % Rautio, M 147, dEspecies

pigmentadas marrén claro en agar sangre, se intensifica con el tiempo de incubacién

®asacarolitico.'débilmente. sacarolitico.’fermenta rafinosa y manosa en API Rapid ID 32 A, Song, Y

190
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Tabla 4. Esquema de identificaciéon por pruebas bioquimicas de las especies de
Porphyromonas?

55
S 29
. L/ 8o § s
Especie Produccién de = s 8 Habitat
EZ 8
L o
= o
(3}
- £
% a .
= © .= - g Origen
=) %] 2 S = =)
(3 — E 8 < a —
g e T = Z Q. §
o T w D \ = 5
& RS O o] Q@ = <&
P. asaccharolytica + + - + - - - - Humana (no oral)
P. bennonis w - v - + - + - Humana (no oral)
P. catoniae - - - + + % + w Humana oral
P. endodontalis + + - - - - - - Humana oral
P. gingivalis + + - - + + + - Humana oral
P. somerae + - - - + - + w Humana (no oral)
P. uenonis + + - - - - - - Humana (no oral)
P. cangingivalis + + + - - - - ) Animal
P. canoris + + + - + - - - Animal
P. cansulci + + + - - - - - Animal
P. circumdentaria + + + - - - - - Animal
P. crevioricanis + + - - - - - - Animal
P. gingivicanis + + + - - - - - Animal
P. gulae + + + - + + + } Animal
P. levii + - - - + - + w Animal
P. macacae + + + - + + + w Animal

®Adaptado de Wadsworth Anaerobic Bacteriology Manual. 6th ed., 2002®y Kénénen E, Wade
W y Citron D, Manual of Clinical Microbiology, 10" ed., 2011 ' Simbolos: +, positivo; - :
negativo; v: variable; w: reaccién débil. B-NAG: N-acetil-B-glucosaminidasa.
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Tabla 5. Esquema de identificacion por pruebas bioguimicas de las especies de Prevotella®

Produccion de

Fermentacién de

o @
g g g s :
Especie S § 2 9 é 8 8 & § 8 g s Observaciones®

g . 8% £ o 2 52 5 % £ 8§ 5 £ =2

S 3 P s S g2 g g =88 &0

a £ 3 o S A Aa I T
P. aurantiaca® + + ND + + - - + - - - + + - + - Marron oscuro/negro
P. corporis + - - + - - - + - - - + - - - - Marrén
P. denticola % - - + + + + + + - + + + - + - Marron
P. falsenii®® + + ND  + + - - + - - - + + - + - Marrén a negro
P. fusca’ + - ND + + + + - - + + + + - + w  Marrén-naranja central’
P. histicola v - - + + + + + - - + + + - + - Variable, marrén rojizo'
P. intermedia + + + + + - - + - - - v + - % - Marrén oscuro/negro
P. loeschii + - v + + + + + + + + + + - + - Marron
P. melaninogenica + - - + + + + + v - + + + - + - Marrén
P. micans + + - + + + + + - + + + + - + +  Marrén/negro
P. nigrescens + + + + + - - + - - - + + - + - Marron oscuro/negro
P. pallens + + - + + - - + - - - - + - + - Beige claro
P. shahii + - - + w w + + - - + + + - + - Tostado a beige claro
P. tannerae % - - + + + + + - - % % % - % - Marron
P. scopos® + - ND + + + + + - - + + + - + - Marrén oscuro central®
P. amnii - - - + - + + - + - + ND - ND ND -
P. baroniae - - - + + + + w + + + + + - + +  Colonias opacas, circulares y convexas
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T U U U U U U U U UV T

T U U U U U U T

. bergensis

. bivia

. buccae

. buccalis

. copri

. dentalis

. disiens

. enoeca

. heparinolytica
. maculosa

. marshii

. multiformis

. multisaccharivorax
. hanceiensis

. oralis

. oris

. oulorum

. pleuritidis®

. saccharolytica
. salivae

. stercorea

. timonensis*®

+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+

+

+ o+ 4+

+

+ o+ 4+

+

+ o+ 4+

+

+ o+ o+ o+

<

+ o+ 4+

+

Puede mostrar colonias amarronadas

Puede mostrar colonias amarronadas

Colonias de diferentes tamafos. Similar
a P. denticola 95 %

Aislada de
pulmonar y BAL

hemocultivos, absceso

Lig. pleural de una pleuritis supurativa

Absceso de mama

281



P. veroralis - - - + + + + v + + + + + - + -

P. zoogleoformans - % - + + + + % + + + Y% + % v %

2 Wadsworth Anaerobic Bacteriology Manual. 6th ed., 2002® y Kénoénen E, Wade W y Citron D, Manual of Clinical Microbiology, 10" ed., 2011 ***, "las
caracteristicas del pigmento son en agar sangre luego de 10 a 14 dias de incubacién.® Especies nuevas, resultados basados en una séla cepa “° °1°8 161, 167
Se consideran pigmentadas de acuerdo a lo descrito por los autores. ® Origen animal. f Pigmento en el centro de la colonia, apariencia de “ojo de buey™*.
Simbolos: +, positivo; - : negativo; v: variable; w: reaccion débil; ND: dato no disponible. B-NAG: N-acetil-3- glucosaminidasa.
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Tabla 6. Esquema de identificacién del générsobacterium®®

Produccioén de

Conversion a
propionato de

N
=
— C
[} Q @
© o o
. . c S c
Especies Morfotipos X = o o
S »n o = o c
S o O © 35 2] 3 o
=l = O > Q o 5} o
L = () = O © 2 I =
x c > OdN £ | - [
F. gonidiaformans Forma de gonidia - - + - - +
F. mortiferum Pleomorficos con cuerpos grandes 'y - + ) ) ) +
redondeados
F. naviforme Forma de barco - - + - - -
F. necrophorum subspfunduliforme  Pleomorficas/cocoides, enredados, - + + + +
rizados
F. necrophorum subspnecrophorum Pleomorficos - % + + + +
F. nucleatum Largos, delgados con extremos - R ) + ) ) +
fusiformes
F. periodonticum Largos, delgados - - + - - +
F.russ Grandes con extremos redondeados - - - - - -
F. varium Grandes con extremos redondeados - + \Y \Y - +
F. ulcerans Grandes con extremos redondeados - + - - - +

®Adaptado de Wadsworth Anaerobic Bacteriology Manual. 6th ed., 2002® y Kénénen E, Wade W y Citron D, Manual of Clinical Microbiology,

10" ed., 2011 '*?.Simbolos: +, positivo; - : negativo; v: variable; w: reaccion débil; ND: dato no disponible.
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Tabla 7. Esquema de identificacién por pruebas bioquimicas de las especies de Leptotrichia, Sneathia sanguinegens?®

© a 3

) 0 © ©

o () " © % k=] -8

S © i) =2 S @ I

N 2 c = © 2] ‘D 9 o]

O wn 0 - O (%)) 8 o Q O O]

58 =3 9 ° 8 ) = © © =z ]

oE B3 % T 5 . o > = , e

Xrec T o o £ o o] Q o] (e ) Q (I
Leptotrichia
L. amnionii - + ND - - - - - - - +
L. buccalis - + - - - + + + - - +
L.goodfellowii - w + - + - + - + + +
L. hofstadii - w + - + + + - - - +
L. shahii - w - - + + - - - - -
L. trevisanii - + ND - + + + - - + +
L. wadei - + + - + + + - - - -
Sneathia
S. sanguinegens - + ND - - - - - - - +

®Adaptado de Kénénen E, Wade W y Citron D, Manual of Clinical Microbiology, 10" ed., 2011 ™. Simbolos: +, positivo;
- : negativo; v: variable; w: reaccion débil.B-NAG: N-acetil-B-glucosaminidasa; FAL: fosfatasa alcalina.
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Tabla 8. Esquema de identificacién por pruebas bioquimicas de los bacilos gram

negativos anaerobios moviles®

Produccion de

Fermentacion de

g 3 %
< 3 5 © — — © © ©
. o %] 7] a
Especies 3 g s o 2 2 2 3 @ 8
5§ 2 2 £ 2 5§ 5 8 § &
g s £ 8 _ > 2 2 £ & ° K -
g B 8 g g2 8 °© o & = 3
@ T a) O £ ) S 5 A A S
Anaerobiospirillum
A. succiniproducens - - - - - - + - + + - + ND - - + +
A. thomasii - - % - - - - - + - + ND - - - -
Selenomonas
S. artemidis v - - - - - v - - - - + + v - - +
S. dianae + - - - - - - - - - - + + - + v +
S. flueggei + - - - - - + v - - - + + + . v +
S. infelix + + - - - - \ \Y - - - + + Vv - + +
S. noxia - - - - - - - - - - - w - - - - -
S. sputigena v - - - - - w + v - - + - - - + +
Desulfovibrio °°
D. desulfuricans + ND - - - + ND ND ND ND ND nc nc nc nc nc nc
D. fairfieldensis + ND + + - - ND ND ND ND ND nc nc nc nc nc nc
D. piger * - ND + - - - ND ND ND ND ND nc nc nc nc nc nc
D. vulgaris - ND + - + - ND ND ND ND ND nc nc nc nc nc nc
Phocaeicola
P. abscessus - - ND - - ND w + + + + nc nc nc nc nc nc

Simbolos: +, positivo; - : negativo; v: variable; w: reaccién débil. a- GLU: a- glucosidasa; a-GAL: a-galactosidasa; B-GAL:[- galactosidasa; B-NAG: N-acetil-B-glucosaminidasa; ND: dato no

disponible.

#Adaptado de Kénoénen E, Wade W y Citron D, Manual of Clinical Microbiology, 10" ed., 2011 192y Warren et al %, Simbolos: +, positivo; - : negativo; v: variable; w: reaccion débil; ND: dato no

disponible; nc: no corresponde porque son asacaroliticos. o GLU: o glucosidasa, a GAL: a galactosidasa, B-GAL: B galactosidasa, B NAG: N-acetil-3- glucosaminidasa; "asacarolitico; ‘todas las

especies producen desulfoviridina; %inmovil.
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Tabla 9. Esquema de identificacién por pruebas bioquimicas de Campylobacter spp. que desarrollan solamente en anaerobiosis®

g g
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C. gracilis® Y + + - + - - v R S +

C. showae + + + + - - - \% R S +

C. concisus - + + + - + - - R R -

C. curvus - + + + - + - + S ND +

C. rectus - + + + - W - + S ND +
C. hominis - + - - ND - - - S S ND

C. ureolyticus®” - ND + - - ; - ; R S +

Adaptado de Fitzgerald C y Nachamkin I. Manual of Clinical Microbiology, 10" ed>® y Wadsworth Anaerobic Bacteriology Manual. 6th ed., 2002%.
Simbolos: +, positivo; - : negativo; v: variable; w: reaccion débil; ND: dato no disponible. Hidrélisis Ind Acet: hidrolisis del indoxil acetato. Formato/
fumarato: requerimiento de formato de sodio 0,2 % y acido fumarico 0,3%. SH, TSI: produccién de &cido sulfhidrico en el agar hierro,triple aztcar;:
inmovil,": hidroliza urea.
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Agar bacteroides bilis esculina (ABBE)

Agar tripticasa de soja 40,0 g
Bilis de buey 20,0 ¢
Esculina 10 g
Citrato amonico férrico 0,59

Solucién hemina (5 mg/ml) 1,0 ml
Agua destilada c.s.p. 1000,0 ml

Solucién de gentamicina: 100 ug/ml concentracion final

Preparacion: suspender los ingredientes en el agua, ajustar a pH 7. Disolver
por calentamiento. Autoclavar a 121 °C durante 15 minutos. Enfriar hasta 50
°C. Mezclar y distribuir en placas de Petri.

Interpretacion

Medio selectivo y diferencial que permite el crecimiento de los microorganismos
gue no son inhibidos por la bilis e hidrolizan la esculina.

Control positivo: Bacteroides fragilis o Enterococcus faecalis.

Control negativo: Clostridium novyi o Morganella morganii.

Agar Brucella o agar infusion cerebro corazén (BHI ) con antibiético
Preparar agar Brucella y agregar junto con la sangre 5 ml de amicacina

(10 000 pg/ml) u otro aminoglucdsido. Concentracion final de antibiético 50

pg/mi.

Agar carne levadura o VL base

Peptona tripticasa 10 g
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Cloruro de sodio 5 ¢

Extracto de carne 2 g
Extracto de levadura 5 ¢
Solucion hemina (5 mg/ml) 1mi
Solucion vitamina K1 (1 mg/ml) 1mi
Agar 20 g
Agua destilada c.s.p. 1000 ml
pH final 7,4-7,5

Preparacion: suspender los ingredientes en el agua. Disolver por
calentamiento. Autoclavar a 121 °C durante 15 minutos. Enfriar hasta 50 °C y

agregar asepticamente sangre al 5 %. Mezclar y distribuir en placas de Petri.

Agar infusion cerebro corazon (BHI) para anaerobios

Agar BHI 529
Solucion hemina (5 mg/ml) 1mi
Solucion vitamina K1 (1 mg/ml) 1mi
Extracto de levadura 59
Agua destilada c.s.p. 1000 ml
Sangre lacada 50 ml

Preparacion: mezclar todos los ingredientes excepto la sangre. Disolver por
calentamiento. Autoclavar a 121 °C durante 15 minutos. Enfriar a 50 °C,
agregar la sangre. Mezclar y distribuir en placas de Petri.

El medio estéril, sin sangre, se puede guardar hasta un afio en el refrigerador.

Agar sangre Brucella
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Agar Brucella 43 g

Solucion hemina (5 mg/ml) 1mi
Solucion vitamina K 1(1 mg/ml) 1mi
Agua destilada c.s.p. 1000 ml
Sangre lacada 50 ml

Preparacion: mezclar todos los ingredientes excepto la sangre. Disolver por
calentamiento. Autoclavar a 121 °C durante 15 minutos. Enfriar a 50 °C,
agregar la sangre. Mezclar y distribuir en placas de Petri.

El medio estéril, sin sangre, se puede guardar hasta un afio en el refrigerador

Bilis: capacidad para desarrollar en presencia de bilis de buey

a) Caldo con bilis

Bilis de buey 10g

Agua destilada c.s.p. 100 ml

Preparacion: se esteriliza por filtracion y se guarda en heladera.

Agregar 1ml de la solucion estéril a 5 ml de caldo BHI de manera de obtener
una concentracion de bilis al 2 %.

Sembrar 0,1 ml de la suspensién bacteriana y simultaneamente, con el mismo
inoculo, un tubo (control) sin solucion de bilis.

Interpretacion

Sensible: menor desarrollo en el tubo que contiene bilis con respecto al tubo
control (no es necesario inhibicion total).

Resistente: igual o mayor desarrollo en el tubo que contiene bilis con respecto

al tubo control.
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b) Discos con bilis

Preparacion: cargar discos estériles con 15 pl/disco con la solucién de bilis de
buey preparada anteriormente. Conservar en heladera.

También se pueden adquirir comercialmente.

Interpretacion

Cualquier halo de inhibicion del desarrollo se considera sensible.

Control positivo (cepa resistente): Bacteroides fragilis.

Control negativo (cepa sensible): Prevotella melaninogenica.

Caldo carne levadura

Peptona tripticasa 109
Cloruro de sodio 59
Extracto de carne 249
Extracto de levadura 509
Solucién hemina (5 mg/ml) 1mi
Solucién vitamina K1 (1 mg/ml) 1mi
Agua destilada c.s.p. 1000 ml
pH final 7,4-7,5

Preparacion: mezclar los ingredientes con el agua. Disolver por calentamiento.

Fraccionar 10 ml por tubo de ensayo. Autoclavar a 121 °C durante 15 minutos.

Caldo glicerinado al 15 % (para conservacion de cepas a -70 °C)

Caldo infusion cerebro corazon 85 ml

Glicerina estéril 15 ml
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Preparacion: preparar caldo Infusién cerebro corazon, esterilizarlo y dejarlo
enfriar. Agregar la glicerina esterilizada por tindalizacion o vapor fluente.
Fraccionar en forma estéril 0,5 a 1,5 ml en crioviales y suspender las colonias

directamente en el medio preparado.

Caldo infusion cerebro corazon (BHI) para anaerobio s

Caldo BHI 37 g
Extracto de levadura 5 ¢
Solucion hemina (5 mg/ml) 1 ml
Solucion vitamina K1 (1 mg/ml) 1 ml
Agua destilada c.s.p. 1000 ml

Preparacion: mezclar todos los ingredientes. Disolver por calentamiento.

Fraccionar 10 ml por tubo de ensayo. Autoclavar a 121 °C durante 15 minutos.

Hemina Solucion madre (5000 pg/ml)

Hemina 0,25 g
Hidréxido de sodio (1N) 5,00 ml
Agua destilada c.s.p. 45,00 ml

Preparacion: disolver la hemina en el hidréxido de sodio. Llevar a 50 ml con
agua destilada. Esterilizar durante 30 minutos a media atmésfera. También

puede agregarse a los medios como suplemento en concentracion final de 5

pg/mi.

292



Hidrélisis de la esculina

a) Caldo esculina

Caldo BHI 259
Esculina lg
Agar 1g
Agua destilada c.s.p. 1000 ml

Preparacion: suspender los ingredientes en el agua, ajustar a pH 7,0. Disolver
por calentamiento. Fraccionar en tubo (5 ml). Esterilizar en autoclave durante
30 minutos a media atmoésfera.

Interpretacion

Para revelar se agrega una gota de citrato férrico o cloruro férrico al 1 %.
Resultado positivo: color verde oscuro-negro.

Resultado negativo: color marrén claro.

La produccién de H,S por algunas bacterias interfiere con la lectura debido a la
reaccion con el Fe que produce un complejo de color negro. Por lo tanto, es
conveniente observar los tubos que muestran oscurecimiento bajo lampara de
UV (365 nm). La esculina no hidrolizada fluoresce con color azul mientras que

la hidrolizada pierde la fluorescencia.

b) Método de spot

1) Preparar solucion de esculina al 0,02 %.

2) Humedecer con ella tiras de papel.

3) Hacer un toque con una colonia (in6culo pesado) sobre la tira.

4) Incubar 1-2 horas a 35 °C y leer con luz UV 360 nm.
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Interpretacion

Resultado positivo: no se observa fluorescencia.
Resultado negativo: se observa fluorescencia.

Control positivo: Bacteroides fragilis o Enterococus spp.

Control negativo: Clostridium novyi o Citrobater freundii.

Medio base para la fermentacion de hidratos de carb  ono

Tripteina 15,00 g
Extracto de levadura 7,00 g
Cloruro de sodio 250¢g
Tioglicolato de sodio 0,50 ¢
Agar 0,759
Agua destilada c.s.p. 1000,00 ml

Parpura de bromocresol (solucion 1 %) 2,00 ml

Preparacion: mezclar todos los ingredientes excepto el indicador. Disolver por
calentamiento, autoclavar a 121<C durante 15 minuto s y dejar enfriar hasta 40-
50 °C. Agregar el indicador, ajustar a pH 6,8-6,9 y fraccionar 4,5 ml por tubo.
Las soluciones de hidratos de carbono se preparan al 10 % y se esterilizan por
filtracion; se agrega en forma estéril 0,5 ml del aztcar a cada tubo.
Interpretacion

Resultado positivo: viraje del indicador al amarillo.

Resultado negativo: el medio permanece del color original.

Si el microorganismo tiene la capacidad de degradar el indicador se debe medir
el pH para ver si ha fermentado o no el aztcar en estudio 0, agregar un exceso

de indicador.

294



Medio para la conservacion de cepas a temperaturaa mbiente (Medio

tioglicolato sin glucosa)

Tripteina 150¢
Extracto de levadura 7,09
Cloruro de sodio 25¢g
Tiglicolato de sodio 0,59
Agar 309
Agua destilada c.s.p. 1000,0 ml

Preparacion: mezclar y disolver. Fraccionar de 10 a 15 ml por tubo. Esterilizar
en autoclave durante 30 minutos a media atmaésfera.

Realizar un cultivo en caldo BHI de la cepa a guardar. Incubar durante 48 h.
Tomar con una pipeta aproximadamente 1 ml del cultivo e inocularlo en el
medio para conservacion de cepas evitando la formacion de burbujas. Incubar
durante 48 h, tapar con tapon de goma estéril y sellar los bordes con biofilm o
similar. Conservar a temperatura ambiente.

Clostridium spp., Bacteroides fragilis y microorganismos relacionados: hasta 1
afo.

El resto de las especies es conveniente conservarlas a -70 °C en el caldo

glicerinado al 15 %.

Polietanol sulfonato de sodio (SPS). Inhibicién del desarrollo

Preparacion de los discos

a) Preparar solucion acuosa de SPS al 5 % y esterilizar por filtracién.

b) Impregnar discos con 20 pl de la solucion, tapar y dejar secar durante 72 h a

temperatura ambiente. Vencimiento 6 meses.
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Interpretacion

Sensible: halo de inhibicion = 12 mm
Resistente: halo de inhibicion < 12 mm
Cepas control:

Peptostreptococcus anaerobius: sensible.

Peptoniphilus asaccharolyticus: resistente.

Produccioén de catalasa

Se suspende una colonia de un cultivo de 48 - 72 horas en una gota de H,O,
al 3 %. Se puede usar como diluyente Tween 80 al 10 % para mejorar la
lectura. No introducir el ansa metalica en el H,O0,. Algunos autores
recomiendan preparar la solucion al 15 %, lo cual puede aumentar la
sensibilidad de la prueba.

Evitar arrastrar agar con sangre porque la misma contiene catalasa que puede
dar falsos positivos. La prueba puede ser inhibida por los hidratos de carbono.
Es conveniente airear el cultivo durante 15 a 30 minutos antes de la realizacion
de la prueba.

Interpretacion

Resultado positivo: aparicién de burbujas en forma inmediata y sostenida.
Resultado negativo: no se observan burbujas.

Control positivo: Bacteroides fragilis o Staphylococcus aureus.

Control negativo: Bacteroides vulgatus o Enterococcus faecalis.
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Produccion de gelatinasa

a) Método de los discos de Kohn

Gelatina bacterioldgica 15 g
Agua destilada fria c.s.p. 100 mi
Carbon activado 3-5 ¢

Formol 10 %:

Formaldehido 40 % 10,0 ml
Agua destilada 90,0 mi
Carbonato de calcio 109
Cloruro de sodio 0,99

Preparacion: espolvorear la gelatina en el agua. Esperar a que se humedezca.
Hervir. Agregar el carbon activado en polvo. Agitar bien y dejar enfriar hasta 48
°C. Volcar en placa de Petri previamente recubierta en piso y paredes por
Vaspar (partes iguales de vaselina y parafina). Dejar enfriar bien en heladera.
Despegar la lamina de gelatina y carbén y colocarlo en formol al 10 % durante
24 h. Lavar bien bajo chorro de agua durante 48 h. Cortar en cubitos y
colocarlos en tubos con unas gotas de agua. Esterilizar por vapor fluente
durante 1 h (para eliminar el formol). Conservar en heladera.

La prueba se realiza colocando 1 - 2 cubitos en 5 ml de caldo cerebro corazén,
se hierve 5 minutos para eliminar el O, que queda en la gelatina, se deja enfriar
y se agrega un inoculo denso de la bacteria a identificar. Se incuba durante 72
a 96 h.

Interpretacion
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Resultado positivo: disco desintegrado y ennegrecimiento del caldo.

Resultado negativo: disco inalterado.

b) Método de Frazier

Agar BHI 530
Gelatina bacteriologica 0,49
Agua destilada c.s.p. 100,0 mi

Preparacion: mezclar los componentes, disolver por calentamiento y ajustar el
pH = 7,0 —7,2. Autoclavar a 121 °C durante 15 minutos. Distribuir en placas de
Petri.

La prueba se realiza mediante la inoculacion de una estria del microorganismo.
Se incuba en anaerobiosis de 48 a 96 h. Se detecta la presencia de gelatinasa

con el agregado de 4-5 ml de reactivo revelador.

Reactivo revelador

Cloruro mercurico 159
Acido clorhidrico concentrado 20 ml
Agua destilada c.s.p. 100 mi

Preparacion: agregar el acido HCl a 50 ml de agua destilada, adicionar el
HgCl, y disolver completamente. Llevar a volumen final de 100 ml con el agua

destilada.

Interpretacion

El reactivo revelador precipita la gelatina no hidrolizada.
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Resultado positivo (presencia de gelatinasa): halo de transparencia alrededor
de la estria.

Resultado negativo (ausencia de gelatinasa): no se observa halo de
transparencia.

Control positivo: Clostridium perfringens o Pseudomonas fluorescens.

Control negativo: Clostridium ramosum o Pseudomonas putida.

Produccioén de indol

a) En medio liquido

Tripteina 20 ¢
Fosfato disodico 29
Glucosa 19
Agar 19
Agua destilada c.s.p 1000 ml

Preparacion: fraccionar en tubos de 5 ml. Esterilizar en autoclave durante 30
minutos a media atmosfera.

Lectura: extraer con 0,5 ml de xileno, agitar y después agregar reactivo de
Kovacs o reactivo de Ehrlich.

Interpretacion

Resultado positivo: color rojo.

Resultado negativo: color amarillo.

Control positivo: Bacteroides thetaiotaomicron o Escherichia coli.

Control negativo: Bacteroides fragilis o Klebsiella pneumoniae.
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b) Prueba de toque

La cepa debe provenir de un medio rico en triptofano como el agar BHI, el agar

Brucella o el agar yema de huevo.

Reactivos

Para-dimetilaminocinamaldehido (PDAC)

PDAC 1g

HCI (10 % viv) 100 ml

Guardar en heladera en frasco oscuro.

1) Colocar una tira de papel Whatman N.°1 en una placa de vidrio y humedecer

con el reactivo (no saturar).

2) Hacer un toque de una colonia (inéculo pesado) sobre la tira.

Interpretacion

Resultado positivo: color azul o verde alrededor del toque.

Resultado negativo: incoloro o ligeramente rosado.

Produccion de lecitinasa - lipasa

Agar yema de huevo

Peptona o tripteina

Fosfato disodico

Cloruro de sodio

Sulfato de magnesio (5 % en solucion)
Glucosa

Agar

Agua destilada c.s.p.

20,09
259
109
0,1 ml
109

12,5

500,0 ml
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Preparacion: disolver los ingredientes en el agua, ajustar a pH 7,3 - 7,4.
Esterilizar durante 30 minutos en autoclave a media atmosfera. Enfriar a 50
°C y agregar 4,5 ml de yema de huevo cada 100 ml de medio. Distribuir en
placas de Petri.

Interpretacion

Lecitinasa positiva: precipitado lechoso alrededor de la colonia.

Control positivo: Clostridium perfringens. Control negativo: Clostridium difficile.
Lipasa positiva: zona perlada sobre y alrededor de la colonia.

Control positivo: Clostridium sporogenes.  Control negativo: Clostridium

perfringens.

Produccién de ureasa

a) En medio liquido

Suspender abundantes bacterias en 0,5 ml de caldo urea. Incubar
aerObicamente y observar durante 24 h.

Interpretacion

Resultado positivo: color rojo.

Resultado negativo: amarillo palido (el color del medio).

b) En disco

Realizar una suspension del microorganismo en estudio en 0,25 ml de solucion
salina, agregar el disco de urea e incubar aerébicamente 4 a 24 h.
Interpretacion

Resultado positivo: color rojo en el disco.
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Resultado negativo: sin cambio o amarillo.
Control positivo: Anaerococcus tetradius o Proteus mirabilis.

Control negativo: Eggerthella spp. o Escherichia coli.

Prueba de esporulacion

Se inocula el microorganismo en un caldo con carne como el Tarozzi o en el
medio tioglicolato, se incuba a 35 - 37 °C durante 48 a 96 h en anaerobiosis y
luego a temperatura ambiente hasta la esporulacion (7 - 10 dias). Se siembra
una gota de este cultivo en un medio no selectivo que se incuba en
anaerobiosis durante 48 a 96 h (muestra pretratada) y una gota en agar
chocolate que se incuba en CO, (control de pureza y tolerancia al Oy).

Con posterioridad se realiza un shock alcohélico o térmico.

El choque con alcohol consiste en mezclar volimenes iguales de la muestra y
etanol absoluto e incubar la mezcla durante 30 minutos a temperatura
ambiente. El método térmico consiste en someter la muestra a un bafio de
agua a 80 °C durante 10 minutos. Luego de realizar alguno de estos
procedimientos se siembra una gota de la muestra tratada sobre un medio no
selectivo como un agar anaerobio o0 agar sangre. Se incuba en anaerobiosis a
35 - 37 °C durante 48 a 96 h.

Interpretacion

Resultado positivo (el microorganismo esporula): se obtiene crecimiento tanto
en la placa pretratamiento como en la postratamiento.

Resultado negativo (el microorganismo no esporula): se obtiene crecimiento
solo en la placa pretratamiento.

Control positivo: Clostridium spp.
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Control negativo: Bacteroides fragilis o Escherichia coli.

Reduccién de nitrato

Tripteina 20 ¢
Fosfato di sodico 29
Glucosa 19
Agar 19
Agua destilada c.s.p. 1000 ml
Nitrato de potasio 19

Preparacion: fraccionar en tubos de 5 ml. Esterilizar en autoclave durante 30
minutos a media atmosfera.

Para revelar la presencia de nitritos en el medio se emplearan dos reactivos:
a) reactivo de Griess A (acido sulfanilico al 0,8 % en acido acético glacial 5N) y
b) reactivo de Griess B (a-naftilamina al 0,5 % en acido acético glacial 5N) que
se afadiran después de la incubacion.

Interpretacion

Resultado positivo: desarrollo de color rosado-rojo luego del agregado de los
reactivos Griess A y B. El microorganismo reduce los nitratos a nitritos.
Resultado negativo: ausencia de color rosado-rojo luego del agregado de los
reactivos Griess A y B. En este caso se debe agregar unas granallas de zinc y
observar el color. La ausencia del color rosado-rojo luego del agregado de zinc
indica que el microorganismo redujo los nitratos a gas nitrégeno y la prueba es
positiva. Desarrollo de color rosado-rojo luego del agregado de zinc significa
gue el microorganismo no reduce los nitratos y la prueba es negativa.

Control positivo: Propionibacterium propionicum o Escherichia coli.
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Control negativo: Clostridium difficile o Pseudomonas putida.

Sangre lacada

Se obtiene sometiendo a la sangre a congelamientos por debajo de los 20 °C
durante toda la noche y posterior descongelamiento a 37 °C. Si la sangre no
quedo bien lacada (se observa la sangre lisada, brillante y transltcida) se debe
repetir el procedimiento.

La sangre lacada mejora la visualizacion del pigmento.

Suplementos para prueba de estimulacion de crecimie  nto

Eggerthella lenta requiere arginina al 0,5 %.

Campylobacter ureolyticus requiere formato-fumarato (0,3 %y 0,3 %).
Bacteroides fragilis, Prevotella spp., Porphyromonas spp. requieren hemina al
0,001 %.

Tannerella forsythia requiere acido N-acetilmuramico al 0,001 %.

Bilophila sp., Veillonella spp. requieren piruvato al 1 %.

Desulfovibrio spp. requieren piruvato al 1 % con sulfato de magnesio al 0,25 %.
El suero al 1 % estimula el crecimiento de anaerobios gram positivos y gram
negativos.

Fusobacterium spp., y otros bacilos gram negativos requieren bicarbonato de
sodio al 1 %.

El tween 80 al 0,5 % estimula el crecimiento de los anaerobios gram positivos.
Controles: inocular el microorganismo en caldo suplementado y sin
suplementar. Incubar 48 a 72 horas.

Interpretacion
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Resultado positivo: mayor turbiedad en el tubo con caldo suplementado.

Vitamina K1 (1 mg/ml). Solucion madre

Vitamina K1 0,19

Etanol absoluto 100,0 ml

Preparacion: pesar la vitamina K1 y agregarla a un envase que contenga el
etanol. Guardar en heladera al abrigo de la luz. Usar para suplementar a una

concentracion final de 1 pg/ml.
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