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RESUMEN

La experiencia propia nos ha permitido apreciar que el estudio de las bacterias es
tan complejo, que es importante aprovechar el uso de materiales graficos para la
comprension de este tema. Debido a esto se seleccionaron imagenes con calidad
y una detallada descripcién, para que comparativamente quien las consulte pueda
relacionarlas, examinarlas y diferenciarlas. Las imagenes fueron obtenidas de

libros como de redes electronicas.

Por este motivo se realiz0 este Manual de bacterias anaerobias de importancia
clinica de manera tal que sea util para la aplicacion de los conocimientos
adquiridos durante la formacion académica, para que los docentes lo utilicen en su

catedra y también a los alumnos que estan tomando los cursos de Microbiologia.

La informacién de este manual de Bacterias Anaerobias de importancia clinica se
realizé consultando libros, articulos en medios impresos y electrénicos de las
bibliotecas de la FES Zaragoza y otras instituciones; y se espera que este sea de

utilidad para los alumnos que cursan el modulo de Microbiologia General I, como

también a las personas que tengan interés en el tema o requieran dicha

informacion.




MARCO TEORICO

Los microorganismos descritos aqui por lo comdn no se desarrollan en presencia
de oxigeno. Desde un punto de vista simplista pero muy util, se puede definir a las
bacterias anaerobias como aquellas que para crecer necesitan una atmosfera sin
oxigeno, ya que este elemento es toxico para ellas con este concepto se puede
inferir que existe un amplio abanico de microorganismos, desde los muy tolerantes
y resistentes hasta los extremadamente labiles a este gas.

GENERALIDADES

Aunque las bacterias anaerobias fueron descubiertas a finales del siglo XIX, en la
época dorada de la microbiologia, no fue hasta los afios 70 cuando se sentaron
las bases del conocimiento actual. El grupo del Instituto Politécnico de Virginia en
los Estados Unidos establecié los principios de la moderna taxonomia y
clasificacion y desarroll6 un sistema que permitia el aislamiento de las especies
mas sensibles al oxigeno. Los investigadores del Laboratorio Wadsworth de la
UCLA pusieron en marcha una metodologia mas sencilla, al alcance de muchos
laboratorios de microbiologia, e investigaron el papel de estos microorganismos en
diversas infecciones humanas. Otros equipos, americanos y de otros paises,
contribuyeron a ampliar su conocimiento.!

En el momento actual el interés por las bacterias anaerobias ha disminuido, sin
duda porgue en el pasado se sobredimensiond su importancia clinica, porque su
conocimiento ha permitido el establecimiento de pautas de quimioprofilaxis
eficaces para las infecciones con un origen quirdrgico, porque se estudia
sistematicamente la sensibilidad a los antimicrobianos de las especies mas
resistentes y esto permite tener datos para establecer terapias empiricas con altos
porcentajes de éxito y porque el trabajo con anaerobios sigue siendo lento e
incluso desesperante cuando se intenta llegar a un diagnéstico de especie.?!

El habitat de las bacterias anaerobias esta limitado a zonas corporales del hombre
y de los animales donde la tension de oxigeno es baja. Forman parte de la
microbiota normal como comensales y mutualistas, jugando un importante papel
en la resistencia inespecifica a la infeccion. Son particularmente frecuentes en la
boca (especialmente en la placa dental sobre todo en su porcién subgingival) y en
las vias respiratorias altas, vagina e intestino (en especial en colon, recto y en las
heces, donde superan a los aerobios y a los microorganismos facultativos). A
partir de aqui pueden contaminar de forma pasajera la piel, sobre todo la del
periné. La piel es pobre en anaerobios permanentes, el mas significativo
es Propionibacterium acnesque vive en las glandulas sebaceas. Desde estas




localizaciones, particularmente del tubo digestivo, son eliminados muriendo en el
ambiente, con la excepcién de los clostridios que sobreviven gracias a la
formacion de esporas y que por ellas forman parte de la biota telGrica y ambiental.
La colonizacion inicial se realiza por transmisidn por anaerobias, aunque no
necesariamente en el caso de los clostridios. Las infecciones las producen a partir
de estos habitats.®

Las bacterias anaerobias juegan un papel importante en la patogenicidad de una
amplia variedad de infecciones mixtas, donde se ven involucrados gérmenes
aerobios y anaerobios, tales como neumonia por aspiracion, infecciones
intraabdominales, infecciones ginecoldgicas, de piel y partes blandas. Sin
embargo, hay otros procesos en los que raramente se hallan implicadas estas
bacterias y que debemos también considerar, como meningitis, endocarditis y
artritis séptica®?. Estos microorganismos forman parte de la biota normal en
diversas partes del cuerpo humano, siendo especialmente abundantes en el tracto
gastrointestinal, la cavidad oral, piel y mucosas, convirtiendose en patdégenos
oportunistas cuando se ven favorecidos por factores predisponentes, tales como la
disrupcién de mucosas, lo cual les permite acceder a tejidos normalmente
estériles, y el uso de antibiéticos con bajo o ningun espectro de accién sobre
anaerobios, lo cual les facilita la proliferacion por eliminacion de la biota
asociada.®* Estos factores, sumados a otros como la baja tensiéon de oxigeno,
hacen que la mayoria de las infecciones anaerObicas se originen a partir de
miembros de la biota endégena del organismo.®

Los avances en los medios diagndsticos conseguidos en los ultimos afios,
especialmente de las técnicas microbiologicas y la utilizacion de los métodos
fenotipicos clasicos nos permite, en muchas ocasiones, llegar a una correcta
identificacion bacteriana a nivel de especie. Los métodos moleculares
desarrollados a lo largo de la ultima década nos han proporcionado un mejor
conocimiento de la composicion bacteriana y como consecuencia, la posibilidad de
realizar una identificacién correcta a nivel de especie de determinadas bacterias
anaerobias, asi como de caracterizar nuevos géneros y especies implicadas en la
patologia infecciosa humana.®

CLASIFICACION DE ANAEROBIOS

Los géneros de bacterias anaerobias se pueden clasificar como aparece en el
cuadro 1.




Cuadro 1. Bacterias grampositivas y gramnegativas anaerobias®

COCOS grampositivos bacilos grampositivos
Anaerococcus sp. - Actinomyces sp.
Finegoldia sp. - Bifidobacterium sp.
Micromonas sp. - Clostridium sp.
Peptostreptococcus sp. - Eubacterium sp.
Schleiferella sp. - Lactobacillus sp.
Peptococcus sp. - Mobiluncus sp.

Propionibacterium sp.

Cocos gramnegativos bacilos gramnegativos
Veillonella sp. - Bacteroides sp.
Fusobacterium sp.
Porphyromonas sp.
Prevotella sp.
Bilophila sp.

Caracteristicas de algunas bacterias anaerobias de importancia clinica

Las bacterias anaerobias estrictas s6lo crecen en ausencia de oxigeno, que es
letal para ellas. Dentro de las bacterias anaerobias, existen nhumerosas especies
de cocos y bacilos grampositivos y gramnegativos.3

Peptostreptococcus sp.

A pesar del nombre del género la morfologia de estos gérmenes incluye formas en
pares, tétradas, racimos, y cadenas. Un estudio microscopico cuidadoso muestra
a estos cocos con tamafo irregular y alguna decoloracion parcial, lo que permite
diferenciarlos de sus similares aerobios. Forman parte de la biota de la boca,
intestino 'y genitales. Se encuentran involucrados en infecciones
pleuropulmonares, abscesos, infecciones ginecologicas, sinusitis. Casi
constantemente son sensibles a los betalactamicos.®

Clostridium sp.
Los clostridios son bacilos anaerobios formadores de esporas y en general

grampositivos. Casi todas las especies son anaerobias obligadas pero unas pocas
especies son aerotolerantes.®




Las especies patdgenas producen toxinas solubles, algunas de las cuales son
extremadamente potentes. Los clostridios estdn ampliamente distribuidos en la
naturaleza y se encuentran en los suelos y en el tracto gastrointestinal de los
seres humanos y los animales.®

Los clostridios patdégenos pueden dividirse para su estudio en cuatro grandes
grupos de acuerdo al tipo de enfermedad que producen:

1. Los clostridios histotoxicos tipicamente causan una variedad de
infecciones tisulares, en general luego de heridas abiertas y otras
lesiones traumaticas.

Los clostridios enterotoxigénicos producen intoxicacion alimentaria y
formas mas severas de enfermedad gastrointestinal.

Clostridium tetani, agente causal del tétanos, produce la enfermedad
por medio de una potente exotoxina que es elaborada durante la
proliferacion limitada en los tejidos.

Clostridium botulinum es el agente etiologico del botulismo,
enfermedad que resulta de la ingestion de una poderosa exotoxina
formada previamente por los microorganismos en alimentos
contaminados.®

CLOSTRIDIOS HISTOTOXICOS

Pueden ocasionar una severa infeccion a nivel muscular denominada mionecrosis
por clostridios (antes conocida como gangrena gaseosa 0 miositis por clostridios).

Clostridium perfringens.®

Es la especie mas importante responsable del 80-90% de los casos de
mionecrosis. C. nowyi, C. septicum, C. histolyticum, C. sordellii, C. fallas también
ocasionan estas infecciones. Todos ellos producen una variedad de toxinas con
potencias diferentes; para cada especie las toxinas se designan con letras
griegas.®

Ninguno de ellos se comporta como un patdégeno altamente invasivo, sino que
cada uno juega un papel oportunista que requiere un conjunto de condiciones en
los tejidos para que se inicie la infeccion. Determinan un espectro de compromiso
clinico en infecciones de heridas que va desde la simple contaminacién hasta la
mionecrosis. Dada su amplia distribucion en la naturaleza, la contaminacion de
heridas es muy comun (39%). Sin embargo una pequefia proporcion de heridas
contaminadas evoluciona a la verdadera mionecrosis.




Por lo tanto el aislamiento de clostridios histotdxicos a partir de heridas o material
de drenaje no indica por si mismo la presencia de mionecrosis el diagnéstico de
dicha afeccion es clinico.®

Existen cinco tipos diferentes: A, B, C, D y E, que se diferencian por la produccién
de cuatro toxinas letales principales: alfa, beta, épsilon y theta.

C. perfringens tipo A es el principal responsable de enfermedad humana; produce
alfa toxina y otras de menor poder (omega, kappa, micron); habita suelos e integra
la biota normal del tracto gastrointestinal de hombre y animales.

Los tipos B, C, D y E existen en el tracto gastrointestinal de animales y sélo de
forma ocasional en el hombre. Producen una variedad de enfermedades en
animales domeésticos; no habitan de forma permanente los suelos como lo hace el
tipo A.5

Actinomyces sp.

Se trata de bacilos grampositivos largos y ramificados, delgados y delicados, bajo
ciertas circunstancias, frotis o cultivos pueden fragmentarse simulando bacilos del
tipo difteroides. En general son facultativos, aunque crecen mejor en anaerobiosis.
A. meyeri es el Unico anaerobio estricto. Son capndfilos, crecen lentamente y en el

hospedero suelen producir infecciones crénicas.t

Forman parte de la biota normal de las mucosas del tracto respiratorio superior,
tracto digestivo y aparato genital femenino, pero normalmente no estan presentes
en la superficie cutanea. La cavidad oral es su hébitat principal. Los
microorganismos tienen un bajo potencial de virulencia, por lo tanto producen
enfermedad soOlo cuando las barreras mucosas normales se alteran por
traumatismos, cirugia o infeccion.!

La enfermedad producida por Actinomyces se llama actinomicosis y se caracteriza
por el desarrollo de lesiones granulomatosas crénicas que se hacen supurativas y
forman abscesos conectados mediante fistulas.

En los abscesos y los tractos fistulosos se pueden observar colonias
macroscopicas que recuerdan a los granos de arena, llamadas granulos de azufre
por su aspecto amarillo o naranja y estan formadas por masas de
microorganismos unidos entre si por fosfato célcico. Las zonas de supuracion
estan rodeadas por un tejido fibroso de granulacion lo que da a la superficie que
cubre a los tejidos afectados una consistencia dura o de madera.!

Actimomycesisraelii es el patdgeno humano mas importante.




La actinomicosis es entonces una enfermedad enddgena y se clasifica segun los
organos que afecta en:

actinomicosis cervicofacial constituye aproximadamente el 50% de los
casos de actinomicosis. Ocurre en personas con mala higiene bucal o que
han sido sometidas a un procedimiento dental invasivo o a un traumatismo
oral. De esta manera los microorganismos presentes en la boca invaden los
tejidos enfermos y producen una enfermedad pidbgena aguda o, mas
frecuentemente, un proceso inflamatorio de evolucién lenta, relativamente
indoloro, con fibrosis y cicatrizacion, asi como con fistulas de drenaje a lo
largo del angulo de la mandibula y del cuello. Producen también
enfermedad periodontal.**

actinomicosis toracica se produce por aspiracion del agente desde el
tracto respiratorio superior y la boca o por extension de lesiones
cervicofaciales. Al inicio de la enfermedad se produce un absceso
pulmonar. Conforme la enfermedad progresa ocurre fistulizacion al exterior
a través de la pared toracica pudiendo interesar costillas y vértebras. !
actinomicosis abdominal ocurre en pacientes sometidos a cirugia
digestiva o que han sufrido un traumatismo en el intestino. Puede
extenderse por todo el abdomen y afectar a cualquier 6rgano. Es posible la
extension vertebral y la fistulizacion al exterior.*!

actinomicosis pélvica puede presentarse como una vaginitis 0 mas
frecuentemente puede haber una gran destruccién de tejidos con formacion
de abscesos tubo-ovaricos. Se ha descrito infeccion en mujeres que utilizan
dispositivos intrauterinos con sintomatologia escasa y sin presencia de
granulos.t

actinomicosis del sistema nervioso central se produce generalmente por
diseminacién hematégena desde otros tejidos infectados, como los
pulmones. La manifestacion mas frecuente es un absceso cerebral solitario,
pero también puede ocasionar meningitis, empiema subdural y abscesos
epidurales.'t

La confirmacion en el laboratorio de la actinomicosis es dificil. Si se detectan
granulos de azufre en una fistula o en un tejido, el granulo se debe aplastar entre
dos laminas, tefirse y mirarse al microscopio éptico. Se pueden ver en la periferia
de los granulos bacilos grampositivos delgados y ramificados.!

Actinomyces sp., son exigentes y crecen lentamente en condiciones anaerobias, se
pueden tardar 2 semanas 0 mas en aislar los microorganismos. Las colonias son
blancas y tienen una superficie en forma de clpula que se puede volver irregular
luego de una incubacion de una semana o mas, lo que recuerda a la parte




superior de una muela. Las especies individuales de Actinomyces se pueden
diferenciar mediante pruebas bioquimicas.!!

El tratamiento de la actinomicosis implica la asociacion del corte quirargico de los
tejidos afectados y la administracion prolongada de antibidticos. La penicilina es el
antibiotico de eleccion. El mantenimiento de una buena higiene bucal y el uso de
profilaxis antibiotica adecuada cuando se realizan maniobras invasivas en la boca
o el tubo digestivo disminuyen el riesgo de estas infecciones. !

Veillonella parvula

Pequefios cocos gramnegativos en diplococos o cadenas cortas y racimos,
miembros de biota bucal, intestinal y genital, se aisla de materiales clinicos, pero
es dudoso y desconocido su poder patégeno.®

Prevotella y Porphyromonas
Todos los bacilos productores de un pigmento negro en agar sangre de carnero

que previamente se clasificaban como subespecies de Bacteroides melaninogenicus
se han reclasificado en estos dos nuevos géneros Porphyromonasy Prevotella. Este

ultimo también incluye algunas especies no pigmentadas.®

Forman parte de la biota normal de boca, tracto genital e intestinal, y son
patogenos importantes en boca, cabeza, cuello e infecciones pleuropulmonares.
Prevotella melaninogenica, Prevotella denticola, Prevotella loescheii, Prevotella
intermedia y Prevotella corporis son miembros de la biota normal de la boca, vias
respiratorias superiores y partes blandas subyacentes. Prevotella bivia prevalece
en la biota vaginal y produce vaginosis e infecciones de origen obstétrico.
Porphyromonas endodontalis y Porphyromonas gingivalis forman parte de la biota
normal de la boca y las encias, mientras que Porphyromonas asaccharolytica se
halla en la biota intestinal.®

La morfologia celular depende del origen de los microorganismos: a partir de
medio sélido son cocobacilos pequefios, pero a partir de caldo son bacilos mas
largos y con marcado pleomorfismo. Las colonias en agar sangre por lo comun
son convexas, lisas, circulares, algunas veces betahemoliticas y habitualmente
pigmentadas, adquieren un color tostado a negro en 2 a 21 dias.

La vitamina K y la hemina son necesarias para la proliferacion de la mayor parte
de las cepas, o la estimulan mucho.®




Se ha visto que producen polisacarido capsular que es inmunogénico y especifico
de especie. El lipopolisacarido de estos microorganismos al igual que en
Bacteroides es diferente de aquel de los microorganismos gram negativos
anaerobios facultativos, y su potencia biologica es variable. La produccion de
enzimas como la colagenasa y otras enzimas proteoliticas, asi como el
polisacéarido capsular son los principales factores de virulencia en las cepas que
los producen. Los aislamientos clinicos pueden producir betalactamasa y algunas
cepas son resistentes a las penicilinas y a ciertas cefalosporinas.®

Estos m.o. son agentes causales importantes de infecciones orales, pulmonares,
pelvianas, intra abdominales y de partes blandas.®

Fusobacterium sp.

Existen seis especies causantes de infecciones en humanos. El mas
frecuentemente aislado es Fusobacterium nucleatum, biota normal de la boca, tracto
respiratorio superior, tracto genital y gastrointestinal. Es un agente causal de
infecciones orales, abscesos de pulmén, otras infecciones pleuropulmonares e
infecciones del liquido amniético.®

Fusobacterium necrophorum es un anaerobio muy virulento que puede causar
infeccibn ampliamente diseminadas. Es el agente etiolégico principal de la Angina
de Vincent (asociado a Borrelia), infeccién necrotica de amigdalas y faringe, que
presenta un exudado purulento membranoso, acompafnada de mal olor. Ademas
se halla en una variedad de infecciones subdiafragmaticas. Su habitat normal es el
tracto gastrointestinal.®

Tipicamente son bacilos largos con extremos acintados o filamentos delgados.
Algunos como F. necrophorum son mas abultados en su sector medio. Producen
alfa y beta hemodlisis en los cultivos en agar sangre, y las colonias son
transltcidas, de formas varias y a veces irregulares.®

La mayor parte de las fusobacterias son susceptibles a la penicilina G y las
cefalosporinas mas antiguas, ademas de los agentes anaerobios mas activos
(clindamicina, metronidazol).®




PATOLOGIAS

La mayoria de las bacterias anaerobias que producen infecciones en los seres
humanos también son parte de nuestra biota normal. Debido a la ecologia de
estos microorganismos, las diversas especies y géneros manifiestan preferencias
por los sitios corporales que habitan. Otros anaerobios patogenos (p. €j.,
Clostridium botulinum y Clostridium tetani) son habitantes del suelo y del ambiente, y
no se consideran parte de la biota de los seres humanos.

La forma de adquisicion de las infecciones anaerobias se estudiara en este
manual. Si bien la diseminacion interpersonal de Clostridium difficile entre los
pacientes hospitalizados presenta un enorme dilema clinico y de control de la
infeccion, la mayoria de las infecciones anaerobias se produce cuando la biota
normal del paciente invade sitios estériles como resultado de la alteracién de
alguna barrera anatémica.!

PATOGENIA

Los tipos de infecciones y enfermedades en seres humanos causadas por las
bacterias anaerobias varian en un amplio espectro. Ciertas especies, como C.
botulinum y C. tetani, producen algunas de las toxinas mas potentes que se
conocen. Por el contrario, no se conocen bien los factores de virulencia
especificos de los microorganismo s encontrados con mayor frecuencia en las
infecciones (p. €j., grupo B. fragilis, C. difficile).*

La mayoria de las infecciones anaerobias estd causada por una mezcla de
microorganismos anaerobios y anaerobios facultativos (p. ej., Enterobacteriaceae),
de modo que es problematico establecer la magnitud con la que una determinada
especie anaerobia contribuye con la infeccion. Ademas, como miembros ubicuos
de nuestra biota normal, los microorganismos anaerobios suelen contaminar los
materiales clinicos. Por estas razones es importante reconocer la importancia
clinica de las bacterias anaerobias aisladas en el laboratorio, si bien en ocasiones
resulta dificil .




RESPIRACION ANAEROBIA.

La realizan exclusivamente algunos grupos de bacterias, estas van a obtener su
energia mediante reacciones que no implican la utilizacion de oxigeno molecular y
para los cuales esta forma quimica del elemento no actia como aceptor de
electrones. Para muchos de estos grupos fisiologicos el oxigeno actia como
toxico celular o como inhibidor del crecimiento.*

Probablemente sean multiples las razones por las cuales los anaerobios varian su
tolerancia al oxigeno.*

Una de las razones es que la tolerancia al oxigeno de muchos anaerobios
obligados depende de su produccion de enzimas superoxido dismutasa, catalasa y
peroxidasas, que son protectoras contra la toxicidad de los productos oxido
reduccion.*

Una teoria muy difundida es que la exposicion al oxigeno produce una serie de
reacciones, mediada por flavoproteinas que llevan a la produccion del radical
superoxido (O27), peroxido de hidrogeno (H202) y otros productos de oxido
reduccion toxicos:

O2 +e—— 02" Superoxido

02 +e +2 H" — H20:2 Perdxido de hidrégeno

H2O2 + e+ H* > H,O + OH ’ Radical hidroxilo

OHe + e+ H—— H20 Agua

Sin embargo las bacterias aerobias y facultativas desarrollaron mecanismos
para inactivar estas formas téxicas las cuales son las siguientes:

H202 + H202 Catalasa » 2H20+ O
H202 + NADH + H* —Peroxidasa . 2 H,0 + NAD*
Oy +0 +2 H+ Superoxido dismutasa > 2 Hx0O2+ O

Oy +4 H* Superoxido dismutasa > 2H0+30>

Catalasa en combinacion

Oz + 2 H* + Cit C reducido —Superoxidoreductasa __,, H,0, + Cit C oxidado




Las bacterias anaerobias estrictas no disponen de estos mecanismos de
inactivacién de formas tbxicas derivadas, o disponen solo de algunas de estas
enzimas.Razon por la cual el oxigeno les hace dafio y por ello se denominan
anaerobias.

Cuando ocurre una lesion intervienen varios elementos dichos procesos ocurriran
dependiendo de la bacteria que intervenga en la lesion, entre ellos la muerte
celular. Por ejemplo en el caso de Clostridium sp ocurre el siguiente proceso:

El calcio intracelular y pérdida de la homeostasis del calcio producira isquemia y
ciertas toxinas ocasionan un aumento precoz de calcio citosélico, debido a la
afluencia neta de calcio?* a través de la membrana plasmatica y la liberaciéon de
calcio desde la mitocondria y el reticulo endotelial. Estos, a su vez, activan
enzimas con efectos celulares potencialmente nocivos: fosfolipasas, que fomentan
la lesion celular; las proteasas, que inhiben la accion de las proteinas; las
adenosintrifosfatasas (ATPasas), que aceleran la deplecion de adenosintrifosfato
(ATP); y las endonucleasas, que fragmentan la cromatina.??

La deplecion de ATP, la isquemia y las toxinas producen disminucion de la sintesis
de ATP y pérdida de nucledtidos mitocondriales de piridina con deplecion de ATP.
Este es necesario para los procesos de sintesis y degradacion de las células que
comprenden.??

a) Transporte de membrana

b) Sintesis de proteinas

c) Lipogénesis

d) Pérdida de integridad de la membrana
e) Otras

También es importante mencionar que en este tipo de proceso intervienen
diferentes factores, como en el caso de Clostridium sp que para producir una sepsis
por obligada es necesario la asociacion de dos elementos esenciales:

a) Clostridios o0 sus esporas

b) Tejidos andxicos, producidos ya sea por isquemia o por traumatismos.




Los clostridios 0 sus esporas se localizan en todas las muestras y se reproducen
abundantemente en dependencia de las siguientes condiciones favorecedoras:

a) Tipos de microorganismos

b) Desnutricion, guerra, desastres naturales, inadecuados regimenes
higienicodietéticos

c) Caracteristicas propias de cada individuo

Entre los factores que determinan el desarrollo de necrosis por isquemia figuran:
a) Naturaleza del aporte vascular

b) Velocidad en el desarrollo de la oclusién

c) Vulnerabilidad del tejido a la hipoxia (tejido nervioso, cardiaco, esquelético).

La asociacion del microorganismo y la isquemia puede encontrarse en diversas
situaciones, tales como: en la atricion de tejido muscular y conectivo, en la
existencia de cuerpos extraiios, en heridas contaminadas con tierra, en heridas
anfractuosas y profundas que inducen a la falta de Oz, en fracturas mdultiples por
accidentes del transito, en las heridas de guerra (potencialmente contaminadas
por la polvora, tierra, cuerpos extrafios y otras), asi como en la isquemia crénica
de las extremidades, la fatiga, el hambre, la anemia, la hipoproteinemia, el
alcoholismo, la inmunodeficiencia congénita, o adquirida por el virus de la
inmunodeficiencia humana o medicamentos como la azatioprina, ciclosporina y los
esteroides. La diabetes mellitus, las enfermedades neopléasicas (en particular del
tubo digestivo y colon), la neutropenia, la aplasia medular y la leucosis, pueden
desencadenar espontaneamente, sin traumatismos o cirugia previa, las sepsis por
clostridios en tejidos blandos en cualquier localizacion.??

La incidencia de bacterias anaerobias que se pueden localizar en los diferentes
organos y tejidos se observa en el siguiente cuadro:




Cuadro2. Incidencia de bacterias anaerobias en biota normal.??

Piel Tracto Boca Intestino  Genitales Uretra Vagina
respiratorio externos
superior
Bacilos Gram positivos esporulados
Clostridium 0 1 3-4
Bacilos Gram positivos no esporulados

Actinomyces 2 2 1
Bifidobacterium 0 2 1
Eubacterium 1 2 3-4
Lactobacillus* 0 2 2
Propionibacterium 3-4 2 1 1

Bacilos Gram negativos
Bacteroides 0 3-4 2
Fusobacterium 0 2 3-4 2
Cocos Gram 0 2 3-4 2
negativos
Cocos Gram 2 2 3-4 3-4 2 1
positivos
Tracto respiratorio superior incluye vias nasales, nasofaringe, orofaringe y amigdalas. (*)
Incluye anaerobios, facultativos y microaerofilos
d = desconocido
0= no encontrados o raros
1= hallazgo irregular
2= habitualmente presentes
3-4= presentes en gran numero.

Cuando se sospecha de bacterias anaerobias las siguientes caracteristicas
pueden ser:

Infecciones que aparecen en la continuidad con superficies mucosas.
Infecciones asociadas a necrosis tisular, y formacion de abscesos.
Olor patrido.

Presencia de gas.

Infecciones polimicrobianas.®

BIOSEGURIDAD

Todo el personal debe utilizar siempre bata larga hasta la altura de la rodilla y de
manga larga, la bata debera utilizarla abotonada, esta debe ser considerada como
material contaminado, lavarse las manos periédicamente; cada vez que entren en
contacto con material infeccioso y siempre que se haga abandono del area del
laboratorio. Se debe evitar tocarse, frotarse o rascarse mientras se permanezca en
el laboratorio.??




Esta rotundamente prohibido pipetear con la boca y comer, beber, maquillarse
o fumar en el area de laboratorio, asi como almacenar o preparar alimentos para
consumo humano. lgualmente, todos los articulos personales deben permanecer
fuera del area de laboratorio.??

Los accidentes en el laboratorio deben ser abordados con calma y ser
debidamente reportados, en caso de ocurrir un derrame de material infeccioso, se
debe despejar la zona y usando guantes, se debe colocar un papel absorbente
impregnado con un desinfectante (alcohol 70°-yodado) sobre el material. Si cae
material contaminado sobre su piel, se debe proceder a desinfectar utilizando
alcohol 70°-yodado, para luego lavar abundantemente con agua y jabén y aplicar
nuevamente la desinfeccion. Si se presenta una contaminacién de los 0jos,
proceda a enjuagar abundantemente con agua en la ducha facial respectiva.??

La idoneidad de las muestras enviadas depende del cumplimiento de una serie de
medidas referentes a: procedimiento de obtencion, cantidad enviada y transporte
rapido y adecuado al laboratorio. Como reglas generales cabe indicar las
siguientes?®:

1. Antes de recoger la muestra, considerar el riesgo/beneficio de la recogida de la
muestra para el paciente. (Vease cuadro 3)

2. Cada muestra debera ir acompafiada de un volante de peticion, que debera
estar correctamente legible y completamente complementado con los siguientes
datos.?°

A) Apellido 1°, Apellido 2° , Nombre

B) N° de historia y/o folio

C) Fecha de nacimiento

D) sexo

E) Diagndstico permanente

F) Teléfono/direccion

G) Datos clinicos: diagnéstico clinico de presuncién, estado inmunitario del
paciente, tratamiento (principio activo administrado y tiempo transcurrido desde la
altima toma)

H) Profesional que toma la muestra

Solicitar la investigacion de patdgenos especiales expresamente (Cryptosporidium,
Mycoplasma, Micobacteria)?°




3. Es necesario que la toma se efectle en el sitio exacto de la lesion y lo méas
pronto posible. La recogida de la muestra deberé realizarse en condiciones de
méxima asepsia, evitando contaminaciones ambientales del personal y del propio
enfermo a la muestra y viceversa.

4. Son preferibles siempre productos purulentos frescos liquidos o tejidos
sospechosos a las muestras tomadas con torundas.

5. Se debe recoger una cantidad de muestra adecuada a la peticion. En ocasiones
una escasa cantidad de muestra puede ser la causa de falsos negativos.

6. El material destinado a cultivo no debe estar en contacto con sustancias
desinfectantes o anestésicas, siempre que sea posible.

7. La muestra se debe recoger, siempre que sea posible, antes de iniciar cualquier
terapia antimicrobiana. Cuando esto no es posible, se obtendran justo antes de la
administracion de la dosis del antimicrobiano, o tras 48 horas de la retirada del
mismo, indicandolo en el vale de peticion.

8. La muestra debe transportarse en envases adecuados, con cierres a prueba de
fugas.

9. La muestra debe etiquetarse con el nombre del paciente, el servicio solicitante y
el tipo de muestra.

10. Se recomienda que cada muestra se introduzca en una bolsa de plastico que a
su vez se introducira en otra donde se incluya el volante. Asi se evita que los

posibles derrames de la muestra invaliden el volante de peticion.

11. El envio al laboratorio de microbiologia debe ser lo mas rapido posible con
objeto de asegurar la supervivencia de microorganismos de dificil crecimiento y de
evitar el sobrecrecimiento de la flora normal, acortar el tiempo de contacto con
anestésicos locales o con otras sustancias con accion antimicrobiana utilizadas en
la recogida de la muestra.?°

Es preciso hacer énfasis en la recoleccién y el transporte adecuados de las
muestras para el cultivo anaerobio. Dado que los anaerobios residentes a menudo
estan presentes en grandes cantidades como biota normal en las superficies de
las mucosas, incluso la contaminacion minima de una muestra puede dar
resultados erréneos. En general, el material para el cultivo anaerobio se obtiene
mejor por biopsia de tejidos o por puncién y aspiracion. El empleo de hisopos no
es una alternativa adecuada debido a la exposicién excesiva de la muestra a los
efectos de la desecacion, la posibilidad de contaminacion durante la recoleccion y
a que los microorganismos pueden quedar retenidos dentro de las fibras del
hisopo. Si debe utilizarse un hisopo, debe provenir de un sistema de transporte
exento de oxigeno.*




Cuadro 3. Riesgo-Beneficio.

RIESGO

ACTIVIDAD

BENEFICIO

Desconocer
procedimientos

Cada laboratorio debe
contar con un manual
donde se identifiquen los
riesgos conocidos y
potenciales

Que se cumplan los procedimientos
dentro del laboratorio encaminados
para eliminar o reducir al minimo de
riesgos

Contagio por derrames

Uso de bata ,guantes ,gafas de
seguridad, calzado cerrado

Evitar contacto directo o accidental
con sangre, liquidos corporales u
otros materiales potencialmente
infecciosos

Contagio/contaminacién

Almacenar alimentos en las
zonas de trabajo

Evitar la ingestidn de alimentos
contaminados y evitar la
contaminacidn alimento-muestra.

Superficies sucias

Descontaminar las superficies
de trabajo después de algun
derrame de material
potencialmente peligroso

Evitar contagios con el mismo
personal u otros pacientes.

Derrames de material
bioldgico

El embalaje y transporte de
material debe ser transportado
con la precaucion necesaria
utilizando frascos y tubos con

Transportar de forma segura y
correcta para evitar derrames, asi
como en las condiciones necesarias
de preservacién de la muestra

tapon de rosca

Para algunas enfermedades por clostridios hay instrucciones especiales de
recoleccion, como es el caso de C. perfringens y C. botulinum transmitidos por
alimentos, entero colitis seudomembranosa por C. difficile y entero colitis
neutropénica por C. septicum . Las muestras de alimentos y de materia fecal deben
remitirse a un laboratorio de salud publica para la confirmacion de intoxicacion
alimentaria por C. perfringens, éstas deben transportarse a 4°C. El diagnostico
clinico de botulismo se confirma por la presencia de toxina botulinica en suero,
heces, voémitos o0 contenido gastrico, asi como por la recuperacion del
microorganismo a partir de la materia fecal de los pacientes. La toxina botulinica
es una posible arma de guerra, de modo que los microbiélogos clinicos deben
estar alertas acerca de la cantidad de casos de botulismo. En el caso de botulismo
infantil las muestras deben ser suero y materia fecal; para el botulismo a partir de
heridas se debe incluir suero, materia fecal y tejidos de biopsia. Las heces para el
cultivo y la determinacién de toxina de C. difficile .




Los residuos generados en los laboratorios microbiolégicos y clinicos
presentan riesgos Yy dificultades especiales en su manejo debido,
fundamentalmente, al caracter infeccioso de algunos de sus constituyentes. La
heterogeneidad de su composicion contribuye a acrecentar los riesgos,
especialmente en el caso de desechos del laboratorio bacteriologico, donde
existen cultivos con bacterias patdgenas, objetos punzocortantes como agujas de
jeringas, trozos de vidrio o plastico, sangre humana y sus derivados, residuos de
muestras para cultivo y otros.

Los desechos deben ser manejados en una forma racional, dependiendo del nivel
de bioseguridad del laboratorio, el tipo de material que constituye el desecho, el
tipo de tratamiento aplicado al desecho y la forma en que los desechos tratados
son eliminados de la institucion. Por convenio se utiliza el color amarillo para
designar el desecho infeccioso de residuos patolégicos ( érganos, visceras o
partes de tejido), mientras que el color rojo se usa para designar el desecho
bioldgico infeccioso (guantes, torundas de algodon, etc.).

A continuacioén se enlistan algunos de los medios de cultivos més utilizados para
microorganismos anaerobios (Vease cuadro 3).




Medios De Cultivo Utilizados Para Microorganismos Anaerobios
Cuadro 3. Medios de cultivo para anaerobios?

MEDIO

Agar sangre para anaerobios

Agar con bilis y esculina
Para Bacteroides (BBE)

Agar’ sangre hemolizada
con kanamicina y
vancomicina (LKV)

Agar con alcohol feniletilico para
anaerobios (Anaerobic phenilethyl
alcohol agar-PEA-)

Agar con yema de huevo (Egg-
yolk agar; ELLA)

Agar con cicloserina,
cefoxitina y fructosa
(CCFA)

Caldo con carne cocida
(también denominado
carne picada)

Caldo con peptona, extracto
de levadura y

glucosa (peptoneyeast
extract~glucose —PYG)

Caldo tioglicolato

COMPONENTES Y
COMENTARIOS

Puede prepararse sobre una base
de Columbia, Schaedler, CDC,
Brucella o infusion cerebro-
Corazon suplementada con
sangre de carnero al 5%, extracto
de levadura al 0,5%, hemina, L-
cistina y vitamina K1.
COMPONENTES Y
COMENTARIOS

Base de agar con tripticasa y soja
mas el agregado de citrato de
amonio y hemina: las sales
biliares y la gentamicina actdan
como inchibidores

Base de agar para Brucella con
kanamicina (75 ~g/mL),
vancomicina (7,5 ~g/mL),
vitamina K1, (10 ~g/mL) y sangre
hemolizada al 5%

Base de agar nutritivo, sangre al
5%, alcohol feniletilico

Base de yema de huevo

Base de yema de huevo con
fructosa, cicloserina (500 mg/L) y
cefoxitina

(16 mg/L); indicador rojo neutro
Las particulas de carne solida
inician el crecimiento bacteriano;
las sustancias reductor as
disminuyen el potencial de
oxidorreduccién (Eh)

Base de peptona, extracto de
levadura, glucosa, cisteina
(agente reductor), resarzurina
(indicador de la tension de
oxigeno), sales

Digerido pancreatico de caseina,
Caldo de soja y glucosa que
enriquece el crecimiento de la
mayoria de las bacterias. El
tioglicolato y el agar reducen el
Eh. Puede suplementarse con
hemina y vitamina K1

OBJETIVO PRINCIPAL

Medio no selectivo para
aislamiento de  anaerobios
anaerobios facultativos

OBJETIVO PRINCIPAL

Selectivo y diferencial para el grupo
Bacteroides fragilis; dutil
identificacion presuntiva

para la

aislamiento de
especies de

Selectivo para el
Prevotella y
Bacteroides

Selectivo por la inhibiciébn de los
bacilos gramnegativos entéricos y el
crecimiento confluente de algunos
clostridios

No selectivo para determinar la
produccion de lecitinasa y lipasa por
los clostridios y las fusobacterias
Selectivo para Clostridium difficile

No selectivo para el cultivo de
microorganismos anaerobios; con el
agregado de glucosa puede
utilizarse para la cromatografia en
fase liquida y gaseosa

No selectivo para el cultivo de
bacterias anaerobias por
cromatografia en fase liquida y
gaseosa.

No selectivo para el cultivo de
anaerobios asi como de anaerobios
facultativos y aerobios




Aislamiento de bacterias anaerobias. El agar Schaedler + 5 % sangre de cordero
es un medio de aislamiento particularmente Util para la deteccion de bacterias
anaerobias estrictas y facultativas. La presencia de factores de crecimiento como
el extracto de levadura, la hemina y la vitamina Ks y la adicion de sangre de
Cordero permite el crecimiento incluso de las especies mas exigentes. El agente
reductor (L-cistina) y la elevada concentracion de dextrosa en el medio favorecen

el crecimiento de especies anaerobias.! véase figura 1.

TINCIONES

Una de las herramientas que se utiliza son las técnicas de tincion, para lo cual
primero deben de observarse células conocidas, para distinguir o para revelar la
presencia de determinados constituyentes celulares, tales como flagelos, esporas,
capsulas, paredes celulares, centros de actividad respiratoria, etc.!

También es importante conocer los componentes de los colorantes, ya que
mayoria de los colorantes son compuestos organicos que tienen alguna afinidad
especifica por los materiales celulares. Muchos colorantes utilizados con
frecuencia son moléculas cargadas positivamente (cationes) y se combinan con
intensidad con los constituyentes celulares cargados negativamente, tales como
los acidos nucleicos y los polisacaridos acidos. Otros colorantes son moléculas
cargadas negativamente (aniones) y se combinan con los constituyentes celulares
cargados positivamente, tales como muchas proteinas. Otro grupo de colorantes
son sustancias liposolubles; los colorantes de este grupo se combinan con los
materiales lipidicos de la célula, usandose a menudo para revelar la localizacion
de depdsitos de grasa.?




Algunos colorantes tefiirdn mejor s6lo después de que la célula haya sido tratada
con otra sustancia quimica, que no es un colorante por si mismo. Esta sustancia
se denomina mordente; un mordente habitual es el acido tanico. EI mordente se
combina con un constituyente celular y lo altera de tal modo que ahora si podra
atacar el colorante.?

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Los modulos de microbiologia en la carrera de Quimica Farmacéutico Bioldgica
(QFB), se imparten en los siguientes semestres: En sexto semestre: Microbiologia
General |, Séptimo semestre: Microbiologia General 1l, Octavo semestre:
Microbiologia médica (orientacion Farmacia Clinica), noveno semestre:
Microbiologia médica (orientacion Bioquimica Clinica), y Microbiologia
Farmacéutica (orientacion Farmacia Industrial).

En estos mddulos se les ensefia a los alumnos, las bases y conocimientos
fundamentales sobre los microorganismos, y las herramientas para su estudio,
abarcando aspectos como son:

Las generalidades sobre las bacterias (morfoldgicas, taxondmicas,
propiedades y efecto nocivo).

Importancia médica, industrial e incluso su efecto sobre alimentos y
cosméticos.

En este trabajo se estudiara la importancia que tienen las bacterias anaerobias.
Aunque durante los modulos de microbiologia, se le dan al alumno las
herramientas para que comprenda temas que por falta de tiempo no es posible
revisar, por lo cual es importante redactar manuales de este tipo, para que sirva
como material de apoyo al estudiante y personas del area de la salud.

Sin embargo son tan extensos los programas y tan corto el tiempo para estudiarlos
gue no se logra abarcar los temas con detenimiento y profundidad; al igual que la
Facultad y el laboratorio de andlisis clinicos no cuentan con la infraestructura y el
presupuesto necesario para poder trabajar con este tipo de microorganismos mas
sin embargo es importante que el alumno conozca que existen diferentes sistemas
para generar el ambiente anaerdbico y asi poder transportar y cultivar a este tipo
de bacterias, por ejemplo:

Dry Anaerobic Ind. Strip 100u, Gaspak EZ Anaerobiosis, Gaspak EZ
Anaerobe Pouch System, BD Gaspak EZ Campi container System Sachets.
Incubation Container Rack Large, los cuales sirven para crear un ambiente
de anaerobiosis.




Este manual no pretende sustituir ni a la bibliografia especializada sobre el tema,
ni a los profesores que imparten los médulos de Microbiologia, sino mas bien ser
de ayuda para que el estudiante disponga de informacion reciente y actualizada,
de manera organizada para su facil comprension, con la finalidad de que sea un
material de consulta que contemple las generalidades de las bacterias
anaerobias.




OBJETIVO GENERAL

Realizar el material de apoyo didactico: Manual de Bacterias Anaerobias de

Importancia Clinica

OBJETIVOS PARTICULARES

Recopilar la informacion bibliografica actualizada y completa acerca de las
Bacterias anaerobias de importancia clinica.

Seleccionar las imagenes mas representativas acerca de las bacterias
anaerobias de importancia clinica para ilustrar el manual.

Estructurar el manual de bacterias anaerobias de importancia clinica de una

manera légica, intercalando la informacidén con sus respectivas imagenes,

para que resulte de manera sencilla su consulta.




METODOLOGIA.

Buscar informacion actualizada referente al tema de anaerobios de
importancia clinica en articulos, libros, publicaciones cientificas en medios
impresos y electrénicos.

Seleccionar la informacion mas sobresaliente, actualizada e importante de
los m.o.

Recopilar imagenes mediante la busqueda de fotos, ilustraciones,
esquemas, diagramas, etc.

Trascribir la informacién previamente seleccionada en Word.

Incorporar las imagenes, tablas y cuadros del manual de anaerobios de

importancia clinica.

Integrar imagenes, fondos al documento en Word.

Realizar la revision del borrador por parte del asesor y director del proyecto.
Llevar a cabo las correcciones indicadas.

Realizar la revision final del manual por parte del asesor y director del
proyecto.

10.Impresion final del Manual terminado.




DIAGRAMA DE FLUJO

Buscar informacion
actualizada referente al
tema de Anaerobios de

importancia Clinica.

Integrar
imégenes,
fondos al
documento de
Word.

Realizar la revision del

borrador por parte del

Asesor y Director del
proyecto.

Seleccionar la
informacion mas
sobresaliente ,
ctualizada e importarte
de los m.o.

Incorporar las imagenes,
tablas y cuadros del
Manual de anaerobios de
importancia clinica.

Llevar a cabo las
correcciones
indicadas.

Recopilar imagenes
mediante la busqueda de
fotos, ilustraciones
esquemas, etc.

Transcribir la
informacion
previamente
seleccionada en
Word.

Realizar la revision
final del Manual por
parte del Asesor y
Director del proyecto.

Manual terminado.

I Impresion final del




RESULTADOS

Se elabor6 el Manual de Bacterias Anaerobias de Importancia Clinica de manera
impresa, el cual contiene informacién actualizada sobre las bacterias anaerobias

mas importantes del area de microbiologia asi como de los métodos de toma de

muestra y equipos automatizados mas utilizados. Este consta de cinco capitulos

estructurados de la siguiente manera:

Capitulo 1. Generalidades de las bacterias anaerobias.

Capitulo 2. Consideraciones clinicas

Capitulo 3. Bacterias anaerobias Gram positivas

Capitulo 4. Bacterias anaerobias Gram negativas

Capitulo 5. Toma de muestras




DISCUSION DE RESULTADOS

La microbiologia es una ciencia que se dedica al estudio de seres
microscépicos (microorganismos); estos tienen caracteristicas morfoldgicas,
taxondmicas y dan un equilibrio a la biosfera; estos pueden ser de vida libre o de
requerir un hospedero. Aunque también tiene ciertas acciones nocivas como la de
producir enfermedades en animales, plantas y al hombre que es estudiado por la
microbiologia medica, tambien por la industria alimenticia como la
descomposicion de alimentos, y por la cosmetologia (levaduras, toxinas).

La microbiologia médica moderna se ha convertido en una disciplina muy
extensa pues se han estructurado manuales de diferentes tipos como son: Manual
de Virologia (Ciencia que estudia a los virus) Manual de Micologia (estudio de los
hongos patogenos para el ser humano), Bacteriologia (ciencia de las bacterias que
estudia a los agentes etiolégicos de muchas enfermedades infecciosas). Manual
para Inmunologia (Ciencia de los mecanismos de defensa del organismo contra
agentes patégenos como para los no patdégenos). Protozoologia (Se encarga de
investigar a los animales mononucleares patdgenos). Cada uno de ellos aportan
gran cantidad de informacion especializada que ayudan a  tener esas
herramientas para poder ser llevadas a la practica, ninguno de estos manuales
pretende sustituir informacioén existente de libros, articulos de revistas, u otros
manuales.

Siendo un alumno de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza (FESZ)
de la carrera de Quimica Farmacéutico Biologico (Q.F.B) y pasar por los modulos
de Microbiologia General |, Microbiologia General Il, y en las orientaciones de
octavo semestre: Microbiologia Meédica (Orientacion farmacia clinica), noveno
semestre: Microbiologia Médica (Orientacion bioquimica clinica) y Microbiologia
Farmacéutica (Orientacién farmacia industrial) que no abordan mucho el tema de
fascinante de las bacterias anaerobias se crea este manual con la intencion de
gue sea de utilidad no solo para alumnos de esta Facultad si no para todo tipo de
persona que se dedique al area de la salud, ya que los temas impartidos en esta
carrera son muy extensos y es poco el tiempo para estudiarlos con detenimiento y
profundidad.

Este manual de bacterias anaerobias de importancia clinica tiene la
intencion de dar a conocer caracteristicas morfologicas y taxonémicas, asi como
Su manejo, transporte etc. Se estructuro de una manera facil de comprender para
alumnos que al preguntar sobre el tema solo saben de unos cuantos
microorganismos Y la intencion es dar un apoyo mas al docente como al alumno
en aspectos tedricos y que pueden ser llevados al aula ya que como esta descrito
en el manual estas bacterias requieren de cuidados especiales desde la toma,
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transporte, sembrado y desarrollo para poder implementar una practica sobre
ellos. Este manual da un apoyo al profesional recién egresado que puede llegar a
trabajar con este tipo de bacterias ya que en el capitulo 5 de este manual se
encuentran algunos meétodos y sistemas comerciales que existen actualmente asi
como los estandares de calidad.

El Manual de Bacterias Anaerobias de Importancia Clinica se elaboro
recopilando informacion actual, haciendo mencion de las bacterias anaerobias
mas importantes del ambito clinico; la informacion se obtuvo mediante libros,
revistas, articulos y fuentes electronicas especializadas en el tema.

Este manual se encuentra ilustrado con multiples imagenes representativas
de las especies habladas esto para hacer mas atractivo el tema y poder contribuir
al proceso ensefianza-aprendizaje.

Dicho manual habla de las generalidades de las bacterias anaerobias pues
es importante tener un conocimiento basico de estas bacterias ya que su
morfologia, metabolismo, factores de virulencia, cambios taxondmicos, son
diferentes a las bacterias aerobias.

Este Manual aporta informacion para que el alumno o persona del area de
la salud amplie sus conocimientos utilizando las herramientas y la informacion

aprendida por parte de los docentes a seguir buscando mas, para que este tema
sea profundizado y no solo quedarse con la informacion tedrica si no buscar
alternativas para poder llevar estos conocimientos a lo practico pues no todas las
Facultades cuentan con esa infraestructura y el presupuesto para poder trabajar
con este tipo de bacterias y tener el ambiente anaerdbico.




CONCLUSION

Debido al poco conocimiento que existe sobre microorganismos anaerobios
asi como al poco tiempo que tienen los alumnos de la Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza (fesz) de la carrera de Q.F.B. y derivado de la gran
importancia que este tipo de microorganismos tiene en nuestro entorno, vida
cotidiana y actividades es que se logro elaborar el Manual de Bacterias
Anaerobias de Importancia Clinica estructurandolo de una manera sencilla y de
facil comprension para los alumnos y persona del area de la salud interesada en el
tema. Este manual es de gran utilidad y apoyo ya que contiene la informacién
necesaria, actual y mas importante acerca de los microorganismos de importancia

clinica como también las imagenes mas representativas que ayudan a asociar la

informacion para facilitar su comprension.
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PROLOGO

Este Manual de Bacterias Anaerobias de Importancia Clinica habla sobre
generalidades de bacterias anaerobias (morfolégicas, taxondmicas, propiedades,
efectos nocivos, importancia médica, industrial e incluso efectos sobre alimentos y

cosmeéticos).

Esta dirigido principalmente a los alumnos que cursan el sexto semestre de
la carrera de Quimica Farmacéutico Biologica (Q.F.B.) en el moddulo de
Microbiologia General I, ya que en este médulo tiene su primer contacto con este
tipo de microorganismos, asi como a las personas que tengan interés en el tema o
requieran de dicha informacién, esperando también sea de gran utilidad en los
modulos subsecuentes como lo son Microbiologia Médica (Orientacion Farmacia
Clinica), Microbiologia Médica (Orientaciéon Bioquimica Clinica) y Microbiologia
Farmaceutica (Orientacion Farmacia Industrial) impartidos en el octavo y noveno

semestre de la carrera de Q.F.B.

De ninguna manera este Manual pretende sustituir a la bibliografia
especializada, ni es un Manual de diagnéstico es un apoyo para los estudiantes y

personas interesadas en el tema.

ROGELIO EMANUEL JUAREZ VELAZQUEZ







CAPITULO |
GENERALIDADES DE LAS BACTERIAS ANAEROBIAS.

Aunque las bacterias anaerobias fueron descubiertas a finales del siglo XIX,
en la época dorada de la microbiologia, no fue hasta los afios 70 cuando se
sentaron las bases del conocimiento actual. ElI grupo del Instituto Politécnico de
Virginia en los Estados Unidos establecio los principios de la moderna taxonomia y
clasificacion y desarrollé6 un sistema que permitia el aislamiento de las especies
mas sensibles al oxigeno. Los investigadores del Laboratorio Wadsworth de la
UCLA pusieron en marcha una metodologia mas sencilla, al alcance de muchos
laboratorios de microbiologia, e investigaron el papel de estos microorganismos en
diversas infecciones humanas. Otros equipos, americanos y de otros paises,
contribuyeron a ampliar su conocimiento. En el momento actual el interés por las
bacterias anaerobias ha disminuido, sin duda porque en el pasado se
sobredimensiond su importancia clinica, porque su conocimiento ha permitido el
establecimiento de pautas de quimioprofilaxis eficaces para las infecciones con un
origen quirdrgico, porque se estudia sistematicamente la sensibilidad a los
antimicrobianos de las especies mas resistentes y esto permite tener datos para
establecer terapias empiricas con altos porcentajes de éxito y porque el trabajo
con anaerobios sigue siendo lento e incluso desesperante cuando se intenta llegar
a un diagndstico de especie.!

Se puede definir a las bacterias anaerobias como aquellas que para crecer
en la superficie de un medio de cultivo necesitan una atmadsfera sin oxigeno, ya
que este elemento es toxico para ellas. Con estos dos conceptos se puede inferir
gue existe un amplio abanico de microorganismos, desde los muy tolerantes y
resistentes hasta los extremadamente labiles a este gas.

El habitat de las bacterias anaerobias esta limitado a zonas corporales del
hombre y de los animales donde la tension de oxigeno es baja. Forman parte de la
microbiota normal como comensales y mutualistas, jugando un importante papel
en la resistencia inespecifica a la infeccion. Son particularmente frecuentes en la
boca (especialmente en la placa dental sobre todo en su porcion subgingival) y en
las vias respiratorias altas, vagina e intestino (en especial en colon, recto y en las
heces, donde superan a los aerobios y a los microorganismos facultativos). A
partir de aqui pueden contaminar de forma pasajera la piel, sobre todo la del
periné. La piel es pobre en anaerobios permanentes, el mas significativo
es Propionibacterium acnesque vive en las glandulas sebaceas. Desde estas
localizaciones, particularmente del tubo digestivo, son eliminados muriendo en el
ambiente, con la excepcién de los clostridios que sobreviven gracias a la
formacion de esporas y que por ellas forman parte de la biota teltrica y ambiental.
La colonizacion inicial se realiza por transmisiébn directa, aunque no
necesariamente en el caso de los clostridios. Las infecciones las producen a partir
de estos habitats.!




Las bacterias anaerobias juegan un papel importante en la Patogenicidad
de una amplia variedad de infecciones mixtas, donde se ven involucradas
bacterias aerobias y anaerobias, tales como neumonia por aspiracion, infecciones
intra abdominales, infecciones ginecoldgicas, de piel y partes blandas. Sin
embargo, hay otros procesos en los que raramente se hallan implicadas estas
bacterias y que debemos también considerar, como meningitis, endocarditis y
artritis séptica®?. Estos microorganismos forman parte de la biota normal en
diversas partes del cuerpo humano, siendo especialmente abundantes en el tracto
gastrointestinal, la cavidad oral, piel y mucosas, convirtiendose en patdégenos
oportunistas cuando se ven favorecidos por factores predisponentes, tales como la
disrupciéon de mucosas, lo cual les permite acceder a tejidos normalmente
estériles, y el uso de antibiéticos con bajo o ningln espectro de accién sobre
anaerobios, lo cual les facilita la proliferacion por eliminacion de la biota
asociada®* Estos factores, sumados a otros como la baja tensién de oxigeno,
hacen que la mayoria de las infecciones anaerObicas se originen a partir de
miembros de la biota endégena del organismo.!

Figura 1.1 Clostridium
nowi en agar yema de
huevo.!

Dado que las
bacterias anaerobias son
oportunistas, es dificil
muchas veces demostrar
su Patogenicidad, ya que
forman parte de la biota
habitual del cuerpo
humano y se aislan
generalmente junto con
otras bacterias. Los
avances en los medios diagnésticos conseguidos en los dltimos afos,
especialmente de las técnicas microbiologicas y la utilizacion de los métodos
fenotipicos clasicos nos permite, en muchas ocasiones, llegar a una correcta
identificacion bacteriana a nivel de especie. Los métodos moleculares
desarrollados a lo largo de la ultima década nos han proporcionado un mejor
conocimiento de la composicién bacteriana y como consecuencia, la posibilidad de
realizar una identificacion correcta a nivel de especie de determinadas bacterias
anaerobias, asi como de caracterizar nuevos géneros y especies implicadas en la
patologia infecciosa.!




1.1. METABOLISMO MICROBIANO

En esencia, el metabolismo bacteriano abarca todos los procesos celulares
requeridos para la supervivencia y replicacion del microorganismo. La familiaridad
con el metabolismo bacteriano es esencial para comprender las interacciones de
las bacterias con las células del hospedero, los mecanismos que usan para causar
la enfermedad, y para comprender las bases de las pruebas del diagndstico
microbiolégico y las estrategias utilizadas para la identificacién de las etiologias
infecciosas en el laboratorio. Con el propdsito de simplificar, el metabolismo se
trata en términos de cuatro procesos principales, si bien interdependientes:
nutricion, biosintesis, polimerizacion y ensamblaje.? (vease fig. 1.2)

Los anaerobios en general poseen un metabolismo de tipo fermentativo, en
el cual sustancias organicas son los aceptores finales de electrones, aunque
también pueden obtener energia a partir de la respiracion anaerobia. Otras
caracteristicas comunes a los microorganismos anaerobios son sus
requerimientos nutricionales complejos, su lento crecimiento y su labilidad, lo cual,
sumado a sus requerimientos atmosféricos estrictos (de Oz y CO2) hace que su
aislamiento sea dificil;, ademas, al ser la mayoria de las infecciones mixtas
(aerobios y anaerobios) otros microorganismos menos exigentes y de crecimiento
mas rapido pueden crecer e inhibirlos si no se toman las precauciones
necesarias.3®°

Los plasmidos estan ampliamente difundidos entre los anaerobios
especialmente a nivel de especies de
o bt = A Clostridium sp y Bacteroides sp.
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j * Plasmidos que codifican la
wmnmmf produccion de bacteriocinas. Similares a
las colicinas, son producidas por especies
de Clostridium sp y Bacteroides sp.
Plasmidos toxigénicos, ampliamente distribuidos entre las especies de
Clostridium sp productoras de exotoxinas (toxigénicas). La correlacion
fehaciente entre plasmido y produccion de toxina no se ha podido
establecer en muchos casos. El caso con mas evidencia de la relacion
plasmido-toxina es el de Clostridium tetani donde puede afirmarse que la
toxina tetanica esta codificada en un plasmido.
Plasmidos que codifican la resistencia a los antibidticos. Existen evidencias
de que entre diferentes especies de Clostridium sp, Bacteroides sp y cocos




anaerobios existen plasmidos de diferente tamafio que codifican la
resistencia a macrolidos, tetraciclinas y cloramfenicol.*

1.2. FACTORES DE VIRULENCIA

Se pueden separar en dos categorias segun su importancia. Por un lado
existen las poderosas toxinas producidas por los clostridios; por otro, una serie de
estructuras y sustancias de mucho menor poder patbgeno que se observan en
varias especies de microorganismos no esporulados.!

Se conocen los lipopolisacaridos de superficie de varias especies de
Fusobacterium sp, Veillonella sp y Bacteroides sp. Estas sustancias tienen una
actividad “endotoxina” similar a las de los bacilos gramnegativos facultativos. Su
actividad es algo menos potente pero se ha demostrado su capacidad (en
Bacteroides sp) de participar en la produccion de abscesos y de causar
hipercoagulabilidad.*

El polisacarido capsular de Bacteroides del grupo fragilis (Vease fig. 1.3) €S otro
factor de virulencia importante, ya que se comporta en forma similar a las capsulas
de otras bacterias, es decir, le confiere al germen “la lanza y el escudo” en cuanto
favorece su poder invasivo y dificulta la accion defensiva de los leucocitos
polimorfonucleares. Aun mas, esta claramente demostrada su participacion en la
formacion de abscesos.®

Diversas enzimas producidas por los microorganismos anaerobios deben
considerarse como factores de virulencia: colagenasas, hialuronidasas, DNAsas,
elastasas, heparinasas son las principales. También deben incluirse aquellas
enzimas que protegen contra la accion letal del O2 tales como catalasa y
superéxido-dismutasa, en cuanto permiten la sobrevida del germen en un
ambiente adverso hasta que se presenten las condiciones favorables. Estos
factores de virulencia no deben considerarse como “toxinas”.!
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1.3 Bacteroidesfragilis®

Las vias metabdlicas en esta categoria son las que involucran la
adquisicion de nutrientes desde el medio ambiente, la produccion de metabolitos
precursores y la produccion de energia.8?®




Las bacterias utilizan varias estrategias para obtener los nutrientes
esenciales desde el medioambiente, pero el objetivo comun es transportar estas
sustancias desde el ambiente externo hacia el interior de la célula. Para que los
nutrientes sean internalizados deben atravesar las envolturas de la célula
bacteriana, una estructura compleja que proteja la célula de las agresiones
medioambientales, mantiene el equilibrio intracelular y transporta las sustancias
hacia el interior o el exterior de la célula. Aunque algunos nutrientes claves, como
el agua, el oxigeno y el didxido de carbono entran en la célula por difusion simple
a través de las capas de envoltura, la captacion de otras sustancias requiere
energia y selectividad por las envolturas de la célula.121!

El transporte activo figura entre los métodos mas comunes para captar
nutrientes, como algunos azlcares, la mayoria de los aminoacidos, éacidos
organicos y muchos iones inorganicos. (Vease fig. 1.4)

El mecanismo, que es manejado por una bomba dependiente de energia,
involucra moléculas transportadoras incluidas en la porcion de la membrana de la
envoltura celular. Estos
transportadores se combinan con los
nutrientes, los transportan a través de
la membrana y los liberan dentro de
la célula. La translocacién del grupo
es otro mecanismo de transporte que
requiere energia, pero difiere del
transporte activo en que el nutriente a
transportar sufre una modificacion
quimica. Muchos azucares, purinas y
pirimidinas, y &acidos grasos, son
transportados por este mecanismo’.

Figura 1.4. Transporte activo*
1.3. PRODUCCION DE PRECURSORES DE METABOLITOS

Una vez dentro de la célula muchos nutrientes pasan a ser materias primas
a partir de las cuales se producen precursores de metabolitos para los procesos
biosintéticos posteriores. Estos metabolitos, enumerados en la figura 1.5, son
producidos por tres vias metabolicas centrales: la via de Embden-Meyerhof-
Parnas (EMP), el ciclo del acido tricarboxilico (TCA) y la via de la pentosa fosfato.
Estas vias metabolicas y su relacion entre si se muestran en la figura 1. 5 ; no
figuran las diversas vias metabdlicas alternativas (p. e€j., la via de Entner-
Doudoroff) que desempeiia papeles claves en el direccionamiento y el
reabastecimiento de los precursores a medida que son utilizados en procesos
posteriores. La eficacia de la produccion de una célula bacteriana, como resultado
de estas vias metabdlicas productoras de precursores, puede variar de manera
sustancial, lo que depende de las condiciones de crecimiento y disponibilidad de
nutrimentos. Esta es una consideracion importante, debido a que la identificacion
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exacta de las bacterias de interés en medicina a menudo depende en gran parte
de los métodos que miden la presencia de productos y subproductos de estas vias
metabdlicas.>%13
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<P
NADPH>
Glucoga 6-Fosfato —y 6-Fosfogluconolactona —p-Fosfogluconato

Fructosa-6-fosfato > Pentosa 5-Fosfato*
~P
Eritrosa 4-fosfa
Fructubsa 1,6-difosfato

Ciclo pentosa fosfato

Triosa-3-fosfato
—
| _ FADH2 NADH2

1,3-Difosfoglicerato

| ~P Fumarato Succmato
3-Fosfoglicerato @ YV
~P Malaf uccm|l CoA
2-fosf licerato NADH:
Oxala etato -ceto utarato Fosfoenolpiruvato
~P NADH:2

PIRUVATO Acetll
Isocitrato

N —

Fig. 1.5 Ciclo de las vias Embden-Meyerhof- Parnas (EMP), el ciclo del acido
tricarboxilico (TCA) y la via de la pentosa fosfato.®




1.4. PRODUCCION DE ENERGIA

El tercer tipo de las vias metabdlicas es el que produce energia, necesaria
para casi todos los procesos celulares, que incluye los otros dos tipos de vias
metabdlicas recién descritos, o sea la captacion de nutrimentos y la produccion de
precursores. La produccion de energia se lleva a cabo por la degradacion de
sustratos quimicos (energia quimica) por medio de los procesos de degradacion
del catabolismo junto con las reacciones de oxidacion-reduccion. En este proceso
la molécula fuente de energia (sustrato) es oxidada (dona electrones) a otra
molécula que los acepta y entonces es reducida. La transferencia de electrones
estd mediada por moléculas transportadoras, como el nicotinamida-adenina
dinucleétido (NAD+) y el nicotinamida-adenina dinucleétido fosfato (NADP+). La
energia liberada por la reaccion de oxidacion-reduccion es transferida a los
compuestos que contienen fosfato, donde se forman uniones de fosfato de alta
energia. El trifosfato de adenosina (ATP) es la mas comun de estas moléculas;
por ultimo, la energia contenida en este compuesto es liberada por hidrélisis en
condiciones controladas. La liberacion de esta energia quimica y las actividades
enzimaticas catalizan de manera especifica cada reaccién bioquimica dentro de la
célula y regula casi todas las reacciones celulares. En las células bacterianas los
dos mecanismos generales para la produccién de ATP son la fosforilacion a nivel
del sustrato y el transporte de electrones, también denominada fosforilacion
oxidativa. En la fosforilacién a nivel del sustrato las uniones fosfato de alta energia
producidas por las vias metabolicas centrales son donadas al difosfato de

adenosina (ADP) para formar ATP. Ademas, el piruvato, un intermediario
fundamental en las vias metabdlicas centrales, sirve como sustrato inicial para
varias otras vias que también pueden generar ATP por la fosforilacién a nivel del
sustrato.b415

Estas otras vias metabdlicas constituyen el metabolismo fermentativo, que
no requiere oxigeno y genera diversos productos finales, como alcoholes, acidos,
dioxido de carbono e hidrégeno.”:%15

Las vias metabolicas fermentativas especificas utilizadas y por ende los productos
terminales generados, varian con las diferentes especies bacterianas. Detectar
estos productos es una base importante para la identificacion de las bacterias en
el laboratorio. La fosforilacion oxidativa comprende un sistema de transporte de
electrones que dirige una serie de transferencias de electrones, desde las
moléculas transportadoras reducidas como NADH2 y NADPH2, producidas en las
vias metabdlicas centrales (véase fig. 1.5), hasta un aceptor terminal de
electrones. La energia producida por la serie de reacciones de oxidacion-
reduccion se utiliza para generar ATP a partir del ADP. Cuando la fosforilacion
oxidativa utiliza oxigeno como aceptor terminal de electrones, el proceso se
conoce como respiracion aerobia. La respiracion anaerobia abarca los procesos
que utilizan aceptores terminales de electrones distintos del oxigeno. Es
importante conocer los mecanismos que las bacterias utilizan para generar ATP
para el disefio de los protocolos del laboratorio para el cultivo y la identificacion de
estos microorganismos. Por ejemplo, algunas bacterias dependen solo de la
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respiracion aerobia y no pueden crecer en ausencia de oxigeno (bacterias
aerobias estrictas). Otras pueden utilizar la respiracion aerobia o la fermentacion,
lo que depende de la disponibilidad de oxigeno (bacterias anaerobias facultativas).
Aun para otras el oxigeno es completamente téxico (bacterias anaerobias
estrictas).>1®

1.5. BIOSINTESIS

Las reacciones de nutricion redanen en esencia todas las materias primas
necesarias para comenzar y mantener todos los otros procesos celulares. La
produccion de precursores y energia se lleva a cabo sobre todo por Procesos
catabdlicos que involucran la degradacién de moléculas sustrato. Las tres vias
metabdlicas principales remanentes, biosintesis, polimerizacion y ensamblaje,
dependen del metabolismo anabdlico, en el que los compuestos precursores se
rednen para la creacion de moléculas mas grandes (polimeros) necesarias para el
ensamblaje de las estructuras celulares. Los procesos biosintéticos utilizan los 12
productos precursores en docenas de vias metabodlicas para producir casi 100
ladrillos diferentes, como amino&cidos, acidos grasos, azlcares y nucleétidos.t312

Muchas de estas vias metabdlicas son muy complejas e interdependientes,

otras son casi por completo independientes. En muchos casos las enzimas que
dirigen las vias metabdlicas individuales son codificadas en una sola molécula del
MRNA, que ha sido cotranscripta a partir de los genes contiguos en el cromosoma
bacteriano (un operén). Como se menciond en las vias metabdlicas de la nutricién,
los géneros y especies bacterianos tienen amplias variaciones en sus capacidades
biosintéticas. Es necesario conocer estas variaciones para garantizar el disefio de
condiciones Optimas para el crecimiento de microorganismos en el laboratorio. Por
ejemplo, es probable que algunos microorganismos no sean capaces de sintetizar
un aminoacido en particular, que es un ladrillo
necesario para varias proteinas esenciales.
Sin la capacidad de sintetizar el aminoacido,
la bacteria debe obtener ese ladrillo del
ambiente. De manera similar, si se pretende
gue este microorganismo se desarrolle en el
laboratorio de microbiologia, debe agregar el
aminoacido en los medios de cultivo. 7915

Figura 1.6 Camara para el
cultivo de anaerobios®

1.6. POLIMERIZACION Y ENSAMBLAJE

Diversas reacciones anabdlicas ensamblan (polimerizan) los ladrillos en
macromoléculas que incluyen lipidos, lipopolisacaridos, polisacéaridos, proteinas y
acidos nucleicos. Esta sintesis de macromoléculas esté dirigida por la energia y la
actividad enzimatica dentro de la célula. De manera similar, la energia y las
actividades también conducen el ensamblaje de estas diversas macromoléculas

10




hacia el interior de las estructuras que componen la célula bacteriana. O sea que
las estructuras celulares son el producto de todos los procesos genéticos y
metabdlicos mencionados.?>’

Antes de analizar la estructura celular bacteriana es util realizar una
descripcion general de las células. Sobre la base de las caracteristicas mas
importantes, todas las células se clasifican en dos tipos basicos: procariontes y
eucariontes. Aungue estos dos tipos celulares comparten muchas caracteristicas
comunes, también hay muchas diferencias importantes en lo que se refiere a la
estructura, el metabolismo y la genética.®810

1.7. CELULAS EUCARIONTES y PROCARIONTES

Entre los microorganismos que revisten importancia clinica, las células
bacterianas son procariontes, mientras que las células de los parasitos y de los
hongos son eucariontes, como las de las plantas y los animales superiores. Los
virus son acelulares y para su supervivencia dependen de las células huésped.
Aunque no se detallaran las diferencias entre las células eucariontes y las
procariontes, ellas influyen de manera sustancial en la capacidad de los
microorganismos para causar enfermedad, para diagnosticar, tratar y controlar
estas enfermedades.

Una caracteristica notable de las células eucariontes, como la de los parasitos y
hongos, es la presencia de organelos encerrados en membranas que tienen
funciones celulares especificas.! (Vease cuadro. 1.1)




Cuadro 1.1 Comparacion de las caracteristicas de células eucariotas y
procariotas

Ndcleo - v

Nucleolo - v
Un solo cromosoma circular, Varios cromosomas lineares en
bicatenario unido a la membrana el ntcleo

DNA celular posibles plasmidos
circulares adicionales

Proteinas de unién al DNA No histonas Histonas

Pared celular Peptidoglicano Composicion variable
| Membrana celular

Fosfolipidos

Proteinas

Esteroles

Endo- y exocitosis

Reticulo endoplasmatico

Aparato de Golgi

Mitocondrias

Cloroplastos

Ribosomas

Intrones

. Citoesqueletointerno |
Microtubulos

Microfilamentos

Propagacion Asexual, parasexual, sin meiosis  Sexual, meiosis

Intercambio genérico Unidireccional o bidirecciones Zigoto
Organizacion Células unicelulares (o en Multicelular (en complejos
cadenas cortas) altamente diferenciados)

Tamario (diametro x longitud) 1um-—2um 20 pum — 20 o hasta 200 pm

Los ejemplos de estos organelos y sus funciones respectivas son:

Reticulo endoplasmatico: procesa y transporta las proteinas.

Aparato de Golgi: procesa las sustancias para el transporte fuera de la célula
Mitocondria: genera energia (ATP).

Lisosomas: proporcionan el ambiente para la degradacion enzimatica controlada
de las sustancias intracelulares.

Nucleo: proporciona el cercamiento de la membrana para los cromosomas.

Ademas las células eucariontes tienen una infraestructura o cito esqueleto
que proporciona el soporte para los diferentes organelos. Las células procariontes,
como las de las bacterias, no contienen organelos. Todas las funciones tienen
lugar en el citoplasma o membrana citoplasmatica de la célula. Los tipos celulares
procariontes y eucariontes difieren de manera considerable a nivel
macromolecular, de la maquinaria para la sintesis proteica, organizacion
cromosomica y expresion génica. Asi mismo, una estructura importante presente
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s6lo en las células bacterianas pero ausente entre los eucariontes es una pared
celular compuesta por peptidoglucanos. Como se vera muchas veces, esta
estructura sola tiene un impacto inconmensurable en la practica de la bacteriologia
diagnéstica y en el tratamiento de las enfermedades bacterianas.81115

1.8. MORFOLOGIA BACTERIANA

La mayoria de las especies bacterianas clinicamente importantes tiene un
tamafo que varia de 0,25 a 1 um de ancho, y 1 a 3 um de longitud, razon por la
cual se requiere de la microscopia para su visualizacién. Asi como las especies y
géneros bacterianos tienen diferentes procesos metabdlicos, sus células también
varian en tamafio, morfologia, disposicion intercelular y en la composicién de una
de las estructuras celulares mas importantes: la pared celular. De hecho, las
diferencias de la pared celular proporcionan la base de la tinciébn de Gram, la
prueba mas importante utilizada en los
esquemas de identificacion bacteriana.

Este procedimiento de tincion
separa casi todas las bacterias
importantes desde el punto de vista
médico en dos tipos generales:
bacterias Gram positivas, que se tifien
de un color azul oscuro, y bacterias
Gram negativas, que se tifien de un
color rosa a rojo.%>?

Fat P
A Fabior
B e e L ] el

o . Figura 1.8 Agrupaciones de Ilas
bacterias.’

Esta simple pero importante distincion de color se debe a las diferencias en
los componentes de las paredes celulares bacterianas que influyen en la
capacidad de la célula para retener ciertos colorantes, aun después de la
decoloracién con el alcohol. Las morfologias celulares bacterianas comunes son
los cocos (redondos), los cocobacilos (ovoides) y los bacilos (con forma alargada),

ademas de formas fusiformes (extremos puntiagudos), curvas o espiraladas.014
(Vease fig. 1.8)

Las disposiciones celulares también son dignas de mencion, debido a que
las células pueden aparecer con patrones caracteristicos: en forma individual, en
pares, en tétradas, en racimos o en cadenas. La determinacion de la reaccion de
Gram junto con el tamafio celular, la morfologia y la disposicién son los aspectos
esenciales de la identificacion bacteriana.%914 (vease fig. 1.8)

1.9. COMPONENTES CELULARES BACTERIANOS

Los componentes celulares bacterianos pueden dividirse entre los que
constituyen la envoltura celular y sus apéndices, y los asociados con el interior de




la célula. Es importante destacar que las estructuras celulares actian en conjunto
para funcionar como una unidad compleja e integrada.*®

ENVOLTURA CELULAR
La estructura mas externa, la envoltura celular, comprende:

Una membrana externa (so6lo en las bacterias Gram negativas)

Una pared celular compuesta por la macromolécula peptidoglucano
(también  conocida como capa de mureina)

Periplasma (solo en las bacterias Gram negativas) (Vease fig. 1.9)

Figura 1.9 Representacion de la membrana bacteriana®

Las membranas externas solo
se encuentran en las bacterias

Gram negativas, actian como iz [ el |
barrera ?nicial de la célula “=FET? ; ga | @ """
contra el ambiente. Estas
membranas  sirven  como
barreras de permeabilidad
primarias contra los
compuestos hidrofilos e
hidrofobos, y también retienen
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las enzimas esenciales y otras s ——C8L o BT

T

proteinas localizadas en el
espacio peri plasmatico. La membrana es una estructura en bicapa, compuesta
por lipopolisacéaridos, que otorga a la superficie de las bacterias Gram negativas
una carga neta negativa y también desempefia un papel significativo en la
capacidad de ciertas bacterias para causar enfermedad.®":%15

Esparcidas a lo largo de las macromoléculas de lipopolisacaridos estan las
estructuras de proteinas de- controlan el pasaje de nutrientes y otros solutos,
incluso los antibioticos, a través de la membrana externa. La cantidad y tipos de
porinas varian con las especies bacterianas; estas diferencias pueden influir de
manera sustancial sobre hasta qué punto las diversas sustancias atraviesan las
membranas externas de las diferentes bacterias. Ademas de las porinas, otras
proteinas (las lipoproteinas mureina) facilitan la adherencia de la membrana
externa a la préxima capa mas profunda en la envoltura celular, la pared celular.*®

PARED CELULAR

La pared celular, también denominada peptidoglucano o capa de mureina,
es una estructura esencial presente en casi todas las bacterias clinicamente
importantes. Esta estructura otorga forma y rigidez a la célula bacteriana para
resistir los cambios en las presiones osmaoticas medioambientales que de otro
modo producirian la lisis celular. La capa de mureina también protege contra la
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ruptura mecanica de la célula y ofrece una barrera parcial al pasaje de sustancias
mas grandes.13°

Dado que esta estructura es esencial para la supervivencia de las bacterias,
su sintesis y estructura han sido el blanco principal para el desarrollo y disefio de
diversos agentes antimicrobianos. La estructura de la pared celular tiene
caracteristicas singulares en lo que respecta a su naturaleza y estd compuesta por
subunidades de disacaridos-pentapéptidos. Los disacaridos N-acetilglucosamina y
acido  N-acetilmuramico GRAM-NEGATIVE GRAM-POSITIVE
son componentes
(moléculas) de azucares pillus - T -
alternados, con la cadena B [ membrane
de aminoacidos unida \ : 5
solo al acido N- ; ¥
acetilmuramico. Los e >

“u,
i

polimeros  de  estas 4 B8 peptidoglyeen
subunidades se _ .

p P e Cytoplasm
entrelazan entre si por iy i &
medio de puentes L S - DHA

peptidicos para formar las e g o R“a.;"“‘-

ity ! \' f r 4
hojas de peptidoglucano.’ = 0y e Ribosomes— __gi's

%
Flagellum

sy

LA L Tl |

Figura 1.10 Diferencias Celtwall  Cell Cell  Cellwall

entre Gram negativa y membrane membrane
Gram positiva®

Las capas de estas hojas a su vez estan entrelazadas entre si para dar una
estructura entretejida en multicapa bastante rigida. Esta estructura de
peptidoglucano rodea la célula en su totalidad. Una diferencia notable entre las
paredes celulares de las bacterias Gram positivas y Gram negativas es que la
capa de peptidoglucano en las bacterias Gram positivas es mucho mas gruesa.
Ademas, la pared celular de las bacterias Gram positivas contiene los &cidos
teicoicos (polimeros de fosfato de glicerol o ribitol combinados con diversos
azlcares, aminoacidos y amino azucares).1>%10 (vease fig. 1.10)

Algunos acidos teicoicos estan unidos al acido N-acetilmuramico y otros (p.
ej., acidos lipoteicoicos) estan unidos a la préxima capa subyacente, la membrana
celular. Otras bacterias Gram positivas (p. €j., micobacterias) refuerzan su capa de
mureina con sustancias céreas, como los acidos micdlicos, que hacen que estas
células sean aun mas refractarias a las sustancias téxicas, incluso los acidos.*8

ESPACIO PERIPLASMATICO

El espacio periplasmatico solo se encuentra en las bacterias Gram
negativas; esta limitado por la superficie interna de la membrana externa y la
superficie interna de la membrana celular. Esta region, que contiene la capa de
mureina, no es exactamente un espacio vacio sino que estad constituido por

15




sustancias similares a un gel, que ayudan a captar nutrientes desde el
medioambiente. Este espacio también contiene varias enzimas que degradan
macromoléculas y desintoxican solutos del medio ambiente, incluso los
antibiéticos que atraviesan la membrana externa.-%15

MEMBRANA CITOPLASMATICA

La membrana citoplasmatica est4 presente tanto en las bacterias Gram
positivas como en las Gram negativas y es la capa mas profunda de la envoltura
celular. En ambos tipos bacterianos la estructura de la membrana celular es en
esencia la misma. Esta bicapa lipidica se liga con firmeza con varias proteinas,
incluso con una serie de enzimas vitales para el metabolismo celular.>"°

Ademéas de constituir una barrera osmotica adicional, la membrana
citoplasmatica es similar, desde el punto de vista funcional, a varias organelos de
las células eucariontes (p. ej., mitocondrias, complejo de Golgi, lisosomas). Las
funciones de la membrana citoplasmatica incluyen:

Transporte de solutos hacia el interior y exterior de la célula

Alberga enzimas involucradas en la sintesis de la membrana externa, la
sintesis de la pared celular y en el ensamblaje y secrecion de sustancias
extra citoplasmaticas y extracelulares.

Genera energia quimica (ATP)

Participa en la movilidad celular.

Mediacion de la segregacion cromosomica durante la replicacion

Alberga sensores moleculares que controlan los cambios quimicos y fisicos
en el medioambiente.

APENDICE CELULAR

Ademas de los componentes de la envoltura en si, también hay apéndices
celulares (capsulas, fimbrias y flagelos) que estan asociados con esta porcion de
la célula o muy préximos a ella. La presencia de estos apéndices accesorios, que
pueden participar en la produccion de infecciones y en la identificacion en el
laboratorio, varia entre las especies bacterianas e incluso entre las cepas dentro
de las mismas especies.1>89 (vease fig. 1.11)

Figura 1.11 Fimbrias?®
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v perede celulai

oy st | La capsula se ubica inmediatamente
{,; R ——— por fuera de la capa de mureina de las

:ﬁ bacterias Gram positivas y de la membrana
externa de las bacterias Gram negativas.
Esta capa a menudo se denomina slime
(fango) y estd compuesta por polisacéaridos

de alto peso molecular cuya produccién

‘; e & nadlanida
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puede depender del medioambiente y las condiciones de crecimiento que rodean
la célula bacteriana. La capsula no funciona como una barrera de permeabilidad
efectiva ni agrega rigidez a la envoltura celular, pero protege a la bacteria del
ataque por las células del sistema inmune; también facilita y mantiene la
colonizacion bacteriana de las superficies biologicas (dientes) y las superficies de
objetos inanimados como dispositivos médicos implantados (p. €j., prétesis de
valvulas cardiacas mediante la formacion de peliculas biolégicas).t26

Las fimbrias o Pili son estructuras proteinaceas, similares a pelos, que se
extienden desde la membrana celular al ambiente externo; algunos pueden tener
hasta 2 p de longitud. Se conocen dos tipos generales:

Pili comunes y Pili sexuales. Los comunes son adhesinas que permiten que
las bacterias se adhieran a las superficies de las células huésped de origen
animal, a menudo el primer paso para establecer la infeccion. El pilis sexual, tipico
en el bacilo gramnegativo Escherichia coli, sirve como canal para el pasaje del
DNA del donante al receptor durante la conjugacion. 915

Los flagelos son estructuras complejas, compuestos sobre todo por la
proteina flagelina, anclados de manera intricada en la envoltura celular. De estas
estructuras depende la
movilidad bacteriana. Si
bien no todas las bacterias
son moviles, la movilidad
desempeiia un  papel
importante en la
supervivencia y la
capacidad de ciertas
bacterias para causar
enfermedad.6:°
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2 flagelos pueden
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fit it extremos de la célula
(flagelos lofotricos), o
i ol cubren toda la superficie
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ESPACIO INTRACELULAR

Las estructuras y sustancias limitadas por la membrana citoplasmatica
componen el interior de la célula e incluyen el citosol, los polisomas, las
inclusiones, el nucleoide, los plasmidos y las endosporas. El citosol, donde se
producen casi todas las otras funciones que no se realizan en la membrana
celular, contiene miles de enzimas y es el sitio de la sintesis proteica. Tiene un
aspecto granular, causado por la presencia de muchos polisomas (complejos de
MRNA con diversos ribosomas durante la traduccidn y sintesis proteica) e
inclusiones (granulos de depdsito de reservas). La cantidad y naturaleza de las
inclusiones varian, lo que depende de las especies bacterianas y del estado
nutricional del ambiente del microorganismo.!® (vease fig. 1.13)

Dos tipos comunes de granulos son los de glucégeno, una forma de
almacenamiento de glucosa y los granulos de polifosfato, una forma de
almacenamiento de los fosfatos inorganicos, visibles en ciertas bacterias por
microscopia con colorantes especificos. A diferencia de los cromosomas de los
eucariontes, el cromosoma bacteriano no esta encerrado dentro de un nucleo
limitado por una membrana. En cambio existe como un nucleoide en el cual el
DNA muy enrollado esta entremezclado con RNA, poliaminas y diversas proteinas
que proporcionan sostén estructural. A veces, dependiendo de la fase de division
celular, puede haber mas de un cromosoma por célula bacteriana. Los plasmidos
son los otros elementos genéticos que existen en forma independiente en el

citosol y sus cantidades pueden variar de ninguno a varios por célula bacteriana.!?

La estructura bacteriana final a considerar es la endospora. En condiciones
fisicas y quimicas adversas, o cuando los nutrientes son escasos, algunos
géneros bacterianos pueden formar esporas. La esporulacion implica cambios
metabdlicos y estructurales sustanciales en la célula bacteriana.t3914

En esencia, la célula pasa de un estado de crecimiento con metabolismo
activo a un estado inactivo, con una disminucién en el citosol y un aumento
simultaneo en el espesor y rigidez de la envoltura celular. El estado de la espora
se mantiene hasta que aparezcan de nuevo las condiciones favorables para el
crecimiento. Esta tactica de supervivencia estd demostrada en una cantidad de
bacterias clinicamente importantes y con frecuencia desafia nuestra capacidad de
esterilizar de manera cuidadosa los materiales y alimentos utilizados en seres
humanos.t’°




Fases en la formacion de una endospora. Las fases
senaladas {enumeradas de © a WVII) se distinguen
claramente por microscopia. por lo gue se utilizan para
esludios de cmélica de proceso de la esporulacion.
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Figura 1.13 Formacién de una endospora bacteriana.?

1.13. CAMBIOS TAXONOMICOS

El desarrollo de la genética ha determinado importantes cambios en la
clasificacion y taxonomia bacteriana que, en caso de los anaerobios, han sido
enormes. Se han descrito nuevos géneros y especies y algunas, al conocerse sus
relaciones filogenéticas, se han transferido a otros géneros, quedando por situar,
todavia, varias que estan incorrectamente posicionadas, particularmente dentro de
los microorganismos gramnegativos.?

En clinica y dentro de los bacilos gramnegativos son importantes los géneros:

Bacteroides sp, que ha quedado restringido a las especies sacaroliticas
resistentes a la bilis incluidas en el grupo de Bacteroides fragilis que, ademas
de frecuentes, son las mas virulentas y resistentes a los antibiéticos. Otras




especies han sido trasferidas a otros géneros o

estan pendientes de que se realice.? (Vease fig.
1.14)

: e Figura 1.14 Bacteroides fragilis 3
Bacteroides fragilis
Porphyromonas sp, cuyos miembros producen colonias pigmentadas de
negro tras varios dias de incubacion, son asacaroliticos y no tolerantes a la
bilis.
Prevotella  sp, con especies
pigmentadas o0 no pigmentadas,
sacaroliticas y no tolerantes a la
bilis.
Fusobacterium sp, caracterizado por
incluir bacterias que producen acido |

butirico sin isobutirico e isovalérico.
(Vease fig. 1.15)

Bilophila spy algunos géneros |, i

microaerdfilos que necesitan para @ : '1
su crecimiento formato y fumarato?. , Sl .
(Vease fig. 1.16) Figura 1.15 Fusubacterium nucleatum®*

1 D
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Entre los cocos gramnegativos destaca Veillonela y entre los
grampositivos
Peptostreptococcus.incluyendo Anaerococcus, Finegoldia, Micromonas, Peptoniphilus,
Shleiferella y el propio Peptostreptococcus. Actinomyces, Propionibacterium,
Eggertellay Eubacterium son importantes entre los bacilos grampositivos no
esporulados y Clostridium entre los esporulados.? 3

Figura 1.16 Bilophila wadsworthia®®

1.14 RELACION DE LAS
BACTERIAS CON EL OXiGENO

Aunqgue fueron definidas de varias
maneras por diferentes autores, una
definicion practica de trabajo es que las
bacterias anaerobias obligadas son

aguellas que se desarrollan en ausencia de oxigeno libre pero no pueden
multiplicarse en presencia de oxigeno en la superficie de un medio sélido
nutricionalmente adecuado, incubado en presencia de aire ambiental o en una
estufa de CO2 (que contiene el 5 al 10% de CO2 en aire).?3




La cantidad de Oz en la estufa de CO2 o en una jarra anaerdbica es
considerable (alrededor del 18 al 19%). En la préactica, las bacterias anaerobias
son reconocidas con mayor

frecuencia en los laboratorios

clinicos por las pruebas de

aerotolerancia de las colonias que

se desarrollaron en las placas de

aislamiento primario incubadas en

forma anaerodbica.?? (vease fig. 1.17)

Figura 1.17 Jarra de
anaerobiosist®

Por lo tanto, en los laboratorios

clinicos la mayoria de los

anaerobios se desarrollan inicialmente en Agar sangre para anaerobiosis, 0 en

uno de los medios selectivos, o en un caldo enriquecido incubado de manera

anaerobica, pero no sobre placas de Agar sangre o Agar chocolate incubado en
forma aerébica o en estufa de C0O2.2°

Es una ultra simplificacion hablar de los anaerobios como si tuviesen

¥ il caracteristicas que

constituyeran un gran grupo

uniforme, como también lo es

(ademas de ser incorrecto)

llamar aerobios a la totalidad

de las bacterias que crecen

en el aire ambiental. Por lo

tanto, se utilizaron varios

términos, como  aerobios

obligados, anaerobias

facultativos,  microaerdfilos,

anaerobios aerotolerantes y

anaerobios obligados

(estrictos y moderados), para

T subdividir las bacterias sobre

2. Anaemhio faceHativa la base de su relacién con el
2 Anaerobio aerut:ullerante {hictcseralicn oxigeno.3'6'9v15 (Vease fig. 1.18)
4 Ahaeroblo esticio

Figura 1.18 Requerimientos de oxigeno'’

Estos términos reflejan un espectro continuo de bacterias, desde las que no
pueden tolerar el oxigeno hasta aquéllas que lo requieren para su desarrollo. Los
aerobios obligados, que abarcan especies de Micrococcus y Pseudomonas,
requieren oxigeno molecular como aceptor terminal de electrones, con la
consiguiente formacion de agua, y no obtienen energia por mecanismos
fermentativos. Sin embargo, no es infrecuente hallar un desarrollo escaso de P.
aeruginosa en medios incubados anaerébicamente en los laboratorios clinicos,
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debido a que estas bacterias pueden utilizar el nitrato del medio como aceptar
terminal de electrones (por medio de la respiracion anaerobia) en lugar de 02.28

En contraposicion, la toxicidad del oxigeno molecular varia para las
diferentes bacterias anaerobias, y no es un aceptar terminal de electrones para
éstas. En general, los anaerobios importantes en la clinica obtienen su energia por
mecanismos fermentativos, en los que los compuestos organicos, como los acidos
organicos, los alcoholes y otros productos, sirven como aceptores finales de
electrones. Los anaerobios, por otra parte, se dividen en dos grupos principales:
anaerobios obligados y anaerobios aerotolerantes. Los anaerobios obligados,
ademas, fueron subdivididos en dos grupos segun su capacidad de desarrollarse
en presencia de oxigeno o de tolerarlo. Los anaerobios obligados estrictos no son
capaces de crecer en la superficie del Agar expuesto a nitrégeno.>8°

Si bien el oxigeno es potencialmente toxico para cualquier forma de vida,
los anaerobios son intolerantes al mismo aunque en diferentes grados. Existe un
espectro que va desde los extremadamente intolerantes (aerointolerantes) hasta
los aerotolerantes moderados los cuales pueden sobrevivir a la presencia de Oz
durante breves periodos. Esta diferente relacion con el oxigeno parece deberse a
varios factores. En primer lugar, el oxigeno es un poderoso agente oxidante, es
decir, un avido receptor de electrones, por lo tanto su presencia en solucion es
incompatible con potenciales redox bajos.%1°

Figura 1.19 Clostridium botulinum'®

En esta situacion el flujo de
electrones se ve interferido
por un receptor extrafio al
usual de las bacterias
provocando  derivaciones
letales. En segundo lugar,
el oxigeno puede
interactuar directamente
con enzimas o cofactores, a
través de la oxidacion de
grupos quimicos sensibles
: (por ej.. sulfhidrilos),
causando inactivaciones irreversibles. En tercer lugar y aparentemente, la causa
mas importante de la oxigeno-toxicidad, se atribuye a
la produccion de sustancias toxicas derivadas de la reduccidén parcial de la
molécula de 02.5°




Estos productos son el radical superoxido, peréxido de hidrogeno y radical
hidroxilo:

O2 +e —— O 2" Superoxido

O2 +e +2 H" —> H202 Peroxido de hidrégeno
H202 + e+ H* —— H20 + OH Radical hidroxilo
OH. + e + H*—> H20 Agua

Sin embargo las bacterias aerobias y facultativas desarrollaron mecanismos
para inactivar estas formas toxicas las cuales son las siguientes:

H202 + H202 Catalasa » 2 HO + O2

H202 + NADH + H* —Peroxidasa___ . 9 H,0O + NAD*
O +02 +2H* Superoxido dismutasa > 2 Hx02+ O
02— +4 H* Superodxido dismutasa > 2 HZO +3 02

Catalasa en combinacion

Oz + 2 H* + Cit C reducido —Superoxidoreductasa __,, H,0, + Cit C oxidado

Las bacterias anaerobias estrictas no disponen de estos mecanismos de
inactivacion de formas toxicas derivadas, o solo de algunas de estas enzimas.

Razon por la cual el oxigeno les hace dafio y por ello se denominan anaerobias.

Los microorganismos aerotolerantes pueden carecer de catalasa pero la
mayoria tiene SOD; mas aun, las SOD han sido postuladas como factores de
virulencia en los anaerobios, ya que estas enzimas permitirian la sobrevida de las
bacterias en tejidos oxigenados hasta que el consumo de oxigeno determina el
ambiente adecuado para la multiplicacién y desarrollo.>9:10

Los anaerobios estrictos carecen de ambas enzimas o las tienen en bajas
concentraciones y por eso no toleran el oxigeno.>13







CAPITULO 2

CONSIDERACIONES CLINICAS

Las bacterias anaerobias producen infecciones con al menos dos patrones en
cuanto a su fisiopatologia o patogenia.

El primero es el de los cuadros ocasionados por la accion de diferentes
toxinas producidas por diversas especies del género Clostridium. Son infecciones
especificas, de origen habitualmente exégeno -del ambiente- con frecuencia a
partir de esporas, y en ocasiones oportunistas, pues pueden requerir una puerta
de entrada traumatica?.

Incluyen el tétanos, las diversas formas del botulismo -intoxicacion, de
heridas, del lactante (por colonizacién intestinal), indeterminado (por colonizacion
intestinal del adulto consecuencia de alteraciones digestivas, producidas por
cirugia gastrointestinal o por el consumo de antimicrobianos) e inhalatorio
(accidentes de laboratorio o por posible bioterrorismo)- gangrena gaseosa (Vease
fig. 2.1) (producida por diversas especies, especialmente por C. perfringens, y las
relacionadas con C. septicumque suelen aparecer en pacientes con cancer
colorectal, leucemias, linfomas y otras inmunodeficiencias), celulitis anaerobias,
enteritis necrotizante producida por C. perfringenstipo C (en pacientes con dietas
hipoproteicas que condicionan un déficit de tripsina de forma que no se destruye la
toxina beta), intoxicacion alimentaria (por
ingestibon de alimentos carnicos con
elevado numero de formas vegetativas
de C. perfringenstipo A que al esporular Y|

) T3

en el intestino delgado producen una 4_‘

enterotoxina) y las diversas formas
clinicas de diarrea asociada a
antimicrobianos producida por las toxinas
de C. difficile, con un importante impacto
nosocomial y con posible transmision
cruzada; o en algunos casos por
cepasde C. perfringenstipo A productoras
de enterotoxina.?13 Figura 2.1 Herida gangrenosa'®

Rende Limoa Horida gangrenasa

El segundo patrén es el resultado de la actuacion de mecanismos
patogénicos no exotoxicos, diferentes segun las bacterias implicadas y a menudo
aln no caracterizados.

El resultado es la aparicion de diferentes infecciones inespecificas, en las
que los sintomas y signos no permiten identificar a los agentes etiolégicos. Su
origen es enddgeno a partir de componentes de la propia biota, excepto las
derivadas de mordeduras (exdgeno a partir de biota endégena por transmision




directa). Solo un limitado nimero de géneros y especies son capaces de producir
infecciones, incluidos los clostridios cuando no actian con exotoxinas?.

En cualquier caso, requieren circunstancias favorecedoras por parte del
hospedador (oportunistas): roturas traumaticas de las barreras cutaneomucosas
de las localizaciones que las albergan, llegada a zonas lejanas de sus habitats,
junto con situaciones favorecedoras especificas (circunstancias que bajan el
potencial de 6xido-reduccion) o generales®%:8,

Como su origen esta en la propia biota del hospedero es habitual que sean
de etiologia polimicrobiana y mixta. La presencia de bacterias aerobias y
facultativas ademéas favorece a las anaerobias pues consumen el oxigeno
existente.13

Muchas de estas infecciones son piogénicas y la presencia de abscesos es
caracteristica. Numerosas infecciones, como bacteriemias -con una moderada
implicacién-, abscesos cerebrales, empiemas subdurales y abscesos epidurales,
endoftalmitis, sinusitis y otitis crénicas, abscesos periamigdalares, diversos
procesos relacionados con las caries dentales y periodontitis del adulto,
neumonias por aspiracién, abscesos de pulmén, bronquiectasias y empiemas
pleurales, peritonitis secundarias y abscesos intraabdominales, infecciones de la
pared abdominal y otras intraabdominales, de vias biliares y abscesos hepéticos,
numMerosos procesos infecciosos obstetro-ginecoldgicos, artritis y osteomielitis, y
multitud de infecciones de piel y tejidos blandos como el acné, celulitis, infecciones
tras mordeduras, del diabético (pie diabético y gangrena), de Ulceras por presion,
etc., pueden estar causadas por estas bacterias.>915

Existe un tercer patron, que se
puede definir como de desequilibrio o
sobrecrecimiento de bacterias
anaerobias cuyo mejor exponente es
la vaginosis bacteriana (no vaginitis),
que es un cuadro caracterizado por
un aumento de flujo vaginal, de pH
mas elevado (pH >4,5) y con aminas
volatiles pero sin leucocitos

polimorfonucleares! 381315 (vease fig.
2.2)

Figura 2.2 Vaginosis?®

Por microscopia es caracteristica la presencia de células de descamacion
en las que hay adheridas bacterias con morfotipos de Gardnerella vaginalisy de
otras especies ("células clue"). Algunos de estos microorganismos, como C.
difficile,son eminentemente nosocomiales y emergentes.®1° (Vease fig. 2.3)




La busqueda de bacterias anaerobias s6lo se debe hacer cuando se pueda
discernir su papel y tenga interés etiolégico y terapéutico. Estos microorganismos
son resistentes a aminoglicésidos (carecen de los sistemas necesarios para su
penetracion) y monobactdmicos y pueden desarrollar resistencia a otros
antimicrobianos habitualmente eficaces, particularmente el grupo de Bacteroides
fragilis.

Suelen presentar alta actividad las asociaciones de beta lactamico/inhibidor
de beta-lactamasa (amoxicilina/acido clavulanico y piperacilina/tazobactam), las
carbapenemas (imipenema, meropenema y ertapenema), el metronidazol y el
cloranfenicol. La resistencia del grupo de Bacteroides fragilis a la cefoxitina y a la
clindamicina es elevada, como lo es aun mas a la penicilina, situacién compartida
por otros bacilos gramnegativos.®141516 (vease cuadro 2.1 a cuadro 2.5)

Cuadro 2.1 Bacterias anaerobias localizadas en el cuerpo humano?

GENERO TRACTO INTESTINO | GENITALES | URETRA VAGINA
RESPIRATORIO EXTERNOS
SUPERIOR”

BACTERIAS
GRAMNEGATIVAS
Bacteroides
Prevotella
Porphyromonas
Fusobacterium
Veillonella
BACTERIAS
GRAMPOSITIVAS
Finegoldia Magna
Micromonas micros
Clostridium
Actinomyces
Bifidobacterium
Eubacterium
Lactobacillus
Propiobacterium
*Incluye fosas nasales, nasofaringe, orofaringe y amigdalas.
D desconocido; 0 no se encuentra o raros; = irregular, 1 por lo comun presente, 2 presente en
grandes cantidades. . '

o|o|o|k |+
P (e |

N|o|lo|lo|o|H |-+
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+ |+ |O|o|o|H |+ |+
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Figura 2.3 Clostridium difficile*
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Cuadro 2.2 Cambios taxondmicos recientes en los
Gram negativos anaerobios?

Bacilos gramnegativos - Anaerobiospirillumthomasii
Bacteroides distasonis
Bacteroides forsythus*
Bacteroides fursosus
Bacteroides putredinis
Bacteroides pyogenes*
Bacteroides splanchnicus
Bacteroides tectus
Butyrivibrio species
Campylobacter gracilis
Campylobacter hominis
Campylobcter showae
Capnocytophaga granulosa
Capnocytophaga haemolytica
Catonella morbi

Centipeda periodontii
Dialister pneumosintes
Fusobacterium varium
Johnsonella innava
Leptotrichia sanguinegens
Mitsoukella multiacida
Porphyromonas cangingivalis*
Porphyromonas canoris*
Porphyromonas cansul ci*
Porphyromonas catoniae
Porphyromonas crevioricanis*
Porphyromonas gingivicanis*
Porphyromonas gulae*
Porphyromonas levii*
Porphyromonas macacae*
Prevotella albensis*

Prevotella brevis*
Prevotella bryantii*

Prevotella dentalis
Prevotella enoeca
Prevotella heparinolytica
Prevotella nigrescens
Prevotella pallens
Prevotella ruminicola*
Prevotella tannerae
Prevotella zoogleolformans
Selenomonas spp.
Sutterella wadsworthensis
Tissierella praeacuta

Acidaminococcus fermentans
Megasphaera el sdenii
Veillonella spp.

*De origen animal *

Nueva especie

Relacionado con el grupo Porphyromonas
Relacionado con el grupo Porphyromonas
Relacionado con el grupo Porphyromonas
Posiblemente relacionado con Rikenella

Grupo Il de Bacteroides tectum (algunas especies)
Posiblemente pertenece a un nuevo género
Bacteroides tectum. Relacionado con B. fragilis
Relacionado con Clostridium

Bacteroides gracilis (algunas especies)

Nueva especie

Nueva especie

Nueva especie

Nueva especie

Relacionado con Clostridium

Relacionado con Selenomonas

Relacionado con Sporomusa, rama de Clostridium
Fusobacterium pseudonecrophorum

Relacionado con Clostridium

Nueva especie

Relacionado con Sporomusa, rama de Clostridium,
Nueva especie

Nueva especie

Nueva especie

Oribaculum catoniae

Nueva especie

Nueva especie

Nueva especie

Bacteroides levii

Bacteroides macacae, Porphyromonas salivosa
Bacteroides ruminicola subesp. ruminicola biovar, 7
Prevotella ruminicola (algunas especie)
Bacteroides ruminicola subesp. brevis biovars
Prevotella ruminicola (algunas especies)

B. ruminicola suespec. brevis biovar

Prevotella ruminicola (algunas especies)
Mitsuokella dentalis, Hanella seregens

Nueva especie

Relacionado con el grupo de Bacteroidesfragilis
Nueva especie; P. intermedia (algunas especies)
Nueva especie

B. ruminicola subesp. ruminicola biovar

Nueva especie

Relacionado con el grupo de Bacteroides fragilis
Relacionado con Sporomusa rama de Costridium
Nuevo género y especie,

, Campylobacter (Bacteroides)gracilis (algunas especies)

Relacionado con Clostridium

Relacionado con Sporomusa rama de Clostridium
Relacionado con Sporomusa rama de Clostridium
Relacionado con Shoromusa rama de Clostridium

Tomado de Jousimies-Somer HR, Summanen P, Citron DM, Baron EJ, Wexler y HM, Finegold SM.
Wadsworth —KTL Anaerobic Bacteriology Manual. Star Publishing Company. Belmont, C.A. 2002.




Cuadro 2.3 Cambios taxondmicos recientes en los cocos Gram positivos
anaerobios*

Actuales

Antiguos

Peptostreptococcus anaerobius

Peptostreptococcus anaerobius

Schleiferella asaccharolytica* o Peptoniphilus
asaccharolyticus

Peptostreptococcus asaccharolyticus

Gallicola barnesae

Peptostreptococcus barnesae

Schleiferella harei* o Peptoniphilus harei

Peptostreptococcus harei

Sackia heliotrinireducens

Peptostreptococcus heliotrinireducens

Anaerococcus hydrogenalis

Peptostreptococcus hydrogenalis

Schleiferella indolica* o Peptoniphilus indolicus

Peptostreptococcus indolicus

Peptoniphilusivorii

Peptostreptococcus ivorii

Schleiferella lacrimalis* o Peptoniphilus lacrimalis

Peptostreptococcus lacrimalis

Anaerococcus lactolyticus

Peptostreptococcus lactolyticus

Finegoldia magna

Peptostreptococcus magnus

Micromonas micros

Peptostreptococcus micros

Anaer ococcus octavius

Peptostreptococcus octavius

Anaerococcus prevotii

Peptostreptococcus prevotii

Peptostreptococcus productos

Peptostreptococcus productos

Anaerococcus tetradius

Peptostreptococcus tetradius

Anaerococcus vaginalis

Peptostreptococcus vaginalis

Peptococcus Niger

*Taxonémicamente Schleiferella tiene prioridad 8
Tomado de Moncla BJ, Hillier.

SL. Peptostreptococcus, Propionibacterium, Lactobacillus, Actinomyces, and other non-spore-
forming anaerobic gram-positive bacteria. En: Murray PR, Baron EJ, Jorgensen JH, Pfaller MA,
Yolken RH editores. Manual of Clinical Microbiology, Eighth Edition. American Society for
Microbiology, Washington, D.C.; 2003. p. 857-879.




Cuadro 2.4 Cambios taxondmicos recientes en los bacilos Gram positivos
anaerobios®

Actinobaculum schaalii *

Actinobaculum suis Actinomyces suis

Arcanobacterium bernardiae Actinomyces bernardiae

Actinomyces bowdenii *

Actinomyces canis *

Actinomyces catuli *

Actinomyces funkei *

Actinomyces pyogenes Arcanobacterium pyogenes

Actinomyces radicidentis *

Actinomyces urogenitales *

Atopobium fossor Eubacterium fossor

Atopobium minutum Lactobacillus minutum

Atopobium parvulum Sreptococcus parvulum

Atopobium rimae Lactobacillus rimae, Lactobacillus D02

Atopobium vaginae *

Bulleidia extracta *

Catenibacterium mitsuokai *

Cellulomonas humilata Actinomyces humiferus

Collinsella aerofaciens Eubacterium aerofaciens

Collinsella intestinales *

Collinsella stercoris *

Cryptobacterium curtum *

Eggerthella lenta Eubacterium lentum

Eggerthella minutum Eubacterium tardum

Eubacterium sulci Fusobacterium sulci

Mogibacterium timidum Eubacterium timidum

Holdemania filiformis *

Lactobacillus uli *

Mogibacterium pumilum *

Mogibacterium vescum *

Slackia exigua Eubacterium exiguum (Eubacterium D-6)

*Especies nuevas®. Tomado de Moncla BJ, Hillier

SL. Peptostreptococcus, Propionibacterium, Lactobacillus, Actinomyces, and other non-spore-
forming anaerobic gram-positive bacteria. En: Murray PR, Baron EJ, Jorgensen JH, Pfaller MA,
Yolken RH editores. Manual of Clinical Microbiology, Eighth Edition. American Society for
Microbiology, Washington, D.C.; 2003. p. 857-879.
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Cuadro 2.5 PATOGENIA Y ESPECTRO DE ENFERMEDADES POR BACTERIAS

ANAEROBIAS®

MICROORGANISMO

Clostridium perfringens

Clostridium tetani

Clostridium
botulinum

FACTORES DE VIRULENCIA

Produce diversas exotoxinas; la
o-toxina es la mas importante y
media la destruccion de las
membranas celulares del
huésped; la enterotoxina
ingresa y rompe las
membranas celulares de las
mucosas.

Produce tetanoespasmina, una
exotoxina

neurotdxica que afecta los
impulsos  nerviosos a los
musculos

Produce neurotoxinas en
extremo potentes

ESPECTRO DE ENFERMEDADES E
INFECCIONES

Gangrena gaseosa, destruccion del
musculo y otros tejidos mediada
por una toxina, potencialmente
fatal, secundaria a la introduccion
traumatica del microorganismo.
Intoxicacion por alimentos
causada por la liberaciébn de la
toxina después de la ingestion de
grandes cantidades de
microorganismo.

La enfermedad por lo comin es
autolimitada y benigna, y se
manifiesta con colicos
abdominales, diarrea y vomitos
Tétanos (también conocido como
trismo). El microorganismo infecta
la herida y elabora la toxina
potente que produce espasmos
musculares generalizados. Si no se
trata, los espasmos continGan para
desencadenarse incluso por
estimulos menores, lo que
conduce a agotamiento y, por
ultimo, insuficiencia respiratoria.

El botulismo es resultado de la
ingestion de toxina preformada en
comestibles no é&cidos elaborados
con vegetales u hongos. La
absorcion de la toxina provoca una
pardlisis casi completa de los
mauasculos respiratorios 'y otros
grupos musculares importantes.
Pueden producirse otras formas de
botulismo cuando el
microorganismo elabora la toxina
después de que colonizo el tracto
gastrointestinal de los lactante s
(es decir, botulismo infantil). El
botulismo de heridas es mas raro
que las otras formas, y se observa
cuando C. botulinum produce la
toxina a partir de una herida
infectada




Clostridium difficile

Especies de Actinomyces,
incluyen

A. isradlii

A. meyeri

A. naeslundii

A. odontolyticus

Especiesde
Propionibacterium

Especies de
Bifidobacterium

Especiesde
Eubacterium

Especies de
Mobiluncus

Produce toxina A, que es la
enterotoxina que provoca la
enfermedad gastrointestinal
causada por este
microorganismo. La toxina B,
una citotoxina, tiene un papel
menos claro en las infecciones
por C. difficile

Los factores de virulencia no
estan bien caracterizados. Las
infecciones por lo comdn
requieren la ruptura de Ila
superficie protectora de las
mucosas de la cavidad oral,
tracto respiratorio, tracto
gastrointestinal, aparato
genitourinario cualquier
combinacién entre ellas.

No se conocen factores de
virulencia definitivos

No se conocen factores de
virulencia definitivos.

No se conocen factores de
virulencia definitivos

No se conocen factores de
virulencia definitivos

El microorganismo requiere la
disminucién de la flora intestinal
normal por la actividad de otros
agentes antimicrobianos para
establecerse en el intestino de los
pacientes hospitalizados. Una vez
establecido, elabora las toxinas
que producen diarrea (diarrea
asociada con antibioticos) o una
inflamacion del colon que puede
ser potencialmente fatal. Cuando
la  superficie  del intestino
inflamado se recubre con una
"seudomembrana” compuesta por
detritos necroticos, leucocitos y
fibrina, la enfermedad se
denomina colitis
seudomembranosa

Por lo comun involucrado en
infecciones  mixtas orales o
cervicofaciales, toracicas,
pelvianas y abdominales causadas
por una cepa endogena del
paciente; ciertas especies (A.
viscosus y A. naeslundii) también
se hallan en la enfermedad
periodontal y caries dentales

Asociados con procesos
inflamatorios en acné, pero raras
veces implicados en infecciones
Ubicadas en otros sitios
corporales. Como parte de la flora
normal de la piel, son los
contaminantes anaerobios mas
comunes de los hemocultivos

No se los encuentra con frecuencia
en las muestras clinicas. Por lo
comin se hallan en infecciones
mixtas de pelvis o abdomen

Por lo comun asociados con
infecciones mixtas de abdomen,
pelvis o aparato genitourinario

Los microorganismaos se
encuentran en la vagina y se los
asocio con vaginosis bacteriana,
pero su papel preciso en las
infecciones ginecologicas no es




Grupo Bacteroides
fragilis, otras especies
de Bacteroides,
Bacteroides gracilis,
Bacteroides
ureolyticus

especies de
Prevotella,

especies de.
Porphyromonas,
Fusobacteriuin
nucleatum

y otras especies de
Fusobacterium

Finegoldia magna,
Micromonas micros

Especies de
Veillonella

Estos bacilos gramnegativos
anaerobios producen cépsulas,
endotoxina y acido succinico
que inhiben la fagocitosis y
varias enzimas que median el
dafo tisular. La mayoria de las
infecciones  requieren una
solucion de continuidad de la
mucosa para permitir que los
microorganismos invadan los
tejidos mas profundos

No se conocen factores de
virulencia definitivos.

Especies de Veillonella

claro. Raras veces se los
encuentra en infecciones fuera del
aparato genital femenino

Son los microorganismos mas
comunes encontrados en
infecciones anaerobias. Las
infecciones a menudo son mixtas
con otros microorganismos
anaerobios y anaerobios
facultativos. Las infecciones
aparecen en cualquier parte del
cuerpo, por lo comun como
lesiones localizadas o en abscesos
cerrados, y pueden afectar craneo,
periodoncio, térax, peritoneo,
higado y aparato genital femenino.
Pueden  producir  bacteriemia,
neumonia aspirativa, artritis
séptica, sinusitis cronica, Ulcera
por decubito, e infecciones de
tejidos blandos. La caracteristica
distintiva de la mayoria, si bien no
de todas las infecciones, es la
produccion de un olor fétido.

En general, las infecciones
causadas por el grupo B. fragilis se
producen por debajo del
diafragma; las especies
pigmentadas de Prevotella, las
especies de Porphyromonas y

E. nucleatum estan involucradas
en las infecciones de cabeza y
cuello y pleuropulmonares

Con mayor frecuencia halladas por
bacterias anaerobias y anaerobias
facultativas en infecciones
cutaneas, respiratorias, orales o
pelvianas de mujeres

Pueden estar involucradas en
infecciones mixtas pero raras
veces desempefian un papel
Importante







CAPITULO 3
BACTERIAS ANAEROBIAS GRAM POSITIVAS.

3.1. COCOS GRAM POSITIVOS ANAEROBIOS.

Peptostreptococcus

A pesar del nombre del género la morfologia de estos bacterias incluye
formas en pares, tétradas, racimos, y cadenas. Un estudio microscépico
cuidadoso muestra a estos cocos con tamafio irregular y alguna decoloracion
parcial, lo que permite diferenciarlos de sus similares aerobios. Forman parte de la
biota de la boca, intestino y genitales. Se encuentran involucrados en infecciones
pleuropulmonares, abscesos, infecciones ginecologicas, sinusitis. Casi
constantemente son sensibles a los betalactamicos.* (Vease cuadro 3.1)

Cuadro 3.1 COCOS GRAM POSITIVOS ANAEROBIOS

Acido acético Finegoldia magna
Micromonas micros

Acido butirico Negativa Anaer ococcus (Peptostreptococcus) prevotii
Anaerococcus (Peptostreptococcus) tetradius
Anaerococcus (Peptostreptococcus) lactolyticus
Anaerococcus (Peptostreptococcus) vaginalis
Peptoni philus (Peptostreptococcus) lacrimalis?
Peptoniphilus (Peptostreptococcus) ivorii

Acido butirico Positiva Peptoni philus (Peptostreptococcus) indolicus?
Peptoniphilus (Peptostreptococcus)
asaccharolyticus?

Peptoniphilus (Peptostreptococcus) harei2
Anaerococcus (Peptostreptococcus) vaginalis
Anaerococcus (Peptostreptococcus) hydrogenalis

Acido isocaproico y Peptostreptococcus anaer obius
otros acidos organicos

Acido caproico y otros Anaer ococcus (Peptostreptococcus) octavius
acidos organicos

1En general, la diferenciacion entre especies dentro de cada grupo metabdlico puede dilucidarse
mediante la realizacion de pruebas bioguimicas manuales o mediante sistemas de identificacion2




3.2. BACILOS GRAM POSITIVOS NO ESPORULADOS

Este grupo diverso de microorganismos incluye bacterias anaerobias
estrictas y aerotolerantes que forman parte de la biota normal de piel y mucosas.
Todos comparten la caracteristica de ser poco virulentos o de escaso poder
patégeno, produciendo infecciones oportunistas en el caso de Actinomyces,
Mobiluncus, Propionibacterium. Lactobacillus, Eubacterium y Bifidobacterium muy rara
vez causan enfermedad.6:10

Actinomyces

Se trata de bacilos Gram positivos largos y ramificados, delgados y
delicados, bajo ciertas circunstancias, frotis o cultivos pueden fragmentarse
simulando bacilos del tipo difteroides. (vease fig. 3.3) En general son facultativos,
aunqgue crecen mejor en anaerobiosis. A. meyeri es el nico anaerobio estricto. Son
capndfilos. Crecen lentamente y en el hospedero suelen producir infecciones
crénicas.! (vease fig. 3.1)

Forman parte de la biota normal de las mucosas del tracto respiratorio
superior, tracto digestivo y aparato genital femenino, pero normalmente no estan
presentes en la superficie cutanea. La
cavidad oral es su habitat principal. Los
microorganismos tienen un bajo potencial
de virulencia, por lo tanto producen
enfermedad soOlo cuando las barreras
mucosas normales se alteran por
traumatismos, cirugia o infeccién.1913

Figura 3.1 Coloniasde Actinomyces®

La enfermedad producida por Actinomyces se llama actinomicosis y se caracteriza
por el desarrollo de lesiones granulomatosas crénicas que se hacen supurativas y
forman abscesos conectados mediante fistulas. En los abscesos y los tractos
fistulosos se pueden observar colonias macroscoépicas que recuerdan a los granos
de arena, llamadas granulos de azufre por su aspecto amarillo o naranja y estan
formadas por masas de microorganismos unidos entre si por fosfato célcico. Las
zonas de supuracion estan rodeadas por un tejido fibroso de granulacion lo que da
a la superf|C|e que cubre a los tejidos afectados una consistencia dura o de

N madera.>’°

Jﬁ‘f
-1,! Figura 3.2 Actimomyces israelii es el

/‘ patégeno humano mas importante.?3
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La actinomicosis es entonces una enfermedad enddégena y se clasifica segun los
organos que afecta en:

actinomicosis cervicofacial constituye aproximadamente el 50% de los
casos de actinomicosis. Ocurre en personas con mala higiene bucal o que
han sido sometidas a un procedimiento dental invasivo o a un traumatismo
oral. De esta manera los microorganismos presentes en la boca invaden los
tejidos enfermos y producen una enfermedad pidgena aguda o, mas
frecuentemente, un proceso inflamatorio de evolucion lenta, relativamente
indoloro, con fibrosis y cicatrizaciéon, asi como con fistulas de drenaje a lo
largo del angulo de la mandibula y del cuello. Producen también
enfermedad periodontal.10- 11.12

actinomicosis toracica se produce por aspiracion del agente desde el tracto
respiratorio superior y la boca o por extension de lesiones faciales. Al inicio
de la enfermedad se produce un absceso pulmonar. Conforme Ila
enfermedad progresa ocurre fistulizacion al exterior a través de la pared
toracica pudiendo interesar costillas y vértebras.

actinomicosis abdominal ocurre en pacientes sometidos a cirugia digestiva
0 que han sufrido un traumatismo en el intestino. Puede extenderse por
todo el abdomen y afectar a cualquier 6rgano. Es posible la extension
vertebral y la fistulizacién al exterior.19:11.12

actinomicosis pélvica puede presentarse como una vaginitis o mas
frecuentemente puede haber una gran destruccién de tejidos con formacion
de abscesos tubo-ovaricos. Se ha descrito infeccidn en mujeres que utilizan
dispositivos intrauterinos con sintomatologia escasa y sin presencia de
granulos. 11014

actinomicosis del sistema nervioso central se produce generalmente por
diseminacion hematégena desde otros tejidos infectados, como los
pulmones. La manifestacion mas frecuente es un absceso cerebral solitario,
pero también puede ocasionar meningitis, empiema subdural y abscesos
epidurales.t 34

La confirmacion en el laboratorio de la actinomicosis es dificil. Si se
detectan granulos de azufre en una fistula o en un tejido, el granulo se debe
aplastar entre dos laminas, tefiirse y mirarse al microscopio Optico. Se pueden ver
en la periferia de los granulos bacilos Gram positivos delgados y ramificados.3>8

- Figura 3.3. Actinomyces spp**

Actinomyces Spp. son
exigentes y crecen lentamente en
condiciones anaerobias, se pueden
tardar 2 semanas 0 mas en aislar
los microorganismos. Las colonias
son blancas y tienen una superficie
en forma de cupula que se puede




volver irregular luego de una incubacion de una semana o mas, lo que recuerda a
la parte superior de una muela. Las especies individuales de Actinomyces se
pueden diferenciar mediante pruebas bioquimicas.®’ (Vease fig. 3.3)

El tratamiento de la actinomicosis implica la asociacion del desbridamiento
quirargico de los tejidos afectados y la administracion prolongada de antibiéticos.
La penicilina es el antibidtico de eleccidon. El mantenimiento de una buena higiene
bucal y el uso de profilaxis antibidtica adecuada cuando se realizan maniobras
invasivas en la boca o el tubo digestivo disminuyen el riesgo de estas infecciones.?

Propionibacterium

Son bacilos Gram positivos pequefios que se disponen en cadenas cortas o
en agregados. Integrantes de la biota normal de piel (en contraposicion a
Actinomyces), conjuntiva, oido externo, orofaringe y aparato genital femenino. Son
anaerobios estrictos o aerotolerantes, inmoviles, catalasa positivos y capaces de
fermentar hidratos de carbono produciendo como principal residuo &cido
propionico (de ahi su nombre). Las especies que se aislan con mayor frecuencia

son Propionibacterium acnes, P. granulosumy P. propionicus.?
Miehy ",_"‘n.k ‘4'#'!‘! .
:. o 31.: P. acnes es responsable del acné
% b Q-q, en adolescentes y adultos jovenes asi
ﬁ"ﬁ-‘r como de infecciones oportunistas en
3 e i : pacientes con protesis (valvulares o
e o ' articulares) o dispositivos intravasculares.®
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Figura 3.4. Propionibacterium acnes®

Las propionibacterias se aislan también a partir de hemocultivos, pero suele
deberse a contaminacion con bacterias de la piel en el sitio de venopuncion. El
papel principal de P. acnes (Vease fig. 3.4) en el acné es estimular la respuesta
inflamatoria. La produccion de péptidos de bajo peso molécula por parte de los
bacilos que habitan en los foliculos sebaceos atrae a los leucocitos. Luego de
fagocitar a los bacilos los fagocitos liberan enzimas hidroliticas que junto a una
variedad de toxinas bacterianas como lipasas, proteasas, neuraminidasa e
hialuronidasa estimulan la respuesta inflamatoria lo que lleva a la destruccion del
foliculo.3915

Las propionibacterias crecen en la mayoria de los medios de cultivo pero
puede tardarse entre 2 y 5 dias en evidenciar el crecimiento.?




Lactobacillus

Se trata de bacilos Gram positivos largos, de bordes paralelos y extremos
rectangulares, facultativos, microaerdéfilos o anaerobios estrictos. No producen la
enzima catalasa ni citocromos.3’ (Vease fig. 3.5)

Producen acido lactico como principal producto de fermentacion y tienen
requerimientos nutricionales complejos. Llevan a cabo la fermentacién homolactica
a traveés de la via de Embden-Meyerhof o la fermentacion heterolactica a través de
la via de las pentosas fosfato.?

Su crecimiento es Optimo en condiciones acidas (pH entre 4.5 a 6.4). Se
encuentran en la superficie de las plantas asi como en la carne, el agua, frutas y
otros productos alimenticios. Son indispensables para la industria del alimento
donde se utlllzan para la fermentacion de alimentos y bebidas, como pickles,

cerveza, vino, jugos, quesos y yogurt.*

Figura 3.5 Lactobacillus®

En el hombre se encuentran
formando parte de la biota normal de la
boca, estdbmago, intestino y tracto
genitourinario (constituyen la biota vaginal
predominante en mujeres en edad
reproductiva). Son los microorganismos mas
frecuentes en la uretra, por lo tanto su
recuperacion en los urocultivos procede

invariablemente de la contaminacién de la muestra.!

La razon por la cual los lactobacilos rara vez producen infecciones del tracto
urinario es su incapacidad para crecer en la orina.!

Generalmente no son patdgenos. Por el contrario, su efecto beneficioso ha
sido demostrado cuando se administran en forma de probioticos (suplemento
alimentario que contiene microorganismos vivos con efectos beneficiosos en el
hospedero al mejorar el balance microbiano intestinal) en la prevencion y el
tratamiento de algunas enfermedades como la diarrea aguda infantil, diarrea
asociada a antibidticos, diarrea del viajero, colitis alérgicas y probablemente otras
como la candidiasis vaginal, etc. De todas maneras pueden invadir el torrente
circulatorio ocasionando bacteriemias transitorias de origen genitourinario (por ej:
después del parto o de un procedimiento ginecolégico), endocarditis y sepsis en
pacientes inmunodeprimidos.?

Son uniformemente resistentes a la vancomicina. Se obtiene actividad
antimicrobianas sinérgica mediante la combinacion de penicilina méas un
aminoglucoésido.?




Mobiluncus

Los miembros de este género bacteriano son bacilos Gram variables o
Gram negativos, a pesar de tener una pared celular Gram positiva, carente de
lipopolisacérido, y sensibles a vancomicina, clindamicina, eritromicina y ampicilina,
pero resistentes a colistina. Bacilos curvos con extremos en forma de punta, son
anaerobios estrictos. (Vease fig. 3.6) Son exigentes desde el punto de vista

nutricional y crecen
lentamente incluso en medios
enriquecidos.?

Figura 3.6 Mobilunucs
mulieris®’

En  humanos se han

identificado dos especies,

Mobilunucs mulieris 'y M.

curtisii. Los microorganismos

colonizan el tracto genital

; 3 femenino en un nimero bajo,

ﬁﬁuyrmheuﬁmw Ty 6 YWk pero son abundantes en las

mujeres con vaginosis bacteriana. Su aspecto mlcroscoplco es una marcador util

para esta enfermedad, pero no esta claro el papel preciso de estos
microorganismos en la patogénesis de la vaginosis bacteriana.?

Bifidobacterium y Eubacterium

Los microorganismos pertenecientes a estos dos géneros se encuentran
con frecuencia en la orofaringe, intestino grueso y vagina. (Vease fig. 3.7) Estas
bacterias se pueden aislar en las muestras clinicas pero tienen un potencial de

virulencia muy bajo y generalmente se aislan como
contaminantes sin  significacion clinica. La
confirmacién de su papel etiolégico en una
infeccion requiere el aislamiento repetido del
microorganismo a partir de multiples muestras y la
ausencia de otros microorganismos patégenos.!®

Figura 3.7 Bifidobacterium?®




3.3. BACILOS GRAM POSITIVOS ESPORULADOS

Clostridium

Los clostridios son bacilos anaerobios formadores de esporas y en general
Gram positivos. Casi todas las especies son anaerobias obligadas pero unas
pocas especies son aerotolerantes.6-

Las especies patdgenas producen toxinas solubles, algunas de las cuales
son extremadamente potentes. Los clostridios estan ampliamente distribuidos en
la naturaleza y se encuentran en los suelos y en el tracto gastrointestinal de los
seres humanos y los animales.6°

Los clostridios patdgenos pueden dividirse para su estudio en cuatro
grandes grupos de acuerdo al tipo de enfermedad que producen:

1.-Los clostridios histotoxicos tipicamente causan una variedad de
infecciones tisulares, en general luego de heridas abiertas y otras
lesiones traumaticas® 1314
2.-Los clostridios enterotoxigénicos producen intoxicacién alimentaria y
formas mas severas de enfermedad gastrointestinal. 1314
3.-Clostridium tetani, agente causal del tétanos, produce la enfermedad
por medio de una potente exotoxina que es elaborada durante la
proliferacién limitada en los tejidos. %1314
4.-Clostridium botulinum es el agente etiolégico del botulismo,
enfermedad que resulta de la ingestion de una poderosa exotoxina
formada previamente por los microorganismos en alimentos
contaminados.3:14

CLOSTRIDIOS HISTOTOXICOS

Pueden ocasionar una severa infeccion a nivel muscular denominada
mionecrosis por clostridios (antes conocida como gangrena gaseosa 0 miositis por
clostridios).113.14

Clostridium perfringens.

Es la especie mas importante responsable del 80-90% de los casos de
mionecrosis. C. nowyi, C. septicum, C. histolyticum, C. sordellii, C. fallas también
ocasionan estas infecciones. Todos ellos producen una variedad de toxinas con

potencias diferentes; para cada especie las toxinas se designan con letras
griegas. 181314

Ninguno de ellos se comporta como un patdégeno altamente invasivo, sino que
cada uno juega un papel oportunista que requiere un conjunto de condiciones en
los tejidos para que se inicie la infeccion. Determinan un espectro de compromiso
clinico en infecciones de heridas que va desde la simple contaminacién hasta la
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mionecrosis. Dada su amplia distribucién en la naturaleza, la contaminacion de
heridas es muy comun (39%). Sin embargo una pequefia proporcion de heridas
contaminadas evoluciona a la verdadera mionecrosis. Por lo tanto el aislamiento
de clostridios histotdxicos a partir de

heridas o material de drenaje no indica

por si  mismo la presencia de

mionecrosis: el diagnostico de dicha

afeccion es clinico.1314

Figura 3.8 Clostridium perfringens®

Existen cinco tipos diferentes: A,
B, C, D y E, que se diferencian por la
produccion de cuatro toxinas letales
principales: alfa, beta, epsilon y theta.
Clostridium. perfringens tipo A es el principal responsable de enfermedad humana;
produce alfa toxina y otras de menor poder (omega, kappa, micrén); habita suelos
e integra biota normal del tracto gastrointestinal de hombre y animales. (vease fig.
3.8)
Los tipos B, C, D y E existen en el tracto gastrointestinal de animales y sélo de
forma ocasional en el hombre. Producen una variedad de enfermedades en
animales domeésticos; no habitan de forma permanente los suelos como lo hace el
tipo A.113.14

BIOLOGIA DEL MICROORGANISMO

Es un bacilo netamente Gram positivo, corto y grueso, de bordes
redondeados, con formas hasta cocoides. En los frotis directos de muestras
clinicas no se observan esporas y es caracteristica la ausencia de células
eucariotas debido a la intensa citolisis toxica; pueden observarse capsulas. En los
frotis realizados a partir de cultivos pueden observarse esporos medianos o
subterminales que no deforman el soma vegetativo.1613

Es anaerobio aerotolerante, algunas cepas producen la enzima superoxido
dismutasa. Desarrolla a un pH variable (5.5 a 8) y en un rango de temperatura que
va de 20 °C a 50 °C. Es el unico inmovil de los clostridios patdgenos. Crece rapido
en agar sangre, pudiendo observarse colonias a las 24-48 hs de incubacion. %14

ESTRUCTURA ANTIGENICA

C. perfringens produce por lo menos 12 exotoxinas diferentes, de naturaleza
proteica y antigénica. De los cuatro antigenos letales principales, alfa es la mas
importante y es producida por los cinco tipos de C. perfringens. Los antigenos
menores son enzimas y no son letales: antigeno K es una colagenasa, antigeno V
es una desoxirribonucleasa, antigeno u tiene actividad hialuronidasa.®4
La serotipificacion de acuerdo a antigenos somaticos ha tenido aplicaciéon en
estudios epidemiolégicos de brotes de intoxicacion alimentaria, donde existe una
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correlacion entre los serotipos de C. perfringens de tipo A aislado en heces de
pacientes y los serotipos recuperados de alimentos contaminados.!-314

FACTORES DE PATOGENICIDAD

La toxina alfa posee actividad letal, dermonecrotica y hemolitica; es una
lecitinasa C o fosfolipasa C (degrada la lecitina en fosforilcolina y un diglicérido),
también hidroliza la esfingomielina; es activada por Ca++ y Mg++. Es un antigeno
excelente, tanto que la proteccion o el tratamiento in vivo dependen totalmente del
titulo antitoxina alfa.>13.14

In vivo actla sobre complejos lipoprotéicos que contienen lecitina en la
membrana celular y probablemente sobre la membrana mitocondrial; produce
ademas alteracion de las membranas de eritrocitos, plaquetas, leucocitos y células
endoteliales ocasionando lisis de estas células; (vease fig. 3.9) aumenta la
permeabilidad vascular con hemalisis masiva y hemorragia, asi como destruccion
tisular y edema observados durante la enfermedad. Recientemente se ha descrito
su comportamiento como superantigeno (es decir que es capaz de estimular la

proliferacion policlonal de linfocitos T).13:14

Figura 3.9 Lisis eritrocitaria®°

La toxina beta tiene actividad
necrotizante (enteritis necrotizante) e induce
hipertension por liberacién de catecolaminas.
La toxina epsilon aumenta la permeabilidad
vascular de la pared gastrointestinal. La toxina
theta posee actividad necrotizante e induce un
aumento de la permeabilidad vascular.1314

La enterotoxina producida por cepas de C. perfringens principalmente tipo A,
pero también de los tipos C y D, es una proteina termolabil producida en el colon y
liberada durante la esporulacion. Posee estructura y funcion similar a las toxinas
LT y CT de Escherichia coli y Vibrio cholerae respectivamente. También tiene cierta
actividad citotéxica. Produce enteritis, la dosis infectante es elevada.34

Los antigenos omega, kappa y mu tienen un papel auxiliar en la
diseminacién local de la infeccién a través de los tejidos y en la provision de
nutrientes para la proliferacion de los microorganismos; en bajas concentraciones
la toxina omega es toxica para los leucocitos humanos y puede ser responsable
de la ausencia inusual de células polimorfonucleares en el tejido muscular
infectado.'314




EPIDEMIOLOGIA

C. perfringens es un microorganismo ubicuo: el tipo A (principal responsable
de enfermedad en humanos) se encuentra en el tracto gastrointestinal de hombre
y animales, y son numerosos en suelos, tanto las formas vegetativas como las
esporuladas; también estan en aguas contaminadas con heces.*4

La infeccién por estos microorganismos puede tener un origen enddégeno o
exdgeno. En lesiones trauméticas la fuente de clostridios en general es la tierra
presente en las heridas (la incidencia de contaminacién e infeccion de heridas
depende de la concentracion de C. perfringens en los suelos, lo que varia segun la
localizacién geogréfica).+14

En las infecciones enddgenas la fuente de clostridios es la materia fecal
presente en la piel o las vestimentas introducidas en las heridas, o clostridios que
escapan del intestino cuando
este es perforado, ya sea por
enfermedad, lesiones

- TFAE
¢ traumaticas o intervenciones
4‘ i quirdrgicas.*14 (vease fig. 3.10)

Herida limpia Herida gangrenosa

Figura 3.10
gangrenosa3!

PATOGENIA

Los clostridios son incapaces de iniciar una infeccion en tejidos sanos .
Factores primordiales que predisponen a la mionecrosis son la isquemia y
necrosis muscular, que proporcionan una tension de Oz y un potencial de oxido-
reduccion disminuidos, condiciones necesarias para la proliferacion de estos
microorganismos. Esto explica que aun con alta incidencia de contaminacion de
heridas, la incidencia de mionecrosis continle siendo baja. En areas con menor
tension de Oz en el musculo, se acumula &cido lactico y el pH desciende. La
combinacion de la disminucién del potencial red6x (Eh) y la caida del pH, puede
activar enzimas proteoliticas enddgenas y dar como resultado autdlisis tisular.
Esta liberacion de nutrientes y la disminucion del potencial de éxido-reduccion
proporcionan condiciones adecuadas para el desarrollo de los microorganismos
anaerobios.*4




La proliferaciéon de los microorganismos se acompafia de produccion de toxinas
solubles. En la mionecrosis estas toxinas difunden desde el sitio inicial, proliferan y
atacan musculo y tejidos circundantes sanos. Estos tejidos son destruidos por las
toxinas permitiendo la diseminacion de la infeccion hacia nuevas areas necroticas.
El liguido de edema (producido por accion de la toxina y enzimas de clostridios
sobre los tejidos) y el gas del metabolismo bacteriano, aumentan la presién del
compartimiento muscular agravando la isquemia, disminuyendo aun mas el
potencial de oOxido-reduccion y el pH, proporcionando nuevas areas adecuadas
para la proliferacion de clostridios.*19:4

ESPECTRO DE MANIFESTACIONES CLINICAS

» Contaminacién simple de heridas.

* Celulitis, fascitis y otras infecciones de partes blandas.
» Mionecrosis por clostridios.

* Infecciones uterinas.

 Septicemia por clostridios.

* Intoxicacién alimentaria.

* Enteritis necrotizante.

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION

Tincion de Gram: el examen directo muestra bacilos Gram positivos rectos
sin esporas ni leucocitos.*

Cultivo: en agar sangre incubado en anaerobiosis a 37 °C durante 24-48 h,
colonias planas extendidas, 2-4 mm diametro

Patron caracteristico cuando crece en agar sangre: hemodlisis doble,
compuesta por una estrecha zona de hemdalisis completa producida por la
toxina alfa y una zona mas amplia de hemdlisis incompleta producida por la
toxina omega.

B-hemolisis sinérgica al sembrarlo junto a Streptococcus agalactiae:
prueba CAMP inversa

Precipitacion: (opalescencia) en medios que contienen lecitina, causada
por la toxina alfa e inhibida de forma especifica por la antitoxina.
Fermentacion “tormentosa” en medios con leche: la fermentacion de la
lactosa produce gran cantidad de &cido, lo que provoca la coagulacion de
las proteinas (caseina); luego el coagulo es alterado y roto por el gran
volumen de gas formado a partir de la fermentacion de la lactosa (esta
reaccion también es producida por otras especies como C. septicumy otras)
Produccion de gas a partir de glucosa, fermentan lactosa, produccion de
acido a partir de glucosa y lactosa, etc.41314




SENSIBILIDAD ANTIBIOTICA

Todos los microorganismos del género Clostridium son uniformemente sensibles a
penicilina.

INTOXICACION ALIMENTARIA

C. perfringens es la tercera causa de toxiinfeccion alimentaria bacteriana
después de Salmonella spp. y Staphylococcus aureus. Es causada por C. perfringens,
usualmente cepas tipo A, productoras de enterotoxina. Dicha toxina es una
proteina que se comporta como un superantigeno promoviendo la liberacion de
mediadores de la inflamacién en forma masiva.4513.14

EPIDEMIOLOGIA

La enfermedad se produce cuando el individuo ingiere alimento
contaminado con un elevado numero de microorganismos productores de
enterotoxina (100 millones). Los alimentos que pueden estar contaminados son
carne vacuna, suina, pollo, salsas
cocinadas y no refrigeradas.*813

Figura 3.11 Intestino perforado por
C. dificile.®

Cuando los alimentos llegan
al intestino delgado se produce la
esporulaciéon 'y la liberacion de
enterotoxinas. No son comunes los
brotes familiares pero si los
producidos a través de alimentos
preparados comercialmente
destinados a restaurantes 0
instituciones.*® (Vease fig. 3.11)

En Uruguay segun datos

recogidos por el Sistema de

Informaciébn  Regional para la

Vigilancia Epidemioldgica de

Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA) se han declarado 3 brotes en el

periodo 1993-2001, con 37 individuos afectados, no registrandose muertes. Los

alimentos implicados fueron carnes rojas y carnes de aves. Dos ocurrieron en
comedores y uno en una vivienda.*8




PATOGENIA

Todos los sintomas son atribuibles a la enterotoxina, que en general se sintetiza
durante la esporulacion de los microorganismos en el intestino delgado. La
enterotoxina se une a un receptor de membrana del ribete en cepillo e induce una
alteracion de la permeabilidad calcio dependiente resultando en una pérdida de
iones y metabolitos. Esta pérdida electrolitica altera la funcion metabdlica
intracelular provocando dafio morfolégico y eventual lisis.*814

CLINICA

Entre 7 y 15 horas luego de la ingestion de alimento contaminado los
pacientes experimentan dolor abdominal agudo y diarrea; estos sintomas duran
12-18 horas y la recuperacion suele ser completa, salvo raros casos de muerte en
pacientes de edad avanzada y personas debilitadas.*814

DIAGNOSTICO

Para confirmar el diagndstico debe recuperarse el agente del alimento y del
paciente. El diagndstico se establece mediante el recuento de mas de 100.000
UFC (unidades formadoras de colonias) por gramo de alimento o 1.000.000 UFC
por gramo de materia fecal en el primer dia de enfermedad. También puede
buscarse la presencia de enterotoxina en las heces utilizando ELISA o
hemaglutinacion pasiva reversa; se han desarrollado ademéas técnicas
moleculares para la deteccién de estos agentes. 4814

TRATAMIENTO Y PREVENCION

En general no requiere tratamiento antimicrobiano, sélo medidas de sostén.
Como accion preventiva debe ser mantenida una refrigeracion adecuada de los
alimentos cocidos de no ser consumidos de inmediato.*814

ENTERITIS NECROTIZANTE

Es causada por C. perfringens tipo C y es mas severa gue la intoxicacion
alimentaria causada por el tipo A. Tiene un periodo de incubacién de menos de
24h luego del cual aparecen dolor abdominal intenso y diarrea; en algunos
pacientes ocurre pérdida de la mucosa intestinal con enterorragia. Puede ser letal
con shock u oclusion intestinal y peritonitis. La toxina beta producida por C.
perfringens tipo C es responsable de los sintomas; la administracion de antitoxina
reduce la mortalidad.*813

ENTEROCOLITIS SEUDOMEMBRANOSA

Clostridium difficile es el microorganismo responsable de esta entidad. Se
trata de una gastroenteritis asociada a antibioticoterapia de severidad variable
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desde diarrea autolimitada a colitis seudomembranosa grave, potencialmente
mortal.

C. difficile es un microorganismo anaerobio obligado, sacarolitico y
débilmente proteolitico, a través de la fermentacidén acida produce un conjunto de
productos detectables por medio de cromatografia gas-liquida. Es parte de la biota
normal del intestino del hombre y los animales.*1314 (vease fig. 3.12)

FACTORES DE VIRULENCIA

C. difficile produce dos toxinas proteicas principales, antigénicamente
diferentes, ambas implicadas en la patogenia: la toxina A, una enterotoxina
potente y la toxina B citotoxica. La toxina A 0 enterotoxina es quimiotactica para
neutrofilos, produce infiltracion de leucocitos polimorfonucleares en la lamina
propia del ileon e induce la liberacién de citoquinas por parte de macréfagos y
polimorfonucleares, potenciando la respuesta inflamatoria a nivel local, con la
resultante hipersecrecion de liquidos y necrosis hemorragica. La citotoxina o
toxina B despolimeriza la actina ocasionando destruccién del citoesqueleto
celular.1:6:13.14

Otros factores de virulencia: factor de adherencia o adhesina (in vitro se une
especificamente a células del colon humano), una hialuronidasa que hidroliza el
acido hialuronico del tejido conjuntivo, favoreciendo la diseminacion; la formacion
de endosporas permite la supervivencia de estos microorganismos en el medio
ambiente hospitalario durante meses. 11314

PATOGENIA

El tratamiento antibidtico extenso altera la biota entérica normal,
permitiendo la proliferacion de C. difficile relativamente resistentes o la
colonizacion exdgena (las cepas infecciosas de C. difficile pueden ser endogenas
0 exogenas); los antibiéticos mas a menudo vinculados a colitis
seudomembranosa son ampicilina, clindamicina y cefalosporinas.513




TRATAMIENTO

La interrupcion del antibidtico usado suele alcanzar para el caso de
enfermedad leve. Los cuadros graves pueden tratarse con metronidazol o
vancomicina via oral. Puede haber recidivas por esporas resistentes al tratamiento
antibioético.45814

PREVENCION

Es importante conocer el potencial para generar enfermedad
gastrointestinal de la administracion de antibidticos. Ante la presencia de diarrea
sin otra causa evidente en pacientes que estan recibiendo antibiticos es
aconsejable suspender el tratamiento antibiético o sustituirlo por otro que se
asocie menos con diarrea y colitis.*>814

Clostridium tetani.

Agente causal del tétanos, una enfermedad rara hoy en dia en paises
desarrollados. Sin embargo, en paises pobres, el tétanos neonatal tiene un
impacto significativo sobre la mortalidad global. En el adulto la enfermedad ocurre
clasicamente luego de una herida punzante y se caracteriza por espasmos
musculares, el mas tipico de los cuales es el del maxilar inferior, de ahi el término
de trismus.113.14

La naturaleza anaerobia de C. tetani fue responsable en parte de la demora
en su descubrimiento y aislamiento, que fue logrado en 1889 por Kitasato. Asi se
llegd al descubrimiento de la toxina tetanica y a la deteccidon poco tiempo después
de la antitoxina especifica. Ver figura 3.11.1:1314

BIOLOGIA DEL MICROORGANISMO

C. tetani es un bacilo largo y delgado en comparacion con otros clostridios
patdgenos. (Vease fig. 3.13) Son Gram positivos, aunque como todas las bacterias
anaerobias tienden a
tornarse Gram variables, \
sobre todo en los cultivos o>
mas  viejos. Producen
esporas terminales de
mayor diametro que la
célula vegetativa, dando la

caracteristica imagen de
palillo de tambor. Tienen /
flagelos peritricos que le -

confieren activa motilidad.?

Figura 3.13 C. tetani®




Es anaerobio estricto, dificil de cultivar por su extremada sensibilidad al
oxigeno. Posee requerimientos nutricionales complejos (entre ellos ciertos
aminoacidos y vitaminas); es capaz de crecer en agar sangre y en caldo con carne
cocida. No fermenta ningun hidrato de carbono, tiene escasa actividad

 e— metabdlica.l>813 (vease fig. 3.14)

Figura 3.14 C. tetani en agar sangre3®

ESTRUCTURA ANTIGENICA

Poseen antigenos flagelares o
antigenos H (10 serotipos) y antigeno
somatico o antigeno O (un solo serogrupo).
Todas las cepas de C. tetani producen un
solo tipo antigénico de toxina y su efecto es
neutralizado por una sola antitoxina lo que
tiene una enorme importancia practica en

cuanto a la profilaxis de esta enfermedad.1314

FACTORES DE VIRULENCIA

Toxina tetanica: todos los sintomas del tétanos son atribuibles a una
neurotoxina sumamente toxica, la tetanospasmina, toxina intracelular liberada por
autolisis celular. El gen estructural de la toxina se localiza en un plasmido. Es una
proteina termolabil (inactivada por calentamiento a 60°C durante 20 min). Se trata
de una toxina tipo A-B. Por analogia con estas toxinas, se cree que la toxina
tetanica es captada por endocitosis mediada por receptores y que el bajo pH
presente en la luz endosémica hace que la toxina se inserte en la bicapa lipidica y
atraviese la membrana endosomica para llegar al citoplasma. La toxicidad de la
toxina tetanica intacta se asocia con la cadena liviana A. El fragmento B purificado
de la cadena pesada forma canales en las membranas lipidicas y posee el sitio de
unién a los receptores celulares (sitio fijador de gangliésidos).t51314

La toxina tetanica es una de las sustancias mas téxicas que se conocen
(solo la toxina botulinica y la toxina Shiga tienen una toxicidad comparable). El
toxoide producido a partir del tratamiento de la toxina con formaldehido es util para
la inmunizacion contra la enfermedad. El toxoide no es toxico pero conserva los
determinantes antigénicos de la toxina tetanica que dan origen a los anticuerpos
antitoxina. La molécula de la toxina tetanica contiene 20 determinantes antigénicos
diferentes como minimo, y los anticuerpos contra por lo menos 9 de ellos son
capaces de neutralizar la toxicidad de la toxina.168°

La tetanolisina es una hemolisina oxigeno labil relacionada seroldégicamente
con hemolisinas de otros clostridios y con la estreptolisina O de Streptoccocus




pyogenes. Las esporas de C. tetani son capaces de persistir en el medio ambiente
(suelo, tracto gastrointestinal de humanos y animales) durante meses o afos.

EPIDEMIOLOGIA

Si bien la incidencia del tétanos ha disminuido en las regiones del mundo
donde se alcanza un alto porcentaje de inmunizacion de la poblacion, continda
siendo una enfermedad comun y no controlada en algunos paises en desarrollo.

PATOGENIA

Las esporas de C. tetani son ubicuas: se recuperan en 20-64% de muestras
de suelos recolectadas para cultivos asi como del tracto gastrointestinal de
humanos y otros animales. Si se efectian cuidadosos cultivos de material de
heridas trauméticas la presencia de C.
tetani también puede demostrarse con
mucha frecuencia. Sin embargo es
bastante raro que se desarrolle tétanos a
partir de estas heridas. El aspecto mas
significativo de la patogenia del tétanos
es el contexto de la herida donde el
potencial de oxido-reduccion debe tener
el equilibrio apropiado para permitir la
multiplicacion del microoorganismo y la
toxigénesis.13410  (vease fig. 3.16) Figura 3.15 C. tetani en un bebe®

Clasicamente las heridas halladas en la practica son las heridas punzantes
producidas por clavos, astillas o espinas, pero también en otros contextos como
las fracturas expuestas, el uso drogas intravenosas, las ulceras de decubito y las
varicosas, las otitis externas y las extracciones dentales, se dan las condiciones
adecuadas. La forma mas temida de tétanos, el tétanos neonatal es una causa
importante de morbimortalidad en paises en desarrollo y es producida por el corte
del cordon umbilical con instrumentos no estériles o por el cuidado inapropiado del
mufién umbilical.>® (vease fig. 3.15)

Figura 3.16 Contracciones

por Clostridium tetani®’

Un factor contribuyente
importante es la presencia de
bacterias aerobias que pueden
proliferar hasta el punto de
eliminar el Oz y luego continuar
proliferando de forma facultativa
en anaerobiosis. Esta proliferacion
puede reducir el Eh hasta el punto
en el cual las esporas tetanicas

. Después de la germinacién de las esporas se elabora la toxina,
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gue ingresa en el sistema nervioso central. La infeccion por C. tetani permanece
localizada con reacciones minimas a menos que Se encuentren otros
microorganismos.1813.14

La forma de accion de la toxina involucra la union a gangliésidos GT1 en las
membranas de las terminaciones nerviosas periféricas a través la subunidad B,
seguida de la internalizacion de la subunidad A y su desplazamiento hacia el
sistema nervioso central por transporte axonal retrogrado. Cuando llega a la regién
del ndcleo es transportada hacia las interneuronas inhibidoras, donde inhibe la
liberacién de neurotransmisores inhibidores (GABA, glicina) conduciendo a una
actividad sinaptica excitadora descontrolada dando lugar a una paralisis
espastica.1 81314

Esta inhibicién de la liberacion de sustancias inhibitorias permite que prevalezcan
los musculos mas poderosos: espasmos musculares de los maseteros con
trismus, flexion de las extremidades superiores y extension de las inferiores con
argueamiento de la espalda (opistétonos).314

MANIFESTACIONES CLINICAS

Tétanos generalizado: afectacion maseteros o trismo, dando lugar a la risa
sardodnica, salivacién, sudoracién, irritabilidad y espasmos persistentes de los
musculos de la espalda (opistétonos).?’

Ademas puede haber afectacion del sistema nervioso autonomo dando
lugar a arritmias cardiacas, fluctuaciones de la presion arterial, sudoracion intensa
y deshidratacion. Tétanos localizado: afecta la musculatura sélo de la zona de
infeccion primaria.?”’

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION

Para su aislamiento debe sembrarse de inmediato en medios sélidos pre
reducidos y medios de cultivo liquidos para anaerobios. Las colonias son
translicidas con borde que avanza filamentoso y delicado, betahemoliticas. La
prueba final para la identificacion de C. tetani es la demostracion de la produccion
de toxina tetanica in vivo cuando se inyecta en ratones, y la neutralizacion de su
toxicidad en ratones previamente inoculados con antitoxina.3*!

TRATAMIENTO

Se basa en el debridamiento de la herida y la administracion de penicilina
(en pacientes alérgicos se puede administrar tetraciclinas o metronidazol), la
inmunizacion pasiva con inmunoglobulina antitetanica humana (que neutraliza la
tetanoespasmina libre) y la inmunizacién activa con toxoide tetanico.3!




Para los espasmos musculares se utilizan drogas como curare 0, en
tetanoespasmos leves, barbitaricos y diazepam, ademas del soporte de las
funciones vitales.3!

PREVENCION

Se realiza a través de la vacunacion con toxoide tetanico (toxina tratada con
formalina); se administran 3 dosis al principio y luego dosis de refuerzo cada 10
afos. (Vease fig. 3.17) La inmunizacion de
embarazadas en el tercer trimestre del embarazo i
asegura la inmunizacion pasiva del neonato
(mediante el pasaje de anticuerpos maternos a
través de la placenta), disminuyendo el riesgo de
tétanos neonatal. La enfermedad natural no '*“-”"bﬁhlﬂm’
confiere inmunidad contra infecciones posteriores,
por lo tanto los pacientes que se recuperan de la
enfermedad deben ser inmunizados activamente
para prevenir la reinfeccion exdégena o la
recurrencia a partir de esporas retenidas dentro del
organismo.3!

Figura 3.17 Vacuna antitetanicas®
Clostridium botulinum

C. botulinum produce la exotoxina mas potente que se conoce, que es una
neurotoxina causante del botulismo, una severa enfermedad neuroparalitica
caracterizada por comienzo subito y evolucion rapida que culmina en un paralisis
marcada y un paro respiratorio. La enfermedad es rara en el ser humano, muy
comun en los animales. A diferencia de la toxina teténica, hay siete toxinas
botulinicas serolégicamente diferentes, denominadas A, B, C1, D, E, F, G.1

La forma mas comun de botulismo es el transmitido por los alimentos, una
intoxicacion causada por la ingestion de la toxina botulinica preformada en los
alimentos contaminados. (Vease fig. 3.18) El
empleo del autoclave con temperaturas lo
bastante elevadas como para destruir las
esporas en la industria del enlatado ha
reducido la importancia relativa de los
alimentos comercialmente enlatados como
fuente de la enfermedad, excepto cuando se
producen errores en el procedimiento. Dado
que la toxina es destruida por el calor, la
coccion de rutina de los alimentos enlatados
en el hogar limita la frecuencia de éste tipo de
intoxicacion. 129

Figura 3.18 Lata inflada por toxinas3®
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Ademas del botulismo transmitido por los alimentos la enfermedad también
ocurre cuando la toxina es producida por miembros de la especie C. botulinum que
contaminan heridas traumaticas (botulismo de las heridas) y cuando se elabora la
toxina en el tracto gastrointestina de los lactantes (botulismo infantil o de los
lactantes).167

BIOLOGIA DEL MICROORGANISMO

Son bacilos Gram positivos largos, rectos a levemente curvos, con
extremos redondeados. Forman esporas ovales y subterminales que distienden
los bacilos. Poseen flagelos peritricos que le confieren movilidad. Son anaerobios
estrictos, con requerimientos nutricionales complejos.187 (vease fig. 3.19)

N

Figura 3.19 C. botulinum®

Existen siete tipos de toxina
botulinica (A a G). Es posible
dividir a los microorganismos
en cuatro tipos (I a IV) segun la
toxina que producen y su
actividad proteolitica. La
enfermedad humana esta
vinculada alos tipos lyllyala
toxina A principalmente.!

La resistencia al calor
de la espora es mayor que la
de cualquier otro
microorganismo anaerobio
(sobreviven varias horas a 100
°C y hasta 10min a 110 °C).
Las esporas son también
resistentes a las radiaciones y
pueden sobrevivir a =190 °C.%

ESTRUCTURA ANTIGENICA

C. botulinum ha sido dividido en ocho tipos serolégicamente diferentes sobre
la base del tipo de toxina producida.




FACTORES DE VIRULENCIA

La toxina botulinica (vease fig. 3.20) es una proteina tipo A-B con una
subunidad A o cadena ligera A que posee actividad neurotéxica y una o mas
subunidades B o cadenas pesadas B no toxicas, responsables de la unién al
receptor celular y posterior internalizacién de A; ademas protege a la subunidad A

de la inactivacion por el pH
gastrico.1415

Figura 3.20 Toxina botulinica*

Se clasifica como una
exotoxina debido a su potencia y
antigenicidad elevadas, sin
embargo se diferencia de una
exotoxina clasica por cuanto no es
liberada durante la vida del
microorganismo Sino que aparece
en el medio solo después de la
muerte y la aut6lisis de éste.1415

La toxina es sintetizada como un polipéptido de cadena unica; el clivaje o la
formacion de muescas en la molécula por medio de proteasas bacterianas en el
curso de su liberacion de la célula dan como resultado una molécula compuesta
por una cadena pesada y una cadena liviana unida por enlaces no covalente y un
puente disulfuro. La produccion de la toxina botulinica esta dirigida por
bacteriéfagos especificos. 11314

PATOGENIA
Los casos de botulismo se clasifican en cuatro categorias:

1.-El botulismo transmitido por los alimentos es un intoxicacion alimentara letal
gue es resultado de la ingestion de la neurotoxina en alimentos procesados de
manera incompleta y contaminados por los microorganismos.?!

2.-El botulismo infantil relacionado con la ingestion por los lactantes de esporas
de C. botulinum, la multiplicacion de los microorganismos en el tracto
gastrointestinal y la posterior absorcion de la toxina.

3.-El botulismo de las heridas, el menos comun, enfermedad neuroparalitica
asociada con las heridas, las cuales muestran pocas evidencias clinicas de
infeccion activa.

4.-El botulismo no clasificado se produce en las personas de mas de un afo de
vida que tiene sintomas de botulismo clinico, sin un vehiculo de transmision
identificable.!




Las manifestaciones clinicas del botulismo son atribuibles a la toxina de C.
botulinum presente en los alimentos ingeridos en el tracto gastrointestinal de los
lactantes o en las heridas. Es una de las toxinas mas potentes que se conocen.

El botulismo humano en general es resultado de la ingestion de toxina
botulinica preformada en los alimentos contaminados. Luego de la ingestion, la
toxina es absorbida en el estmago y el intestino delgado, también en el colon. 13
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1) unién a un receptor en la superficie en la membrana plasmatica.

2) translocacion o internalizacion de la toxina

3) suceso intracelular cuyo resultado final es el bloqueo de la liberacion de
acetilcolina inducida por el estimulo nervioso. ¢ (vease fig. 3.22)

Ademas la toxina botulinica afecta la transmision colinérgica en el sistema
autonomo, tanto en los ganglios simpaticos como en las placas terminales motoras
parasimpaticas ubicadas de forma periférica.'®

En el botulismo de las heridas, C. botulinum contamina una lesién
traumatica. Es probable que la rareza de ésta forma de botulismo se deba a la
incapacidad de las esporas para germinar con rapidez en los tejidos.*®
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El papel de la infeccién del tracto gastrointestinal como fuente de botulismo
es menos claro. Los lactantes son especialmente susceptibles a la colonizacion
del tracto intestinal por C. botulinum y a la produccidén de la toxina in vivo. La
resistencia relativa del adulto a la colonizacién intestinal se adjudica a los cambios
evolutivos de la dieta y a la biota bacteriana del intestino. Sin embargo en la
actualidad se estan observando casos de botulismo infantil en los adultos en
especial en aquellos con anormalidades del tracto gastrointestinal como
consecuencia de una enfermedad inflamatoria intestinal o de un procedimiento
quirdrgico. Las alteraciones de la biota intestinal normal como resultado de
aclorhidria o de la administracion de antibiéticos de amplio espectro, son factores
de riesgo adicionales para el desarrollo por infeccion de C. botulinum y la
produccioén de la toxina in vivo.1.813.14

EPIDEMIOLOGIA

Se encuentran esporas de C. botulinum en suelos y agua de todo el mundo.
Existen tres formas de botulismo: botulismo clasico o transmitido por alimentos,
botulismo infantil y de las heridas.

La toxiinfeccion alimentaria se manifiesta en brotes relacionados con
alimentos comercialmente preparados como enlatados mal conservados, pero
mas frecuentemente por vegetales, frutas y pescados en preparaciones caseras

de tipo mermeladas, pimientos, condimentos para carnes, etc. En Uruguay en el
periodo 1993-2001 se ha declarado un brote de botulismo con un total de 4
individuos afectados, con 1 fallecimiento.1813.14

El botulismo del lactante afecta a nifios dentro del primer afio de vida (vease
fig. 3.23) y es causado por la ingestion de esporas de C. botulinum que germinan en
el intestino delgado con produccion de la toxina in vivo. El alimento involucrado
fundamentalmente es la miel.11314

Inflammution
oof the mucosi

Inflmmed
bowel

C'ross seciion of
inflamed bowel

Figura 3.23 Botulismo en lactante*?




MANIFESTACIONES CLINICAS

Después de 12 a 36 horas de la ingestion del alimento contaminado (para el caso
del botulismo transmitido por alimentos) el paciente presenta nduseas, sequedad
de boca, y diarrea. La enfermedad progresa a debilidad y paralisis flaccida
descendente y bilateral de los musculos periféricos, llegando luego a la paralisis
respiratoria. Si el paciente no muere la recuperacion es lenta, pudiendo llevar
varios arfios el restablecimiento de las terminaciones nerviosas afectadas.>8

La tasa de mortalidad depende del tipo de toxina, la distribucién de la toxina en el
alimento y del diagndstico y tratamiento precoz con antitoxina (32% para el tipo A,
17% para el By 40% para el E).»538

DIAGNOSTICO

El diagnostico de laboratorio se realiza preferentemente en laboratorio de
referencia por aislamiento y pruebas bioquimicas convencionales. La enfermedad
es confirmada por la presencia de toxina en suero, heces o contenido gastrico del
paciente y la presencia de toxinas en el alimento confirma su participacién como
origen del brote.*’ (Vease cuadro 3.2)

TRATAMIENTO.

El paciente requiere asistencia respiratoria, eliminacion de la bacteria del
tracto gastrointestinal por lavado gastrico, tratamiento con penicilina y antitoxina
botulinica trivalente (antitoxina A, B y E para neutralizar la toxina en sangre). Este
tratamiento logra una considerable disminucién de la mortalidad.*”’

PREVENCION

La profilaxis consiste en evitar la germinacion de esporas en los alimentos
manteniéndolos a pH acido o a 4 °C o menos. El calentamiento de los alimentos a
80 °C durante 20 minutos puede destruir la toxina preformada. En el caso del
botulismo del lactante la prevencion esta orientada al no consumo de miel antes
del primer afio de vida.*” (Vease fig. 3.24)

Figura 3.24 Espora del Clostridium
botulinun*




Cuadro

3.2

- Clostridium spp.:

BACILOS

GRAM

POSITIVOS

ANAEROBIOS:

Lecitinasa

Lipasa

Indol

Productos
metabolismo

Especies

Positiva

Positiva

Negativo

C. nowyi A

Positiva

Negativa

Negativo

C. perfringens

Positiva

Positivo

Negativa

C. bifermentans

Positiva

Positivo

Positiva

C. sorddlii

Negativa

Positiva

C. botulinum
C. sporogenes

Negativa

Negativa

Acido acético

C. ramosum
C.
clostridioforme

Negativa

Negativa

Acido butirico

C. tetani
C. septicum
C. butyricum

Negativa

Negativa

Acido
isocaproico

C. difficile

- Propionibacterium spp.: confirmacion mediante la deteccion de acido propionico
como producto final del metabolismo. P. acnes: catalasa (+), indol (+) y nitratos (+)

- Eggerthella lenta (Eubacterium lentum): nitratos (+), estimulacién del crecimiento
con arginina y produccion de SH2 en TSI.







CAPITULO 4
BACTERIAS ANAEROBIAS GRAM NEGATIVAS.
4.1. COCOS GRAM NEGATIVOS ANAEROBIOS
Veillondla

Son cocos Gram negativos anaerobios, de crecimiento lento, que a veces
requieren prolongar la incubacion de sus exdmenes bioquimicos; las reacciones
~ bioquimicas no deben ser leidas hasta que

' no se observe un crecimiento suficiente.?

Figura 4.1 Veillonella sp.*®

Las colonias de Veillonella son muy

pequefias, blanco — grisaceas, translucidas

.y reducen nitratos a nitritos ( NOs-NO2).Las

colonias de Veillonella semejan a los

: pigmentos de Porphyromonas y Prevotella sp;

y pueden fluorescer rojo bajo los rayos ultravioleta. Veillonella sp no es
fermentativo y produce acido propionico.%? (Vease fig. 4.1)

MORFOLOGIA E IDENTIFICACION (Vease cuadro 4.1)

Cocos Gram negativos agrupados en pares, en masas 0 cadenas, aunque
pueden observarse células simples, no moviles, no esporulados, no capsulados y
no flagelados, con un didmetro de 0.3 a 0.5 um y un largo de 0.5 pm.*’

Cultivo: se cultivan en agar — sangre con vancomicina en condiciones de
anaerobiosis, con un pH de 6.5 a 8, a temperatura de 30 y37 °C crecen
probablemente a 40 °C y de forma lenta a 24 °C. Las colonias tienen un diametro
de 1-3 mm, son lisas, cristalinas, opacas y de color blanco — grisaceo.*’

Pruebas fisioldgicas: No fermenta los carbohidratos (glucosa, lactosa,
maltosa, sacarosa) y producen &cido propionico.*’

Pruebas seroldgicas: Estdn basadas en la endotoxina que permiten
especificidad seroldgica.*’

TRATAMIENTO

Son sensibles al cloranfenicol, imipenem, metronidazol, clindamicina,
cefoxitina, ticarcilina, penicilina G, kanamicina y colistina.*’




COCOS GRAM NEGATIVOS ANAEROBIOS

Veillonella spp.: nitratos (+)
Acidaminococcus spp.: nitratos (-) y produccion de acido butirico (Vease fig. 4.3)
Megasphaera spp.: nitratos (-) y produccion de acido caproico. (Vease fig. 4.2)

Figura 4.2 Megasphaera spp*® Figura 4.3 Acidaminococcus spp*’

Cuadro 4.1 IDENTIFICACION ABREVIADA DE LOS ANAEROBIOS
GRAM NEGATIVOS

forma células kanamicina Vancomicina Colistina Crecimiento en
celular delgadas (1 mg) (5 pg) (10 pg) bilis

con
extremos
en punta

Gramnegativos
Grupo

Bacteroides

Fragilis

Bacteroides
ureolyticus

Especies
pigmentadas
Prevotella intermedia
Prevotella loescheii
Otras especies de
Prevotella

Especies de
Porphyromonas

Especie de Bilophila

Especies de
Fusobacterium

F. nucleatum subesp.
Nucleatum

F. necrophorum
subesp. Necrophorum
F. mortiferum-varium

Cocos gramnegativos
Veillonella




*El grupo P. melaninogenica a menudo requiere incubacion prolongada antes de gue se observe el pigmento.

+ P. bivia produce pigmento con la incubacién prolongada.

C P. gingivalis no fluoresce.

A Células fusiformes, delgadas, con extremos en punta.

Las reacciones en negrita son pruebas importantes; B, bacilos; C, cocos; CB, coco bacilos; R, resistente; S, sensible; V,
variable; +, positiva; -, negativa; el superindice indica reacciones de cepas aisladas.

Fuente: modificado de! National Committee for Clinical Laboratory Standards: Abbreviated identification of bacteria and
yeast; Proposed guideline, M35-P, Wagner, Pa, 2000, NCCLS; Summanen P, Baron EJ, Citron DM, et al Wadsworth
anaerobic bacteriology manual, ed 5, Be!mont, Calif, 1993, Star.

4.2. BACILOS GRAM NEGATIVOS ANAEROBIOS
Bacteroides

Los bacteroides son bacilos Gram negativos anaerobios obligados que
estan presentes en gran cantidad en el intestino grueso del ser humano y otros
vertebrados. (vease fig. 4.4) Llegan a 10! o mas por gramo de materia fecal y son
los microorganismos predominantes, junto con los estreptococos anaerobios (E.
coli esta presente en una proporcioén 108). El género incluye muchas especies de
las cuales Bacillus fragilis y B. thetaiotamicron son los patégenos mas prominentes
(otras especies: B. vulgatus, B. ovatus, B. distasonis, B. ureolyticus y B. gracilis). Entre
los bacteroides intestinales B. fragilis es un componente menor, que en general se
halla en concentraciones de 108 o 10° por v b -
gramo de materia fecal, sin embargo es por
lejos el microorganismo aislado con mas
frecuencia de las infecciones.!

Figura 4.4 Bacteroides™

Esto puede explicarse por algunos
factores de virulencia adicionales que > !
posee esta especie. Los bacteroides se asocian a infecciones anaerobias
subdiafragmaticas y genitales (por su vecindad con la porcion final del aparato
digestivo y regién perineal) y sepsis a punto de partida de estas infecciones.!

Todos los miembros del género son resistentes a penicilinas (por
produccion de betalactamasas) y cefalosporinas, con alguna excepcion.>?

Bacteroides fragilis

e : 4 Figura 4.5 Bacteroides fragilis®

~. Cocobacilos pequefios Gram negativos, pleomorficos
} con vacuolas evidentes. Las colonias son pequefias,
bajas convexas, de color blanco a gris, semiopacas y

B4 k'“ f . brillantes, y algunas pueden ser hemoliticas. (Vease fig.
v --H

T R
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4.5) B. fragilis aislado de muestras clinicas posee una capsula polisacarida que
puede perderse o disminuir con los cultivos sucesivos en el laboratorio. B. fragilis
es un microorganismo anaerobio moderado que prolifera de forma maxima con
una presion de oxigeno de menos del 3% pero que es capaz de sobrevivir a
exposiciones prolongadas al O2. El microorganismo produce superdxido dismutasa
y catalasa (en presencia de hemina). Proliferan mas rapidamente que la mayor
parte de las bacterias anaerobias no formadoras de esporas, y la proliferacién es
estimulada por bilis.*>9

ESTRUCTURA ANTIGENICA

Dos antigenos, el proteico termolabil y el lipopolisacéarido termoestable han
proporcionado la base para la clasificacion serolégica de los Bacteroides. Se ha
demostrado un antigeno polisacarido capsular especifico de especie en las cepas
de B. fragilis.1>8

FACTORES DE VIRULENCIA

La céapsula polisacarida de B. fragilis confiere mayor virulencia a esta
especie por iguales mecanismos que en otras bacterias: interferencia en la
quimiotaxis, en la fagocitosis y la destrucciéon opsonofagocitica por los neutréfilos y
posiblemente también en la depuracion de los microorganismos por la mayor
adherencia de los microorganismos encapsulados al mesotelio peritoneal.1>8

Figura 4.6 B.fragilis®

Otras especies del género Bacteroides también
presentan capsula.t!

El lipopolisacarido de la membrana externa de
los bacteroides tiene una estructura quimica alterada
en comparacion con las endotoxinas clasicas de las
bacterias Gram negativas aerobias y facultativas, y
tiene menos actividad biolégica. AUn asi el
lipopolisacarido del B. fragilis parece promover la
formacion de  abscesos en animales de

experimentacién (aunque la capsula es mas activa en este aspecto que el
lipopolisacéarido). Ademas, se ha demostrado el aumento de la coagulacion
(disminucion del tiempo de coagulacion) en los ratones inyectados con
lipopolisacarido.>1113 (vease fig. 4.6)

Estos microorganismos producen muchas enzimas periplasmaticas, como
las lipasas, las proteasas y una neuraminidasa, aunque su papel en la patogenia
todavia no ha sido bien documentado. Las enzimas protectoras contra el oxigeno
como la superoxido dismutasa, la peroxidasa y la catalasa pueden considerarse
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factores de virulencia porque aumentan la supervivencia de los anaerobios en los
tejidos ante el establecimiento de una tension de oxigeno y un potencial de
oxidorreduccion bajos.114:13

El succinato, un acido graso de cadena corta elaborado como producto final
metabdlico, es producido por todas las especies del género Bacteroides. El acido
succinico en las concentraciones que corresponden a las medidas en los
abscesos reduce de manera significativa la destruccion fagocitica de E. coli por los
leucocitos polimorfonucleares humanos y disminuye su migracion quimiotactica.
Se han descrito cepas de B. fragilis que producen una enterotoxina. Estas cepas
enterotoxigénicas se asocian de manera significativa con enfermedades diarreicas
en el ser humano y en el ganado que no presentan otros patdégenos entéricos
conocidos. 1314

PATOGENIA

La pared del colon puede romperse como resultado de un traumatismo
penetrante o no penetrante, la ruptura del intestino o cirugia abdominal. (Vease fig.
4.7). Cualquiera que sea el mecanismo, el nimero de microorganismos que
contaminan la cavidad peritoneal es enorme. Los fagocitos son movilizados
rapidamente en gran cantidad hacia el sitio infectado y pueden eliminar un gran
namero de bacterias. Los microorganismos que ingresan en la cavidad peritoneal
se hallan primero en una fase liquida que podria, en principio, llevar a su
diseminacién en toda la cavidad. Sin embargo, el epiplon mayor y las asas
intestinales delgadas se envuelven alrededor de las &reas de inflamacion y sirven
para contener la infeccion. Esto lleva -
tiempo pero los abscesos que se
desarrollan finalmente, en general,
estan muy bien localizados. El drenaje
linfatico y el esfuerzo de la fuerza de
gravedad también influyen en la
localizacién de los abscesos.!1%13

Figura 4.7 Cirugia abdominal®*

Dada la diversidad del inoculo
bacteriano, un gran niamero de factores
deben estar involucrados en la
determinacion de qué especie resulta dominante en la infeccion. Muchas bacterias
intestinales pueden crecer en el liquido peritoneal. Es muy probable que la primera
linea de defensa sea la movilizacion de las células fagociticas que ocurre con
rapidez. Por ende, las bacterias que finalmente sobreviven y crecen deben ser
bastante resistentes a la fagocitosis. De hecho, muchas son encapsuladas. Este
puede ser uno de los motivos principales de la mayor frecuencia de aislamiento
del B. fragilis, dado que este microorganismo se encuentra entre los miembros del
género Bacteroides que tiene la capsula mas grande.>46
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Cuando el contenido del colon se derrama la cavidad peritoneal est4 bien
oxigenada y los microorganismos anaerobios altamente sensibles al oxigeno son
destruidos. Los primeros microorganismos que resultan numéricamente
dominantes son los anaerobios facultativos, en especial Escherichia coli. Sin
embargo, muchos de los anaerobios estrictos menos sensibles al oxigeno
sobreviven y pueden ser aislados del liquido y de la superficie de las células
mesoteliales. Por ultimo el sitio de la infeccion se vuelve cada vez mas anaerobio,
en parte porgue los microorganismos anaerobios facultativos metabolizan el
oxigeno presente y en parte porque el sitio se torna cada vez mas avascular.
Entonces comienzan a predominar los microorganismos anaerobios estrictos
sobrevivientes. Esta sinergia entre los diversos microorganismos necesaria para la
formacion de abscesos se demuestra claramente en el estudio con animales. La
inoculacion de una sola especie de bacterias intestinales rara vez provoca
infeccion, mientras que la infeccion con una mezcla de microorganismos
anaerobios facultativos y estrictos lleva a la inflamacion aguda y la formacion de
abscesos.146

Si las defensas peritoneales no son capaces de erradicar el contenido
intestinal derramado, en general se desarrolla un absceso. Las éareas de
inflamacion se tabican y son rodeadas por una gruesa capa fibrosa que contiene
coldgeno. En su interior hay leucocitos, bacterias vivas y muertas, y restos
celulares.1312.15

En los abscesos peritoneales B. fragilis, predominante, a menudo esta
acompafado no solo por microorganismos anaerobios facultativos, sino también
por otros microorganismos anaerobios estrictos, como los miembros del genero

Clostridium o los estreptococos anaerobios (Peptococcus, Peptostreptococcus).®’
(Vease fig. 4.8)

Los abscesos
intraabdominales imponen un alto
riesgo al hospedero porque pueden
extenderse hacia sitios cercanos y
ademas constituyen reservorios a
partir de los cuales los
microorganismos pueden ingresar
en el torrente circulatorio. La
bacteriemia resultante puede
producir un shock séptico o causar
infecciones metastaticas en sitios
alejados.®

Figura 4.8 Peptococcus®

Ademas de B. fragilis también se encuentran otras especies de este género
en abscesos del tracto genital femenino, en general debido a contaminacion con la
biota vaginal. Aqui los microorganismos infecciosos ascienden a través del cuello
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uterino, el utero y las trompas de Falopio hasta llegar a la vecindad de los ovarios.
La infeccion resultante se conoce como enfermedad inflamatoria pélvica (EIP). La
causa predisponente es la cicatrizacion de las trompas de Falopio debida a
infecciones previas por Chlamydia o gonococos, lo que altera la accion normal de
los cilios de las células epiteliales de las trompas. Los abscesos tubo ovaricos, que
de forma ocasional complican la EIP, a menudo conducen a la infertilidad. El
agente causal mas comun de esta enfermedad no es B. fragilis sino B. bivius, un
habitante comun de la vagina humana.38?°

SENSIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS

Son sensibles a clindamicina, metronidazol, imipenem, carbapenems y las
penicilinas de espectro ampliado combinadas con inhibidores de betalactamasas.
Sin embargo hay que tener presente que rara vez es una sola especie bacteriana
la causa de estas infecciones. Por este motivo se emplea una combinacién de
antibioticos o un antibiético efectivo tanto contra microorganismos aerobios, como
anaerobios (clindamicina + gentamicina; ampi-sulbactam)?38°

Prevotella y Porphyromonas

Todos los bacilos productores de un pigmento negro en las colonias en la
sangre que previamente se clasificaban como subespecies de Bacteroides
melaninogenicus se han reclasificado en estos dos nuevos géneros Porphyromonas y
Prevotella. Este Gltimo también incluye algunas especies no pigmentadas.®

Forman parte de la biota normal de boca, tracto genital e intestinal, y son
patogenos importantes en boca, cabeza, cuello e infecciones pleuropulmonares.
Prevotella melaninogenica, Prevotella denticola, Prevotella loescheii, Prevotella
intermedia y Prevotella corporis son miembros de la flora normal de la boca, vias
respiratorias superiores y partes blandas subyacentes. Prevotella bivia prevalece
en la biota vaginal y produce vaginosis e infecciones de origen obstétrico.
Porphyromonas endodontalis (Vease fig. 4.9) y Porphyromonas gingivalis forman parte de
la flora normal de la boca y las .
encias, mientras que Porphyromonas
asaccharolytica
se halla en la biota intestinal.37°

Figura 4.9 Porphyromonas
endodontalis®®

La morfologia celular depende =
del origen de los microorganismos: a & e,
partir de medio sélido son cocobacilos pequefios, pero a partlr de caldo son
bacilos més largos y con marcado pleomorfismo. Las colonias en agar sangre por
lo comdn son convexas, lisas, circulares, algunas veces beta hemoliticas y
habitualmente pigmentadas, adquieren un color tostado a negro en 2 a 21 dias. La




vitamina K y la hemina son necesarias para la proliferacion de la mayor parte de
las cepas, o la estimulan mucho.613

Se ha visto que producen polisacarido capsular que es inmunogénico y
especifico de especie. El lipopolisacarido de estos microorganismos al igual que
en Bacteroides es diferente de aquel de los microorganismos Gram negativos
anaerobios facultativos, y su potencia biologica es variable. La produccién de
enzimas como la colagenasa y otras enzimas proteoliticas, asi como el
polisacéarido capsular son los principales factores de virulencia en las cepas que
los producen. Los aislamientos clinicos pueden producir beta lactamasa y algunas
cepas son resistentes a las penicilinas y a ciertas cefalosporinas.®13

Estos microorganismos. son agentes causales importantes de infecciones
orales, pulmonares, pelvianas, intraabdominales y de partes blandas.®'3

Fusobacterium

Existen seis especies causantes de
infecciones  en humanos. El mas
frecuentemente aislado es Fusobacterium
nucleatum, biota normal de la boca, tracto
respiratorio  superior, tracto genital y
gastrointestinal. Es un agente causal de
infecciones orales, abscesos de pulmaon, otras
infecciones pleuropulmonares e infecciones
del liquido amnidtico.® (Vease fig. 4.10)

Figura 4.10 Fusobacterium nucleatunm*

Fusobacterium necrophorum es un anaerobio muy virulento que puede causar
infeccion ampliamente diseminadas. Es el agente etioldgico principal de la Angina
de Vincent (asociado a Borrelia), infeccion necrotica de amigdalas y faringe, que
presenta un exudado purulento membranoso, acompafiada de mal olor. Ademas
se halla en una variedad de infecciones subdiafragmaticas. Su habitat normal es el
_ tracto gastrointestinal.38
r'-:;f
4 Tipicamente son bacilos
largos con extremos acintados o
filamentos delgados. Algunos
como F. necrophorum son mas
abultados en su sector medio.
Producen alfa y beta hemdlisis en
los cultivos en agar sangre, y las
colonias son transliucidas, de
formas wvarias y a veces

irregulares.®8 (vease fig. 4.11)

Figura 4.11 F. necrophorun™




La mayor parte de las fusobacterias son susceptibles a la penicilina G y las
cefalosporinas mas antiguas, ademas de los agentes anaerobios mas activos
(clindamicina, metronidazol).®

4.3. CARACTERISTICAS METABOLICAS DE BACILOS GRAM NEGATIVOS
ANAEROBIOS

Bacteroides grupo fragilis: diferenciacion entre especies mediante pruebas
bioquimicas manuales o mediante sistemas comerciales?

BGNA (Bacilos Gram negativos Anaerobios)
grupo Prevotella/Porphyromonas:  diferenciacion entre géneros por la
sensibilidad a la vancomicina (Prevotella spp.: resistente; Porphyromonas spp.:
sensible) y entre especies mediante pruebas bioquimicas manuales o
mediante sistemas comerciales

Fusobacterium spp.: produccion de acido butirico como producto final del
metabolismo

BGNA grupo Bacteroides ureolyticus/Campyl obacter: nitratos (+)
B. ureolyticus: ureasa (+)

Campylobacter (Bacteroides) gracilis: ureasa (-), inmovil
Campylobacter (Wolinella) rectus. ureasa (-), movil

BGNA grupo Bilophila/Sutterella:

Bilophila wadsworthia: catalasa (+)

Sutterella wadsworthensis. catalasa (-)







CAPITULO 5
TOMA DE MUESTRAS

Como las especies encontradas en las diferentes infecciones son, con la
excepcion de algunos clostridios, las mismas que se hallan en la microbiota
habitual, para que los estudios microbioldgicos tengan valor es necesario que las
muestras sean tomadas de forma que la biota normal no las contamine. Por ello
gue no se deben estudiar muestras nasales, orales, de vias respiratorias bajas
recogidas por procedimientos que no impidan su contacto con bacterias de otras
localizaciones, cutaneas, vaginales, urinarias tomadas por miccidon o sondaje o
digestivas, salvo para procesos muy concretos, como botulismo, diarrea asociada
a antimicrobianos y toxiinfeccion por C. perfringes'>® (Vease cuadro 5.1)

En los abscesos cerrados, empiemas, infecciones de cavidades cerradas y
liquidos habitualmente estériles las muestras se deben tomar, si es posible, por
puncidn percutdnea-aspiracion, empleando las medidas de desinfeccion utilizadas
para los hemocultivos, o en el transcurso de practicas quirdrgicas. En estas y en
otras situaciones se desaconseja el uso de torundas.3

Las muestras de sangre se
deben sembrar en frascos
de hemocultivos (Vease fig. 5.1) para
anaerobios siguiendo las
directrices marcadas en el
procedimiento correspondiente
para este analisis microbioldgico.

Fig. 5.1 Hemocultivos adultos:®®

Para: sangre y liquidos estériles.

Estudia: aerobios, anaerobios y

hongos levaduriformes. Precisa 10
mL por frasco.!

5.1. HEMOCULTIVO?2
A. Obtencién de la muestra

1) Retirar los tapones externos de los frascos.

2) Desinfectar los tapones de goma con alcohol etilico al 70%, dejandolo secar
al menos un minuto (no utilizar antiséptico yodado)

3) Eliminar cualquier gota de desinfectante residual con una gasa estéril antes
de la inoculacion de la sangre.

4) Localizar por palpacion la vena que se va a puncionar. Debe utilizarse una
vena distinta para cada extraccion. Cuando no haya venas accesibles puede
realizarse la extraccion de sangre arterial.




5) Desinfectar con alcohol etilico o isopropilico al 70% una zona de piel de
unos 10 cm de diametro. Se comenzara por el centro y se irdn haciendo
circulos conceéntricos hacia el exterior. Dejar que se seque durante un
minimo de 30 segundos.

Repetir el paso anterior aplicando una solucion yodada, dejandolo secar
durante 30 segundos si se trata de tintura de yodo al 1-2% y durante 60
segundos si se utiliza povidona yodada al 10%

En pacientes alérgicos al yodo, repetir la operacién utilizando alcohol al 70%
y dejandolo secar durante 60 segundos.

Extraer la sangre sin tocar en ningun momento el campo desinfectado. Si
fuera necesario palpar nuevamente la vena se utilizaran guantes de goma
estériles o se desinfectaran los dedos de la misma manera que la piel del
paciente. Si se requiere una segunda venopuncidn debera cambiarse la
aguja.

Introducir la sangre en los frascos, primero en el frasco de anaerobios
evitando que entre aire en dicho frasco. Mover los frascos para que la
sangre y el medio de cultivo se mezclen. Introducir los frascos a 37°C. 131214

B. Volumen de la muestra

« Como norma general lo mas adecuado es que la sangre mantenga una
proporcion 1:10 con el medio de cultivo.

* La cantidad de sangre a introducir en cada frasco viene determinada por el
modelo utilizado en el hospital:
- Adultos y niflos mayores: obtener de 10-20ml por toma para inocular ambos
frasco (frasco para cultivo de aerobios + frasco para cultivo de anaerobios).
- En prematuros y nifios pequeios: obtener de 0.2 a 5ml de sangre a repartir entre
ambos frascos especiales para Pediatria?1314

C. Numero de muestras y momento de la extraccion

En general se recomienda extraer tres hemocultivos por paciente, previos al
tratamiento antimicrobiano. En caso de sepsis y endocarditis subaguda las
extracciones se reparten en 24 horas y en caso de que los hemocultivos sean
negativos, obtener tres muestras mas al dia siguiente.

El comienzo de obtencion de hemocultivos debe demorarse el menor
tiempo posible desde el inicio de la fiebre o de los escalofrios.

El intervalo entre las extracciones en general debe ser de unos 30 minutos,
si bien recientemente la American Society for Microbiology ha recomendado la
conveniencia de extracciones simultaneas en diferentes puntos anatémicos2314




Las muestras quirdrgicas y las biopsias también son idoneas para la
investigacion de bacterias anaerobias. (Vease fig. 5.2)

N

5.2.

Fig. 5.2 Material para toma de
muestras.®’

En las infecciones
abiertas es necesario recurrir
a muestras representativas, que
deben ser de la parte profunda,
tomadas quirdrgicamente por
aspiracion percutanea o tras la
eliminacion de los tejidos
necrgticos  superficiales  por
aspiracion. En su defecto, se
puede tomar la muestra con un
hisopo de la base de la lesion.

El uso del broncofibroscopio (vease fig. 5.3) ha
mejorado la toma en neumonias (catéter
telescopado protegido o lavado broncoalveolar)
y la puncion transtraqueal ha caido en desuso.
Otras muestras respiratorias validas son
la puncion pulmonar directa y la toracocentesis.

Fig. 5.3 Broncofibroscopio®®

TRANSPORTE AL LABORATORIO

En el transporte de una muestra para la busqueda de bacterias anaerobias

se debe evitar la presencia de oxigeno, aunque
estas pueden sobrevivir varias horas, incluso
dias, en un medio de transporte adecuado,
dependiendo de su naturaleza. En general, en
las muestras purulentas pueden sobrevivir mas
tiempo que en los liquidos claros.'Para el
transporte en anaerobiosis se encuentran
disponibles en el mercado tubos, frascos y
viales con una atmosfera anaerobia que
contienen un medio de transporte reducido y
resarzurina como indicador de la presencia de
oxigeno. (Vease fig. 5.4)

Fig. 5.4 Envase estéril de boca ancha? Para: biopsias, tejidos, orinas, escamas, liquidos,

esputos, secreciones bronquiales.*®




Las jeringas utilizadas en la aspiracion de pus no deben utilizarse como
transporte debido al riesgo de pinchazos y la posible expulsion accidental de su
contenido; ademas, el oxigeno difunde a través de la estructura de plastico de sus
paredes. Una vez realizada la aspiracion se debe expulsar el posible contenido
gaseoso, tapando la aguja con una gasa estéril impregnada en alcohol para
eliminar el riesgo de aerosoles. A continuacion, se cambia la aguja por otra estéril
y se inocula el contenido, previa desinfeccion del tapén de goma, en la superficie
del agar de un vial de transporte para anaerobios.>¢

Las muestras de tejidos y biopsias
quirargicas se remitiran en un frasco
estéril que se puede introducir en una
bolsa de anaerobiosis de plastico
transparente y flexible. Ademas,
existen frascos de transporte para
muestras de tejido y biopsias que
contienen una base de agar y un
indicador de anaerobiosis. El tejido se
introduce aproximadamente a 5 mm
de la base e inmediatamente después
se enrosca el tapén.! (Vease fig. 5.5)

Fig. 5.5 Port-A-Cul vial (medio de Cary Blair):>” Para: liquidos y exudados obtenidos por
aspiracion. Estudia: aerobios, anaerobios, hongos y micobacterias.®°

En los casos en que solamente sea
posible obtener la muestra mediante torunda,
Se utilizardn para su envio tubos adecuados,
con un medio de transporte para anaerobios,
donde se introduce la torunda hasta
aproximadamente 5 mm del fondo, se rompe
el palillo a la altura de la tapa del tubo y se
cierra rapidamente?. (vease fig. 5.6)

Fig. 5.6 Port-A-Cul tubo (medio de Cary Blair)>’
Para: raspados de heridas, escaras, abscesos,
Ulceras, pequefias biopsias y tejidos.

Estudia: aerobios, anaerobios y hongos.5!

Existen tubos de plastico de escaso calibre con un estrechamiento en la
parte inferior a la superficie del agar con el fin de dificultar la difusiéon del oxigeno
hacia la base de la torunda. El envio de las muestras al laboratorio de
microbiologia debe ser inmediato. Se deben transportar manteniéndolas a
temperatura ambiente. Las temperaturas de incubacién pueden ocasionar el sobre
crecimiento de especies poco exigentes, fundamentalmente facultativas, y la
pérdida de algunas mas sensibles, mientras que las temperaturas bajas permiten
un aumento de la difusién del oxigeno?. (vease fig. 5.7)

74




Faes

Fig. 5.7 Contenedor especial Para-Pak?. Para: heces. Aerobios y hongos. Nota: Para el estudio
de Clostridium difficile y Cryptosporidium, RECIPIENTE ESTERIL DE BOCA ANCHA. &2

Cuadro 5.1. Infecciones por anaerobios y tomas adecuadas?

Infecciones Muestras

SNC (abscesos y empiemas) Aspiracién
Biopsias

Cabezay cuello Aspirados
Biopsias

Oculares
- Endoftalmitis Aspiracion intraocular

ORL
-Sinusitis Aspiraciébn percitanea 0 por
rinoscopia y material quirargico de
- Otitis media crénica los senos. Torunda

Tracto respiratorio inferior
-Neumonias Catéter telescopado protegido
Lavado broncoalveolar

- Empiema pleural Puncién pulmonar percutanea
Toracocentesis

-Aparato circulatorio Hemocultivo
-Bacteriemia Vélvula, verruga
-Endocarditis Liquido pericardico
-Pericarditis

Intraabdominales Aspiracion y cirugia




-Peritonitis y abscesos
-Colecistitis
-Heridas laparotémicas

Bilis tomada quirdrgicamente
Tomas en profundidad

Tubo digestivo
-Diarrea asociada a antimicrobianos
-Intoxicacion por C. perfringens

Heces
Heces para toxina y recuento

Genitales femeninas

Cirugia

Culdocentesis

Aspiracion (absceso Bartholino)
Aspiracion endometrial protegida
DIUs (actinomicosis)

Urinarias

Puncion suprapubica

Osteoarticulares
-Artritis
-Osteomielitis

Aspiracion
Aspiracion, cirugia, biopsia.

Tejidos blandos

Aspiracién percutanea
Cirugia
Tomas en profundidad

Relacionadas con alimentos
-Intoxicacion por C. perfringens
- Botulismo

Alimento sospechoso (recuento)
Alimento sospechoso (toxina,
bacteria)

Botulismo

Alimento sospechoso (toxinas,
cultivo)

Suero (deteccion de las toxinas,
no suele ser positiva en el
lactante)

Contenido gastrico y vomitos
(toxinas)

Heces (toxinas y cultivo)
Material de heridas (cultivo)
Muestras ambientales
(bioterrorismo)

Torundas nasales (bioterrorismo)

Tétanos

Material de la presunta puerta de
entrada




5.3. RECEPCION Y PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

RECEPCION.

Una vez recibida la muestra en el laboratorio se anota la fecha y hora de
recepcion y se comprueba que cumple los requisitos para su aceptacion (correcta
identificacion, muestra adecuada, condiciones de transporte, etct36
PROCESAMIENTO.

El procesamiento inicial incluye su preparacion, examen directo e
inoculacion en los medios de cultivo apropiados>®

PREPARACION.

Tras el examen inicial, la muestra se procesa con las maximas
precauciones y lo antes posible, siendo aconsejable que no transcurran mas de 15
minutos desde su recepcion. Si es posible, la preparacion se debera hacer en una
camara de anaerobiosis para minimizar su oxigenacion. El material purulento se
mezcla bien con la ayuda del agitador Vortex. Las muestras de tejido o de biopsia
se homogenizan, ya sea con un bisturi, cortando trozos muy finos hasta obtener
una consistencia homogénea, o en un mortero estéril afadiendo 1 mililitro de
caldo. En el caso de que la muestra se haya obtenido con torunda, se exprime en
un pequefo volumen de caldo mediante movimientos rotatorios sobre las paredes
del tubo y este caldo se procesa como una muestra liguida. Cuando se investiga la

presencia de Clostridiumse puede realizar un enriquecimiento, que consiste en
eliminar todas las formas vegetativas y conservar las esporas tratando la muestra
con calor o alcohol.136

INOCULACION DE LA MUESTRA.

Una vez homogeneizada con la ayuda de una pipeta Pasteur se deposita
una gota, si la muestra es purulenta, o 2-3 gotas, si no lo es, en cada uno de los
medios de cultivo utilizados, una gota en un portaobjetos para la tincion de Gram y
el resto en un medio liquido de enriquecimiento!>®

EXAMEN DIRECTO.

Proporciona de forma inmediata informacion semicuantitativa acerca de los
microorganismos presentes y un diagnostico presuntivo de la existencia de
bacterias anaerobias, lo cual es importante para establecer una terapia inicial, ya
que el proceso de aislamiento e identificaciéon puede demorarse varios dias.1°6

EXAMEN MACROSCOPICO.

Consiste en la observacion de los siguientes datos: mal olor (productos
finales del metabolismo de bacterias anaerobias), fluorescencia roja a la luz
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ultravioleta (produccion de protoporfirina por las especies pigmentadas
de Prevotellay Porphyromonas Fig. 5.8), exudados sanguinolentos, exudados de
color negruzco (presencia de bacilos gramnegativos pigmentados), existencia de
tejidos necréticos, gas en los tejidos, existencia de granulos de "azufre" en el
exudado (presencia de Actinomyces spp. Yy Propionibacterium propionicus), exudados
purulentos, etc.137:12

Fig. 5.8 Porphyromonas®

EXAMEN MICROSCOPICO.

La tincion de Gram es de una gran
utilidad en el diagnostico microbiolégico
presuntivo, ya que proporciona informacion
acerca de los tipos de bacterias existentes,

Sy cantidad relativa de las mismas, presencia de
leucocitos, etc. Por otra parte, es un elemento importante para el control de
calidad del laboratorio. Si no se consigue aislar todos los morfo tipos observados
esto puede ser debido, probablemente, a algun fallo en los distintos pasos del
diagnostico de los anaerobios (recoleccion de la muestra, transporte o
procesamiento), o bien se trata, aunque es menos comun, de una inhibicién del
microorganismo por un antibiético residual.>>87

La morfologia y afinidad tintorial de los bacilos anaerobios Gram negativos
varia segun las diferentes especies.t>’

Las de Bacteroides, por lo general, aparecen como bacilos pleomarficos que
se tifien débilmente con la tincion de Gram?. (vease fig. 5.9)

Fig. 5.9 Bacteroides®

Las formas  cocobacilares  son

sugestivas de  especies  pigmentadas

de Prevotella o Porphyromonas (Vease fig. 5.8,

5.10), Fusobacterium nucleatum suele

presentarse como un bacilo Gram negativo

fino y fusiforme y a menudo dispuesto en

parejas, unidos por un extremo. Hay que

sefalar que también Fusobacterium

periodonticum, y las especies microaerofilas de

Capnocytophaga muestran estas

caracteristicas. Fusobacterium  mortiferum se

presenta como un bacilo muy pleomorfico,

con filamentos que contienen zonas hinchadas, o formas redondas y de tincion
irregular. Este tipo de morfologia se puede observar asimismo en Fusobacterium
ulceransy, ocasionalmente, en Fusobacterium necrophorum. La presencia de

pequefios cocos Gram negativos son indicativos de Veillonella.?>%?
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Fig. 5.10 Porphyromonas®

Los bacilos Gram positivos anaerobios adoptan

multiples formas y pueden aparecer Gram positivos 0

"Gram variables". Las esporas de Clostridiumse ven

raramente en las tinciones de los exudados. Un bacilo Gram positivo grueso, de

forma rectangular y sin esporas es sugestivo de Clostridium perfringens. Un bacilo

Gram positivo ramificado es sugestivo de Actinomyces o Propionibacterium. Para

establecer un diagnéstico presuntivo de una infeccibn por anaerobios es

importante que el microbiélogo correlacione el origen de la muestra con los

morfotipos observados en la tincion de Gram. Ademas, la presencia de tipos

morfologicos mudltiples en la tincibn de Gram sugiere especificamente este

diagnostico puesto que la mayoria de las infecciones en las que estan implicados
los anaerobios son polimicrobianas.t 5712

En el cuadro 5.2 se resumen los diferentes sistemas utilizables para el
transporte de muestras para la busqueda de anaerobios, asi como los tiempos
optimos para su recepcion en el laboratorio. Después de su procesamiento se
recomienda conservar las muestras a temperatura ambiente hasta 24 horas, en
caso de que hubiera algun problema y fuera necesario recuperarlas para un nuevo
procesamiento®-.

Cuadro 5.2 SISTEMAS DE TRANSPORTE DE MUESTRAS PARA
ANAEROBIOS

transporte al

Muestra Sistema de transporte Tiempo 6ptimo de
Laboratorlo

Material obtenido Viales con atmésfera 2-3 h (hasta 8-24 h)
por aspiracion anaerobia

Tejido o biopsia Contenedores estériles 30 min..
Frascos con atmésfera 2-3 h
anaerobia 2-3h
Contenedores en bolsas de
anaerobiosis

Torundas Tubos con atmosfera
anaerobia




5.4. MEDIOS DE CULTIVO.

Para conseguir una recuperacion Optima de bacterias anaerobias es
fundamental elegir correctamente los medios de cultivo primarios. La mayoria de
estas bacterias requieren para su crecimiento vitamina K1y hemina. Para su
aislamiento e identificaciébn presuntiva se aconseja utilizar una combinacion de
medios enriquecidos no selectivos, selectivos y diferenciales, entre los que se
incluyen:

Un medio de agar sangre para anaerobios como agar Brucellao agar
Schaedler con un 5% de sangre de carnero, a los que se afiaden vitamina K1 (1
ug/ml) y hemina (5 pg/ml). En estos medios crecen tanto las bacterias anaerobias
facultativas como las anaerobias obligadas®®. (vease fig. 5.11)

Fig. 5.11 Agar para anaerobios. Bacteroides®®

Agar Bacteroides bilis esculina con

§ amikacina (BBE). Es un medio selectivo

| para Bacteroides del grupo fragilisy Bilophilia spp.

Contiene amikacina (100 pg/ml) que inhibe la

mayoria de facultativos, bilis (20%) que con casi

exclusividad sélo permite el crecimiento de las

especies citadas y esculina que al ser hidrolizada en presencia de un indicador

(citrato férrico) vira el medio a color negro. Permite una facil deteccion de las
especies de Bacteroides del grupo fragilis al ser esculina positivas.1310

A veces, pueden crecer otras especies, como Fusobacterium mortiferum,
Fusobacterium varium, algunas enterobacterias, Pseudomonas aeruginosa, enterococos,
levaduras, etc., aunque se distinguen de los Bacteroides del grupo fragilispor el
tamario de sus colonias, que normalmente es inferior a 1 mm de diametro.*,®

Agar con alcohol fenil-etilico (PEA) con un 5% de sangre de carnero. El
alcohol inhibe el crecimiento de bacilos Gram negativos facultativos,
principalmente el crecimiento en velo de las especies de Proteus. También evita el
crecimiento en velo de algunas especies de Clostridium como Clostridium septicum,
facilitando de este modo su aislamiento. Se aconseja sembrar en este medio las
muestras purulentas o cuando sea previsible una infecciéon mixta.!

Un agar sangre selectivo, como agar Schaedler con neomicina (75 pg/ml) y
vancomicina (7,5 pg/ml) (SNV) o con kanamicina (75 pg/ml) y vancomicina (7,5
ug/ml) (SKV) o el clasico agar Brucella con kanamicina, vancomicina y en este
caso sangre lacada (ASLKV). Son medios selectivos para bacilos gramnegativos
como el grupo de Bacteroidesfragilisy especies de Prevotella. La presencia de
neomicina o de kanamicina inhibe a la mayor parte de los aerobios facultativos y la




presencia de vancomicina inhibe la mayoria de los Gram positivos y especies
de Porphyromonas.® 612

A veces pueden crecer en estos medios levaduras y anaerobios facultativos
resistentes a estos aminoglicésidos por lo que siempre debe realizarse una tincion
de Gram y un ensayo de aerotolerancia a todos los aislados.!12

Agar con yema de huevo (AYE). Cuando se sospecha la presencia de
clostridios, para detectar la produccién de lipasa y/o lecitinasa.®’

Un agar selectivo para Clostridium difficile, cuando se investigue la
presencia de esta especie, como agar fructosa-cicloserina-cefoxitina (CCFA) o
agar yema de huevo-cicloserina-cefoxitina (CCEY).1°

Como medio liquido de enriquecimiento o de mantenimiento se recomienda
usar caldo de tioglicolato sin indicador, suplementado con vitamina K1 (200 ul) y
hemina (20 pl). Este medio se utiliza para recuperar las bacterias anaerobias en
caso de que falle la anaerobiosis en la incubacion de los cultivos primarios, haya
una inhibicion del crecimiento debido a antibiéticos o a otros factores, o bien

cuando las bacterias se encuentran en cantidades muy pequefias.t®>7 1516 (vease
cuadro 5.3)

Cuadro 5.3 MEDIOS COMUNES PARA ANAEROBIOSIS?

Puede prepararse sobre una  Medio no selectivo para el

aislamiento de anaerobios y

base de Columbia, ) X
anaerobios facultativos.

Schaedler, CDC. Brucdlla o
infusién cerebro-corazéon

Agar sangre para
anaerobios

suplementada con sangre
de carnero al 5%, extracto
de levadura al 0.5%,
hemina, L-cistina y vitamina

K1

Agar con bilis y esculina
para Bacteroides (BBE)

Agar sangre hemolizada con

Base de agar con tripticasa
y soja mas el agregado de
citrato de amonio y hemina;
las sales biliares y la
gentamicina actian como
inhibidores.

Base de agar para Brucdlla

81

Selectivo y diferencial para
el grupo de Bacteroides
fragilis; atil para la
identificacion presuntiva.

Selectivo para el aislamiento




kanamicina y vancomicina
(LKV)

Agar con alcohol feniletilico
para anaerobios (Anaerobic
phenilethy alcohol agar —
PEA-)

Agar con yema de huevo
(Egg-yolk agar; EYA)

Agar con cicloserina,
cefoxitina y fructosa (CCFA)

Caldo con carne cocida
(también denominado carne
picada)

Caldo con peptona, extracto
de levadura y glucosa
(peptoneyeast extrac-
glucose —PYG-)

Tioglicolato

5.5.

con kanamicina (75 pg/mL),
vitamina Ky (10 pg/mL) y
sangre hemolizada al 5%
Base de agar nutritivo,
sangre al 5%, alcohol
feniletilico

Base de yema de huevo

Base de yema de huevo con
fructosa, cicloserina (500
mg/L) y cefoxitina (16
mg/L); indicador rojo neutro
Las particulas de carne
solida inician el crecimiento
bacteriano; las sustancias
reductoras disminuyen el
potencial de
oxidorreduccion (Eh)

Base de peptona, extracto
de levadura, glucosa,
cisteina (agente reductor),
resarzurina (indicador de la
tension de oxigeno), sales.
Digerido pancreético de
caseina, caldo de sojay
glucosa que enriquece el
crecimiento de la mayoria
de las bacterias. El
tioglicolato y el agar
reducen el Eh. Puede
suplementarse con hemina
y vitamina K;

de Prevotellay especies de
Bacteroides.

Selectivo para la inhibicion
de los bacilos
gramnegativos entéricos y
el crecimiento confluente de
algunos clostridios

No selectivo para
determinar la produccion de
lecitinasa y lipasa por los
clostridios y las
fusobacterias.

Selectivo para Clostridium
difficile

No selectivo para el cultivo
de microorganismos
anaerobios; con el agregado
de glucosa puede utilizarse
para la cromatografia en
fase liquida y gaseosa.

No selectivo para el cultivo
de bacterias anaerobias por
cromatografia en fase
liquida y gaseosa.

No selectivo para el cultivo
de anaerobios asi como de
anaerobios facultativos y
aerobios.

SISTEMAS DE INCUBACION EN ANAEROBIOSIS.

Su eleccion viene determinada por el costo, nimero de cultivos y
limitaciones de espacio. Los mas comunes son las camaras, jarras o cajas y
bolsas de anaerobiosis.'® (vease fig. 5.12)

Con independencia del sistema utilizado es importante monitorizar el
ambiente anaerobio con una tira indicadora de azul de metileno o de resarzurina, y
la temperatura de incubacion.®




Fig. 5.12 Jarra de anaerobiosis®’

Existen diferentes modelos de cémaras
para anaerobios (fig. 3.12), en las que se
consigue una atmosfera anaerobia
mediante una mezcla de gases que
i contiene 5% de Hz, 5-10% de CO:2y 85-
‘:‘-i 90% de N2. Poseen un sistema de

intercambio que consiste en un
compartimento rigido con una puerta

interior y otra exterior. Las jarras son
recipientes cilindricos, de metal o de plastico rigido, que deben cerrarse
herméticamente y en los que la atmosfera anaerobia se obtiene entre 1 y 2 horas
después de introducir unos sobres (GasPak®, Becton Dickinson) en los que, al
afadir H2O se libera Hzy CO2. El Hz2se combina con el oxigeno existente
formando agua gracias a la presencia de un catalizador. Actualmente existen
sistemas en los que no hace falta afiadir H20 o introducir el catalizador
(Anaerogen®, Oxoid). Mediante una técnica automatizada, Anoxomat®, también se
puede lograr una atmosfera anaerobia en las jarras. Como ya se ha sefialado
debe introducirse un indicador de oxigeno, que suelen ser tiras de papel con azul
de metileno, que se decoloran al desaparecer la presencia del oxigeno.%"12

También se encuentran disponibles en el
mercado diferentes sistemas de bolsas de
anaerobiosis de plastico transparente y flexible
como GasPack Pouch® (Becton Dickinson) o
Anaerogen Compact®(Oxoid) (Vease fig. 5.13) con
generadores e indicadores adecuados. Se
pueden utilizar tanto para el transporte de
muestras al laboratorio como para la incubacion
de cultivos.>?

Fig. 5.13 Bolsa de plastico transparente®®

El Laboratorio de Investigacion en Bacteriologia Anaerobia y Centro de
Investigacion en Enfermedades Tropicales. Facultad de Microbiologia, Universidad
de Costa Rica propone un estudio donde evallan el método para preparar tubos
con medio de cultivo libres de oxigeno al alcance de cualquier laboratorio.

Para lograr la atmosfera anaerobia se logra por esterilizacion por calor
himedo, este estudio evalla efectividad del medio caldo infusion cerebro y
corazén (BHI) donde crecieron 45 especies de Clostridiumy 12 especies de los
géneros Bifidobacterium, bacteroides, Lactobacillus, Propionibacterirumy Actinomyces.
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Los tubos inoculados fueron incubados a 35° C y se hicieron lecturas evaluando
turbiedad (por cruces de crecimiento) a las 24 y a las 48 horas®. Los resultados
fueron que algunos tubos presentaron turbidez pero no por el nuevo método del
estudio si no por el medio que contiene carne, por lo tanto es eficaz utilizarlo en un
laboratorio pequefio.

5.6. TIEMPO DE INCUBACION.

Inmediatamente después de su siembra las placas de cultivo se incuban a
35-37°C en el sistema de anaerobiosis disponible. Si se utiliza una cadmara se
pueden examinar a las 24 h, puesto que no es necesario sacarlas, mientras que si
se emplean jarras o bolsas hay que esperar 48 h, a no ser que se busquen
microorganismos de crecimiento rapido y se empleen medios selectivos como el
BBE para el grupo de Bacteroides fragilis o el EYA para Clostridios, en cuyo caso se
pueden examinar a las 24 h.136

Si en las placas no se observa ningun crecimiento se deben reincubar hasta
completar 7 dias, al menos las de agar sangre no selectivo, ya que algunos
anaerobios requieren este tiempo para formar colonias visibles (Actinomyces,
Porphyromonas, Propionibacterium, Bilophila). Se aconseja mantener la incubacion
del medio liquido de enriquecimiento entre 7 y 10 dias y se deben realizar
subcultivos, si se aprecia turbidez u otro signo de crecimiento, en agar sangre y
agar chocolate que se incubaran en una atmésfera con 10% de COgz, y en agar
sangre para anaerobios incubado en anaerobiosis. Este mismo proceder se realiza
al final del periodo de incubacién si no se ha detectado crecimiento para
considerarlo definitivamente estéril.1>7
En el diagndstico de la actinomicosis el tiempo de incubacion debe ser mayor,
generalmente entre 2 y 4 semanas.>’

5.7. OTROS PROCEDIMIENTOS

PROCESAMIENTO DE LOS LIQUIDOS ORGANICOS.

Los liquidos corporales habitualmente estériles, como ascitico, de dialisis
peritoneal, articular, pericardico, amnioético, pleural, sinovial, intraocular, etc. se
inoculan en frascos de hemocultivo para aerobios y anaerobios, reservando un
pequefio volumen para hacer una tincion de Gram. A diferencia de otros liquidos,
el amniotico y los liquidos obtenidos por culdocentesis no necesitan centrifugarse
antes de realizar esta tincion. La lectura se realiza diariamente durante 7 dias. En
el caso de que haya crecimiento, se extrae una muestra del frasco aerobio
mediante jeringa y aguja para realizar subcultivos en medios solidos para aerobios
y facultativos (agar sangre, agar chocolate, agar sangre con colistina y acido
nalidixico y agar MacConkey, por ejemplo). Del frasco anaerobio se hacen
subcultivos en agar sangre, agar chocolate y agar sangre para anaerobios?!3*2,

Las bacterias anaerobias raramente causan meningitis, por lo que el cultivo
de rutina del liquido cefalorraquideo no es necesario. Los anaerobios pueden estar
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implicados en la formacion de abscesos cerebrales, empiema subdural y absceso
epidural y en estos casos no es Util el examen del liquido cefalorraquideo.®

Las muestras de sangre se procesan tal como se indica en el Procedimiento
de la SEIMC (Hemocultivos).1:312.15

PROCESAMIENTO DEL CATETER TELESCOPADO (CT).

Se corta el cepillo y se coloca en un tubo que contenga 1 mL de solucion estéril de
Ringer lactato. Se agita en el Vortex durante 30 segundos y se preparan dos
diluciones seriadas al 1/100 a partir de la inicial en Ringer lactato; se siembran
partes alicuotas de 0,1 mL de cada una de las diluciones en medios para aerobios
y facultativos (agar sangre, agar chocolate y agar MacConkey) que se incuban en
10% de CO:2 durante 24-48 horas y para anaerobios (agar sangre y agar sangre
selectivo) que se incuban en anaerobiosis hasta 5 dias.?!112 (vease fig. 5.14)

Fig. 5.14 Preparacion del catéter.®°

Procesamiento del lavado broncoalveolar (LBA). Se preparan dos diluciones
seriadas al 1/100 de la muestra inicial y se
siembran en los mismos medios que el catéter
telescopado.l® (vease fig. 5.15)

Broncoacopia

Fig. 5.15 Lavado broncoalveolar’® s
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5.8. EXAMEN DE LOS CULTIVOS Y AISLAMIENTO

En el analisis microbioldgico de una muestra clinica se pueden distinguir, al
menos tedricamente, dos etapas. La primera esta dedicada a "buscar" los
anaerobios que pueda contener, obtenerlos en cultivo puro, identificarlos de forma
preliminar (a nivel de género o "grupo”), e informar al clinico lo antes posible. En
una segunda etapa se debe intentar conseguir una identificacion mas precisa y
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estudiar la sensibilidad a los antibidticos que habitualmente tienen actividad sobre

estas bacterias. Seria deseable que la primera etapa se realizara en todos los
laboratorios de microbiologia, mientras que la
segunda puede quedar restringida a unos
pocos, cuya experiencia debe servir de base
para el conocimiento general de las bacterias
anaerobias que se pueden encontrar en
muestras clinicas correctamente obtenidas y su
sensibilidad/ resistencia a los antibidticos
habitualmente utilizados para su
tratamiento.13712 (vease fig. 5.16)

Fig. 5.16 Prevotella sp. con antibiograma’™

Los medios con crecimiento deben observarse cuidadosamente para
detectar todas las colonias diferentes, independientemente de su tamafo, y
proceder a su subcultivo. Algunos anaerobios pueden formar colonias
morfoldégicamente semejantes a las de los facultativos. Los subcultivos se realizan
siempre a partir de una Unica colonia. Esta se inocula en una placa de agar sangre
no selectivo para anaerobios, y en una de agar chocolate que se incuban en una
atmosfera anaerobia y aerobia con 10% de COg2, respectivamente. Deben
realizarse los reaislamientos necesarios para poder subcultivar colonias Unicas de
todos los tipos morfologicos. Las colonias subcultivadas que no crezcan en agar
chocolate incubado en CO2 se consideraran en principio anaerobios estrictos y se
procede a su estudio. Hay que tener en cuenta que algunos bacilos Gram
positivos (Actinomyces spp., Propionibacterium spp., Bifidobacteriumspp., e incluso
algunas especies de Clostridium) pueden ser lo bastante aerotolerantes como para
crecer en CO2y sin embargo se deben considerar .
como anaerobias. Por el contrario algunos [ R
estreptococos pueden aparecer como anaerobios 4
estrictos en el primer subcultivo y mostrarse como
perfectamente facultativos tras un periodo mas o
menos largo de adaptacién. Confirmado el caracter
de anaerobio estricto de la bacteria aislada se
comunica el hallazgo lo antes posible al clinico,
aunque solo sea informacibn muy general e
inespecifica.l3712  (vease fig. 5.17)

Fig. 5.17 sembrado por aislamiento’?




5.9. IDENTIFICACION PRELIMINAR

El primer paso, el mas béasico pero imprescindible, es la observacion
detallada de las caracteristicas de la colonia y de la tincion de Gram. Dado que
entre los anaerobios hay especies que retienen de forma variable el colorante
principal (cristal violeta), en ocasiones puede ser de gran ayuda un subcultivo con
un disco de vancomicina de 5 pg para determinar el caracter de Gram positividad
o Gram negatividad. Con los datos obtenidos de estas observaciones ya se puede
informar sobre: cocos Gram positivos anaerobios, Clostridium spp. (visién adicional
de esporas o morfologia tipica de C. perfringens) o bacilos Gram positivos
anaerobios, (en este ultimo caso si la morfologia es de Propionibacterium se
puede notificar como tal si se detecta la produccion de catalasa). Los cocos Gram
negativos anaerobios se informan como tales o como Veillonella spp., puesto que
este es el género mas frecuentemente hallado en muestras clinicas.>3713

En el caso de los bacilos Gram negativos anaerobios es aconsejable informar
de ellos una vez encuadrados en ciertos "grupos":
grupo Bacteroides fragilis, Bacteroides (Prevotella, Prevotella/Por phyromonas,
Bacteroides. ureolyticus/Campylobacter, Fusobacterium,o Bilophila/Sutterella.-

Este encuadre preliminar se puede lograr con algunas pruebas adicionales
como: capacidad para crecer en presencia de un 20% de bilis (resistencia a la bilis
u oxgall), y su sensibilidad (S) o resistencia (R) (halos de inhibicion) por el método
de difusion con discos a vancomicina (con carga de 5 pg), kanamicina (de 1000
ug), y colistina (de 10 pg). La interpretacion de estas observaciones es la
siguiente:

1. Crecimiento en bilis (+), vancomicina R, kanamicina R, colistina R
grupo Bacteroidesfragilis.

. Crecimiento en bilis (+), vancomicina R, kanamicina S, colistina S
grupo Bilophila/Sutterella.

. Crecimiento en bilis (-), vancomicina variable (V), kanamicina R, colistina
= grupo Prevotella/Porphyromonas.

. Crecimiento en bilis (-/+),vancomicina R, kanamicina S, colistina
= Fusobacterium spp. (dos especies bilis+).

. Crecimiento en bilis (-), vancomicina R, kanamicina S, colistihna S =
grupo Bacteroides ureolyticusCampylobacter (la  diferenciacion  presuntiva
entre este grupo y Fusobacterium tendria que basarse en las caracteristicas
morfologicas de la cepa). También estaria en este grupo el
género Leptotrichia.t

Aunque la sensibilidad a la vancomicina puede diferenciar los
géneros Prevotella (vancomicina R) y Porphyromonas (vancomicina S), se sugiere la
agrupacion imprecisa de "grupo Prevotella/Porphyromonas’ para los bacilos Gram
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negativos anaerobios que dan colonias negras, dada la dificultad que puede existir
para conseguirlos en cultivo puro a pesar de su facil deteccion por la pigmentacion
de sus colonias.!  (Vease fig. 5.18)

4o YA
Fig. 5.18 Crecimiento bacteriano’®

5.10. IDENTIFICACION FINAL

Hasta donde deberia llegar la identificacion de los aislamientos anaerobios
en un laboratorio de microbiologia clinica. Probablemente es deseable una
identificacion lo mas precisa posible. La identificacion a nivel de género y especie
de todos los aislamientos clinicos ayudaria a conocer con precision su implicacion
en diferentes enfermedades infecciosas, su sensibilidad a los antibioticos y los
posibles mecanismos de resistencia existentes. Sin embargo conseguir identificar
la especie (e incluso en ocasiones el género) de todos los aislamientos es una
tarea practicamente imposible y seguramente ni siquiera necesaria. No obstante
seria conveniente que al menos en algunos laboratorios con mayor capacidad se
intentara su identificacién con la mayor precisiéon posible. 71314

La dificultad en la identificacion de la totalidad de las bacterias anaerobias
aisladas tiene un doble origen. En primer lugar taxonomico, ya que las
clasificaciones utilizadas cambian constantemente debido a la introduccion de
estudios geondmicos. Los analisis del RNA 16S han demostrado que muchos de
los géneros definidos por caracteres fenotipicos eran muy heterogéneos y
contenian géneros diversos, y que muchas especies, definidas igualmente sobre
bases fenotipicas, estaban mal encuadradas en el esquema taxondémico. En
segundo lugar la gran dificultad de los laboratorios de microbiologia clinica estriba
en el alto costo y tiempo requeridos para asignar sus aislamientos, por medio de
caracteres fenotipicos, a géneros y especies definidos sobre bases genéticas, ya
gue es imposible recurrir de forma ordinaria a estudios del RNA 16S y a técnicas
de amplificacién geonémica con cebadores especificos.'®

Cada laboratorio debe intentar estudiar tantos caracteres fenotipicos como
le sea posible y que le permitan llegar a una identificacion adecuada. Los
caracteres fenotipicos habitualmente estudiados, aparte de los morfologicos y de
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sensibilidad citados, son los derivados de la actividad metabdlica: produccion de

indol, descomposicion del H20:2 (catalasa), capacidad sacarolitica y/o proteolitica,
(Vease fig. 5.19) deteccion de
determinados enzimas y
caracterizacion de productos finales
de su metabolismo.13.6.7:12

Fig. 5.19 Prueba de Catalasa’

El estudio de la capacidad de producir indol y de descomponer el
H20:2 estan al alcance de cualquier laboratorio de microbiologia, por lo que
deberian incluirse en todo esquema de identificacion.

El estudio de la capacidad sacarolitica y/o proteolitica ha constituido la base
de la identificacion bacteriana desde los tiempos mas remotos y aun hoy es
el que se ofrece en todas las descripciones y/o redefiniciones de géneros y
especies.t®

La puesta en practica de este estudio analizando un gran numero de
substratos con métodos clasicos es larga, y costosa. Una buena alternativa es la
utilizacién de sistemas comerciales, en los que se ofrecen, en pequefias cupulas o
pocillos de plastico, un gran niumero de substratos liofilizados que se rehidratan
con el propio inéculo. En estos sistemas (por ejemplo, el api 20 A®) la bacteria
tiene que crecer y ejercer su actividad metabdlica, por lo que tienen que incubarse
en anaerobiosis durante 24 a 48 horas.1?# (Vease fig. 5.20)

Fig. 5.20 Sistema Api Zim®’®

La deteccion de la dotacion
enzimatica de una bacteria puede,
igualmente, hacerse por métodos clasicos
o utilizando sistemas comerciales (api
ZIM®, ID 32A®.) similares a los
anteriormente descritos, pero con los
substratos adecuados. Estos
micrométodos detectan solamente
enzimas preformados, por ello no es

necesario que crezca la bacteria, se rehidratan con un in6culo bacteriano muy
denso y se incuban en aerobiosis durante 4 horas. También se dispone de
preparados individuales de algunos substratos. La deteccidén de la lecitinasa y la
lipasa se hace facilmente observando el crecimiento de las bacterias en medios
s6lidos que contengan yema de huevo.124

La deteccion de los productos finales del metabolismo bacteriano mediante
cromatografia gas-liquido (vease fig. 5.21) sOlo es asequible para los laboratorios
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que dispongan del cromatdografo adecuado. En estos casos es una técnica de facil
realizacién y escaso costo, aunque exige cultivar y obtener un buen crecimiento en
un medio liquido, preferentemente rico en glucosa. Este estudio, incluso después
de los cambios taxonomicos mencionados, asociado a las caracteristicas
microscopicas (morfologia cocoide o bacilar, Gram positividad o Gram
negatividad) continba  definiendo, en algunos casos, el género
(Fusobacterium, Leptotrichia, Veillonella, Acidaminococcus, Megasphaera,
Propionibacterium), en otros casos presta una gran ayuda para establecer
diferencias entre determinados géneros (Actinomyces y Bifidobacterium,
Lactobacillus y Eubacterium...) y en otros muchos permite "separar® géneros
recientemente definidos (cocos Gram positivos) y especies dentro de géneros muy
amplios y heterogéneos (Clostridium). Su utilizacion facilita la identificacion con los
resultados de las otras pruebas bioquimicas.312

frente del divolente

S — -

micial

Fig. 5.21 Cromatografia de bacterias’®

Teniendo en cuenta todas estas técnicas que pueden estar al alcance de
muchos laboratorios de microbiologia clinica, una buena practica podria ser:

1. Realizar en todo aislamiento anaerobio estricto la identificacion
preliminar tal y como se ha descrito.

2. Afadir en todos los casos el estudio de la capacidad de

descomponer el H202 o de producir indol (aunque esto ultimo suele
estar incluido en las galerias de micrométodos, puede ser mas
rapido y mas fiable comprobarlo individualmente mediante el
paradimetilaminocinamaldeido o en cualquier caldo rico en
triptéfano).
Estudiar la actividad metabodlica con alguna de las galerias de
micrométodos disponibles, bien las que detectan enzimas
preformados o las que nos muestran la actividad sacarolitica o
proteolitica, teniendo en cuenta que estas Ultimas sélo seran Utiles
en el caso de bacterias que posean una cierta actividad sacarolitica y
gue sean capaces de crecer bien en las condiciones proporcionadas
por el micrométodo.14>7

Si se considera necesario y es posible completar, se debe comprobar o
confirmar la informacion obtenida realizando individualmente las siguientes
pruebas, indicadas en cada caso:

Reduccion de nitratos en un caldo que los posea (Veillonella, grupo B.
ureolyticus/Campyl obacter, Propionibacterium, Eggerthella).
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Deteccion de lecitinasa y/o lipasa (Clostridium, Fusobacterium,
Prevotella, pigmentadas).

Deteccion de ureasa (grupos B. ureolyticus Campylobacter, Bilophila/
Sutterella, Clostridium).

Estimulo del crecimiento por determinados suplementos: (formato/
fumarato en el grupo B. ureolyticus Campylobacter, arginina
en Eggerthella)

Deteccion de los productos finales del metabolismo (Fusobacterium,
cocos Gram negativos y Gram positivos, bacilos Gram positivos no
esporulados y Clostridium?.6.7.12

5.11. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

La interpretacion de los resultados obtenidos en las pruebas practicadas
conduce a una identificacibn mas o menos especifica de la bacteria en estudio. Al
describir las observaciones y pruebas necesarias para una identificacion preliminar
ya se han dado unas orientaciones para su interpretacion. (Vease fig. 5.22) Respecto
a todas las demas que se pueden realizar no se detalla aqui el resultado a obtener
en cada una de ellas para llegar a la identificacién de cada uno de los posibles
anaerobios, pudiéndose encontrar esta interpretacion detallada en las
publicaciones originales en las que se describen o redefinen géneros y especies y
en manuales de referencia (Wadsworth-KTL Anaerobic Bacteriology Manual o

Manual of Clinical Microbiology, Eighth Edition).156.712.15

La realizacion e interpretacion se
harda siguiendo las instrucciones del
fabricante. Todos vienen acompafnados
de tablas de identificacion y de una
base de datos que proporcionan la
identificacion de la cepa estudiada,
seflalando, ademas, la precision y
fiabilidad de esta. Son de gran ayuda,
aunque estos métodos también
presentan ciertos problemas a tener en
cuenta:

Fig. 5.22 Pruebas de identificacion de bacterias’’

La lectura de las galerias, tanto si se hace manualmente como si la
realiza un lector automatico no es siempre clara y definida, con lo
que con determinadas cepas se obtienen, para algunas pruebas,
resultados dudosos o dificiles de interpretar.

La inercia de estos sistemas suele ser grande por lo que sus bases
de datos no se actualizan con facilidad y no se adaptan a los
frecuentes cambios taxonomicos. Cuando alguno de esos cambios
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consiste en que una determinada especie es transferida a otro
género yl/o recalificada el problema se limita a utilizar la
denominacion correcta cada vez que se de esa identificacion (por
ejemplo, Peptostreptococcus magnus ®Finegoldia magna,
Peptostreptococcus micros® Micromonas micros, Eubacterium
lentum®Eggerthella lenta). El problema es mayor cuando el cambio
supone la creacion de nuevas especies, muchas veces a partir de
una anteriormente descrita (por ejemplo, Peptostreptococcus
prevotii® P. prevotii, P. vaginalis, P. lacrimalis, P. lactolyticus).

Las bases de datos suelen ser amplias y fiables pero l6gicamente
limitadas, no incluyen algunas especies que aun no siendo muy
frecuentes pueden encontrarse en clinica (Campylobacter spp.,
Bilophila/Sutterella, Acidaminococcus), por ello con estos sistemas una
cepa perteneciente a alguna de estas especies puede 0 no ser
identificada o serlo erroneamente.®56:12

Cuando la lectura de las pruebas no proporciona ninguna identificacion,
esta es calificada por el propio sistema de poco fiable o de escasa discriminacion,
en estos casos 0 cuando este en clara contradiccion con las observaciones
realizadas para la identificacion preliminar, es de gran ayuda disponer de alguna
prueba complementaria cuyo resultado centre la identificacion.>6

5.12. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DE LAS PRUEBAS
INDIVIDUALES COMPLEMENTARIAS REALIZADAS EN CASOS CONCRETOS.

1. Ante una identificacion preliminar de bacilos Gram negativos anaerobios
con crecimiento en bilis (-), vancomicina R, kanamicina S y colistina S, la
produccion de acido butirico como producto final del metabolismo indica sin
ninguna duda que se trata de Fusobacterium. (Vease fig. 5.23)

Fig. 5.23 Fusobacterium en Agar
Sanare de Carnero’®

Una reduccion de nitratos positiva sitta en el grupo Bacteroides
ureolyticus’Campylobacter. En las bases de datos de los micrométodos mas
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utilizados F. nucleatum, la especie mas frecuente, se identifica bien pero con
escasa discriminacion, sélo una prueba positiva, y del grupo Bacteroides
ureolyticus/Campylobacter sélo B. ureolyticus esta contemplado.

Una prueba delipasa (+)en Fusobacteriumconfirma su identificacion
como F. necrophorum, especie que con las galerias de micrométodos
comerciales se identifica bien pero con escasa discriminacion (sélo dos
pruebas positivas).

. Ante una identificacion preliminar de bacilos gram negativos anaerobios
crecimiento en bilis (-), vancomicina R, kanamicina S y colistina S, la
produccion de acido lactico como producto final del metabolismo indica su
pertenencia al género Leptotrichia.

. Ante una identificacion preliminar de bacilos Gram negativos anaerobios
crecimiento en bilis (+), vancomicina R, kanamicina S, y colistina S, una
prueba de catalasa (+) o (-)indica Bilophila wadsworthia o Sutterella
wadsworthensis.

Una identificacion preliminar de cocos Gram negativos anaerobios nitratos
(+) separa el género Veillonella, y los productos finales del metabolismo
definen perfectamente los tres géneros: Veillondla (acido
propidnico), Acidaminococcus (acido butirico) y Megasphaera (acido
caproico).

. Ante una identificacion preliminar de bacilos Gram positivos anaerobios,
que morfolégicamente aparecen como Propionibacterium, la deteccion de
acido propidénico como producto final del metabolismo confirma el
diagnéstico de género. Si se afiaden las pruebas de catalasa (+), indol
(+) y nitratos  (+), estd practicamente identificada la especie
Propionibacterium acnés

La identificaciébn de un bacilo Gram positivo anaerobio como Eggerthella
lenta (antes Eubacterium lentum) con los micrométodos habituales, tanto con
los que estudian la capacidad sacarolitica como con los que detectan
enzimas preformados, es de escasa discriminacion: resultado negativo en
todas las pruebas en el primer caso (api 20 A®) y con sélo un resultado
positivo, el ADH (arginina dehidrolasa), en el segundo caso (ID 32A®). La
reduccion de nitratos (+), la estimulacion del crecimiento con argininay
la produccién de SH2en medio de TSI (triple sugar iron) confirman
plenamente el diagnadstico.

. Ante una identificacion preliminar de cocos Gram positivos anaerobios, la
sensibilidad mediante la técnica de disco-placa a polianetol sulfonato sddico
(SPS) indica la identificacion de Peptostreptococcus anaerobius o, con menos
probabilidad, Micromonas micros. Aparte de la facil diferenciaciéon de este
altimo por su morfologia microscépica (tamafio) y porque se identifica muy
bien con los micrométodos que detectan enzimas preformados, un
cromatograma abigarrado, incluyendo hasta acido isocaproico en
los productos finales del metabolismo orienta claramente hacia P.
anaerobius.>>"1?  (vease fig. 5.24)




Fig. 5.24 Peptostreptococcus anaerobius’®

9. En el taxondmicamente complicado grupo de los cocos Gram positivos
anaerobios la deteccion de los productos finales del metabolismo delimita
grupos mas reducidos:

- Los que producen &cido acético:
Finegoldia magna
Micromonas micros

- Los que producen &cido butirico:

Indol (-):

Peptostreptococcus prevotii ® Anaerococcus prevotii
Peptostreptococcus tetradius ® Anaerococcus tetradius
Peptostreptococcus lactol yticus® Anaerococcus lactol yticus
Peptostreptococcus vaginalis ® Anaerococcus vaginalis

Peptostreptococcus lacrimalis ® Peptoniphiluslacrimalis o Schleiferella

lacrimalis, Peptostreptococcus ivorii ® Peptoniphilusivorii

Indol (+):

Peptostreptococcus indolicus ® Peptoniphilus indolicus o Schieiferella
indolica, Peptostreptococcus asaccharol yticus ® Peptoniphilus
asaccharolyticus o Schleiferella asaccharolytic, Peptostreptococcus
harel ® Peptoniphilus harei o Schieiferella harei, Peptostreptococcus
vaginalis ® Anaerococcus vaginalis, Peptostreptococcus
hydrogenalis ® Anaerococcus hydrogenalis

Fig. 5.25 Microscopia de Prevotella®




- Los que producen diversos acidos organicos y hasta acido isocaproico:
Peptostreptococcus anaerobius

- Los que producen diversos acidos organicos y hasta acido caproico:
Peptostreptococcus octavius ® Anaerococcus octavius
Peptococcus Niger.

Unicamente en el caso de P. anaerobius la cromatografia separa un género
y una especie concreta, en el resto, y segun los ultimos cambios taxondmicos, los
productos finales del metabolismo son los mismos para los distintos géneros. Aqui
se da la paradoja de que con los caracteres fenotipicos usualmente estudiados,
hay que llegar al diagnostico de especie para poder llegar al género adecuado.
Cuando esto no sea posible, quizas sea bueno conocer en qué grupo se esta.”1112

Ante el amplio género Clostridium, definido por la capacidad de producir
esporas, las pruebas complementarias como la deteccion
de lecitinasa y lipasa pueden definir tres grupos:

Clostridium lecitinasa (+), entre los que se encuentran especies tan
frecuentes como C. perfringens, C. nowi A [ambosindol (-) vy
ademéas C. nowyi A productor también de lipasa], C. bifermentansy C.
sordellii [ambos indol (+) y ademas C. sordellii productor también
de ureasa].

Clostridium lipasa (+), incluyen ademas de C. nowyi A, todos los
biotipos de C. botulinumy C. sporogenes.

Clostridium lecitinasa (-) y lipasa (-). A este grupo pertenecen
multitud de especies que pueden a su vez agruparse por los
productos finales de su metabolismo:

Los que producen sdlo acido acético (como C. ramosumy C. clostridioforme).

Los que producen acido butirico, que constituyen un grupo con un elevado

namero de especies importantes en clinica (entre ellas C. tetani, C. septicum,

C. butyricum).

Los que producen una gran variedad de productos finales en su

metabolismo. En este grupo, con muy pocas especies y en general poco

frecuentes en clinica, se encuentra C. difficile que produce de forma
caracteristica acido isocaproico, de forma que esta especie podria
identificarse con mucha fiabilidad por sus caracteristicas morfoldgicas,
inoculacion de una placa de agar-yema de huevo y cromatografia de los
productos finales de su metabolismo.16.712 (vease fig. 5.26)
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5.13. PRUEBAS DE DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD
INDICACIONES

No se recomienda realizar, de una forma rutinaria, ensayos de sensibilidad
a todos los aislamientos de bacterias anaerobias. La comunicacion con el clinico
es importante para decidir la realizaciéon de dichas pruebas. En la actualidad, se
consideran las siguientes indicaciones para realizar estudios de sensibilidad:

1. Estudios periddicos de vigilancia y seguimiento en cada centro hospitalario,
con el fin de conocer los patrones locales de resistencia y de esta forma
tener informacién util para seleccionar la terapia antimicrobiana empirica
méas adecuada y detectar posibles cambios en la sensibilidad o aparicién de
resistencias.

. Casos individuales de pacientes que no responden a la terapia empirica, o
que presentan infecciones graves o0 infecciones que requieran terapia
prolongada (absceso cerebral, endocarditis, osteomielitis, infeccion
articular, de prétesis, de injertos vasculares, y bacteremias recurrentes).

. Estudios de la actividad in vitro de nuevos antimicrobianos frente a

bacterias anaerobias.
Infecciones producidas por  especies de Bacteroides, Prevotella,
Fusobacterium, Clostridium, Bilophila y Sutterella, que son mas virulentas y/o
con una sensibilidad poco predictible a los antibiéticos cominmente
utilizados para el tratamiento de las infecciones por anaerobios.>67.12

5.14. METODOS

Para una informacion mas completa sobre la metodologia de los ensayos
de sensibilidad de las bacterias anaerobias es conveniente consultar el
Procedimiento en Microbiologia Clinica n® 11 de la SEIMC (Métodos basicos para
el estudio de la sensibilidad a los antimicrobianos). En el presente manual se
incluyen, especialmente, las modificaciones que se han producido ulteriormente,
especialmente en los ultimos documentos del cLsi (M11-A5, 2001 y M11-A6,
2004). El método de difusion con discos en agar no esta aprobado para las
bacterias anaerobias y el de dilucion en agar es el de referencia para todos los
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anaerobios. En cuanto al método de microdilucion en caldo el CLSI ( solamente lo
ha aprobado para el ensayo de aislamientos pertenecientes al grupo
de Bacteroides fragilisy a un numero limitado de antibidticos, ya que diversas
especies anaerobias crecen poco o no lo hacen en los pocillos y, ademés, hay
pocos estudios comparativos con el método de referencia. Cuando se realizan
estudios amplios, ya sea para ensayar nuevos antimicrobianos o para conocer los
patrones actuales de resistencia, la técnica de dilucion en agar es el método mas
eficaz, ya que permite el crecimiento de una gran
variedad de microorganismos anaerobios. El método de
microdiluciéon asi como la utilizacion de tiras de E-test,
son alternativas recomendadas para casos
individuales.1%7 (vease fig. 5.27)

Fig. 5.27 Tiras de E-test®

DILUCION EN AGAR.

Medios de cultivo: En sus dultimos documentos el CLSI recomienda
utilizar agar Brucella enriquecido con 5% de sangre de carnero lacada, vitamina
K1 (5 pg/ml) y hemina (5 pg/ml), en lugar del medio recomendado anteriormente,
agar Wilkins-Chalgren, al comprobar que en el primero crecen mejor las bacterias

anaerobias.6.715 (vease fig. 5.28)

Fig 5.28 Agar Brucella enriguecido con ASC?®3

Preparacion del inGculo: A partir de un

cultivo en placas de agar Brucella enriquecido

para anaeroblos de 24 horas o del tiempo necesario para conseguir colonias de
por lo menos 1 milimetro de diametro, se suspenden de 3 a 5 colonias en un caldo
de tioglicolato enriquecido sin indicador, que se incuba entre 6 y 24 horas o hasta
que alcance una turbidez adecuada. Posteriormente, se ajusta la turbidez a una
densidad equivalente al 0,5 de la escala turbidométrica de McFarland mediante la
adicion de caldo u otro caldo previamente reducido, o hervido y enfriado para
eliminar el oxigeno. También se puede preparar el in6culo directamente haciendo
una emulsion de las colonias y ajustandola a la turbidez mencionada partiendo del
cultivo, medios citados y segun el procedimiento anteriormente indicado. Las




placas con medio de agar Brucella con antibiéticos no deben dejarse en aerobiosis
un tiempo superior a 30 minutos.87

La inoculacién en la superficie del agar se hace con la ayuda de un
replicador de Steers. El indculo final debe ser, aproximadamente, de 10° UFC por
punto de inoculacién. Se recomienda, tanto al principio como al final de cada serie,
inocular dos placas control sin antibiotico, una se incuba en una atmdésfera con un
5% de CO2y la otra en anaerobiosis, durante 42-48 h, con el fin de comprobar la
viabilidad y pureza del in6culo. Se debe empezar a inocular siempre por la
concentracion mas pequefa de cada antibiotico. A las 42-48 h de incubacién en
anaerobiosis a 35-37°C, se lleva a cabo la lectura examinando en primer lugar las
placas control. La CMI (concentracibn minima inhibitoria) se considera como
aguella concentracién de antibiotico en la que se observa una reduccion marcada
en el crecimiento de la bacteria al compararlo con el crecimiento de la placa
control, como es el cambio a una fina pelicula, 0 a numerosas colonias pequefas,
o0 bien a una o varias colonias de tamafio normal.167

La interpretaciéon de los valores de CMI obtenidos para cada antibiotico se
realiza segun los criterios del documento M11-A6 del cLSI*567

MICRODILUCION EN CALDO.

Solamente esta aceptado por el cLsI para las especies del grupo
de Bacteroidesfragilisy para ampicilina-sulbactam, cefoxitina, clindamicina,
ertapenem, metronidazol, piperacilina y trovafloxacino. Para su realizacion se
recomienda usar caldo Brucella suplementado con hemina (5 pg/ml), vitamina
Ki(1 pg/ml) y sangre lacada de caballo (5%). El in6culo puede preparase
siguiendo uno de los procedimientos descritos en el método de dilucion en agar y
debe ser de 1x10° UFC/pocillo. Se aconseja realizar un control de pureza de la
suspension del inéculo, haciendo un subcultivo de una parte alicuota en un medio

enrlqueC|do y no selectlvo _para mcubar en aerobiosis y en anaerobiosis.16712.15
; i (Vease fig. 5.29)

Fig. 5.29 Método de diluciones®*

A las 48 horas de incubacion en

. atmosfera anaerobia a 35-37°C, se realiza

la lectura en un fondo oscuro, con luz

indirecta o mediante un espejo. Se

considera como CMI aquella

Y] concentracion del antibiético en la que se

. observa una reduccion significativa del

7‘-_-. crecimiento bacteriano al compararlo con

el crecimiento del pocillo control, ya sea una inhibicion completa del crecimiento o
un botén de crecimiento muy tenue. 16715




5.15. SISTEMAS COMERCIALES.

Se encuentran disponibles microplacas con diferentes antibioticos con
actividad frente a bacterias anaerobias (Sensititre®, Trek Diagnostic Systems). Los
paneles de Sensititre® contienen el sustrato antibidtico desecado, se pueden
almacenar a temperatura ambiente y presentan larga caducidad (18-24 meses). El
autoinoculador Sensititre® permite su inoculaciéon automatica. Como medio de
cultivo se utiliza, siguiendo las normas del cLsI, caldo Brucellacon sangre lacada
de caballo (5%) que proporciona la casa comercial.14° (Vease fig. 5.30)

SENSITITRE ¢

Fig. 5.30 Microplacas Sensitire®2>

padst
poes’
poort : . S
pooe ' Otro micrométodo de diluciobn en caldo
TLL .. . o
comercializado son las galerias de sensibilidad para
bacterias anaerobias ATB ANA® (bioMérieux).
Contienen 16 pares de pocillos con diferentes
antibioticos que se ensayan a dos concentraciones

determinadas. La lectura se realiza mediante un lector automatizado.!:>6

TEER s

E-test.

Las tiras de E-test® (AB Biodisk) consisten en unas tiras de plastico
impregnadas con un gradiente exponencial continuo del antimicrobiano y una
escala de valores de CMI. Siguiendo las normas de los fabricantes del producto,
se prepara como inoculo una suspension del microorganismo a ensayar en
caldo Brucella hasta alcanzar una turbidez correspondiente al n° 1 de la escala de
McFarland, que se aplica en placas de agar Brucella enriquecidas con 5% de
sangre de carnero, vitamina K1 (1 pg/ml) y hemina (5 pg/ml). Una vez secas las
placas se aplican las tiras sobre la superficie del agar con la escala hacia arriba y
evitando la formacion de burbujas bajo ella. Se incuban en anaerobiosis durante
24-48h. La lectura de la CMI se realiza en el punto de interseccién de la escala de
la tira y la zona de inhibicidn del crecimiento del microorganismo, que tiene forma
de elipse. Para el metronidazol es importante alcanzar la atmosfera anaerobia en
1 6 2 horas. Con la clindamicina se debe confirmar la lectura a las 48 horas.>6

5.16. CONTROLES DE CALIDAD.

Verificar la caducidad de los medios y los estandares de calidad de los medios de
cultivo preparados en el laboratorio (control de esterilidad y eficiencia en cada
nuevo lote preparado). Comprobar los medios comercializados exentos de control
segun el documento del CLSI “Quality Control for Commercially Prepared
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Microbiological Culture Media: Approved Standard. 3 Edition M22-A3”. Registrar
los resultados de los controles realizados. Si no son adecuados, adoptar medidas
correctoras. Aplicar un control interno que asegure que el funcionamiento de los
reactivos (tinciones), equipos, (microscopios, centrifugas, pipetas, incubadores,
cabinas de bioseguridad, jarras de anaerobiosis, etc.), sistemas de determinacion
de sensibilidad (manuales o0 automatizados), sistemas automatizados de
identificacion, hemocultivos, etc., sea el apropiado para los ensayos efectuados.3°

Con cualquiera de los métodos utilizados se deben realizar ensayos de
control de calidad con las cepas de referencia de la coleccibn americana de
cultivos tipo ATCC® (Bacteroides fragilis ATCC 25285, Bacteroides
thetaiotaomicron ATCC 29741 vy Eubacterium lentum ATCC 43055). EI CLSI
recomienda efectuar los ensayos de control de calidad en la dilucién en agar, con
al menos 2 de las cepas ATCC indicadas y en la microdilucion en caldo, con 1 o
mas cepas ATCC. Los intervalos aceptables de los valores de CIM de cada uno de
los 3 microorganismos ATCC y para los diferentes antibiéticos se pueden obtener
consultando el mencionado documento M11-A6 del CLS|*6:14.1516

DETECCION DE R-LACTAMASAS.

La presencia de R-lactamasas se puede investigar con el método de la

cefalosporina cromogénica utilizando como sustrato nitrocefin (Cefinase®, Becton
Dickinson). El disco de nitrocefin se humedece con agua estéril y sobre el mismo
se extienden varias colonias. El cambio de color amarillo a rojo indica una reaccion
positiva. La reaccion suele ser positiva a los 5-10 minutos. En algunas cepas la
reaccion puede ser mas lenta, pero no debe observarse tras un periodo de tiempo
superior a 30 minutos.t’:1?

Dado que la mayoria del grupo Bacteroidesfragilis son productores de [3-
lactamasas, se consideran de forma natural resistentes a penicilina, por lo que no
es necesario ensayar de rutina la produccion de B-lactamasas en este grupo.
Cualquier otra bacteria anaerobia que sea productora de [3-lactamasas se debe
considerar resistente a penicilina y ampicilina e informar como tal,
independientemente de los resultados de los estudios de sensibilidad in vitro. Una
prueba de deteccion de R-lactamasas negativa no implica necesariamente que la
bacteria sea sensible a la penicilina, ya que puede ocurrir que la bacteria sea
resistente a los R-lactamicos por otros mecanismos diferentes a la produccion de
R-lactamasas.t":1?
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