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EPIGRAFE

La escritura de este manual tiene por objetivo principal poner a disposicion de
los lectores de habla hispana y especialmente de los microbidlogos argentinos de un
material actualizado y completo que sirva de consulta y referencia en el campo de la
Microbiologia Clinica. La magnitud de esta tarea hace que después de varios afios de
elaboracion, recién podamos publicar por partes el primero de los volumenes:
“Bacterias de importancia clinica”.

Para no demorar la llegada al publico en general de esta invalorable informacién,
hemos decidido publicarlo en la pagina web de la Asociacion Argentina de
Microbiologia a medida que se vaya disponiendo de los capitulos que conformen temas
comunes entre si.

En esta instancia estamos publicando los capitulos de la Parte Ilb.

Una vez completadas todas las partes se ensamblaran bajo la forma de un

manual Unico que esperamos pueda ser publicado tanto como e-book como en papel.
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Los editores dedicamos este volumen a nuestros maestros, que nos introdujeron
en el campo de la Microbiologia en general y/o en el de la Microbiologia Clinica en
particular: Dres. Ramon de Torres, Amalia Fernandez, Oscar Grau, Fernando Marcenac
y Etelvina Rubeglio

También queremos agradecer a quienes compartieron con nosotros nuestra
dedicacion a esta disciplina en los diversos ambitos y muy especialmente a la Comision
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Introduccioén

Fue a fines del siglo XIX cuando se describieron cocos gram positivos que se
disponian en cadenas en los medios liquidos o en los materiales clinicos originales
(estreptococos, del griego streptos = cadena) y otros que lo hacian en tétradas o
racimos (estafilococos, del griego staphylos = racimo). Posteriormente se observé que
esta morfologia era bastante coincidente con la reaccion de uno y otro tipo de bacterias
con el agua oxigenada en la prueba de catalasa. Los estafilococos eran catalasa

positivos y los estreptococos, catalasa negativos.

Aspectos taxondmicos

Se le atribuye a Billroth haber acufiado el nombre “streptococcus” a estas
bacterias que se disponian en cadenas (streptos = cadena, kokhos = uvas, semillas).
En 1919 Brown describié su capacidad de producir hemolisis tal como la definimos en
la actualidad: alfa (parcial, con un halo verdoso), beta (total) y gamma (ausencia de

hemoalisis).

Estreptococos B-hemoliticos

En la década del 30 Lancefield desarroll6 el sistema seroldgico de clasificacion a
través del estudio del polisacarido C de la pared celular. En su trabajo reconocio
estreptococos con antigenos diferentes que fueron denominados con letras desde la A

hasta la O'’.
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Luego subclasificé a los estreptococos del grupo A segun la proteina M de la
pared. Simultdneamente Griffith los diferencié en serotipos T por un procedimiento de
aglutinacion en portaobjetos®’ 8,

Los B-hemoliticos mas frecuentes en clinica humana son Streptococcus
pyogenes, del grupo Ay Streptococcus agalactiae, del grupo B. Mas esporadicamente
se ecuentran Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis de los grupos C y G
(colonia grande). Muy pocos microorganismos de esta especie aglutinan en forma
cruzada con antisueros de los grupos A* y otros, que pueden aparecer como nho
tipificables por los métodos habituales, contienen el antigeno L%?°. Los estreptococos
del grupo S. anginosus (pertenecientes al grupo viridans) y, en especial Streptococcus
constellatus, pueden producir hemaolisis beta y normalmente presentan el antigeno del
grupo F, pero hay cepas que pueden aglutinar con antisueros de los grupos A, C o G.
Otras, incluso, pueden resultar no tipificables por los métodos habituales (latex,
coaglutinacion, inmunocromatografia).

Dentro de los estreptococos de los grupos C y G a su vez hay especies
animales, diferentes de Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis, que pueden
infectar al hombre casi siempre por contacto con los mismos. Del grupo C estan S.equi
subsp. equi, (B-hemolitico) S. equi subsp. zooepidemicus (B-hemolitico) y S.
dysgalactiae subsp. dysgalactiae (a-hemolitico). Del grupo G s6lo podemos mencionar
a Streptococcus canis (B-hemolitico) que, como su nombre lo sugiere, es parte de la
microbiota habitual y patdégeno oportunista de los perros, aunque también de otros
animales®. Bacterias de esta especie también producen infecciones en seres humanos

aunque con poca frecuencia® #*°.
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Varios trabajos han comparado la frecuencia relativa de estos microorganismos

en bacteriemias y en infecciones invasivas en general (Tabla 1).

Tabla 1. Frecuencia relativa de los estreptococos B-hemoliticos en estudios de

materiales tomados de sitios normalmente estériles y no estériles.

Estudio Grupo A

Grupo B

Grupo C

col. grande

Grupo G

col. grande

Ggrupo

S. anginosus

Ref. 231° 29,3
1995-04

Bacteriemia

N =314

Ref. 191 43,2
1987-94

Bacteriemia

N = 88

Ref. 197 25,3
1979-86

Bacteriemia

N =87

Ref. 110 78,3
2005-6
Sitios no

estériles

Ref. 129, 133 44.7°
1998-99

Sitios estériles

N =95

24,2

27,3

17,2

ND

38.2

5,7

3,4

13,8

4,7

3.9

40,8

26,1

43,7

17.0

13.2

ND

ND

ND

ND

ND

? Referencia bibliogréfica; ° Grupo A Strepotococcus dysgalactiae subsp. equisimilis (1,1%)
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Streptococcus pyogenes

Caracteristicas generales

S. pyogenes se presenta como cOCOS gram positivos agrupados en pares 0 en
cadenas. Es una bacteria poco exigente desde el punto de vista nutricional; desarrolla
en agar sangre, formando colonias blancas o grises (> 0,5 mm), rodeadas de una zona
de hemodlisis beta generada por dos hemolisinas, estreptolisinas Sy O. Pertenecen al
grupo A de Lancefield. Ademas de S. pyogenes solo algunas cepas de S. dysgalactiae
subsp equisimilis y de S. anginosus pueden aglutinar con antisueros especificos para
grupo A. El antigeno del grupo A es un polisacarido complejo que se encuentra en la
pared de la bacteria y esta constituido por subunidades de L-ramnosa y N-acetil-D-
glucosamina en una relacién 2:1, unidas de forma covalente al peptidoglicano®’.

En su superficie presentan la proteina M con estructura de espiral enrollada,
cuyo extremo carboxiterminal est4 anclado al peptidoglicano de la pared celular y la
region aminoterminal hipervariable se extiende hacia la superficie. La proteina M es un
factor importante de virulencia ya que inhibe la fagocitosis de la bacteria por las células
especializadas del sistema inmune. Las cepas que no tienen esta proteina no son
virulentas®. El &cido lipoteicoico es otro componente de superficie que participa en la
adhesion bacteriana a las células epiteliales del huésped. Algunas cepas presentan
una capsula de acido hialurénico que permite a la bacteria evadir el reconocimiento por
el sistema inmune. Estad compuesta por unidades repetidas de disacaridos con uniones

3 (1-4) de acido D-glucurénico y (1-3)-R-D-N-acetilglucosamina. Se genera a partir de
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enzimas con actividad de &cido hialurénico sintasa, UDP-glucosa deshidrogenasa y
glucosa pirofosforilasa, codificadas por los genes, hasA, hasB y hasC*’.

En la pared celular se encuentra la proteasa C5a que degrada al glucopéptido
del mismo nombre y que es un componente del complemento quimiotactico y activador
de la respuesta del sistema bactericida oxidativo.

También S. pyogenes secreta factores de virulencia al medio extracelular como
estreptoquinasa (lisis de coagulos de fibrina), hialuronidasa, estreptolisina O (labil al
oxigeno), estreptolisina S (estable al oxigeno) y la exotoxina pirogénica estreptococica
(Spe) que genera las manifestaciones cutaneas de la escarlatina. Se han descrito 7
serotipos (A, B, C, F, G, H y J). El serotipo SpeA produce una toxina que es un
superantigeno y se lo relaciona con la produccion del sindrome de shock téxico
estreptocécico (SSTE). Los genes para la exotoxina pirdgena de los serotipos Ay C
(speA y speC) son codificados por bacteriéfagos lisogénicos. Otras exotoxinas
pirogénicas incluyen el factor mitogénico (SpeF), el superantigeno estreptococico
(SSA) y la exotoxina mitogénica estreptocécica Z (SMEZ)®. La exotoxina
estreptocécica SpeA es similar a la toxina del sindrome de shock téxico (TSST-1) de
Staphylococcus aureus y tiene un mecanismo de accién idéntico, aunque sus genes
codificantes tienen escasa homologia. ElI shock tdxico producido por S. aureus es
clinicamente similar al SSTE, sin embargo S. pyogenes se recupera mas
frecuentemente de hemocultivos y la mortalidad es diez veces mayor™.

Los estreptococos pueden evadir la fagocitosis inhibiendo la opsonizaciéon al
destruir o inactivar quimioreceptores derivados del complemento y opsoninas por parte

de la C5a peptidasa. La proteina M, en ausencia de anticuerpos especificos de tipo, es
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capaz de inhibir la fagocitosis por parte de polimorfonucleares y monocitos. También la
capsula de acido hialurénico presente en algunas cepas mucoides es un factor
antifagocitico.

La estreptolisina O es una citolisina Iabil al oxigeno que se une al colesterol de
las membranas celulares de las células eucaridticas (entre ellas los fagocitos)
contribuyendo a su lisis por un mecanismo osmatico. En el huésped carente de
inmunidad, la estreptolisina O, la exotoxina A, y otros componentes estimulan a las
células humanas para producir el factor de necrosis tumoral y la interleuquina 1. Estas
citoquinas inducen la hipotensién y estimulan la leucostasis y asi dan lugar al shock,
gue se caracteriza por dafio microvascular, falla multiorganica y en algunos casos
conduce a la muerte. Las toxinas pirogénicas y algunos fragmentos de la proteina M
son capaces de inducir la proliferacion clonal masiva de linfocitos T y la produccion de
factor de necrosis tumoral, interferén gamma e interleuquina 2.

La exotoxina B, presente en casi el 100% de las cepas de S. pyogenes podria

jugar algun rol en la patogénesis de la fascitis necrotizante y la miositis™°.

Habitat

Los Unicos reservorios conocidos en la naturaleza de S. pyogenes son la piel y
las membranas mucosas del ser humano®. La portacién asintomética es mayor en
nifios (15%-26%) que en adultos (5%)%. S. pyogenes es claramente un patégeno

humano. La infeccion natural en animales es muy rara (practicamente inexistente) y la
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infeccion experimental requiere de indculos extremadamente elevados. En institutos
gue atienden pacientes cronicos y en cuarteles militares la colonizacion puede a llegar
al 17%" 9,

La bacteria puede encontrarse en en el aire y en objetos inanimados, como
polvo, ropa, muebles en sitios donde hay pacientes infectados con S. pyogenes. Puede
sobrevivir en objetos inanimados hasta 4 semanas.Sin embargo, los objetos
inanimados parecen no ser una fuente importante de transmision al ser humano,
probablemente porque la desecacion podria disminuir la infectividad de estas

bacterias®®®.
Aspectos patogénicos, epidemiologia y significado c linico

Streptococcus pyogenes es uno de los patégenos mas importantes para el
hombre. Es agente causal tanto de infecciones leves como la faringitis (en un 20-30%
de los casos) y el impétigo, como asi también de infecciones graves como sepsis,
fascitis necrotizante y el SSTE. Por lo general las celulitis, las fascitis necrotizantes, las

bacteriemias y el SSTE tienen como causa la ruptura de la barrera cutanea'®?.

Faringitis y sus complicaciones

Los nifios entre los 5 y los 7 afios de edad tienen mayor susceptibilidad, con

mayor ocurrencia durante el invierno o la primavera. El clima juega un rol importante:
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epidemias de faringitis en invierno por factores de encierro (en escuelas o en cuarteles
militares) e infecciones cutaneas en verano.

La adquisicion faringea o cutdnea de S. pyogenes ocurre por transmision de
persona a persona a través de microgotas aerosolizadas o por contacto directo.

El tracto respiratorio superior y las lesiones de piel constituyen los reservorios y
los principales focos primarios de infeccion por S. pyogenes. Esta bacteria puede
ocasionar infecciones superficiales o profundas, mediadas por toxinas o por eventos
inmunoldgicos. También puede adquirirse a traves de los alimentos generando brotes a
de faringitis y/o escarlatina partir de una fuente comun. La leche no pasteurizada puede
ser una de esas fuentes, pero también pueden serlo otros alimentos (p.ej. huevos,
ensaladas) contaminados con secreciones respiratorias 0 a través de las manos de
quienes los manipulan’’. A diferencia de las faringitis transmitidas de persona a
persona, los periodos de incubacion de las transmitidas por alimentos son mas cortos y
la tasa de ataque mayor (50%—90%).

La faringitis es una inflamacién de la faringe y la zona amigdalina adyacente.
Dentro de las faringitis agudas la etiologia bacteriana representa el 5-40%. S. pyogenes
es la especie mas frecuente y es la responsable del 20-30% de los episodios de
faringitis en la edad pediatrica y aproximadamente el 10% de la poblacién adulta’.
Entre los nifios con faringitis, en un 23% y un 58% se aisla S. pyogenes (17%-24% en
nifios menores de 5 afios)®. El riesgo de transmision desde un paciente con faringitis a
sus contactos depende de la duracién de la exposicién y de la cercania fisica®®*.

Luego de un periodo de incubacién de 2 a 4 dias, el inicio del cuadro clinico es

generalmente subito, con fiebre, odinofagia, cefalea, malestar general y dolor
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abdominal. En ausencia de complicaciones la faringitis estreptocdocica es autolimitada.
El tratamiento antimicrobiano estd indicado para evitar complicaciones supurativas
locales (absceso periamigdalino, linfadenitis cervical y mastoiditis), prevenir la fiebre
reumatica, acelerar la mejoria clinica del paciente y limitar la cadena epidemiologica.
Aproximadamente el 15% de los pacientes con faringitis estreptocOcica se pueden

convertir en portadores asintomaticos luego del tratamiento®’.

Complicaciones de las faringitis

Como complicaciones de la faringitis estan las supurativas y las no supurativas.

También se puede considerar a la escarlatina como una complicacion toxica.

Complicaciones supurativas

Las complicaciones supurativas son poco frecuentes en la era posantibidtica y
consisten en abscesos periamigdalinos, abscesos retrofaringeos, otitis media aguda,
sinusitis aguda, linfadenitis, meningitis (muy rara), abscesos cerebrales (muy raros),
neumonia, etc. y por lo general se originan por contiguidad a partir de faringitis mal
curadas. La diseminacion por via hematdégena puede producir artritis supurada y
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raramente meningitis'’®, endocarditis®, osteomielitis y abscesos.
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Complicaciones no supurativas

Las complicaciones no supurativas son la artritis reactiva, la fiebre reumatica y
la glomerulonefritis.

La fiebre reumatica ocurre alrededor de tres semanas después de un episodio
de faringitis. Este periodo de latencia es asintomatico. La enfermedad se manifiesta
como una reaccion inflamatoria no purulenta de ciertos 6rganos, principalmente las
articulaciones, el corazon y el cerebro. Si bien desde la década del '50 se conoce la
asociacion de la fiebre reumética con una infeccion estreptococica previa, todavia se
desconoce cual es el mecanismo exacto que la origina. Lo que se sabe es que dentro
de un grupo de personas, sOlo unas pocas, portadoras de ciertos antigenos de
histocompatibilidad, son susceptibles y dentro de mas de 100 serotipos M de
estreptococos, las cepas portadoras de soOlo unos pocos de esos determinantes
antigénicos han sido reconocidas como desencadenantes de esta enfermedad
(especialmente M1, M3, M5, M6 y M18 mucoide).

La glomerulonefritis aparece entre una y tres semanas después de un episodio
de faringitis o después de tres a seis semanas de una piodermitis estreptocdécica.
Previamente a la glomerulonefritis el paciente puede presentar fiebre, persistir la
faringitis 0 permanecer asintomatico. La presentacion clinica es variable: los sintomas
mas comunes son edema, hematuria macroscoépica y dolor lumbar. En el comienzo son
comunes algunos sintomas inespecificos como anorexia, malestar general, nauseas y
vomitos. La mitad de los pacientes padecen de oliguria (disminucion del volumen

miccional), pero raras veces de anuria (ausencia de miccion). La hipertension se
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produce en un 60 - 80% de los pacientes, pero las complicaciones neuroldgicas
derivadas de la misma son muy poco frecuentes (<1% de los pacientes con
convulsiones o encefalopatias). Al igual que en el caso de la fiebre reumatica, solo
unas pocas cepas de Streptococcus pyogenes son nefritogénicas (capaces de producir
glomerulonefritis). El M12 es el de mayor frecuencia luego de una faringitis y el M49 es
el que tiene mayor relacion con pioderma. Una posible explicacion para el desarrollo
de la enfermedad es que estas cepas nefritogénicas producirian proteinas con
determinantes antigénicos especiales, con afinidad por ciertos sitios ubicados en el
glomérulo normal. Las bacterias las volcarian a la circulacion desde la piel o la faringe,
donde se encontrarian asentadas y llegarian a los glomérulos. Una vez adheridas a los
glomérulos, interaccionarian con anticuerpos antiestreptococicos circulantes y
formarian inmunocomplejos.

Tanto en el caso de la fiebre reumatica como en el de la glomerulonefritis es
dificil rescatar a los estreptococos responsables a partir de exudados faringeos
practicados en el momento en que se efectla el diagndstico de cualquiera de estas dos
complicaciones. Obviamente tampoco es posible aislarlos de otro tipo de muestras
pues los estreptococos actuaron previamente y luego desaparecieron de los sitios
iniciales (fauces o piel), pero nunca estuvieron presentes como tales en las
articulaciones, el corazon, el cerebro o el rifidn.

En pacientes pediatricos se ha asociado a S. pyogenes con desoérdenes
neuropsiquiatricos autoinmunes®®. La corea de Sydenham es la manifestacion
neurologica de la fiebre reumética. También el sindrome de Tourette, los tics y los

trastornos obsesivo-compulsivos se han vinculado a infecciones estreptococicas. En
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personas con corea de Sydenham vy trastornos neuropsiquiatricos autoinmunes
aasociados con estreptococos se ha observado que los autoanticuerpos presentes en
el suero y en el liquido cefalorraquideo producen la activacion de las neuronas y

reaccionan con los receptores de dopamina D1y D2*.

Escarlatina

La escarlatina es una faringitis complicada por haberse producido con una cepa
productora de toxina'*?. EI microorganismo puede ser aislado de las fauces, mientras
que las manifestaciones cutaneas de la enfermedad son asépticas. La infeccién por
cepas productoras de exotoxinas pirogénicas A, B o C pueden producir una erupcion
escarlatiniforme (escarlatina clasica).

La escarlatina fue una enfermedad frecuente y con elevada mortalidad en casi
todo el siglo XIX. Los brotes de escarlatina fueron perdiendo intensidad desde fines de
dicho siglo, pero reemergieron en los ultimos afios. Estos cambios pudieron deberse a
la inmunidad de rebafio, las mutaciones genéticas de los estreptococos circulantes o al
reemplazo de ciertas cepas por otras. Recientemente se reportaron brotes en Vietham
(2009), Reino Unido (2011-2015), Espafia (2011), China (2011-2012), EE.UU. (2012) y

Canada (2012), en agunos casos involucrando cientos de casos®.
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Infecciones invasivas

Como ya se menciond, S. pyogenes también es responsable de infecciones
graves como bacteriemia, sepsis, infecciones profundas de tejidos blandos (erisipela,
fascitis necrotizante y celulitis). Con menor frecuencia produce miositis, osteomielitis,
artritis séptica, neumonia, meningitis, endocarditis, pericarditis e infecciones neonatales
graves. El SSTE es una patologia de alta mortalidad que resulta del comportamiento de
la toxina estreptococica como superantigeno que induce la produccion masiva de
citoquinas y linfoquinas®' *°,

Las enfermedades invasivas por S. pyogenes ocurren mas frecuentemente
desde focos cutaneos, a partir de los cuales la bacteria invade sitios estériles como
sangre, liquido cefalorraquideo, liquido pleural o tejidos profundos que pueden derivar
en fascitis necrotizante o SSTE.

Desde mediados de la década de los 80 se ha observado un incremento mundial
de infecciones graves y de SSTE, asociados de forma frecuente con fascitis
necrotizante, con una mortalidad que oscila entre el 25 y el 50%% ?* 292 | os serotipos
M1 y M3 son los mas frecuentes en los aislamientos provenientes de infecciones
invasivas y estan asociados con SSTE; aunque es importante destacar que los factores
del hospedador y sus comorbilidades condicionan la gravedad3® 1>% 164

La incidencia de SSTE es mayor en nifios de corta edad (sobre todo leucémicos
con varicela) y en gerontes. Otro grupo de riesgo lo integran los pacientes alcohdlicos,

con diabetes mellitus, enfermos cronicos pulmonares y cardiacos, infectados con VIH o

drogadictos endovenosos. Se estima que los riesgos de infecciones invasivas en los
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contactos es 200 veces mayor que en la poblacion general, aunque la mayoria de los
contactos colonizados permanecen asintométicos™.

A pesar de los estudios que se han realizado en distintos paises, las razones del
resurgimiento agresivo de las infecciones causadas por S. pyogenes siguen sin
develarse. Si bien se han hecho muchos esfuerzos por analizar los factores de
virulencia de las cepas responsables de la enfermedad invasiva y la respuesta inmune
generada por el paciente, s6lo se pudo establecer una relacion entre determinados
tipos M y la produccibn de exotoxinas. La proteina M1 tiene propiedades
proinflamatorias y es asi que puede producir dafio vascular y tisular mediante la
interaccion con el fibrin6geno™’. Las cepas pertenecientes al serotipo M1T1, en los
dltimos 30 afios, han sido responsables en todo el mundo de infecciones graves®. No
obstante otros serotipos han estado implicados en casos de SSTE 2% 133,

Los métodos convencionales de tipificacion de cepas de S. pyogenes estan
basados en la especificidad antigénica de las proteinas de superficie Ty M y el factor
de opacidad sérica'®.

La proteina T resistente a tripsina integra los pili de esta bacteria™>. El tipo T
puede identificarse mediante pruebas de aglutinacion con reactivos comerciales. La
variacion de la secuencia del segmento N-terminal de la proteina M es la base de los
sistemas de tipificacion de cepas por precipitacion. Se han validado 93 serotipos M
(M1-M93) en la clasificacién de Lancefield’®. Mas recientemente se utilizd6 la
secuenciacion del gen emm, codificante de la proteina M, como método de tipificacion
equivalente. Para este fin, se requiere realizar la amplificacion génica (reaccion en

cadena de la polimerasa = PCR), purificacion del amplicon y posterior secuenciacion.
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Las secuencias del gen emm correlacionan con los serotipos M de Lancefield y
permiten por lo tanto la agrupacién en serotipos/genotipos’* "®. Con esta metodologia
se describieron méas de 170 tipos del gen emm?®.

En la Argentina, en un estudio multicéntrico realizado durante 6 meses (1998-
1999), en las infecciones invasivas causadas por S. pyogenes se detectaron 5 casos
de SSTE y 4 muertes. Solo hubo 2 aislamientos del tipo M/emm3 sobre un total de 55,
y no estuvieron asociados a SSTE y a casos fatales. La mortalidad fue de 27,3% en
adultos y 12,1% en nifios. Los tipos observados en STSE fueron M/emm1, M/emm12,
M/emm82, M/lemm43, Mlemm75 y M/emm92*3, En otro estudio més reciente el STSE
se registrd en 5 adultos and 4 nifios, mientras que la mortalidad fue respectivamente de

un 9,5% (emm1, emm3y emm18 x2) y un 2,1% (emm12)**°

. Las infecciones de piel y
tejidos blandos (68,0% en adultos y 45,0% en nifios) y las osteoarticulares (11,4% en
adultos y 25,0% en nifios) fueron las més frecuentes. En nifios la neumonia se registro
en un 15,0% de casos. La diabetes (n=10) y la varicella (n=5) fueron las condiciones
predisponentes en adultos y en nifios, respectivamente. Se identificaron 20 diferentes
tipos emm: en adultos predominaron el emm3 (n=6, 18,2%), el emm1 (n=5,15.2%) y el
emml12 (n=3, 9.1%); en nifios, el emml1 (n=15, 39.5%), el emm12 (n=6,15,8%) vy el
emm6 (n=4, 10,5%). Se describieron 19 perfiles diferentes de superantigenos y
estaban asociados a determinados serotipos: los mas frecuentes fueron ABFGJZ
(n=17, emm1), BCFG (n=10, emm2, emm6, emm43, emm389), BCFGH (n=8, emm12) y
ABFGssa (n=7, emma3).

Para establecer la relacion entre aislamientos y cepas bacterianas se recurre a

la epidemiologia molecular. En S. pyogenes se ha validado la técnica de electroforesis
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de campo pulsado (Pulsed-Field Gel Electrophoresis, PFGE). También en esta bacteria
se ha desarrollado la técnica de secuencia de multiples locus (Multilocus Sequence
Typing = MLST) como marcador molecular de aplicacién en epidemiologia global™ 4>
159 S6lo en la mitad de los casos de SSTE pudo establecerse la puerta de entrada.

La adherencia a la mucosa faringea o a la piel es una condicion necesaria para
producir infecciones, pero no es suficiente, teniendo en cuenta que hay portadores
asintomaticos. La adherencia se produce por interacciones complejas entre los epitelios
y factores estreptocécicos como la proteina M, el acido lipoteicoico, el peptidoglucano
de la pared celular y las fimbrias. La proteina F (proteina de union a fibronectina)
contribuye a la adherencia y también a la internalizaciébn dentro de las células

epiteliales, dando lugar a la portacion prolongada y a las recurrencias.

Identificacion a nivel de género y especie

Caracteristicas culturales

Cuando se introdujeron los medios con base de agar, pronto se observo que el
agregado de sangre permitia el desarrollo de algunos microorganismos mas exigentes
y a la vez podia observarse la alteracion que las colonias producian sobre los glébulos
rojos (hemdlisis). En 1919 Brown clasifico los tipos de hemodlisis en alfa (a): hemdlisis
parcial, que deja algunos globulos intactos cerca de la colonia, lo que se traduce
macroscopicamente en un halo verdoso alrededor de la misma; alfa prima (a):

hemdlisis parcial, que deja algunos gldbulos intactos cerca de la colonia, pero no deja
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glébulos en una zona un poco mas alejada. A ojo desnudo parece una hemdlisis total
pues el halo verdoso esta muy pegado a la colonia y suele confundirse con parte de la
misma; beta (3): hemdlisis total que no deja glébulos alrededor de la colonia, quedando
el medio totalmente transparente y gamma (y); ausencia de hemdlisis.

La hemodlisis depende de la composicién del medio de cultivo y dentro de ella de:

(a) El origen de la sangre con que se prepara el medio: se ha trabajado
histéricamente con sangre humana, ovina, bovina, equina o de conejo. No obstante, al
registrarse diferencias se adopto universalmente el uso de la sangre ovina.

(b) La naturaleza del medio basal con que se prepara el agar sangre: éste debe
ser un medio exento de carbohidratos como agar tripteina de soja o agar Columbia. Por
lo tanto no deben usarse agar infusién cerebro corazén, que contiene glucosa ni agar
Mueller Hinton que contiene almidén. Los carbohidratos, cuando son utilizados por las
bacterias, se transforman en metabolitos &cidos y el descenso consiguiente del pH
determina la inhibiciobn de las hemolisinas, que son las enzimas responsables de la
produccion de hemdlisis.

c) La atmosfera de incubacion. Hubo muchas discusiones acerca de la
conveniencia de incubar las placas de agar sangre en uno u otro tipo de atmosfera. La
atmosfera anaerdbica, que es la que permite el desarrollo de una hemdlisis de mayor
intensidad, no es conveniente porque aumenta los costos y favorece la produccién de
B-hemodlisis por bacterias hormalmente a-hemoliticas como Streptococcus pneumoniae.
La microaerobiosis que pareceria ser la atmédsfera ideal, segin algunos autores
adolesceria del defecto de poder inhibir la hemdlisis de algunas bacterias por la

formacion de perédxidos al reaccionar ciertos compuestos con el CO, y el oxigeno
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atmosférico. Es por ello que se prefiere fomentar el desarrollo subsuperficial de
colonias a través de cortes producidos con el ansa en el agar sangre o utilizar
cubreobjetos que reduzcan la concentracion de oxigeno sin aumentar la de dioxido de
carbono. No obstante, pareceria no haber diferencias en incubar las placas en
aerobiosis como en microaerobiosis.

Es importante destacar que existen cepas de S. pyogenes que son deficientes

en hemolisina y no producen hemodlisis 0 se presentan con hemdlisis alfa en agar
sangre®® 12,
Si bien la mayor parte de los microorganismos de importancia clinica
pertenecientes a este grupo forman cadenas en medio liquido, es imperativo realizar la
observacién microscopica luego de un desarrollo en caldo tioglicolato de todo coco
gram positivo catalasa negativo. De esta manera se podran individualizar algunos
géneros menos frecuentes.

Para poder llegar a establecer el género, como ya se dijo, bastan unas pocas
pruebas bioquimicas sencillas: bilis esculina, tolerancia a CINa 6,5%,
pirrolidonilarilamidasa (PYR), leucinaminopeptidasa (LAP), observacion de cadenas,
tetradas o racimos en caldo tioglicolato y determinacion de su sensibilidad a
vancomicina. Al partir de microorganismos B-hemoliticos las pruebas escenciales son
PYR y sensibilidad a bacitracina. Si ambas son positivas se trata de Streptococcus
pyogenes y solo se recomienda efectuar la prueba seroldgica con particulas de latex

para confirmar que se trata de estreptococos del grupo A en casos de infecciones

graves (Tabla 2).
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Tabla 2. Identificacion de los estreptococos B-hemoliticos

Especie Grupo BAC CAMP VP HIP ARG ALM SBL
S. pyogenes A S - - - + - -
S. agalactiae B R + - + + - .
S. dysgalactiae subsp. C,L R - - - + - +

dysgalactiae

S. dysgalactiae subsp. ACG,L R® - - - + - -
equisimilis

S.equi subsp. equi C R - - - + - -
S. equi subsp. zooepidemicus C R - - - + - +
S. canis G R - - - + - -
S. anginosus AC,G, F, R - + - + - -

NT
S. pseudoporcinus E.P,U\V, R + Y, + + - +
Otros, NT
S. iniae NT R + - - ) + -

BAC = bacitracina, VP = Voges-Proskauer, HIP = hipurato, ARG = arginina, ALM = almidén, SBL = sorbitol, (-) =

puede positivizarse a los 10 dias de incubacion.

Pruebas serolégicas

La determinacion de anticuerpos antiestreptocécicos se utiliza para el
diagndstico de enfermedades posestreptocdcicas como la fiebre reumética aguda y la
glomerulonefritis’®*. Los niveles de anticuerpos estan influidos por muiltiples factores
como el sitio y el tiempo de ocurrencia de la infeccion aguda, edad, terapia

antimicrobiana y prevalencia de infecciones estreptocécicas®.
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Los anticuerpos mas utilizados son la antiestreptolisina O (ASTO) y la anti-
DNasa B. S. pyogenes produce 4 tipos de anticuerpos anti-DNasa (A, B, C y D), sin
embargo el anti-DNasa B es el que provoca mayor respuesta inmunolégica en el
humano. Los ASTO alcanzan un nivel maximo luego de 3-6 semanas de la infeccion
aguda. Las infecciones de piel no aumentan en forma significativa estos anticuerpos.
La presencia de titulos elevados de ASTO no son especificos de S. pyogenes ya que
infecciones por S. dysgalactiae subsp. equisimilis también pueden incrementarlos. Los
anticuerpos anti-DNasa B aumentan de forma significativa luego de las infecciones de
piel, alcanzan un nivel maximo a las 6-8 semanas después de una infeccion
estreptocécica y permanecen mayor tiempo que los de ASTO. La terapia
antimicrobiana precoz puede reducir el nivel de ASTO pero no inhibe su produccién. En
los portadores de S. pyogenes no se observa un aumento del titulo de anticuerpos. La
prueba de hemaglutinacion (streptozyme test) permite la deteccion de anticuerpos
sobre mudltiples productos estreptocdcicos extracelulares. Se han comunicado
problemas en su estandarizacién y especificidad®. La deteccién de anticuerpos sobre

otras proteinas estreptocécicas no esta disponible aun de forma comercial.

Sensibilidad a los antimicrobianos

S. pyogenes continda siendo sensible a penicilina, antimicrobiano de eleccion en
el tratamiento empirico de las infecciones estreptococicas.
Los macrolidos constituyen una alternativa terapéutica cuando los pacientes

presentan alergia a la penicilina. El nivel de resistencia a los macrolidos se correlaciona
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con el grado de su utilizacion en la practica clinica. La resistencia a eritromicina en S.
pyogenes ha surgido en el mundo como un problema creciente®®.

Uno de los mecanismos involucrados en la resistencia a macrolidos es la
dimetilacion inducible o constitutiva de la metilasa, con actividad sobre la subunidad
23S ribosomal (genes ermA y ermB). El fenotipo resultante es el MLSg ya que afecta
tanto macrdlidos como lincosamidas y estreptograminas B. Otro mecanismo en S.
pyogenes es el eflujo activo por el cual las moléculas de macrolidos de 14 y 15
miembros en el anillo macrolactona se expulsan de forma activa de las bacterias (gen
mefA). El fenotipo resultante es el M ya que afecta solo a macrolidos de 14 y 15
miembros en el anillo macrolactona. También se han descrito mutaciones en la
proteina L4 y en la subunidad 23S ribosomal, como responsables de resistencia a
eritromicina®®® 2%,

En algunos paises europeos prevalece el mecanismo MLSg tanto inducible como
constitutivo'® #*°. En la Argentina, sin embargo, el fenotipo mas frecuente fue el M y el
porcentaje promedio de resistencia a eritromicina en la Argentina, siempre fue bajo, de
acuerdo a datos obtenidos de distintos centros (6,7% con un rango de 0,5-14,1%)"*".

La resistencia a tetraciclinas puede ocurrir por distintos mecanismos. El mas
difundido es la proteccién ribosomal, mediada por genes tetM, tetO, tetQ o tetT aunque
también ha sido descrita la presencia de un mecanismo de eflujo activo (tetK o tetL) **%,
La resistencia a cloranfenicol en S. pyogenes sucede a través de la inactivacion de la
droga por diacetilacién'*®. En la Argentina la resistencia a tetraciclina (gen tetM) ha sido

menor del 100,128 132,142
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Se ha documentado la presencia de cepas con alto nivel de resistencia a

aminoglucoésidos, aunque con baja frecuencia®®.

Prevencion

Vacunas

El desafio para la obtencion de la vacuna es la identificacion de epitopes que
confieran proteccion contra la infeccion de S. pyogenes, que puedan generar
anticuerpos para los distintos serotipos M, pero que no produzcan efectos adversos
similares a los registrados en los casos de fiebre reumatica o glomerulonefritis. El
desarrollo de vacunas polivalentes se ha focalizado en el segmento variable de la
proteina M. En la actualidad una vacuna recombinante 26-valente ha demostrado ser
inmunogénica y bien tolerada en voluntarios adultos™.

La epidemiologia molecular del gen emm es relevante, pues aunque la vacuna
26-valente es eficaz en EE.UU., sus resultados no pueden transferirse a algunos

28,29

paises en desarrollo Se han descubierto numerosos nuevos tipos y subtipos de

gen emm en estos paises, que no habian sido observados en naciones
industrializadas™**9% 2%1,
También se ha propuesto el desarrollo de vacunas utilizando antigenos

conservados de regiones constantes de proteina M, C5a peptidasa, proteinas de unién

a fibronectina, cisteina proteasas, pili e hidratos de carbono estreptocécicos®®*.
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Estreptococos de los grupos Cy G

Como ya se dijo estos microorganismos pertenecen al grupo de los
estreptococos [-hemoliticos pidgenos. Su potencial patogénico es similar al de
Streptococcus pyogenes.

El antigeno de grupo correspondiente al grupo C es un polisacarido compuesto
de hexosamina y ramnosa. Difiere del antigeno de grupo A en que el determinante
antigénico terminal para el grupo C es N-acetilglucosamina. Los estreptococos de los
grupos C y G pueden dividirse en dos grupos morfolégicos segun el tamafio de su
colonia: colonia chica y colonia grande. Las colonias grandes son similares a las de S.
pyogenes (= 0,5 mm de didmetro). Las del grupo C pertenecen a varias especies y
subespecies. (Tabla 3). Streptococcus dysgalactiae subsp equisimilis es la mas
frecuente en infecciones humanas y puede presentar carbohidratos de grupo C, de
grupo G o mas raramente de grupo A o L. Dentro del grupo C también encontramos
especies y subespecies de origen animal algunas de las cuales, eventualmente
pueden producir infecciones en humanos: Streptococcus dysgalactiae subsp.
dysgalactiae, Streptococcus equi subsp. equi y Streptococcus equi subsp.
zooepidemicus. Solo las cepas no hemoliticas o a-hemoliticas quedaron incluidas en la
otra subespecie (Streptococcus dysgalactiae subsp. dysgalactiae) de importancia en
veterinaria®®. En una revisién de 192 casos de bacteriemia por estreptococos B-
hemoliticos, 44 (22,9%) fueron causados por estreptococos del grupo G y sélo 7 (3,6%)
por estreptococos del grupo C (colonia grande)®*. Dentro del grupo G, ademéas de S

dysgalactiae subsp. equisimilis esta Streptococcus canis, que se ha aislado
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principlaimente de piel y mucosas de perros y bovinos, aunque también de gatos, ratas,
arminios, conejos y zorros. En estos animales puede producir también infecciones de
todo tipo, incluso SSTE vy fascitis necrotizante. En humanos las infecciones por S. canis
son raras aunque seguramente subestimadas por no efectuarse en todos los casos la
identificacién en forma completa®®.

Hay microorganismos que aglutinan con anticuerpos anti-C y anti-G que forman
colonias pequefias (<0,5 mm) con halos de hemdlisis cinco 0 mas veces mayores que
su propio didmetro. Se trata de variantes B-hemoliticas de estreptococos del grupo
Streptococcus anginosus, que se describiran mas adelante dentro de los estreptococos
del grupo viridans. Ademas de las diferencias morfologicas también difieren en algunas
pruebas bioquimicas: los estreptococos de los grupos C y G de colonia grande dan

positiva la prueba de B-glucuronidasa y negativa la de Voges Proskauer a diferencia de

los de colonia chica.

Tabla 3. Caracteristicas fenotipicas de los estreptococos de los grupos Cy G

Especie y grupo Hem LAC SBL TRE GLY RIB TAG
S. dysgalactiae subsp. B + - + - ND +
equisimilis grupos Cy
G
S. dysgalactiae subsp aly + ND ND - + +
dysgalactiae
S. equi subsp B + + - + - -
zooepidemicus grupo C
S. equi subsp equi B - - - + - -
grupo C
S canis grupo G * B + ND - ND ND ND

* S. canis es a- y B-galactosidasa positiva.
LAC: lactosa, SBL: sorbitol, TRE: trehalosa, GLY: RIB: ribosa, GLY: glucégeno, TAG: tagatosa.
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Streptococcus dysgalactiae  subsp. equisimilis

Desde su primera descripcion en 1935 se creyd que los estreptococos de los
grupos C y G no eran virulentos™’ y durante mucho tiempo quedé el concepto de que
S. dysgalactiae subsp. equisimilis era un colonizante habitual de las vias aéreas
superiores incapaz de producir episodios de faringitis. Sin embargo, en un estudio de
base poblacional se vio que su contribucion en infecciones invasivas era similar a la de
S. pyogenes. No es un colonizante frecuente de las vias aéreas superiores excepto en

determinadas areas geograficas® **’.

Por el contrario, aparece con bastante asiduidad
en lesiones de piel, que son el principal reservorio para la produccion de infecciones
sistémicas.

Se han observado ademas brotes de faringitis tanto en adultos como en nifios,
algunos de origen alimentario, otros por transmision entre personas™> %.

Actualmente se reconoce que Streptococcus dysgalactiae subsp equisimilis
grupo C o grupo G es un agente etiologico de faringitis tanto en nifios como en
adolescentes y adultos que puede originar hasta un 5% de todas las faringitis (10 —
20% de las faringitis estreptocécicas)*" 2°% 22,

Existe solo un estudio de casos y controles y un estudio de cohortes que
determinaron que los sintomas eran mas leves que los de la faringitis por estreptococos

del grupo A (GAS), mientras que cinco estudios observacionales (tres de cohortes y

dos estudios de casos y controles) no encontraron diferencias en los cuadros clinicos

51, 85, 90, 124, 150, 220, 243.
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Se publicaron ademas otros estudios originales (la mayoria reportes o series de
casos) que describieron sintomas o complicaciones graves posteriores a faringitis
agudas por GCS y GGS*® 6588, 156,192,221, 222 ‘Tamhjién se refirieron a casos de faringitis
recurrente por GCS y un estudio de casos y controles en estudiantes de un colegio en
el que se determin6 que GCS se aislaba més frecuentemente de los casos que de los
controles®®?. Se describieron ademéas complicaciones de las faringitis por GGS o GCS

12, sindrome de shock téxico®® y

tales como artritis reactiva®*?, empiema subdura
glomerulonefritis aguda®.

En 1997 en Inglaterra se reportaron casos de septicemia por GCS y GGS®. Si
bien no se ha constatado el desarrollo de fiebre reumatica posterior a faringitis por GCS
0 GGS hay estudios y opiniones de expertos que sugieren que estos microorganismos
podrian contribuir a desencadenar esta complicacion en sitios de alta incidencia de
fiebre reumatica®” **°.

Se ha visto que la faringitis por grupo C aumentaba los titulos de
antiestreptolisina O y podia generar complicaciones supurativas y no supurativas,
algunas de ellas graves (abscesos peritonsilares, artritis reactiva, glomerulonefritis) °*
150,183, 224 " Hay trabajos que reconocen la similitud de sintomas y signos clinicos en
faringitis por estreptococos de los grupos A, C y G'**. Aunque las guias de 2012 de la
Infectious Diseases Society of America recomiendan soélo efectuar tratamiento de las
faringitis por S. pyogenes, por todo esto, parece razonable tratar también a aquellas
producidas por S. dysgalactiae subsp equisimilis™*® 1.

S. dysgalactiae subsp equisimilis posee una proteina de pared similar a la M de

Streptococcus pyogenes. De hecho, el sistema actual de tipificacion se basa
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principalmente en la comparacion de secuencias emm, de las que se conocen
alrededor de cincuenta y pueden encontrarse en el sitio

(ftp://ftp.cdc.gov/publinfectious diseases/biotech/tsemm/)®.

Otros factores de virulencia son proteinas que se unen a fibronectina (FnbA,

FnbB, FnB, GfbA)"'" ', otras que se unen a plasmindgeno™®’ ?**

y otras moléculas
que permiten la unién a la vitronectina S humana® y a la laminina®. Todos estos
factores facilitan la adherencia de los estreptococos a las células epiteliales y

endoteliales humanas.

Streptococcus dysgalactiae  subsp. dysgalactiae

Streptococcus dysgalactiae subsp. dysgalactiae es un estreptococo del grupo C
o L, que desarrolla bien en agar sangre, pero produce hemdlisis alfa o gamma. Se trata
de un agente reconocido de la mastitis bovina pero muy excepcionalmente descrito en
infecciones humanas®®. Pueden citarse un caso de meningitis neonatal tardia, dos
casos de meningitis bacteriémicas en adultos, un caso de endocarditis en un drogadicto
de 32 afios con HIV y un caso de celulitis y bacteriemia en un paciente joven con
espina bifida y Glceras recurrentes en miembros inferiores**. Al no presentar B-
hemolisis, es posible que este microorganismo haya sido subdiagnosticado o mal
diagnosticado como estreptococo del grupo viridans. Se diferencia de otras especies
animales (S.equi subsp. equi y S. equi subsp. zooepidemicus) en que fermenta lactosa
y ribosa pero no utiliza el glucégeno y de S. dysgalactiae subsp. equisimilis porque

fermenta tagatosa.
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Streptococcus canis

S. canis es una especie originalmente propuesta en 1986 para algunos
estreptococos aislados como parte de la microbiota habitual de perros y ganado bovino
que presentaban el antigeno G de Lancefield®. Esta especie ha sido aislada de otros
animales (gatos, ratas, armifios, ratones, conejos y zorros). Posteriormente por
estudios de proteinas totales y genéticos fueron claramente definidos como
pertenecientes a una especie diferente de las conocidas y estrechamente relacionada a
S. pyogenes y S. dysgalactiae subsp. equisimilis. También fueron reconocidos como
agentes causales de diversas infecciones caninas, algunas de ellas graves®®. En seres
humanos se los ha asociado principalmente a infecciones a punto de partida de Ulceras
de miembros inferiores'*. Se ha aislado de hemocultivos de un paciente de 76 afios
con con leucemia y de un hisopado de una herida en el oido de una mujer de 50
afios?*®. También se han registrado posibles casos de meningitis y peritonitis*®* 1%,

Las pruebas bioguimicas que permiten separar a esta especie de S.
dysgalactiae subsp. equisimilis. del grupo G son a-galactosidasa, -galactosidasa, B-
glucuronidasa y trehalosa (Tabla 4)*°.

Tabla 4. Pruebas bioquimicas que permiten separar S. canis de S. dysgalactiae subsp.

equisimilis. del grupo G (adaptado de Whatmore et al. 2%%)

Especie a-galactosidasa B-galactosidasa B-glucuronidasa trehalosa
S. canis + + v -
S. dysgalactiae - - + +

subsp. equisimilis

V = variable
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Streptococcus equi

Streptococcus equi es una especie de estreptococos p-hemoliticos perteneciente
al grupo C de Lancefield. Comprende al menos 3 subespecies que accidentalmente
pueden infectar al hombre: S.equi subsp. equi, S. equi subsp. zooepidemicus y S. equi
subsp. ruminatorum. Posee sustancias extracelulares que aumentan su poder
patdgeno como hemolisinas, fibrinolisinas, hialorunidasas, etc.

S.equi subsp. equi y S. equi subsp. zooepidemicus tienen una homologia de
alrededor del 80% con S.pyogenes™®*.

S. equi subsp. equi causa una enfermedad de relevancia veterinaria en caballos
llamada gurma (adenitis equina, paperas, distemper equino o strangles). Se caracteriza
por abscedacion de los ganglios linfaticos de la cabeza y el cuello del animal. La
ruptura de esos abscesos conduce al estado de portacion crénica, de gran importancia
en la diseminacion de la enfermedad.

Parece haber evolucionado desde otra de las subespecies, que seria una forma
ancestral (S. equi subsp. zooepidemicus)*®’. S. equi presenta una proteina similar a la
M, produce cuatro superantigenos: SeeH, Seel, SeelL y SeeM transportados por 2

2, 179

profagos , dos proteinas que unen flbronectina (SFS y FNE)'?® 1%/

y un nuevo
sistema no ribosomal de sintesis de péptidos involucrado en la adqusicién de hierro®.
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus es el microorganismo mas
frecuentemente aislado como patdgeno oportunista de las vias respiratorias de los
caballos®?® y presenta también la capacidad de liberar una serie de superantigenos

(SzeF, SzeN SzeP)'®. Produce ademas infecciones uterinas y queratitis ulcerativa en
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23, 200

equinos . Incluso también puede afectar a bovinos, ovinos, porcinos, monos y

perros 37, 120, 187, 193.

Son raros los casos humanos de infecciones por Streptococcus equi subsp.
zooepidemicus®®. Produce menos del 1% de todas las bacteriemias, pero ha sido
descrito como el microorganismo mas virulento dentro de los del grupo C para los seres
humanos Las tasas de mortalidad son el doble de las registadas para S. dysgalactiae
subsp. equisimilis ?°. Se han publicado informes de casos en forma esporadica'® 2*2,
pero también hay reportes de grandes brotes epidémicos posteriores a la ingesta de

productos lacteos®’, desencadenando incluso episodios de glomerulonefritis™.

Las presentaciones clinicas fueron variadas: neumonia, septicemia,

63, 72, 157 188 143

meningitis , pericarditis'®®, artritis®®, endocarditis*** y espondilodiscitis'®>. En la

mayoria de los casos la probable via de transmisién se ha dado por contacto directo
con caballos infectados o por consumo de leche no pasteurizada® & 34,

S. equi subsp. ruminatorum pertenece al grupo pidgeno de los estreptococos del
grupo C. Fue inicialmente reconocido como agente de mastitis en ovejas y cabras’®.
También se aislo de infecciones en animales salvajes Desde 2007 se registraron al
menos dos casos de infecciones graves en seres humanos adultos: una bacteriemia
con meningitis e infeccion respiratoria fatal en un paciente HIV positivo y una

espondilodiscitis adicionada de una endocarditis®*® **!. Se diferencia de las otras

subespecies por dar negativas las pruebas de esculina y fermentacién de D-ribosa'**

151
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Streptococcus agalactiae

Streptococcus agalactiae fue descrito como patégeno humano por Fry en 1935,

a partir de tres casos de sepsis puerperal®’

. Anteriormente Lancefield y Hare habian
identificado este microorganismo en exudados vaginales de mujeres puérperas
asintomaticas. Recién a principios de la década de 1970 se comenzaron a informar
infecciones neonatales y de mujeres embarazadas y parturientas. S. agalactiae abarca

a los estreptococos pertenecientes al grupo B de Lancefield (EGB)*"’.

Identificacion a nivel de género y especie

S. agalactiae es un coco gram positivo, catalasa y oxidasa negativo, anaerobio
facultativo, que se presenta formando cadenas de longitud variable. Desarrolla
facilmente en los medios de cultivo comunes, pero mejor en aquellos suplementados
con sangre. A las 18-24 h de incubacion en agar sangre de carnero, las colonias son de
unos 3-4 mm de diametro, lisas, blanco-grisdceas y rodeadas por un halo de R3-
hemolisis, a veces tan estrecha que solo es detectable al levantar la colonia. También
hay entre un 3 y un 5% de cepas no hemoliticas. Para mejorar el aislamiento en
materiales donde se puede encontrar en bajo niumero en relacion al de bacterias
acompafantes como en el tracto genital o genitourinario, se emplean medios
selectivos de enriquecimiento como caldo Todd Hewitt suplementado con acido
nalidixico (15 pg/ml) + colistina (10 pg/ml) o gentamicina (8 pg/ml). Con la primera

combinacion se logra un mayor rendimiento pues algunos EGB son sensibles a la
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gentamicina a esa concentracion. Posteriormente a partir del enriquecimiento entre 18
y 24 h se efectla el pasaje a una placa de agar cromogénico para EGB o en agar
sangre con lo que se logra una clara visualizacion de las colonias después de 24-48 h
de incubacion & 89227,

Otra caracteristica particular de S. agalactiae es su propiedad de desarrollar
colonias pigmentadas anaranjadas por la produccion de un compuesto poliénico que
presenta ornitina y ramnosa en sus extremos (granadaeno) y que se observa
Unicamente en los desarrollos anaerdbicos en un medio que contiene almidon (medio
Granada). Las cepas no hemoliticas de EGB no producen el compuesto poliénico, pero
se ha propuesto una variante con agregado de un disco de oxacilina para
detectarlas™®® 8,

Clasicamente, la identificacion del EGB se ha basado en técnicas fenotipicas
como biotipificacion y serotipificacién. El método seroldgico primario es el método por
precipitacion capilar que es la deteccidbn de antigeno polisacarido comdn que lo
caracteriza como perteneciente al grupo B de Lancefield*. La diferenciacién ulterior del
polisacarido capsular permite a su vez la clasificacion en serotipos. Actualmente se
reconocen diez, denominados la, Ib, I, lll, IV, V, VI, VII, VIl y IX. La identificacion de
los mismos es sumamente Util para fines epidemiologicos en el estudio de colonizacion
e infeccion y para la elaboracion de vacunas puesto que los anticuerpos con
especificidad para el grupo B no son protectores, pero si los dirigidos al polisacéarido

especifico de tipo. Entre un 4 y un 7 % de las cepas no se logran tipificar por este

meétodo. Esto puede ser debido a mutaciones de los genes que codifican la capsula, a



gue la cepa se encuentre en la fase de variacion no capsulada o a que tenga un tipo
capsular ain no caracterizado'®® 118 119. 198

Otros componentes proteicos de superficie como las a y B proteinas ¢, Rib y las
proteinas R (R1 a R4) se estan estudiando como factores de virulencia y como
complemento en el estudio epidemioldgico de las infecciones por EGB® 2%

Las pruebas fenotipicas permiten una identificacion presuntiva del EGB. Una de
las pruebas utilizadas es la de CAMP (Christie, Atkins and Munch-Petersen), sobre la
base de que este estreptococo secreta una proteina extracelular (conocida como factor
CAMP) que interactia con la hemolisina B (esfingomielinasa) producida por
Staphylococcus aureus y causa una hemodlisis sinérgica sobre los eritrocitos de
carnero®® 1%,

Alrededor del 98% de las cepas de EGB dan positiva esta reaccion, pero existen
cepas fenotipicamente negativas al factor CAMP®. Esta es una prueba poco especifica
ya que Listeria monocytogenes, algunos bacilos gram positivos difteromorfos y un
pequefio porcentaje de S. pyogenes pueden dar positiva esta reaccion. La efectividad
de cada tipo de sangre en la visualizacion de la prueba de CAMP depende de la
relacion lecitina : esfingomielina de la membrana de los respectivos eritrocitos. En
sangre equina es de 3:1, en sangre humana y de conejo es de 3:2 y en sangre de
oveja, la mejor para esta prueba, es de 1:12.

La hidrdlisis del hipurato de sodio es otra caracteristica fisiolégica que se utiliza

para la identificacion presuntiva de EGB ya que mas del 95% de las cepas dan positiva

la reaccion. También un porcentaje importante de los enterococos la dan, pero se

45



descartan con las pruebas de bilis esculina y pirrolidonilarilamidasa (PYR) que son
negativas para S. agalactiae’ 232 2%,

El carbohidrato C especifico de los EGB es comun a todas las cepas de este
serogrupo y es rico en ramnosa y glucosamina™’. Para estas determinaciones se
emplean anticuerpos monoclonales y policlonales, Desde el laboratorio clinico
solamente se efectla la identificacion de especie (grupo). La serologia confirma lo
hallado con las pruebas fenotipicas dado que no hay otras bacterias que posean
antigeno B. No obstante, algunas cepas de S. porcinus o S. pseudoporcinus pueden
dar aglutinacon inespecifica con algunos reactivos.

En la actualidad se esta desarrollando la genotipificacion y la deteccion de genes
especificos de virulencia mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Para
estudios epidemiolégicos se emplean la electroforesis de campo pulsado (PFGE), el
analisis de patrones de amplificacion al azar (RAPD) y la tipificaciébn de secuencias de
multilocus (MLST)*?% 1%,

Con métodos moleculares se han logrado clasificar algunos EGB no tipificables

por los métodos serolégicos actuales*® 113177 181,

Habitat, patogenia e importancia clinica

Los EGB forman parte de la microbiota del tracto genital femenino y del tracto
gastrointestinal. Su frecuencia varia entre 5-40 % segun la sensibilidad y especificidad
del método de aislamiento e identificacion ensayado y también de las condiciones

intrinsecas de las poblaciones estudiadas (edad, practicas sexuales, condiciones
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higiénicas, etc). En la Argentina de acuerdo a reportes de distintos centros la portacion
vaginal-rectal varia del 5 al 20 9%2% 3% 165227,

La portacion perianal es mas frecuente que la vaginal, pero un resultado
negativo de cualquiera de las dos localizaciones no excluye la posibilidad de
colonizacién en la otra. Por esto, para estudios de portacibn en embarazadas se
propone efectuar ambos analisis®**%.

Esta colonizacion es un factor de riesgo importante para la infeccion neonatal ya
gue el recién nacido puede adquirir el microorganismo en forma vertical a partir de la
colonizacién vaginal:

1) Infeccion intrauterina ascendente poco antes del parto (a través de las
membranas rotas o intactas).

2) Invasion microbiana de la cavidad amnidtica durante el trabajo de parto.

3) Invasion durante el pasaje a través del canal de parto.

Los aislamientos pareados en madres y en sus neonatos concuerdan en

serotipos que demuestran esta adquisicién vertical®®>.

La transmision horizontal (tanto
hospitalaria como extranosocomial) ha podido explicar posibles brotes intrahospitalarios
y ciertas infecciones de inicio tardio’°.

Entre el 40% y el 70 % de las mujeres colonizadas transmiten el EGB a sus
recién nacidos durante el partoy entre el 1y el 2% de los recién nacidos colonizados
desarrollan una infeccion precoz.

Esta transmision al neonato puede originar una infeccion de comienzo temprano:

en las primeras horas de nacido hasta los 7 dias o de comienzo tardio que ocurre en
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nifios de una semana a dos meses de edad. En estos casos produce neumonia, sepsis
y meningitis neonatal con un 5 % de morbimortalidad® .

En las mujeres embarazadas y puérperas, la colonizacion genital puede causar
infecciones en las vias urinarias e infecciones puerperales como endometritis,
bacteriemia postcesérea, corioamnionitis, infeccion de la herida quirdrgica y en escaso
namero complicaciones fatales como meningitis, abscesos intraabdominales,
endocarditis y fascitis necrotizante*. Hay varios factores obstétricos que se asocian
con un mayor riesgo de infeccion del recién nacido, fundamentalmente: prematurez
(<37 semanas), ruptura prolongada de membranas (>18 horas), existencia de fiebre
intraparto (>38°C), haber tenido un hijo anterior con infeccion por EGB y la presencia
de bacteriuria durante el embarazo causada por este microorganismo. La estrategia de
buscar el EGB en todas las muestras de orina sembrando agar sangre, aun en cultivos
polimicrobianos tiene un mayor rendimiento en la deteccién de mujeres colonizadas,
por lo tanto candidatas a recibir profilaxis'’>. También las tasas de colonizacién por
EGB son mayores en los recién nacidos de madres que presentan una alta densidad
de portacion vaginal, y en los nacidos de gestantes que presentan un bajo titulo de
anticuerpos frente a la cepa colonizante de EGB®. Aunque la existencia de factores de
riesgo obstétricos aumenta la probabilidad de infeccién en el recién nacido, solo en
menos de la mitad de los casos de una sepsis neonatal, se identifica algun factor de
riesgo en la madre® %°°.

En los Ultimos afios se ha producido un notable incremento de las infecciones

por EGB en adultos, fuera del periodo postparto: neumonia, artritis, infecciones de piel

y tejidos blandos, endocarditis e infecciones urinarias. Muchos factores incrementan el
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riesgo de desarrollar una enfermedad invasiva entre los que se destacan la
susceptibilidad del hospedador, factores de virulencia del microorganismo, inoculo
elevado, etc. Especialmente se ha aislado en pacientes con diabetes, hepatopatias y
neoplasias®*.

La adherencia de las bacterias a las células del hospedador constituye un paso
importante de la patogénesis. El EGB puede adherirse por interacciones inespecificas,
asi, el nivel de hidrofobicidad de la superficie celular bacteriana juega un rol importante
en la adherencia a las células endoteliales y epiteliales®*’. Entre los factores de
virulencia se considera la presencia del gen hyl B que codifica para la enzima
hialuronatoliasa que  hidroliza el acido hialurénico, componente de la matriz
extracelular. De esta manera facilita la invasion del microorganismo*’®.

La mayoria de los EGB produce una B-hemolisina, enzima que posee actividad
citotoxica sobre las células humanas y asi destruye barreras epiteliales y
endoteliales'®. También poseen una serie de proteinas de superficie que tienen la
capacidad de adherir a las proteinas de la matriz extracelular como fibronectina,
fibrinbgeno y laminina. La fibronectina estd en altas concentraciones en el liquido
amnidtico y favorece la union de la bacteria y posterior ascenso desde el tracto genital
inferior hacia el cérvix generando corioamniomnitis, infeccidén intradtero y nacimiento

pretérmin0163, 176, 189, 215, 216

Prevencion

Entre 1996 y 1997, el Colegio Americano de Obstetricia y Ginecologia, el Centro

de Prevencion y Control de Enfermedades de USA (CDC) y la Academia Americana de
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Pediatria comenzaron a efectuar recomendaciones para la prevencion perinatal de
infecciones por EGB. En el afio 2002 el CDC elaboré una guia que recomendaba el
estudio de colonizacion de EGB en la madre entre las semanas de gestacion 35 y 37,
dado que se habia demostrado que la portacidon era intermitente. En ella se establecio
la profilaxis antibiética de toda mujer colonizada®* ?%%.

Aunque las dos estrategias propuestas por el CDC se consideran validas, los
casos de infeccion neonatal que pueden prevenirse se estiman en un 78% para la
prevencion basada en el cultivo y en un 41% cuando la politica se basa en factores de
riesgo™®®.

En la Argentina, la Cadmara de Senadores de la Nacion aprob6 en abril de 2008
la Ley 26.369 (B.O. 07/05/2008) que establece el caracter obligatorio del control y
prevencion mediante la realizacion del examen de deteccion del EGB a todas las
embarazadas con edad gestacional entre las semanas 35 y 37 que presenten 0 no
condiciones de riesgo. La administracion endovenosa de antibioticos intraparto a las
gestantes portadoras de EGB, iniciada cuatro horas o mas antes del nacimiento, es la
Unica medida eficaz actualmente aceptada para interrumpir la transmision vertical del
EGB vy evitar la sepsis neonatal. Para esto se indica el uso de penicilina o ampicilina.
Para mujeres alérgicas a penicilina sin una historia de anafilaxia, angioedema, dificultad
respiratoria o urticaria, el antibiético preferido es la cefazolina. En caso de mujeres con
alto riesgo de anafilaxia por alergia a la penicilina, se recomienda eritromicina,
clindamicina o vancomicina. Se considera que la administracion de eritromicina y

clindamicina logra niveles importantes de proteccion en la madre pero no asi en los

tejidos fetales.
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La administracién oral o intramuscular de antibiéticos durante la gestacidon
resulta ineficaz para erradicar la colonizacion vaginal, ya que, al suprimir el tratamiento,
la vagina puede volver a colonizarse a partir del recto” 28,

La importancia de establecer la colonizacion por EGB en la madre que no ha
sido estudiada previamente y la necesidad de un diagndéstico rapido en el momento del
trabajo de parto, ha conducido al desarrollo de varios métodos que posibilitan un
diagnéstico presuntivo inmediato, tales como la contrainmunoelectroforesis,
aglutinacion con particulas de latex , la coaglutinacion , el inmunoensayo 6ptico, etc.
Estos métodos se basan en el uso de antisuero hiperinmune especifico para el grupo B
a fin de detectar antigenos del estreptococo en material genital y en diversos liquidos
corporales. Honest y col. estudiaron con profundidad varios de estos métodos
analizando la sensibilidad, especificidad y tiempo del resultado. Dentro de los métodos
rapidos se incluye la investigacion del EGB en el material clinico por PCR (reaccion en
cadena de la polimerasa) que es uno de los mejores métodos por sensibilidad,
especificidad y rapidez®® 192 217,

Desde que se introdujo el estudio prenatal y la quimioprofilaxis, la incidencia de
infeccidn neonatal temprana por EGB ha disminuido hasta casi un 90 % en la Argentina
pero no ha logrado reducir la infeccion neonatal tardia, como lo mencionaban otros
autores. En diferentes partes del mundo se han intentado desarrollar vacunas para
prevenir la sepsis neonatal precoz y principalmente la tardia e infecciones en pacientes
inmunosuprimidos. Los intentos de crear una vacuna han incluido la utilizacion de

polisacaridos del EGB tanto puros como asociados a proteinas como el toxoide

tetanico. También se han usado proteinas especificas de la capsula que tienen
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potencial efectividad como factores inmunogénicos. Esto ha constituido un gran reto
para los investigadores porque hay distintos serotipos de EGB en las diferentes
distribuciones geogréaficas. En Estados Unidos, se ha visto que los serotipos mas
frecuentemente asociados a enfermedad neonatal son el tipo la, tipo Il y mas
recientemente el tipo V. El porcentaje restante corresponde principalmente a lb y Il 'y
menos frecuentemente a los otros serotipos®®. En Portugal predomina el serotipo la**.
En Chile, los serotipos mas prevalentes son el la, 1l y Ill. El tipo Il es el mas
frecuentemente asociado a colonizacion vaginal en embarazadas y sepsis neonatal.
En Rosario (Argentina) se aislaron serotipos la, Ib/c, II, 1l y V en embarazadas
(periodo 1994-1995) y en un estudio multicéntrico en procesos invasivos sobre
aislamientos aportados por centros de diferentes provincias argentinas predominaron
los serotipos la, Il 'y 111% 214,

Al ser la sepsis neonatal una complicacion grave aun no controlada
Optimamente, la creacién de una vacuna contra este patdgeno administrada en el
ultimo trimestre del embarazo podria generar anticuerpos en niveles suficientes para

lograr la prevencién pasiva de la infeccién invasiva en los neonatos® 2" 32668,

Sensibilidad a los antibiéticos

Hasta hace poco tiempo, los EGB eran uniformemente sensibles in vitro a la
penicilina. Recientemente se ha informado la aparicion de cepas no sensibles a este

antibiotico con CIM de 0,25 a 1,0 pg/ml, valores que se consideran como de
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sensibilidad intermedia. Se demostréo una mutacion puntual en el gen pbp2x (Q557E)
gue codifica en el EGB, la proteina ligadora de penicilina PBP 2X. También se observo
la disminucién en la cantidad de esta proteina comparada a las cepas sensibles'®.
Inicialmente la resistencia a eritromicina (ERI), clindamicina (CLI) y claritromicina se
observd en un 1 a 3 % de los aislamientos. Estos porcentajes se han ido
incrementando en nuestro medio y han llegado a valores de méas del 50% en Italia®*®.

Uno de los mecanismos de resistencia a la ERI es la produccion de una metilasa
del ARNr 23S, que altera la union al sitio de accion del antibiético, codificada por genes
erm (ermA; ermB). Esta metilasa también genera resistencia a lincosamidas y
estreptograminas B (fenotipo MLSg) de expresion constitutiva (cMLSg) o inducible
(IMLSB). Otro mecanismo es el de eflujo activo (fenotipo M). Los genes mefA/E
codifican una bomba de expulsion (mecanismo de eflujo) que expresa resistencia de
bajo nivel a ERI y sensibilidad a lincosamidas.

Debido a que estos genes son transportados por plasmidos y/o transposones, la
transmisiébn puede ser tanto de manera vertical como horizontal, por lo que es
necesario el estudio continuo de la evolucion de la resistencia del EGB a los
macrolidos. También ha sido descrita la resistencia a CLI por inactivacién enzimética
(gen InuB, fenotipo L)3.

El estudio fenotipico de esta resistencia se realiza por difusion en agar Mueller
Hinton con 5 % sangre de carnero segun el método de Kirby y Bauer de acuerdo a las
guias del CLSI con la prueba de induccion con discos de ERI (15 pg) y CLI (2 pg)
separados 20 mm entre si. Se pueden determinar cuatro fenotipos posibles de acuerdo

con los resultados de la prueba:

53



a) Fenotipo S (ERI y CLI sensibles).

b) Fenotipo M (ERI resistente y CLI sensible sin achatamiento de su halo de
inhibicion).

c) Fenotipo MLSg inducible (iMLSg: ERI resistente y CLI sensible con
achatamiento de su halo de inhibicion).

d) Fenotipo MLSg constitutivo (cMLSg: ERI y CLI resistentes)*? °.

La determinacion de los genotipos de resistencia a macrolidos se realiza con
ensayos de PCR y secuenciacion. Esto permite detectar la coexistencia de genes de
resistencia y determinar la diversidad clonal entre estos estreptococos resistentes. Esta
diversidad muestra la necesidad de efectuar una vigilancia epidemiolégica regional de
los aislamientos de EGB para poder ajustar los tratamientos empiricos iniciales en
algunos casos® 2% 154218

Los EGB son uniformemente resistentes al acido nalidixico, trimetoprima-
sulfametoxazol y a bajos niveles de aminoglucosidos y son sensibles a vancomicina y
teicoplanina.

La administracion inicial de ampicilina mas un aminoglucésido para efectuar el
tratamiento de un caso de bacteriemia o meningitis neonatal presuntamente causadas
por estreptococos del grupo B se basan en tratar de lograr un descenso rapido del
indculo bacteriano por accién sinérgica. La metodologia empleada en los enterococos
para detectar altos niveles de resistencia a aminoglucosidos solo sirve para predecir la
falta de sinergia entre el aminoglucésido y el B-lactdmico en los estreptococos [-
hemoliticos. Hay cepas que presentan bajos niveles de CIM para gentamicina pero

igualmente poseen la enzima bifuncional que impide la sinergia. Por esto se propone el
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empleo de discos de kanamicina de 1000 pg para la deteccion de altos niveles de
resistencia a gentamicina o kanamicina en EGB. Si se obtienen halos de inhibicion
iguales o mayores de 12 mm se considera que la la sinergia es factible®* 129 18

Actualmente se ha detectado un aumento importante de EGB resistentes a altos

niveles de aminoglucédsidos en la Argentina®®°.

Otros beta hemoliticos

Streptococcus iniae

S. iniae fue aislado por primera vez a partir de pus de un absceso subcutaneo de
un delfin de agua dulce en los Estados Unidos en 1976'"*. Luego se lo describié6 como
un patdégeno importante en peces como la tilapia, la trucha y el salmon ya que produjo
brotes epidémicos en Japén, Taiwan, Israel y Estados Unidos’® %% "4 Algunos de
estos peces pueden ser portadores asintomaticos de esta bacteria.

S. iniae fue reconocido como patdogeno humano en Canadd cuando se
describieron 9 casos de celulitis bacteriémicas producidos por bacterias clonalmente
relacionadas®. Uno de los pacientes presentd endocarditis, meningitis y artritis.
Retrospectivamente se reconocieron otros dos casos: un paciente en Texas con
celulitis bacteriémica y otro en Ottawa con artritis de rodilla®3.

Mas recientemente se describieron una celulitis bacteriémica y una osteomielitis

en la China*®’. El rango de edades fue de 40 a 81 afios y s6lo 5 de 11 pacientes

55



evaluados tenian enfermedad de base (enfermedades cardiovasculares 3, diabetes 3,
insuficiencia renal 1). Todos los pacientes evaluados (N=11) curaron con tratamiento
antibiotico (penicilina, cloxacilina, ampicilina, cefuroxima, o amoxicilina-acido
clavulanico, solos o en combinacidn con otros antibioticos)

Todos los pacientes del brote canadiense habian manipulado pescados y 8 de
ellos manifestaron haber sufrido heridas en esa tarea.

Los extractos antigénicos obtenidos por el método de Lancefield no reaccionan
con ninguno de los antisueros de grupo conocidos. En el CDC de Atlanta, USA, se
ensayaron infructuosamente los antisueros A, B, C, D, E, F; G, L, M, P, U y V (Facklam
RR. Comunicacion personal). Por pruebas bioquimicas puede confundirse con S.
pyogenes y S. porcinus debido a que son LAP y PYR positivos. S. pyogenes reacciona
con antisuero A y da positiva la prueba de bacitracina y esto lo diferencia de S. iniae. S.
porcinus da positiva la prueba de hidrélisis de almidon y negativa la de fermentacion de
sorbitol, mientras que S. iniae las da negativa y positiva respectivamente.

Los microorganismos aislados no pudieron ser identificados o fueron
incorrectamente identificados por sistemas comerciales (Vitek GPI, ID32 STREP, api

20 STREP)?*,

Streptococcus porcinus  y Streptococcus pseudoporcinus

Algunos estreptococos [(-hemoliticos aislados de cerdos desde 1937 fueron
clasificados en la especie Streptococcus porcinus en 1984. Estas bacterias estaban

relacionadas fisiolégicamente y pertenecian a los grupos E, P, U y V, ademés de a
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otros tres grupos designados como C1, 5916T y 71552 *. Los miembros de esta
especie histéricamente han sido aislados de infecciones del cerdo (linfadenitis,
neumonia, aborto, endocarditis y sepsis), de otros animales como bovinos, ovinos,
cobayos, conejos y perros e incluso a partir de animales sanos®*°. Desde 1960 hasta
2007 se describieron 32 casos de infecciones humanas por S. porcinus (probablemente
Streptococcus pseudoporcinus), 22 en mujeres, 3 en varones y 7 sin especificar el
géner045, 64, 66, 73,141, 169.

Dieciocho cepas provenian del tracto genitourinario femenino (liquido amniético,
placenta, endocérvix, vagina u orina), 6 de heridas, 3 de sangre, una de secrecion
umbilical y la restante de sitio desconocido. Estaban asociadas a corioamnionitis,
endometritis posparto, infecciénes de piel y tejidos blandos y septicemia. El grupo de
Lancefield fue C1 en 23 casos, E en dos, P en tres y en el resto no fue determinado.

Recientemente se agregd mas evidencia a su rol en las complicaciones del
embarazo y el parto’?.

En 2006 se observo en cepas de origen humano una divergencia del 2,1% por
secuenciacion del gen que codifica para la subunidad 16S del ARN ribosomal, hecho
gue justifico el cambio de especie. EI nombre Streptococcus pseudoporcinus se
propuso entonces por primera vez para las cepas humanas*?. Las pruebas bioquimicas
no obstante, no difieren demasiado de las que presenta S. porcinus. Estas pueden
resultar de utilidad para separar a esta especie de las que pueden confundirse por el
uso de equipos comerciales (S. dysgalactiae subsp equisimilis y S. uberis) o de S.

agalactiae que ocupa el mismo nicho ecolégico y que presenta el antigeno B con el

cual podria dar reacciones cruzadas si se emplean ciertos reactivos de aglutinacion
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como Patho Dx. Strep kit (Remel)®*

. La colonia es méas pequefia que la de S.
agalactiae y el halo de hemdlisis de mayor didmetro. En la Tabla 5 puede apreciarse
gue la produccion del factor CAMP, las reacciones de Voges Proskauer, manitol y
sorbitol permiten separar S. pseudoporcinus de S. agalactiae, S, dysgalactiae subsp.
equisimilis y S. uberis®,

En un estudio reciente se estudiaron 97 cepas de S. porcinus y S.
pseudoporcinus. Diecinueve pertenecian a la especie S. porcinus y 18 de ellas
provenian de animales. La restante era de una trabajadora de un frigorifico. Entre las
correspondientes a la especie S. pseudoporcinus, 72 eran de origen humano y 6 de
productos lacteos. Estas cepas fueron estudiadas por hibridacion ADN-ADN,
secuenciacion de la subunidad 16S ribosomal y del gen rpoB, pruebas bioquimicas
convencionales, perfiles obtenidos con el Rapid ID32 Strep, serotipificacion con Patho
Dx. Strep kit y sensibilidad antibidtica. Se vio que las cepas humanas y las lacteas
diferian’entre si en pruebas bioquimicas y secuencias 16S y rpoB, por lo que se
propuso la division en dos subespecies: S. pseudoporcinus subsp. hominis y S.
pseudoporcinus subsp. lactis'®.

Tanto S. pseudoporcinus como S porcinus presentan una elevada frecuencia a
la tetraciclina, a través de los genes tet M y tet O, aunque para las cepas humanas la
CIM 50 es mas elevada. No se ha detectado resistencia a, B-lactamicos, rifampicina,
cotrimoxazol, cloranfenicol, ni fluoroquinolonas®. Sélo se informaron cuatro cepas
resistentes a macrolidos y CLI: una de S. pseudoporcinus (con el gen erm(A) y dos de
S. porcinus, una portadora del gen erm(B) y las otras dos por algin mecanismo no

determinado® 1°°,
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Tabla 5. Caracteristicas fenotipicas de S. pseudoporcinus y bacterias relacionadas

modificada de Mahlen & Clarridge™*® y Shewmaker PL et al.’®

Caracteristica S. pseudoporcinus S. porcinus SDSE S. agalactiae S. uberis
fenotipica hominis lactis

Hipurato + - - - T ¥
Voges-Proskauer \% + \% - \% ND
PYR Y, + Vv - - -
Esculina + + + \% - +
Lactosa - + \% \% \% +
Manitol + + + - - +
Sorbitol + + + \% - +
CAMP + + + - + -

SDSE: Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis
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Aspectos taxondémicos

Streptococcus pneumoniae (también llamado neumococo) es un microorganismo
microaerofilo que pertenece al género Streptococcus de la familia Streptococcaceae.
La caracterizacion fenotipica y los criterios taxondmicos lo incluyen dentro del grupo
Streptococcus mitis, con el que presenta una identidad nucleotidica mayor al 99% en la
secuencia del ARNr 16S. El neumococo es un coco gram positivo, anaerobio
facultativo, catalasa negativo y citocromooxidasa negativo. LoS estreptococos
clinicamente relevantes son homofermentadores y el producto final de la fermentacion
de la glucosa es el acido lactico. Generalmente se encuentra formando cadenas cortas
o se disponen en pares (diplococos) en medios liquidos. Como el resto de los
microorganismos del género presenta un bajo porcentaje de G+C. Cuando se cultiva en
placas de agar sangre en aerobiosis presenta una marcada a-hemolisis pero, si es
incubado en anaerobiosis, se observa una B-hemdlisis debida a la accion de la
neumolisina. El neumococo es soluble en desoxicolato debido a que este detergente
dispara la accion descontrolada de la principal autolisina (LytA) que degrada la pared
celular en un proceso dependiente de colina. Los requerimientos nutricionales del

neumococo son obtenidos con el agregado de sangre o suero al medio de cultivo.
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Habitat y transmision

Aunque S. pneumoniae es un importante agente causal de infecciones, su nicho
ecoldgico natural es la nasofaringe humana. La mucosa del tracto respiratorio superior
puede ser colonizada por este microorganismo desde los primeros dias posteriores al
nacimiento y se considera que, virtualmente, cualquier individuo ha estado colonizado
con neumococos en alguna etapa de su vida. Se ha descrito que existe una relacion
inversa entre el estado de portador y la edad, de forma que entre la poblacién infantil el
nimero de portadores es mayor que en la edad adulta®. La mayoria de las infecciones
neumocadcicas ocurren, en general, luego de la adquisicién de un nuevo serotipo y no
después de un estado de portacion prolongado. Esto sugiere que el estado inmune del
huésped en el momento de la colonizacién, asi como la virulencia de la cepa en

particular, determinara la relacién entre portacion e invasividad del neumococo.

Epidemiologia

Han sido descritos mas de 90 serotipos capsulares de neumococos, diferentes
entre si sobre la base de diferencias inmunologicas de la cdpsula. La nomenclatura
danesa los clasifica en serogrupos y serotipos de acuerdo a las caracteristicas
antigénicas, designados del 1 al 48. Cada serogrupo consiste en 2 a 5 serotipos,

diferenciados por letras (A, B, C, etc, o F, de “first”, por ser el primero que se identifico).
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Los primeros 80 serotipos fueron identificados en 1957; sélo tres mas fueron
adicionados durante los siguientes 28 afios. En 1985, Austrian descubrid el serotipo
16A’. El descubrimiento de los tipos 10B, 10C, 11D, 12B, 25A y 33D fueron publicados
por Henrichsen en 1995°’. En el afio 2007 Park y col. detectaron el serotipo 6C**® y en
el afio 2009 se identifico el serotipo 6D’

La distribucion de serotipos que causan infeccién varia con la edad, con la
gravedad de la enfermedad, con la regién geografica y con el tiempo®**®°. Los brotes de
enfermedades neumocaocicas son poco frecuentes, pero pueden ocurrir en poblaciones
cerradas, tales como hogares de ancianos, centros de cuidado infantil u otras
instituciones.

De los aproximadamente 8,8 millones de muertes mundiales anuales entre los
nifios menores de 5 afios de edad durante el afio 2008, la OMS estima que 476.000
(333.000 - 529.000) fueron causadas por infecciones neumocdcicas'®. Las tasas de
enfermedad y mortalidad son mas altas en los paises en desarrollo que en los paises
industrializados™®*.

Algunos serotipos se encuentran asociados a enfermedad invasiva con mayor
frecuencia que otros®®. En Latinoamérica por ejemplo, los serotipos prevalentes que
estan asociados a neumonia son el 14, el 1, el 5y el 6B y los asociados a meningitis
son el serotipo 14, el 6B, el 18C, el 19F, el 23F y el 523747,

En la Argentina, el orden de prevalencia de neumococos aislados de nifios
menores de 5 afios con enfermedad invasiva se ha modificado en los ultimos afios,
principalmente luego de la introduccion de la vacuna conjugada 13-valente (PCV13) al

Calendario Nacional de Vacunacién®. Al comparar la distribucién de serotipos de S.
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pneumoniae recuperados de nifios menores de 2 afios con enfermedad invasiva
durante un periodo prevacunal (2010-11) respecto de un periodo posvacunal (2013-14)
se observd una disminucion significativa de los serotipos incluidos en la PCV13 (de
86,3% a 42,4%), como asi también un aumento de los serotipos no vacunales (de
12,8% a 57,1%). Este aumento estuvo principalmente asociado a los serotipos 24,
12F, 16F y 23B*. La prevalencia de serotipos hallados en portacién nasofaringea
difiere de la de los aislados a partir de enfermedades invasivas. La distribucién de
serotipos de aislamientos de portacion recuperados de nifios menores de 3 afios no
vacunados, en la Argentina, en un estudio realizado en el periodo 2007-2008 fue la
siguiente: serotipo 6A (12%), 15B (10%), 19F (9%), 14 (8%), 6B (7%), 23F (7%), 9V
(6%), 19A (4%), 15C (4%) y 11A (4%). Al comparar poblaciones similares, en el mismo
periodo de tiempo, fue observada una diferencia significativa (p < 0,05) en los serotipos
5,1, 7F, 12F y 18C, prevalentes en enfermedad invasiva pero no en portacion
nasofaringea. Los serotipos 15B, 23F, 9V, 15C y 113, en cambio, fueron prevalentes en
portacién nasofaringea®.

En muchos paises, el uso rutinario de las vacunas neumocdcicas conjugadas ha
reducido drasticamente la incidencia de enfermedad neumocécica invasiva. En
algunos lugares, aquellas enfermedades producidas por serotipos vacunales
practicamente han desaparecido, incluso en los grupos de edad hacia los que no esta
dirigido el programa de inmunizacién, debido al efecto de inmunidad de rebafio®33142,

La introduccidn de la antibioticoterapia también redujo la morbilidad de las
infecciones neumococicas. Si bien tuvo un fuerte impacto en el control de la

enfermedad, lamentablemente contribuy6 en la emergencia de la resistencia a distintos
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antibiéticos'®. La necesidad de buscar estrategias de prevencién con amplio impacto
en la salud publica fue tomando importancia y el esfuerzo comenzo a focalizarse en el
desarrollo de una vacuna efectiva contra todos los neumococos. El neumococo esta
rodeado del polisacérido capsular (PC) y la existencia de mas de 90 serotipos
capsulares, con diferentes composiciones quimicas y diferente impacto inmunologico y
epidemioldgico en los distintos grupos etarios, complica el desarrollo y evaluacion del
efecto de las vacunas'’. Esta situacién se suma a la diferente prevalencia en distintos
paises y grupos etarios.

En 2007, la OMS publicé una recomendacion para la introduccion de vacunas
antineumocacicas en los programas de inmunizacién, en los paises en desarrollo, con
el objetivo de prevenir las infecciones causadas por este microorganismo. Al dia de hoy
la vacunacion antineumocadcica se basa en la vacuna polisacaridica 23-valente y en las
vacunas conjugadas (10- o 13-valente) dependiendo de las recomendaciones de cada
pais. La vacuna conjugada 10-valente esta siendo paulatinamente retirada del mercado
argentino, desde la introduccion al Calendario Nacional de Vacunacion de la PCV13 en

nuestro pais.

Vacunas polisacaridicas

En la década del 70 se aprobd una vacuna que incluia polisacaridos de 14
serotipos a la que luego se le incorporaron mas antigenos. Posteriormente, en 1983 fue
licenciada la vacuna que se utiliza actualmente que incluye polisacaridos de los 23

serotipos (1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9V, 9N, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F,
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20, 22F. 23F, 33F) responsables de la mayoria de las infecciones neumocécicas™®.
Esta vacuna esta indicada en adultos y nifios mayores de 2 afios con una patologia de
base que los hace vulnerables a las infecciones neumocécicas invasivas (VIH,
enfermos con afecciones pulmonares cronicas, asplénicos, etc) y en mayores de 65
anos.

El PC es un antigeno que genera anticuerpos mediante una respuesta de tipo T-
independiente y sélo puede activar linfocitos B maduros. Los nifios menores de 2 afios
poseen solamente linfocitos B inmaduros y al no ser activados por este tipo de epitopes
no generaran anticuerpos. En cambio, en los adultos jovenes, la respuesta ante al
antigeno polisacaridico (T-independiente) se manifiesta con la produccion de
anticuerpos de tipo IgM. Es importante recordar que los antigenos T-independientes no
producen cambio de clase de inmunoglobulinas, por lo que la respuesta sera siempre
de tipo IgM.

Entre las desventajas de las vacunas polisacaridicas se puede mencionar que,
debido a la diferente prevalencia de serotipos en las distintas areas geogréficas,
brindara una proteccion variable (cobertura del 90% para USA y Europa pero del 60%
en algunos paises del tercer mundo). Ademas esta vacuna es poco inmunogénica en

nifios menores de 2 afios* %>’

y si los individuos que la reciben poseen otras
enfermedades, la respuesta sera pobre y en algunos casos la inmunidad conferida
ocurrira solamente contra algtn serotipo determinado®®®. Debido a que la cobertura de

la vacuna no es eficiente en la poblacion de mayor riesgo, el disefio de una vacuna

mas apropiada para disminuir o evitar las infecciones causadas por neumococos, es
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una estrategia necesaria. En la revisidén de Vila-Cdrcoles se discuten algunos aspectos

relacionados con la efectividad clinica de esta vacuna**.

Vacunas polisacaridicas conjugadas

Estas vacunas son obtenidas por conjugacion del polisacarido con
transportadores proteicos (antigeno de tipo T-dependiente) que permiten conferir una
respuesta inmunolégica de tipo 1gG*°.

Desde el afio 2009 se encuentra disponible la vacuna PCV10 y desde el 2010,
la vacuna PCV13. La PCV10 esta compuesta por polisacaridos capsulares purificados
de 10 serotipos: 1, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F y 23F conjugados con la proteina D
de Haemophilus influenzae no tipificable, excepto los serotipos 18C y 19F que estan
conjugados a los toxoides tetanico y diftérico, respectivamente. La PCV13 contiene
antigenos polisacéridos de 13 serotipos, en donde se agregan los serotipos 3, 6A, 19A
a los ya mencionados y estan conjugados con una variante no toxigénica de la toxina
diftérica (CRM1g7).

En la Argentina, la vacuna PCV13 se introdujo al Calendario Nacional de
Vacunacion en enero de 2012 con un esquema 2 + 1 (2 dosis iniciales alos 2 y 4

meses de edad y un refuerzo a los 12 meses de edad), (Ministerio de Salud 2011).
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Vacunas proteicas

Si bien el principal factor de patogenicidad es la capsula, varias proteinas
contribuyen a la virulencia de S. pneumoniae y son capaces también de generar una
respuesta inmune protectora. Las vacunas proteicas presentan la ventaja de ofrecer
proteccién independientemente de los serotipos'®. Entre los posibles candidatos a ser
incluidos se encuentran la proteina de superficie A (PspA) y la neumolisina (Ply)***%18,
Dada la importancia de las vacunas proteicas, en Latinoamérica fue estudiada la
probable cobertura de una vacuna basada en PspA** 8190140

En la literatura se pueden encontrar varias revisiones que aportan nueva
informacion acerca del impacto de las vacunas conjugadas y el reemplazo de

serotipos®® &.

Impacto clinico

S. pneumoniae es el agente causal de una amplia variedad de infecciones
especialmente en nifios y adultos. Puede transmitirse por aspiracion o por penetracion
en la mucosa de las vias respiratorias para producir infecciones no invasivas como
neumonia no bacteriémica, otitis media, sinusitis y conjuntivitis; puede invadir el
torrente sanguineo y producir infecciones invasivas como meningitis, neumonia
bacteriémica o sepsis. Con baja incidencia, puede producir pericarditis, peritonitis y
artritis™. Es el agente principal de peritonitis primaria que se da especialmente en
pacientes con patologia hepatica o renal (sindrome nefrético) subyacente.
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El neumococo es la primera causa de meningitis bacteriana desde la
introduccion de la vacuna conjugada de H. influenzae tipo b. La OMS estima que
aproximadamente 1,6 millones de individuos, incluyendo hasta 1 millbn de nifios
menores de 5 afios, mueren por enfermedad neumocécica invasiva cada afio,
principalmente en los paises en vias de desarrollo'**. En Latinoamérica y el Caribe, las
revisiones publicadas en 2007 y 2008 mostraron que alrededor de 18.000 nifios
menores de 6 afios de edad mueren cada afio debido a enfermedades neumocdcicas
invasivas®’%°.

La mayoria de las neumonias adquiridas de la comunidad no son bacteriémicas,
lo que dificulta la identificacion del neumococo con los métodos de diagnostico
convencionales. Esto lleva a estimar una incidencia de neumonia neumocdécica mayor
gue la documentada. Si bien la mayoria de las neumonias son causadas por virus, las
bacterias producen las formas mas graves de esta enfermedad.

Respecto de la meningitis, el neumococo es el principal agente causal en todas
las edades menos la neonatal y en la mayoria de los casos puede llevar a la muerte o
discapacidad permanente, que es mayor en comparacion con otras meningitis
bacterianas (sordera, convulsiones, retraso mental y problemas de movimiento).

El neumococo también provoca sepsis, que puede progresar rapidamente a
shock séptico y falla multiorganica debido a la falta de suministro de oxigeno a 6rganos
importantes del cuerpo.

Los factores de riesgo para enfermedad neumocécica incluyen la edad (nifios
entre 2 y 23 meses), asplenia anatomica o funcional, enfermedad de células

falciformes, inmunocompromiso congénito o adquirido y enfermedades cronicas
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(enfermedad pulmonar o cardiaca cronica, implante coclear, pérdida de liquido

cefalorraquideo y diabetes mellitus)*.

Factores de virulencia

El neumococo posee multiples factores de virulencia que le permiten poder sobrevivir

en el hospedador y proseguir con la infeccion (Figura 1).
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Figural : Factores de virulencia de S. pneumoniae (Adaptado de Briles et al.®)
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Cépsula

El polisacarido capsular es reconocido como el principal factor de virulencia
desde que Griffith puso de manifiesto que la inoculacién de neumococos capsulados en
ratones les producia su muerte, mientras que la inyeccion de una cepa no capsulada
derivada de la anterior era inocua®. Es el primer punto de contacto entre la bacteria y
los componentes del sistema inmune e impide la unién de los anticuerpos y la fijacion
de los componentes del sistema de complemento a la superficie celular’®®®. De esta
manera se evita la fagocitosis’?>. Ademas la capsula reduce la posibilidad de que la
matriz extracelular de los neutréfilos atrape al neumococo'®. El polisacarido capsular
también tiene la propiedad de facilitar la adhesion a superficies, de realizar el
reconocimiento de moléculas’, de intervenir en la formacién de biofilms® y de

contribuir a la tolerancia antibiética®.

Pared

Los fragmentos del peptidoglicano provocan inflamacion debido a la activacion
de la via alterna del complemento y a la produccion de interleuquinas (IL-1). El &cido
teicoico es también efectivo en la activacion de la via alterna del complemento y en la
produccion de citoquinas. Esta inflamacién produce dafio en el hospedador pero no la

eliminacion de la bacteria.
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Proteinas

La neumolisina (Ply) es una citotoxina no secretable que actia sobre las
membranas que contienen colesterol en las que forman poros y lisan la bacteria®™.
Interviene en los primeros pasos de la infeccion ya que causa dafio en el epitelio
respiratorio. Actualmente se postula que puede activar la via clasica del
complemento™®.

La PspA esta presente en todas las cepas de neumococo y tiene un papel
importante en la interaccion bacteria-hospedador, debido a que interfiere en el

114y une lactoferrina humana®?®.

mecanismo de eliminacion mediado por complemento

Las autolisinas clivan las uniones covalentes del peptidoglicano. La LytA
desencadena una fuerte respuesta inflamatoria™*® y libera componentes citotéxicos del
microorganismo como la Ply y la neuraminidasa®. El rol de las demas autolisinas esta
relacionado con la colonizacién de la nasofaringe®.

Las neuraminidasas actian sobre glucoproteinas, glucolipidos y oligosacaridos
de las superficies celulares liberando residuos de acido sialico. De esta manera se
exponen los receptores del huésped para las adhesinas del neumococo. Ademas se les
ha asignado un rol en la supervivencia del neumococo en el tracto respiratorio y en la
sangre’’.

La hialuronidasa se encuentra unida al peptidoglicano de todos los neumococos,

degrada al &cido homénimo de la matriz extracelular de los tejidos y permite la invasion

y diseminacién del neumococo®.
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La proteasa de IgAl cliva a IgA?!. Otras proteasas de superficie degradan al
factor 3 del complemento y evitan la opsonizacion de la bacteria. La proteina de
superficie C interviene en la adherencia y colonizacién de la nasofaringe®. Interactta
con el factor H de la via alterna del complemento y el componente C3 para evadir la

accion del complemento®!13,

La adhesina de superficie del neumococo (PsaA)
contribuye a la adquisicién de Mn®" y Zn®** que le confiere resistencia ante el estrés
oxidativo producido tanto por el metabolismo del propio neumococo como por la
respuesta inmune innata®%.

Por ultimo, existe un nuevo grupo de factores de virulencia identificados a partir
de la secuencia de los genomas de diferentes cepas de S. pneumoniae entre las que
se incluye a la proteina de la familia Pht (“pneumococcal histidine triad”)* y otras
proteinas que se transportan fuera de la célula*®.

La contribucién de cada factor de virulencia variard dependiendo de la
localizacion in vivo de la bacteria. Estudios recientes revelan que, cuando
S. pneumoniae infecta al hospedador, muestra dos patrones diferentes de expresion de
genes, uno es caracteristico de la infeccion en sangre y el otro de la bacteria en tejidos.
El estudio de estos patrones de expresion de los genes permitio postular que el
neumococo podria producir enfermedades de dos maneras diferentes: cuando infecta
los tejidos (como en una neumonia 0 meningitis) tiene un modo de crecimiento que se
asemeja al del biofilm, mientras que la bacteria en la sangre se asemeja al modelo in

vitro de crecimiento en medio liquido (llamado estado de crecimiento plancténico)'®?. El

entendimiento de estas modalidades de producir infeccion permitira profundizar los
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conocimientos de la patogénesis neumocdcica ya que no estan dilucidados claramente

los mecanismos fisiopatolégicos generales de la infeccion*?46:6>:68:88

Patogénesis

A pesar de que S. pneumoniae es una causa importante de enfermedad y
mortalidad, es normalmente un comensal de la nasofaringe de portadores
asintomaticos®®. El éxito en la colonizacién involucra mecanismos que le permiten
persistir en la nasofaringe en competencia con la abundante microbiota presente.
Podemos mencionar a las bacteriocinas que son pequefios péptidos antimicrobianos
que produce el neumococo y que logran disminuir la presencia de los otros
microorganismos presentes en su habitat. Ademas, la permanencia por largo tiempo en
la nasofaringe le permite, gracias a su capacidad de adquirir competencia natural,

incorporar ADN exdgeno de otros neumococos 0 especies relacionadas genéticamente.

Colonizacion

Unos minutos después de que el neumococo alcanza la cavidad nasal, se
encuentra con la secrecion mucosa. La presencia de la capsula impide que sea
atrapado por el mucus y de esta manera puede llegar a las células epiteliales®. Allf
ocurren distintas interacciones que permiten su adherencia por medio de distintas
adhesinas®. Ademas, el neumococo experimenta variaciones de fase entre dos formas

gue pueden ser distinguidas por la morfologia de las colonias (opaca o transparente).
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Estas colonias distintas muestran diferencias en las proteinas o carbohidratos de
superficie que pueden intervenir en la adherencia del neumococo a los tejidos. En los
primeros estadios de la colonizacidon, el neumococo expresa la variante transparente

gue se caracteriza por una menor produccion de capsula.

Invasion

Los eventos que conducen al proceso de invasion no estan aun muy claros.
Hace algunos afos se habia propuesto que los mediadores de la inflamacion podrian
tener un papel importante. En modelos murinos y en estudios en seres humanos se ha
visto que las variantes opacas, que expresan gran cantidad de capsula, son las que se
observan durante el pasaje de la superficie mucosa a la sangre®’ *3. Si bien la méaxima
expresion de la cépsula es esencial para la virulencia, otros factores como ciertas
adhesinas pueden contribuir en esta etapa.

El acceso del neumococo a las vias respiratorias bajas puede ocurrir mediante
aspiracion®. En el pulmén la pared de los alvéolos tiene neumocitos y una variante de
éstos presenta disacaridos en la superficie que pueden actuar como receptores de
adherencia. Ademas la union del neumococo a células del hospedador, a través de
receptores de superficie del factor activador de plaguetas y de las inmunoglobulinas, le
permite pasar la barrera mucosa®*®’. Por esta ruta la bacteria entra a la submucosa y al
sistema vascular, permitiendo el crecimiento del neumococo y provocando bacteriemia.
Una vez en la sangre, la bacteria puede pasar la barrera hematoencefalica y entrar al

liquido cefalorraquideo (LCR) ocasionando meningitis. El pasaje al LCR se debe a la
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inflamacién en ese sitio como consecuencia de la interaccién entre componentes de la
bacteria (como el peptidoglicano, acido lipoteicoico y diversas proteinas) con células

del hospedador, desencadenando la activacién de citoquinas y quemoquinas*®>.

Mecanismos de defensa del hospedador

Durante la colonizacién los neutréfilos migran hacia los sitios en donde se
encuentra el neumococo. Sin embargo el proceso inflamatorio desencadenado no
elimina el estado de portacion y la bacteria persistira aun luego de la resolucion de la
inflamacién. La IgA de las mucosas es degradada por la proteasa de IgA secretada por
el neumococo. Es asi que la disminucién de la colonizacién podria ocurrir debido a la
produccion de anticuerpos de tipo IgG que no son sustratos de esa enzima y que son
activados mediante la vacunacion. Ademas, como parte del proceso inflamatorio, la
proteina C reactiva se unird a la fosforilcolina y luego interaccionara con el
complemento activando la via clasica®®.

En la infeccion neumocdcica, la respuesta inmunitaria es la fagocitosis y la
opsonizacion mediada por C3b o por IgG. Cuando la opsonizacion esta mediada por
C3b, las proteinas del complemento se unen al microorganismo y pueden provocar la
opsonizacion por union de los receptores del complemento a neutréfilos y macréfagos,
pero no provocan la lisis de S. pneumoniae sino que producen la adhesion de la
bacteria. Cuando la opsonizacion esta mediada por IgG, ocurre el reconocimiento por
parte de las células fagociticas de la porcion Fc de los anticuerpos unidos a la
superficie bacteriana. Hay que tener en cuenta que los anticuerpos también pueden

activar las vias clasicas y alternas del complemento. Actualmente se propone que la
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activacion del complemento podria prevenir la diseminacién de los neumococos de los

pulmones a la sangre®*’.

Diagndéstico microbiologico

Examen directo

Morfologia microscoépica

S. pneumoniae es un coco gram positivo inmévil, no capsulado y no esporulado.
Las células son ovaladas o lanceoladas de aproximadamente 0,5 a 1,25 um. Cuando
crecen en medio liquido, con el microscopio Optico, se observa que se disponen en

pares o en cadenas cortas (Figura 2).
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Figura 2 : Tincién de gram de un cultivo de S. pneumoniae
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Deteccidn de antigeno en LCR

Durante las ultimas décadas, las pruebas comerciales de aglutinacion con
particulas de latex que detectan antigenos del polisacarido capsular de S. pneumoniae
se han utilizado ampliamente, aunque su uso ha sido controvertido. Sobre todo se ha
desestimado su utilidad clinica como reemplazo de la tincibn de Gram y el

cultivo®®99135,

La utilidad estaria dada en muestras de pacientes que recibieron
tratamiento antibiGtico previo para las cuales la coloracion de Gram y el cultivo fueron
negativos. Existen varios equipos comerciales para la prueba de aglutinacion con

particulas de latex.

Deteccidn de antigeno urinario

En el mercado hay disponible un equipo comercial para la deteccion de antigeno
urinario. Consiste en una prueba inmunocromatografica rapida que detecta el
polisacarido C de la pared celular, antigeno que se encuentra en todas las cepas de S.
pneumoniae. En muestras de orina de pacientes adultos esta prueba tiene una
sensibilidad del 70-80% y una especificidad mayor al 90% en la deteccién de neumonia
neumocécica™®**. Dada la sensibilidad de la deteccién, esta prueba deberia ser usada
conjuntamente con otros métodos diagndsticos. Se ha observado que la vacunacion
neumocdécica puede producir resultados falsamente positivos®’ y se ha detectado
persistencia de resultados positivos durante varias semanas’®?®. En muestras de nifios,

la utilidad de esta técnica aun no es clara debido a que se han observado altos
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porcentajes de resultados falsamente positivos probablemente debido a la colonizacion

nasofaringea con neumococos>%2,

Alguna de sus limitaciones son su costo
relativamente alto y la reaccion cruzada con algunos estreptococos a-hemoliticos
orales’.

En los Ultimos afios, esta prueba se esta utilizando a partir de muestras distintas
a las de orina. Por ejemplo, para el diagnostico rapido de meningitis neumocdcica a
partir de muestras de LCR la prueba tiene una sensibilidad de 95-100% y una
especificidad del 100%'%?'%, Esta prueba ademas se utiliza a partir de muestras de

liquido pleural obtenidas de nifios y adultos con neumonia*'*'?

y de lavado
broncoalveolar, en este Ultimo caso con una sensibilidad del 95% y una especificidad
del 87%%. La prueba también puede proporcionar una rapida identificacién presuntiva

de S. pneumoniae en hemocultivos positivos con subcultivos negativos™°.

Cultivo e ldentificacion

En el laboratorio no siempre es sencillo identificar a S. pneumoniae. Si se lo
encuentra en sitios normalmente estériles es confirmatorio del causante de la infeccion.
Sin embargo cuando las muestras a analizar provienen de material respiratorio, la
dificultad en obtener una muestra de alta calidad que permita diferenciar infeccion
invasiva de colonizacién, complica el diagnaostico.

Hay que tener en cuenta que el trabajo con aislamientos de S. pneumoniae

requiere el uso de las practicas de nivel de bioseguridad 2 2>,
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Crecimiento v descripcién de las colonias

Debido a las exigencias nutricionales, S. pneumoniae debe ser cultivado en agar
sangre ovina e incubado a 35-37C en aerobiosis 0, mejor, en ambientes con 5% de
CO.,. En esas condiciones, las colonias observadas son lisas, pequefias, mucosas y
rodeadas por un halo verde de a-hemolisis (Figura 3). Algunos neumococos requieren
inicialmente de una atmosfera anaerobica para su crecimiento y en esas condiciones

las colonias observadas son B-hemoliticas.

Figura 3: Colonias a-hemoliticas de S. pneumoniae en agar sangre (adaptado de
Laboratory Methods for the Diagnosis of Meningitis caused by Neisseria meningitidis,
Streptococcus pneumoniae and Haemophilus influenzae. WHO Manual, 22 edicion)
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Pruebas bioguimicas

La identificacion en el laboratorio de S. pneumoniae incluye el reconocimiento
de la morfologia caracteristica y el resultado de unas pocas pruebas fenotipicas. La
evaluacion microscopica y macroscopica realizada por una persona entrenada permite
una identificacion presuntiva. Para confirmar la identidad se requiere de las pruebas de
sensibilidad a optoquina (Fig. 4) y solubilidad en sales biliares que permitiran

diferenciarlo de otros estreptococos a-hemoliticos.

Figura 4. Prueba de sensibilidad a la optoquina (Adaptado de Laboratory Methods for
the Diagnosis of Meningitis caused by Neisseria meningitidis, Streptococcus
pneumoniae and Haemophilus influenzae. WHO Manual, 2° edition).
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La mayoria de los aislamientos de S. pneumoniae son sensibles a optoquina y
solubles en bilis. Sin embargo, un pequefio porcentaje pueden ser resistentes a
optoquina®® y se han descrito otros estreptococos con sensibilidad a optoquina que no
pertenecen a la especie S. pneumoniae %°. En consecuencia, debe realizarse la prueba
de solubilidad en bilis como confirmatoria. La especie S. pseudopneumoniae es
fenotipicamente y genéticamente distinta de S. pneumoniae pero puede ser identificada
incorrectamente como S. pneumoniae. Algunas de las caracteristicas son la ausencia
de capsula e insolubilidad en bilis. La prueba de optoquina debe realizarse en una
atmosfera de 5% de CO, por que en esas condiciones S. pseudopneumoniae da la
prueba negativa o indeterminada. Sin embargo, si la incubacién se realiza en atmédsfera

normal este microorganismo puede ser sensible a optoquina.

OINH. SSIBHEE Solsafinn Salbiliar

Figura 5. Prueba de solubilidad en bilis (adaptado de Laboratory Methods for the
Diagnosis of Meningitis caused by Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae
and Haemophilus influenzae. WHO Manual, 2° edition)
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Técnicas para la deteccién de acidos nucleicos: reacciéon en cadena de la polimerasa

(PCR) en muestras clinicas

Debido a las dificultades que representa la identificacion mediante los métodos
biogquimicos mencionados, se han comenzado a utilizar ensayos moleculares, que
proveen mejor sensibilidad y especificidad, aun en muestras de pacientes que
recibieron tratamiento antibidtico. Entre estos métodos, podemos mencionar los
basados en PCR que detectan los genes ply, IytA y psaA que son considerados
especificos para neumococo?®. De estos, la amplificacién del gen IytA es considerada la
mas especifica para detectar S. pneumoniae®’. Si bien este método presenta mayor
sensibilidad que las pruebas bioquimicas convencionales, seria de utilidad solo en el
caso de muestras que provengan de sitios normalmente estériles. La PCR de muestras
de sitios no estériles puede arrojar resultados falsamente positivos debido a que los
estreptococos a-hemoliticos orales poseen el gen IytA ***3*. Teniendo en cuenta esto,
se describieron otras PCR que mejoran la especificidad. Una de ellas basada en la
amplificacién de una region del gen IytA que es caracteristica del neumococo’® y la otra
basada en la amplificacién de una regién especifica del RNAr 16S *. Ademaés fue
desarrollada una PCR en tiempo real que ademas de ser mas sensible, permite la
deteccion de varios genes en la misma reaccion e identifica N. meningitidis, H.

influenzae y S. pneumoniae %.
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Determinacion de tipos capsulares

La determinacion de tipos capsulares es esencial para el estudio epidemiologico de S.
pneumoniae debido a que permite conocer la prevalencia de los serotipos circulantes

en una region determinada.

Técnica de Neufeld-Quellung

La reaccion de Neufeld-Quellung, descrita en 1902 por Franz Neufeld, continta siendo
el gold standard para la tipificacién capsular >**. Se utilizan sueros comerciales que
reaccionan con el polisacarido capsular (antigeno), haciendo visible la cadpsula cuando

se observa al microscopio optico (Figura 6).

o

Figura 6: Reaccion de Neufeld-Quellung.(adaptado de Laboratory Methods for the
Diagnosis of Meningitis caused by Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae
and Haemophilus influenzae. WHO Manual, 2° edition).
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Catorce pools y 46 antisueros (25 antisueros de tipo y 21 antisueros de grupo)
se encuentran disponibles comercialmente en el Statens Serum Institut en
Copenhague, Dinamarca. El antisuero de "tipos" representa una formula antigénica
simple para cada tipo. El antisuero usado para identificar el "grupo” representa una
coleccion de serotipos cada uno con diferente formula antigénica. Una técnica
simplificada para la serotipificacion de S. pneumoniae fue estandarizada en el afio
1993'*, El sistema usa 12 pools y un tablero de identificacién. Con este sistema se
pueden identificar 8 serotipos y 13 serogrupos que son los que mas frecuentemente se
hallan distribuidos en el mundo. Para identificar los serotipos incluidos en cada

serogrupo existen 64 antisueros (denominados factores).

Latex

Esta técnica sigue el mismo principio que la reaccién de Neufeld-Quellung. Es
un equipo comercial (Pneumotest-Latex, Statens Serum Institut, Copenhague,
Dinamarca) que permite la deteccidn rapida de varios de los serotipos/serogrupos de S.
pneumoniae mediante la aglutinacion con particulas de latex usando el método del
tablero de identificacion. Consta de 14 viales donde cada uno corresponde a uno de los
pools y contienen particulas de latex unidas con antisuero neumocdcico obtenido en

conejos.
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Métodos moleculares

La reaccion de Neufeld-Quellung presenta algunos inconvenientes como el alto
costo de los antisueros y la subjetividad en la interpretacion. Es por ello que se han
desarrollado sistemas de tipificacién capsular basados en PCR simple® y en PCR
multiple para determinar los serotipos de neumococos a partir de aislamientos y de
muestras clinicas (http://www.cdc.gov/ncidod/biotech/strep/pcr.htm)®%’. Por otra parte,
se han descrito ensayos de PCR en tiempo real que permiten la deteccion e
identificacién de S. pneumoniae en muestras clinicas. Estos ensayos presentan mayor
sensibilidad y permiten la deteccidon mejorada de S. pneumoniae en el LCR y en

79,91 Si

muestras de sangre bien estos enfoques moleculares parecen prometedores,

por el momento solo permiten identificar un nimero limitado de serotipos.

Conservacion y transporte

S. pneumoniae es un microorganismo muy fragil y esto trae aparejado que la
conservacion no sea una tarea sencilla en un laboratorio clinico. El método elegido
dependerd sobre todo de la disponibilidad de los equipamientos a ser utilizados
(freezers, heladeras, equipo liofilizador)*?2.

En la conservacion por congelamiento el indculo se prepara en caldo con glicerol
al 20%, sangre de carnero o leche descremada al 4% estérilizada mediante autoclave a
media atmosfera. Mediante esta forma neumococo mantiene la viabilidad luego de ser

conservado a -20TC hasta 18 meses %, En cambio si se conserva a -80C la viabilidad
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se mantiene durante varios afios. En ambos casos no conviene descongelar el criovial
sino utilizar una porcién del congelado. Ademas, en el caso de la conservacion a -80C
hay que tener en cuenta que S. pneumoniae puede volverse resistente a la optoquina
luego de 12 meses y/o luego de varios subcultivos **’.

La liofilizacidén, aunque es costosa, es otra de las opciones de conservacion a
largo plazo. Mediante esta metodologia, los microorganismos mantienen su viabilidad
aproximadamente 20 afos. Este método junto con el congelado a -80C son los ideales
para la conservacion a largo plazo®®.

Otra posibilidad es tomar el desarrollo bacteriano de una placa de agar sangre
de carnero al 5% con hisopo estéril y colocarlo en un tubo seco con tapa a rosca y
guardarlo a -20°C. En estas condiciones la viabilidad se mantiene aproximadamente 1
mes. Los aislamientos de S. pneumoniae pueden también guardarse por periodos
cortos en hisopos, almacenados en paquetes de silica gel; de esta forma, los
aislamientos durardn dos semanas aproximadamente a temperatura ambiente. Los
paquetes son econémicos y faciles de utilizar'®.

Para el transporte de cultivos de S. pneumoniae, se usa el medio de Amies
modificado con carbén activado. La viabilidad se mantiene por 10 dias®. Otra forma de
transporte de aislamientos y conservacion a corto plazo es la utilizacion de un cultivo

en agar sangre transportado a temperatura ambiente.
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Sensibilidad antimicrobiana

La penicilina ha sido el tratamiento de eleccion para las infecciones
neumocdcicas por mas de cuatro décadas>’. Las primeras cepas de S. pneumoniae
resistentes a este antibiético fueron aisladas en Australia a fines de los afios 60°*.
Desde la década del 80 la prevalencia de heumococos resistentes a la penicilina ha ido
aumentando en el mundo®. El mecanismo principal de resistencia a la penicilina es la
modificacion de las proteinas de unidén a penicilina (PBPs) que ademas confieren
resistencia cruzada a cefalosporinas de tercera generacion®’. Estas mutaciones se
acumulan en los estreptococos orales y luego se transmiten a otros estreptococos
incluyendo al neumococo. En este caso el microorganismo aprovecha su extraordinaria
capacidad de adquirir ADN exdgeno por transformacion.

La resistencia a penicilina estd basada en los puntos de corte para el ensayo de
concentracion inhibitoria minima segun las recomendaciones del Clinical and
Laboratory Standard Institute, CLSI, los cuales fueron modificados en el afio 2008,
teniendo en cuenta el modo de administracion (oral o parenteral) y el tipo de

enfermedad (meningea o no meningea)**.

De esta manera, el porcentaje de
resistencia que uno encuentra en la literatura varia segin si se mencionan aislamientos
recuperados antes o después del 2008 lo cual limita la capacidad de compararlos. El
cambio de puntos de corte implica que la penicilina sigue siendo la droga de eleccion
para el tratamiento empirico de la neumonia en nifios.

En Latinoamérica, el 30,5% de los aislamientos meningeos y el 38,8% de

aislamientos no meningeos presentaron resistencia a penicilina durante el periodo
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2000-2005%. En los Estados Unidos, la proporcién de aislamientos resistentes a
penicilina de focos meningeos aumento del 10,7% antes del cambio de puntos de corte
al 27,5% con los nuevos puntos de corte?. En la Argentina, los nifios mayores de 4
afios con neumonia reciben amoxicilina o penicilina; esta terapia también es utilizada
en otros paises de la region. Ademas, cefotaxima o ceftriaxona siguen siendo las
drogas de eleccién para el tratamiento de las bacteriemias y meningitis en nifios***%°,
El uso de macrdlidos y quinolonas en el tratamiento de la neumonia adquirida de
la comunidad y en el tratamiento empirico de infecciones respiratorias altas seleccioné
aislamientos resistentes'®*. En nuestro pais distintos estudios revelaron que el
porcentaje de resistencia a macrolidos variaba entre el 16% y el 3,5% en aislamientos
recuperados en el afio 2000 (de adultos y nifios respectivamente) en ambos casos, a

M'??® y a la presencia de clones multirresistentes'®?. Este

expensas del fenotipo
aumento se siguié observando en aislamientos recuperados entre los afios 2000-2011
en la Argentina® y se ha evidenciado en otros paises del mundo'®. Ademas la
resistencia a eritromicina se correlaciona con la resistencia a otra clase de agentes

como la tetraciclina, quinolonas y trimetoprima-sulfametoxazol*®

, en algunos casos
debido a la presencia de elementos méviles®. La vancomicina es entonces, el
antibiotico utilizado como dltimo recurso para casos de cepas multirresistentes en
infecciones neumocdécicas graves. Sin embargo se ha documentado tolerancia a este
compuesto®**®, Actualmente se han introducido nuevos antibiéticos como linezolid,

telitromicina o la estreptogramina sintética quinupristina-dalfopristina que por el

momento son efectivos contra los neumococos®.
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La selecciéon de mutantes resistentes intratratamiento con terapia antibidtica, es
poco comun y esto se debe a que la seleccion de cepas resistentes no ocurre por
mutaciones puntuales en los determinantes de resistencia, excepto para las quinolonas
donde aun la prevalencia de la resistencia es baja®"’*. La resistencia est4 mediada por
procesos de transformacion y por la presencia de transposones conjugativos. Estos
procesos ademas estan favorecidos cuando los neumococos se encuentran
colonizando la nasofaringe. De esta manera, la estrategia de esta bacteria pareceria
ser la diseminacion de un numero restringido de clones multirresistentes y se ha
evidenciado que son los responsables del 85% de las enfermedades causadas por
neumococos resistentes a penicilina'*®. Esta situacién refuerza la necesidad de la
realizaciéon de estudios epidemiolégicos periddicos para poder establecer la prevalencia
de clones resistentes y disefiar politicas de consumo de antibiéticos dado que esta
ampliamente demostrada su relacion con el aumento de la resistencia en S.
pneumoniae**3*.

El estudio de las cepas resistentes a los antibiéticos, estimulé el desarrollo de la
epidemiologia molecular del neumococo e incentivé la creacion de una base de datos
internacional sobre los genotipos hallados en distintas partes del mundo. En el afio
1997 se formé La Red de Epidemiologia Molecular de Neumococos (PMEN)® que se
ocupa de verificar y registrar la emergencia de clones internacionales. Esta red tiene
depositados hasta abril de 2006 (fecha de su Ultima actualizacion) 43 clones
diseminados mundialmente que tienen resistencia a penicilina y a otros antibiéticos
(http://www.sph.emory.edu/PMEN). El sistema para la denominacion de clones incluye

el nombre del pais en donde se aislo inicialmente, el serotipo al que pertenecen los
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primeros aislamientos y el numero correlativo que indica el orden de identificacion por

la red.

Métodos de epidemiologia molecular

La epidemiologia molecular emplea métodos de biologia molecular fenotipicos y
genotipicos para identificar subtipos bacterianos y establecer relaciones entre
aislamientos. Los estudios de epidemiologia molecular de S. pneumoniae han adquirido
cada vez mayor importancia debido a la apariciébn de cepas resistentes a uno o mas
antibioticos, a la diseminacion de clones multirresistentes en distintas regiones y a la
necesidad de conocer la cobertura de las vacunas actualmente licenciadas o en
desarrollo.

Los métodos fenotipicos ya han sido mencionados en los apartados anteriores.

Se han descrito diferentes métodos genotipicos que poseen distinto poder de
discriminacién que ademas aportan diferente tipo de informacion. A continuacion se

comentan los métodos usados con mayor frecuencia.

Patrones de restriccion de las PBP

Los genes pbpla, pbp2b y pbp2x son amplificados por PCR vy los productos se
digieren con las enzimas de restriccion Haelll+Ddel (pbpla) y Haelll+Rsal (pbp2b y
pbp2x)*. Luego se comparan los patrones entre si y con los descritos previamente
como pertenecientes a un clon. Esta técnica ademas permite entender el mecanismo
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de la resistencia a penicilina de la cepa en estudio. Esta técnica estd recomendada por

la red PMEN para la asignacion de un clon.

PspA

Se utiliza como método de tipificacion debido a que una region del gen pspA
presenta polimorfismos y permite la clasificacion en familias y grupos®. La
determinacion de familias de PspA puede realizarse mediante PCR con
oligonucledtidos especificos de familia y mediante dot-blot con anticuerpos especificos.
Alternativamente se puede secuenciar la region variable del gen y comparar el
polimorfismo de los alelos y/o analizar el patrén de restriccion®®.

Los datos obtenidos se utilizan para proveer informacion de cobertura de una

posible vacuna basada en PspA.

BOX-PCR

BOX-PCR es la amplificacion mediante PCR de las secuencias repetitivas y
palindromicas BOX presentes en el genoma de neumococo. Este método es muy
utilizado como primera técnica de epidemiologia molecular. La técnica es sencilla,
econdmica, posee un elevado poder de discriminacién y ha sido aplicada con éxito en
el estudio de poblaciones de S. pneumoniae®*%®. Los patrones de bandas de cada
aislamiento dependen de la distribucion en el genoma de las secuencias BOX y los
mismos son comparados en un dendrograma que permite agruparlos segun la

similitud®.
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Electroforesis en campo pulsado

La electroforesis en campo pulsado (PFGE)™ es otra de las técnicas incluidas
para la asignacion de clones por la Red PMEN. Los patrones de banda son obtenidos
cuando los ADN genomicos de las cepas en estudio son digeridos con enzimas de
restriccion de baja frecuencia. De esta manera se generan fragmentos grandes de ADN
gue deben ser resueltos utilizando un equipo especifico para PFGE. La separacion de
los fragmentos requiere de una corrida en un gel hexagonal sobre el que se aplican
pulsos de corriente durante aproximadamente 24 h. Esta técnica es mas cara y mas
laboriosa que la BOX-PCR. Una vez realizado el experimento, la relacion entre los
aislamientos se compara en un dendrograma al igual que en el caso de BOX-PCR. La
PFGE continda siendo utilizada como la técnica de referencia en la asignacion de

clones dado que tiene mucha reproducibilidad en los resultados.

Tipificacion por secuencias multilocus de enzimas

La tipificacion por secuencias multilocus de enzimas (MLST) esté incluida para la
asignacion de un clon por la Red PMEN®*®. La misma involucra la secuenciacién de
fragmentos de siete genes conservados que codifican productos involucrados en el
metabolismo (housekeeping) utilizando oligonucleétidos especificos disefiados para el
microorganismo en estudio. Las mismas se vuelcan en la base de datos del MLST
(www.mist.net) y se obtiene el secuenciotipo correspondiente (compuesto por los 7

alelos secuenciados). El espiritu del MLST es que todo dato nuevo tenga la posibilidad
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de ser depositado en la base y de esta forma toda la comunidad cientifica pueda
conocer la aparicion o diseminacion de clones. Ademas tiene como ventaja permitir la
comparacion de los resultados con los clones internacionales depositados y la
posibilidad de obtener informacion de cepas relacionadas sin necesidad de poseerlas
en el laboratorio. En este sentido, la aplicacibn de MLST permite analizar la
diseminacion de clones y predecir sus ancestros. En la actualidad es utilizado como
meétodo de eleccidn en estudios de epidemiologia global.

La combinacién de métodos moleculares de tipificacion ha permitido analizar la
clonalidad de aislamientos sensibles y resistentes a penicilina y a otros antibiéticos,
estudiar su diseminacion y realizar el andlisis de las relaciones evolutivas de los clones
resistentes. En la Argentina, se han realizado distintos estudios utilizando las técnicas
mencionadas®**?®. La aplicacién conjunta de estos métodos ha evidenciado que la
evolucion de la resistencia a penicilina y la multirresistencia es un fendbmeno al que
contribuyen la ganancia o pérdida de genes de resistencia por intercambio genético, la
remodelacion de blancos moleculares por recombinacién, ademas de la diseminacion

de clones resistentes.
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Caracteristicas generales, estructura y taxonomia

Los estreptococos del grupo viridans (EGV) constituyen un grupo heterogéneo
de microorganismos que se encuentran colonizando la mucosa orofaringea, el tracto
gastrointestinal y el genitourinario del hombre y de agunos animales. Normalmente
viven en armonia con otros comensales de dichos sitios, desde donde pueden pasar a
colonizar la piel en forma transitoria o a desarrollar infecciones en calidad de
microorganismos oportunistas.

Habitualmente se los considera como de bajo poder patégeno para individuos
con inmunidad normal. Sin embargo, son capaces de causar enfermedades graves:
endocarditis, absceso cerebral, hepéatico o pulmonar y en ciertas circunstancias
también pueden provocar el sindrome de shock toxico. Si bien la sensibilidad a los
antibidticos es variable, son casi universalmente sensibles a la vancomicina y por lo
general presentan bajos niveles de concentracion inhibitoria minima (CIM) de
penicilina, excepto los agrupados como Streptococcus mitis.

La identificacibn a nivel de especie es sumamente dificultosa tanto con la
utilizacion de métodos manuales, para los que resulta practicamente imposible, como
con el uso de métodos automatizados. Incluso presenta dificultades su caracterizacion
por métodos moleculares. Por ello, actualmente, los laboratorios de microbiologia han
optado por tratar de definir al menos cinco grupos de especies, lo cual cubre los
principales requerimientos desde el punto de vista clinico.

Una de las primeras clasificaciones de los estreptococos fue la realizada por
Andrewes y Horder en 1906, quienes incluyeron dentro de un grupo llamado

Streptococcus mitis a tres presuntas especies no hemoliticas. Otros estreptococos a-
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hemoliticos posteriormente recibieron el nombre de “Streptococcus viridans” justamente
por presentar un halo verdoso (viridans = verde). Luego, se vio que se trataba de varias
especies que podian ser alfa, gamma y, en algunos casos, hasta (-hemoliticas:
Streptococcus mitis, Streptococcus sanguinis, Streptococcus mutans, Streptococcus
anginosus, Streptococcus salivarius y la controvertida Streptococcus bovis que
aglutinaba con el grupo D de Lancefield®. El sistema serolégico de Lancefield de poco
sirvio en la clasificacion para el resto de este grupo de bacterias.

Por de pronto, los estreptococos del grupo viridans (EGV) deben ser
diferenciados a nivel de género de otros cocos gram positivos relacionados a través de
su disposicion en cadenas y mediante pruebas bioquimicas simples (Gemella,
Aerococcus, etc.) (Tabla 1). Los escasos aislados que dan B-hemodlisis (todos ellos del
grupo S. anginosus) deben diferenciarse de Streptococcus pyogenes y Streptococcus
dysgalactiae subsp. equisimilis, estreptococos de los grupos A y C o G
respectivamente, con cuyos antigenos pueden dar reacciones cruzadas. Por otra parte,
tanto los alfa como los y-hemoliticos deben distinguirse de los enterococos (Tablas 1,
2 y 3). Los a-hemoliticos, a su vez, deben separarse especialmente de los
neumococos utilizando las pruebas de optoquina (R) y solubilidad en bilis (negativa)
(ver Capitulo 1Ib.2. S. pneumoniae). A causa de los casos excepcionales de EGV
sensibles y de neumococos resistentes a la optoquina, es necesario realizarla en una
atmosfera enriquecida con 5% de CO, y complementarla rutinariamente con la prueba

de solubilidad en bilis que tiene mayor especificidad (Tabla 2)" 2% #°.
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Tabla 1. Diferenciacion de estreptococos del grupo viridans (EGV) de otros
microorganismos alfa o y-hemoliticos

Microorganismo PYR LAP Cadenas NaCl BE VAN
6,5%
EGV - + + - Y S
Enterococcus + + + + + S/IR
Abiotrophia/Granulicatella + + + - - S
Gemella + Y Y - - S
Pediococcus - + - % v R
Helcococcus + - - % + S
Tetragenococcus - + - + + S
Aerococcus viridans + - - + % S
Aerococcus urinae - + - + % S
Aerococcus christensenii - + - + v S
Aerococcus urinaehominis - - - + % S
Leuconostoc - - + v v R
Lactococcus % + + v v S
Vagococcus + + + + + S
Rothia mucilaginosa + + - + - S
Globicatella + - S + + S

PYR: pirrolidonil arilamidasa. LAP: leucinaminopeptidasa. NaCl 6,5%: tolerancia a 6,5% de NaCl, BE: desarrollo de

colonias negras en medio de bilis esculina. VAN: sensibilidad a vancomicina.
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Tabla 2. Diferenciacion de estreptococos del grupo viridans y S. pneumoniae

Especie o grupo de Aglutinacion con

: Optoquina Solubilidad en bilis .
especies omniserum
Estreptococos del R - -
grupo viridans
Streptococcus S + +

pneumoniae

Tabla 3. Diferenciacion de estreptococos B-hemoliticos del grupo viridans (grupo S.
anginosus) respecto de S. pyogenes, S. dysgalactiae subsp. equisimilisy S. agalactiae

Especieogrupode .0 Colonia BAC PYR B-GUR VP  ESC

especies

S. pyogenes A grande S + - - \Vj

S. agalactiae B grande R - - - -

S. dysgalactiae C,G grande  R® - + - +

subsp. equisimilis

Grupo S. anginosus  A,C,F,G, chica RS - - + +
NT

BAC: sensibilidad a 0,04U de bacitracina. PYR: pirrolidonil arilamidasa. B-GUR: beta-glucuronidasa. VP: Voges

Proskauer. ESC: desarrollo de colonias negras en agar esculina. NT: no tipificable por método serolégico. V: variable
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Existe una especie denominada  Streptococcus pseudopneumoniae
perteneciente al grupo S. mitis que comparte algunas caracteristicas con los
neumococos. No obstante, si se utiliza una concentracion de desoxicolato de sodio
superior al 1% para la prueba de solubilidad en bilis (normalmente se usa al 10%) vy si,
como se indicO previamente, la incubacion de la prueba de optoquina se realiza en

presencia de 5% de CO,, la identificacién se efectlia en forma correcta® .

Tabla 4. Especies que constituyen cada uno de los grupos

Grupo de especies Especies

Grupo S. mutans S .mutans, S. sobrinus, S. ratti, S. cricetus, S. ferus,
S. macacae, S. downei, S. hyovaginalis

Grupo S. mitis S. mitis, S. oralis, S. cristatus, S. infantis, S. peroris,
S. sanguinis, S. parasanguinis, S. goirdonii, S.
sinensis, S. pseudopneumoniae, S. orisratti

Grupo S. anginosus S. anginosus, S. constellatus, S. intermedius

Grupo S. salivarius S. salivarius, S. vestibularis, S. hyointestinalis, S.
termophiulus

Grupo S. bovis S. gallolyticus subsp. gallolyticus (ex-S. bovis 1),
S. gallolyticus subsp. pasteurianus (ex-S. bovis I1.2),
S. infantarius subsp. infantarius (ex-S. bovis 11.1),
S. lutetiensis (S. infantarius subsp. subsp. coli ),
S. alactolyticus
S. gallolyticus subsp. macedonicus
S. equinus

Con el advenimiento de los métodos moleculares, pudo precisarse que cada una
de estas supuestas especies era a su vez un grupo de especies (Tabla 4), pero que la
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conservacion de esta clasificacion seguia siendo de utilidad practica para poder definir
sus tendencias a la produccion de cierto tipo de infecciones o de presentar
determinados marcadores de resistencia antibittica (Tabla 5). En la tabla 4 pueden

verse las mas de 30 especies reconocidas dentro del grupo “viridans”.

Tabla 5. Grupos de especies y tendencias diferenciales en la patogenia y en la

resistencia a los antibioticos

Grupo Resitencia a B-lactdmicos Patogenia

Colecciones purulentas. Abscesos

S. anginosus baja
de 6rganos sélidos
. . Endocarditis, asociacion con
S. bovis baja
patologia oncoldgica intestinal® o
hepatica®. Meningitis”. Infeccion
urinaria®.
S. mitis alta Endocarditis. Bacteriemia en
pacientes neutropénicos.
Bacteriemia transitoria.
S. mutans baja Endocarditis. Caries dentales
S. salivarius moderada Bacteriemia transitoria. Endocarditis.

Infecciones de las vias biliares.

Meningitis iatrogénica

2 Streptococcus gallolyticus subsp. gallolyticus, ® Streptococcus gallolyticus subsp. pasteurianus
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Identificacion a nivel género, de grupo, de grupos de especies y de

especies

Caracteristicas culturales y microscopicas

Si bien algunos aislados de EGV pueden desarrollar en medios de cultivo sin
sangre (agar Columbia, agar BHI, CLDE), la mayoria crecen muy bien en agar sangre y
agar chocolate a temperatura ambiente o en un ambiente con 5% de CO,. Son
anaerobios facultativos y algunos de ellos desarrollan mejor en atmésferas con
concentracion disminuida de oxigeno. En agar sangre pueden producir hemdlisis alfa,
gamma e incluso beta (algunos aislados de Streptococcus constellatus). Las colonias
son rugosas y pequefias (aproximadamente de 1 mm de diametro)

Su transporte y conservacion puede realizarse del mismo modo que se realiza
con S. pneumoniae.

Al microscopio Optico se ven como cocos gram positivos en pares y cadenas,
especialmente si la muestra es una gota de un desarrollo en caldo tioglicolato. La forma

de los cocos es irregular e incluso a veces pueden tomar una cierta morfologia bacilar.

Pruebas bioquimicas

Como ya se menciond, la identificacion de las especies de EGV es
practicamente imposible a partir de métodos convencionales. Esto se debe a la falta de

reproducibilidad de las técnicas y a que la variabilidad para cada prueba entre las
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diferentes cepas de una misma especie es muy frecuente®. Por ello se opté por la

identificacion a nivel de grupo de especies con unas pocas pruebas (Tabla 6).

Tabla 6: Identificacion a nivel de grupos de especies por pruebas bioquimicas
convencionales

Grupos de Urea VP ARG ESC MAN SBL
especies

S. anginosus - +(-) + +(-) @ -(+) - (+)
S. mitis - - NOA - (H)© ) ()@
S. mutans - + - - (+) © + + (_)(f)
S. salivarius + (1)@ + ()™ - + ()" - ;

S. bovis - + - +(-) +() 0

+ Méas del 90% de los aislados da la prueba positiva, - Mas del 90% de los aislados da la prueba negativa, (+) 6 (-)
Una minoria de los aislados da la prueba positiva o negativa. VP: Voges —Proskauer, ARG: arginina dihidrolasa,
ESC: esculina, MAN: manitol, SBL: sorbitol.
@ 3 constellatus subsp. constellatus da la prueba de esculina en forma variable
®|as especies S. cristatus, S. gordonii, S. parasanguinis y S. sanguinis dan positiva la prueba de arginina
©s, sanguinis biotipos 1y 2 y S. gordonii dan positiva la prueba de esculina, S. parasanguinis y S. oralis la dan en
forma variable y S. sanguinis biotipo 3, S. crista, S. mitis, S. peroris y S. infantis dan la prueba negativa.
S. sanguinis biotipos 1 y 2 dan variable la prueba de sorbitol.
©'s. mutans da la prueba de esculina en forma variable
05, sobrinus dala prueba de sorbitol en forma variable
@3 salivarius dala prueba de urea en forma variable
M3 vestibularis da negativa la prueba de Voges-Proskauer
(f) S. vestibularis da la prueba de esculina en forma variable
0s, gallolyticus subsp. gallolyticus da positiva la prueba de manitol. El resto de las especies la da negativa.
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Utilizando las pruebas de NaCl 6,5%, bilis esculina, pirrolidonilarilamidasa (PYR),
leucinaminopeptidasa (LAP), observacion de cadenas en caldo tioglicolato y
sensibilidad a vancomicina (ver apéndice) podemos separar a los EGV de
microorganismos de otros géneros (enterococos Yy otras bacterias relacionadas). Con
optoquina y solubilidad en bilis podemos diferenciarlos de S. pneumoniae (ver apéndice
y capitulo 11.2 Streptococcus pneumoniae). Para la identificacion a nivel de grupo de
especies se pueden utilizar las pruebas de arginina dihidrolasa, ureasa, manitol,
sorbitol, esculina y Voges Proskauer con la posibilidad de identificar correctamente
hasta aproximadamente un 80% de las cepas.

Ruoff y Ferraro a mediados de la década del 80 lograban diferenciar los
estreptococos del grupo S. anginosus del resto de los EGV en 5 horas con pruebas
miniaturizadas de produccién de acetoina, hidrélisis de arginina y fermentacién del
sorbitol?>. No obstante ni estos métodos, ni los comerciales, ni los automatizados han

podido resolver el problema de la identificacion a nivel de especie en la mayoria de los

casos™®.

Métodos automatizados y miniaturizados

El método de api (api 20 Strep) es ligeramente mejor que el Rapid ID32 Strep.

No obstante, ninguno de los dos identifica correctamente a estas bacterias

especialmente por déficit de su base de datos. No obstante, pueden utilizarse las

pruebas individuales para llegar manualmente a mejores resultados. Como ya se dijo
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previamente, los métodos basados en pruebas fenotipicas son incapaces de identificar
correctamente a estos microorganismos a nivel de especie.

Los sistemas automatizados también presentan problemas a este nivel y son
incluso més inadecuados que los métodos manuales por no discriminar entre grupos de

especies™.

Métodos moleculares

Se intentd la identificacion con meétodos moleculares simples (PCR) pero

I**. Mas recientemente se han aplicado otros

resolvian el problema en forma parcia
métodos moleculares para definir especies de EGV al menos dentro de alguno de esos
cinco grupos. Por ejemplo, Olson y col. desarrollaron un método de reaccion de la
polimerasa en cadena (PCR) en tiempo real para identificar las especies que
conforman el grupo S. anginosus tanto a partir de cultivo puro como de muestras de
esputo de pacientes fibroquisticos®®. No obstante es posible apelar a métodos
moleculares mas complejos (dos o tres métodos consecutivos o simultaneos,
secuenciacion, etc.), para poder identificar fehacientemente todos los EGV a nivel de
especie®® 1. Se han desarrollado métodos basados en la secuenciacién de genes
especificos para la identificacion de las especies correspondientes al grupo viridans.
Los blancos moleculares utilizados fueron el gen que codifica para la subunidad 16S
del RNA ribosomal, la regién espaciadora intergénica 16S-23S rRNA™®, el gen de la D-

alanina-D-alanina ligasa®, los genes de la hialuronato liasa’®® y el de la

glucosiltransferasa®®. Todos ellos presentan la dificultad de no poder diferenciar las
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secuencias correspondientes a S. mitis, S. oralis, S. pseudopneumoniae y S.
pneumoniae, las que presentan mas de un 99% de homologia.

Los genes sodA®’ y groESL'® fueron utilizados exitosamente como blancos en
ensayos de PCR combinados con secuenciacion y determinacion de polimorfismos en
la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) para la identificacion de
estreptococos del grupo S. bovis.

También se han ensayado otras metodologias como la espectrometria de
masas, la que ha dado resultados promisorios para la diferenciacion de algunas
especies: S. mitis/oralis, S. parasanguinis, S. sanguinis, S. salivarius, S. anginosus, S.

intermedius y S. constellatus® 3.

Grupo Streptococcus anginosus

Los estreptococos del grupo S. anginosus, mal llamados también Streptococcus
milleri o estreptococos del grupo milleri, son comensales habituales de la orofaringe,
del tracto urogenital y forman parte de la microbiota gastrointestinal. Comprenden tres
especies, S. anginosus propiamente dicho, Streptococcus intermedius y S.
constellatus'®,

Las colonias de estos estreptococos son pequefias (no mas de 0,5 mm de
diametro) y se caracterizan por presentar tanto hemdlisis alfa, como beta o gamma y
porque aglutinan con el antisuero F de Lancefield. Algunas cepas pueden hacerlo en

forma cruzada con antisueros A, C, G o directamente no aglutinan con ninguno*?°.

143



Una caracteristica de gran utilidad para la sospecha inicial es que, en alrededor
de un 80% de los casos, sus colonias despiden un olor a caramelo caracteristico®.
Este olor se atribuye a la produccion de diacetilo en concentraciones mayores de 22
mg/L%.

La mayoria de los integrantes de la especie S. intermedius carecen de
antigenos de grupo (no serotipificables). Los aislados B-hemoliticos en su mayoria
pertenecen a la especie S. constellatus y se caracterizan porque las colonias son muy
pequeiias (menos de 1 mm de diametro) y el halo de hemalisis supera en cinco 0 mas
veces su didmetro.

Es notable la tendencia de las tres especies a producir infecciones pidégenas:
abscesos, empiemas, etc.?’. Es importante este hecho para poder advertir al médico de
la posible existencia de alguna coleccién purulenta cuando se aislan estos
microorganismos a partir de hemocultivos (posible absceso cerebral, pulmonar,
hepatico, etc.) o de liquido cefalorraquideo (LCR) (posible absceso cerebral o empiema
subdural). En la formacion de abscesos se ha observado que los estreptococos del
grupo S. anginosus estimulan la migracion de neutroéfilos en un grado inferior al que lo
hacen otros EGV y Staphylococcus aureus. Incluso se constaté que este fendbmeno era
mas evidente en las especies S. constellatus y S. intermedius que en S. anginosus.

La inhibicién de la quimiotaxis contribuye a su virulencia dado que produce la
demora de la llegada de los polimorfonucleares al sitio de la infeccién. Estos fagocitan
mayor nimero de S. anginosus que de S. aureus, pero los matan mas lentamente y no
producen su destruccion completa. Esta resistencia a la accién de los leucocitos es

esperable en microorganismos productores de abscesos'™. Esto es coincidente con la
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menor participacion de S. anginosus respecto de S intermedius y S. constellatus en la
generacién de abscesos. Segun Clarridge y col. casi todos los aislados de S.
intermedius y la mayoria de los de S. constellatus se asocian con abscesos, a
diferencia de S. anginosus que sélo lo hace en un 19%%.

Antes de la década del 90, los EGV causaban entre un 30 y un 50% de los
episodios de endocarditis infecciosa de valvula nativa® 2. Aun actualmente siguen
siendo la segunda causa de endocarditis infecciosa después de Staphylococcus aureus
y representan el 23% de los casos’. Sin embargo, si contamos sélo los casos
producidos por estreptococos del grupo S. anginosus, esa cifra cae al 1-2%. En un
estudio de endocarditis por microorganismos de este grupo, se observo que en un 25%
de los casos habia un foco supurativo extracardiaco, en un 14% se produjeron
abscesos intracardiacos y el 90% de los pacientes tenia regurgitacion valvular®.
Cuando se los detecta como agentes etiolégicos de endocarditis es necesario descartar
la presencia de abscesos perivalvulares®.

Como patégenos de cabeza y cuello, ademas de los ya mencionados abscesos
cerebrales, pueden producir periodontitis, abscesos odontogénicos y sinusitis*®. Se los
ha aislado de abscesos esplénicos, hepaticos, pulmonares y de tejidos blandos, de
neumonia, de abscesos peritoneales, colangitis, apendicitis, celulitis, osteomielitis e
infecciones de heridas, solos 0o acompafiados de otros patdgenos®® 4% %8 .8 En yn
estudio canadiense se observo que los miembros de este grupo eran responsables de
tantas infecciones invasivas piégenas como el resto de los estreptococos tomados en
conjunto®. S. anginosus frecuentemente se aisla de muestras urogenitales o

gastrointestinales®, mientras que S. constellatus se obtiene a menudo de muestras
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respiratorias como empiemas por complicaciones de neumonias adquiridas en la
comunidad y S. intermedius de abscesos hepaticos y cerebrales™*®.

Actualmente se ha valorizado su rol en las exacerbaciones bronquiales en
pacientes con fibrosis quistica® 1% 13,

Entre sus factores de virulencia se cuentan proteasas, glucosidasas (sialidasa),
hialuronidasa, una proteina mitogénica de células B (inmunosupresora), una proteina
que se une a la albtmina y una hemolisina (intermedilisina)’”> que es una citolisina
especifica de S. intermedius y esta asociada a cepas obtenidas de sitios profundos®.

Se describi6 una subespecie, S. constellatus subsp. pharyngis, asociada a
faringitis aguda, cuyo impacto en este contexto es todavia incierto''®. En 2013 se
propusieron otras dos nuevas subespecies B-hemoliticas que fueron aisladas de las
fauces y aglutinan con el antisuero C de Lancefield: S. anginosus subsp. whileyi subsp.
nov. y S. constellatus subsp. viborgensis subsp. nov.>® No obstante, los aislados

correspondientes son escasos como para poder establecer cudl es la importancia de su

diferenciacion.

Grupo Streptococcus mitis  (incluyendo al grupo  Streptococcus

sanguinis )

El grupo S. mitis se caracteriza por ser bioquimicamente inerte. Esto dificulta la
identificacién por métodos fenotipicos. Si bien hay autores que separan a los grupos S.

sanguinis y S. mitis, no es importante hacerlo, dado que las caracteristicas clinicas de
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uno y otro no parecen ser demasiado diferentes y se eliminan problemas taxon6micos
que de otra manera podrian conducir a errores mayores®.

Es el grupo mas frecuentemente aislado de hemocultivos de pacientes con
endocarditis de vélvula nativa, pero también se los aisla en casos de bacteriemia no
significativa o seudobacteriemia (bacteriemia transitoria, contaminacion a partir del sitio
de puncion). La bacteriemia es un hecho corriente en pacientes con cancer que
presentan mucositis y neutropenia causada por la toxicidad de los tratamientos
antineoplasicos. En este contexto, los EGV aparecen entre los microorganismos mas
frecuentemente aislados y a su vez, dentro de éstos, prevalecen los del grupo S. mitis*"
81 Estas bacteriemias pueden conducir a un sindrome de shock téxico e incluso a la
muerte®..

En la literatura se encuentran solo unos pocos casos de meningitis neonatal por
estreptococos este grupo™® *?. También se los ha descrito en adultos en casos de
meningitis primaria y en meningitis secundarias a anestesia espinal, pero en este
contexto son mas frecuentes los estreptococos del grupo S. salivarius’.

Dentro de este grupo, como ya se menciond en el capitulo anterior, esta la
especie Streptococcus pseudopneumoniae, que, como su nombre lo indica, puede
confundirse con S. pneumoniae, de mayor virulencia. En un estudio de 43 cepas de S.
mitis y S. pseudopneumoniae se observd la presencia de entre un 67 y un 92% de

genes de virulencia homélogos a los de Streptococcus pneumoniae, respectivamente®”.
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Grupo Streptococcus bovis

Los estreptococos del grupo S. bovis son parte de la microbiota intestinal de un 5
a un 10% de los adultos sanos. Se diseminan por via sanguinea desde su nicho
ecoldgico habitual, el intestino y producen entre un 7 y un 14% de las endocarditis,
ademas de casos puntuales de meningitis, artritis séptica y endoftalmitis. También son
colonizantes intestinales de algunos animales'**. Algunos de sus integrantes son
relevantes en la industria alimentaria®® y en la patologia infecciosa de algunos
animales®.

Actualmente se reconocen diversas especies y subespecies dentro de este
grupo en base a sus caracteristicas fenotipicas y genotipicas (Tabla 7). (a) S.
gallolyticus subsp. gallolyticus, antiguamente denominado S. bovis I, (b) S. gallolyticus
subsp. pasteurianus, previamente S. bovis 1.2, (c) Streptococcus infantarius, que
formaba parte del biotipo II/1 de S. bovis, con dos subespecies, Streptococcus
infantarius subsp. coli y Streptococcus infantarius subsp. infantarius. Esta especie y
sus subespecies fueron definidas primeramente por Schlegel y col. en 2000 en base a
hibridacién ADN-ADN, ribotipificacién y pruebas bioquimicas®’. Dos afios mas tarde,
Poyart y col., basados en las secuencias del gen que codifica para la superéxido
dismutasa dependiente de manganeso (sodA) llegaron a la conclusion que
Streptococcus infantarius subsp. coli no era una subespecie sino una especie y la
denominaron Streptococcus luletiensis®’. Otras especies que pertenecen al grupo S.

bovis, pero que han sido raramente relacionadas con infecciones humanas son
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Streptococcus equinus, Streptococcus gallolyticus subsp. macedonicus y Streptococcus

alactolyticus®” %6 111,

Tabla 7. Diferenciacion de las especies del grupo S. bovis, de interés en clinica
humana, por pruebas bioquimicas convencionales

Especie Manitol Almidon Esculina B - GUR

S. gallolyticus + + + -
subsp.

gallolyticus

(ex bovis 1)

S. gallolyticus - - + +
subsp.

pasteurianus

(ex-bovis 11/2)

S. infantarius - + V -
subsp

infantarius

(ex- bovis 11/1)

S.lutetiensis o - Vv + -
S. infantarius

subsp. coli (ex-

bovis 11/1)

Modificada de (Schlegel L et al. 2004)%
B — GUR: B - glucuronidasa

La endocarditis por EGV del grupo S. bovis se da principalmente en adultos
mayores de 50 afios (media 67 afos), con frecuencia requiere de intervencion
quirdrgica (mas del 70%) y presenta una elevada mortalidad (mas del 40%)°’. Es
clasica la asociacion de endocarditis por S. bovis con carcinoma de colon,

especialmente el antiguo S. bovis |, actualmente denominado S. gallolyticus subsp.
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gallolyticus®” ®’. En un trabajo bastante reciente se demostré que S. gallolyticus subsp.
gallolyticus es portador de factores de virulencia que permiten su invasion al torrente
circulatorio a través de lesiones coldnicas premalignas, su evacion de los mecanismos
innatos de inmunidad del paciente y la formacion de vegetaciones en sitios ricos en
colageno (valvulas cardiacas dafiadas y sitios precancerosos con desplazamiento de
epitelios)**. Otro trabajo atribuy6é a S. gallolyticus subsp. gallolyticus un rol etiolégico
respecto del cancer de colon. Sus fundamentos fueron: el potencial proinflamatorio de
esta bacteria y sus propiedades procarcinogeénicas, su capacidad selectiva de adherirse
a tejidos tumorales, su colonizacion selectiva de células tumorales, el microambiente
apropiado de los tumores para su proliferacion, la capacidad de ruptura de tejidos y
capilares para pasar al torrente sanguineo y su capacidad de induccién de liberacion de
citoquinas y factores transcripcionales™.

S. infantarius, sin discriminar entre subespecies se encontr0 asociado a
bacteriemia en pacientes portadores de cancer no colénico, especialmente de pancreas
e higado®. También se describieron casos raros de meningitis por estreptococos del
grupo S. bovis en neonatos como complicaciones de septicemia y mas raramente adn
en adultos. S. gallolyticus subsp. pasteurianus ha sido una de las subespecies mas

implicadas en este tipo de infecciones®? > 104 108,

En un estudio de bacteriemias por
estreptococos del grupo S. bovis, se vio que ninguno de los 17 aislamientos de S.
gallolyticus subsp. pasteurianus estaba asociado a endocarditis®. Otro estudio muy

reciente describi6 a S. gallolyticus subsp. pasteurianus como patégeno de las vias

urinarias, a diferencia de otras especies y subespecies del grupo S. bovis®.
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Grupo Streptococcus salivarius

Dentro de este grupo se encuentran tres especies: S. salivarius propiamente
dicha, Streptococcus thermophilus y Streptococcus vestibularis. En materiales clinicos
humanos so6lo se describieron S. salivarius y S. vestibularis.

Los estreptococos del grupo S. salivarius son habitantes del dorso de la lengua®?
y contaminantes habituales de las muestras de hemocultivos. No obstante, son
agentes causales de bacteriemias y endocarditis y son los microorganismos mas
frecuentemente aislados de meningitis secundarias a punciones lumbares®. Se
describieron también algunos casos de meningitis posteriores a la aplicacion de
anestesia peridural vinculados a la presencia de la misma cepa en el liquido
cefalorraquideo del paciente y entre la microbiota oral del anestesista®. Su aislamiento
a partir de hemocultivos se ha asociado en alguna medida a neoplasias™.

S. vestibularis solo ha sido documentado solo en un caso de endocarditis de

véalvula nativa y espondilodiscitis**>.

Grupo Streptococcus mutans

Dentro del grupo S. mutans se incluyen Streptococcus mutans propiamente
dicho y Streptococcus sobrinus como las dos especies mas comunmente aisladas a

partir de infecciones en seres humanos. Estos microorganismos son comensales
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habituales de la cavidad oral. Otras especies (S. criceti, S. ratti y S. downei) solo
ocasionalmente fueron aisladas de infecciones humanas. S. ferus, S. macacae, S.
hyovaginalis y S. devriesei sélo se obtuvieron de animales'®. Originalmente los
microorganismos de la especie S. mutans se clasificaron en cuatro serotipos: c, e, fy k
en base a sus polimeros de ramnosa con cadenas laterales de glucosa’”.

La patologia mas frecuentemente asociada con los EGV de este grupo es la
caries dental. Se calcula que a los 18 afos el 85% de la poblacion ha padecido al
menos una vez de caries'®. Ocasionalmente también se los aisla a partir de
hemocultivos de pacientes con bacteriemia y endocarditis infecciosa subaguda®" °. La
presencia de estreptococos del grupo S. mutans en sangre es practicamente sinGnimo
de esta entidad clinica. El paso inicial se piensa que es su supervivencia prolongada en
la sangre. Nakano y col. observaron que un gen regulador de la formacién de biofilms
(brpA) estaria involucrado en la virulencia de S. mutans debido a su correlacién con la
sensibilidad a la fagocitosis y a su propiedad de producir agregacién plaquetaria’.
Investigadores del mismo grupo sugirieron que cepas de S. mutans con proteinas
ligadoras de colageno pero que no expresaban el antigeno proteico de 190 kDa
podrian ser méas aptas para la produccién de endocarditis’®.

Los estreptococos del grupo S. mutans se caracterizan por producir
polisacaridos extracelulares a partir de la sacarosa y por su capacidad de fermentar
diversos carbohidratos. Estas bacterias pueden presentar una morfologia atipica,
irregular al microscopio, que fue lo que dio origen a su nombre. En agar sangre las
colonias de la especie S. mutans suelen ser adherentes, duras y a-hemoliticas'®. Bajo

condiciones anaerobicas los microorganismos pueden presentar hemalisis beta. Por su
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parte, principalmente las colonias de S. sobrinus, no producen hemodlisis, aunque

pueden ser ocasionalmente a-hemoliticas.

Otros estreptococos

Streptococcus suis

S. suis no ha sido considerado como componente del grupo de los EGV. Su
caracteristica de presentar hemdlisis alfa 0 gamma en agar sangre ovina hace que
tengamos que describirlo en este capitulo. No obstante, al presentar hemdlisis beta en
agar sangre humana, también lo incluimos en las tablas diferenciales de los -
hemoliticos (capitulo 11b.1. Estreptococos B-hemoliticos)

Se trata de un patdégeno que afecta principalmente al ganado porcino. El primer
caso humano de una infeccién por S. suis fue reportado en Dinamarca en 1968%
Luego se describieron casos puntuales, especialmente en Europa y en Asia® **'.

Las infecciones por S. suis constituyen actualmente un problema econdémico
importante para la industria del ganado porcino a nivel mundial. Las infecciones
humanas se dan esporadicamente en personas que trabajan con cerdos 0 con sus
derivados. No obstante, el brote de infecciones ocurrido en China en 2005 que afect6 a
méas de 200 personas con una mortalidad del 20% ha cambiado la perspectiva en lo
que concierne a la epidemiologia de las infecciones humanas*°. Comtnmente produce

meningitis purulenta, aunque también se aisl6 como agente causal de endocarditis,

celulitis, peritonitis, rabdomiolisis, artritis, espoéndilodiscitis, neumonia, uveitis y
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endoftalmitis. Lo mas notable del brote de China fue la alta incidencia de enfermedad
sistémica con un muy bajo nimero de casos de meningitis. Principalmente se trato de
casos de septicemia y shock séptico, de caracteristicas similares a las del shock téxico
estreptococico™’.

Los factores de virulencia fueron estudiados en cepas del serotipo 2, el mas
frecuente en infecciones humanas. El factor mas critico comprobado de virulencia es el
polisacarido capsular, aunque hay cepas no virulentas no capsuladas. Esto indica que
deben existir otros factores de virulencia también esenciales. Otros probables factores
de virulencia son: una proteina liberada por la muramidasa (MRP), la proteina 1 de
superficie, un factor similar al de opacidad sérica de S. pyogenes, y una proteasa de
superficie similar a la subtilisina®.

Se describieron cuatro complejos clonales principales (CC; CC-ST1, CC-ST16,
CC-ST25, y CC-ST27). Entre ellos, el CC-ST1, es el mas virulento e incluye el ST1,
gue se disemind en casi todo el mundo y el ST7, responsable del brote epidémico
ocurrido en China'?*,

S. suis desarrolla rdpidamente en los medios habitualmente utilizados para
hemocultivos o cultivos de LCR. Sin embargo, si no se lo sospecha, puede llegar a
confundirse con enterococos, EGV, neumococos y hasta con Listeria. En muchos
casos los cocos gram positivos capsulados que se observan en la coloracion de Gram
hacen presumir la presencia de S. pneumoniae.

Producen hemolisis en agar sangre humana pero no en agar sangre ovina. Los
determinantes antigénicos de su pared comparten epitopes con el grupo D de

Lancefield y es asi que puede dar reacciones de aglutinacion cruzadas con este grupo
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en pruebas con particulas de latex. A diferencia de los enterococos, dan negativas las
pruebas de bilis esculina y tolerancia a 6,5% de NaCl, pero dan positivas las pruebas
de pirrolidonilarilamidasa (PYR) y leucinaminopeptidasa (LAP). Ademas de por la
prueba de PYR se diferencian de los estreptococos del grupo S. bovis por dar negativa
la prueba de Voges-Proskauer y la de bilis esculina, aunque dan positiva la prueba de
amilasa®.

Los métodos miniaturizados (APl 20 Strep, BBL Crystal Gram-p ositive ID kit) y
automatizados (Vitek, Phoenix) en algunos casos pueden dar resultados incorrectos de
identificacién. Recientemente han sido introducidas técnicas de PCR para detectar S.
suis directamente de LCR. Lamentablemente solo detectan cepas del serotipo 2 y éste
no es el Unico serotipo capaz de producir infecciones en el hombre. El serotipo 14 ha
producido infecciones en Thailandia y recientemente en los Estados Unidos y se vieron
casos esporadicos producidos por cepas de los serotipos 4, 1y 16.

En general son sensibles a penicilinas y cefalosporinas de tercera generacion,
antibidticos utilizados en el tratamiento empirico inicial de meningitis. No obstante se
han detectado aislados resistentes a penicilina en humanos'® y en cerdos®® 22, El
mecanismo involucrado es la modificacion de las proteinas ligadoras de penicilina
(PBP)™. También se detectado la resistencia a cefalosporinas de tercera generacion®’
y muy frecuentemente la resistencia a altos niveles de aminoglucésidos** © 1€,
También se ha observado la resistencia a los inhibidores del folato, raramente a
cloranfenicol, ocasionalmente a fluoroquinolonas y altisimos porcentajes de resistencia

a tetraciclinas (>90%) y a los macrolidos (>70%) en bacterias obtenidas de cerdos,

pero también en humanos*. Por andlisis de secuencias de su ADN se han identificado
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determinantes de resistencia para tetraciclinas, macrolidos, aminoglucésidos,
inhibidores de la sintesis de folatos y cloranfenicol. Estos genes se encontraron en
elementos genéticos integrativos y conjugativos (transposones, islas genomicas, fagos,
etc.) similares a los que se describieron en Streptococcus pyogenes, Streptococcus
pneumoniae y Streptococcus agalactiae®.

Es importante sospechar la presencia de S. suis cuando se aisla un estreptococo
a-hemolitico en muestras de sangre y especialmente de LCR de pacientes con
antecedentes epidemiolégicos compatibles.

Ante la sospecha de que el agente causal de una meningitis purulenta primaria
pueda tratarse de un EGV, es imprescindible descartar que se trate de S. pneumoniae
con caracteristicas an0malas o de S. suis.

En una revision de 20 afios de meningitis estreptocdcica, sin considerar a los
neumococos, Mgller y col. describieron cuatro casos producidos por estreptococos del
grupo S. mitis, 2 por grupo S. anginosus Yy uno del grupo S. bovis, al margen de tres no
identificados, todos en pacientes adultos. Dos del grupo S. mitis estaban asociados a
anestesia espinal o epidural, pero los otros dos no tenian factores predisponentes y
uno de ellos fallecié. De los dos del grupo S. anginosus, uno comenz6 con una
periodontitis que condujo a un absceso cerebral y el otro era un paciente diabético con
enfermedad de Parkinson e infeccion urinaria. El Unico caso debido a S. bovis, se dio
en una paciente con carcinoma de mama. La bacteria no fue identificada a nivel de
especie”. No obstante, hay informes de casos que asocian meningitis iatrogénicas con

16, 36, 48

otros grupo de especies: S. salivarius y S. bovis®®. Gelfand et al. también

encontraron que los del grupo S. mitis podian aislarse en meningitis posteriores a
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mielografias (N=5)*°. La diferenciacién es importante porque la meningitis por S. suis
tiene por secuela frecuente a la hipoacusia y es con frecuencia una enfermedad

profesional que puede ser recurrente si continua la exposicion a este agente®.

Streptococcus hongkongensis

Recientemente se propuso el nombre de Streptococcus honkongensis para
designar a un estreptococo aislado de una herida infectada producida por la aleta de un
pez marino™. Esta bacteria no produce hemdlisis en agar sangre ovina, se dispone en
cadenas y es ureasa Yy Voges-Proskauer negativa. Aglutina con antisuero del grupo G
de Lancefield, crece en bilis esculina y en NaCl al 5%. El analisis de la secuencia de su
gen 16S rRNA indic6 que la bacteria tenia un 98,2%, un 97,7%, un 97,4% y un 97.1 %
de identidad de nucledtidos respecto de Streptococcus iniae, Streptococcus
pseudoporcinus, Streptococcus parauberis y Streptococcus uberis, respectivamente.
Estas ultimas especies son patdgenas para el ganado bovino. Otros dos aislados de S.
honkongensis fueron obtenidos de sendos peces marinos. El analisis filogenético
demostré6 que estos aislados formaban una rama separada dentro del género

Streptococcus relacionada con S. parauberis.

Sensibilidad a los antibiéticos y pautas de tratami ento

Durante mucho tiempo se consider6 que los EGV eran uniformemente sensibles

a la penicilina (PEN). Sin embargo, antes del uso clinico de este antibiético, Fleming ya
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habia observado que algunos aislamientos pertenecientes a este grupo presentaban
menor sensibilidad en comparacion con otros estreptococos. En la década del 40 se
describieron algunos aislamientos de EGV con sensibilidad disminuida a PEN®,
Bourgault et al., en 1979, describieron hasta un 10% de EGV con CIM superiores a
0,06 pg/ml*2. Otros autores en diferentes paises publicaron el hallazgo de EGV
resistentes a PEN, con CIM relativamente mas elevadas como parte de la microbiota
oral de pacientes que habian recibido profilaxis con este antibiético ** ' . Mas tarde se
registraron porcentajes muy altos de EGV no sensibles a PEN, especialmente en
centros donde atendian a pacientes inmunocomprometidos'” " 3 . En la Argentina
se observaron porcentajes significativos de EGV no sensibles a la PEN (desde 38%
hasta 66% en sendos trabajos de un hospital pediatrico que atiende numerosos
pacientes oncol6gicos)®® ®. Sin embargo, cuando se realizé un estudio multicéntrico
nacional esos porcentajes cayeron en forma significativa (27,5%)%. La resistencia esta
asociada principalmente a los estreptococos del grupo S. mitis, grupo que estuvo mas
representado en los dos primeros que en el tercero (multicéntrico) de los trabajos
argentinos.

La resistencia a macrolidos ha estado muy asociada con la resistencia a
penicilina, tanto en otros paises como en la Argentina. En el estudio multicéntrico
argentino se registré un 28,2% de EGV no sensibles a eritromicina y un 24,1% de no
sensibles a clindamicina®.

Se han encontrado principalmente los fenotipos cMLSg y M, con la presencia de
los genes ermB y mefA, respectivamente®®. No obstante, en el estudio multicéntrico

argentino la resistencia a macrélidos estuvo casi equivalentemente representada por
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los fenotipos cMLSg (30%), iMLSg (33%) y M (36%)°%. En S. lutetiensis se describi6 la
portacion del gen InuB que determina la resistencia a lincosamidas sin afectar a los
macrolidos®.

También como un hecho puntual se publicdé el hallazgo de una cepa de S.
sanguinis con una CIM de 32 pg/ml para linezolid por presentar mutaciones en la
subunidad 23S del ARN ribosomal y en la proteina L22"°.

Se ha visto que la resistencia a tetraciclina estaba principalmente determinada
por los genes tetM y tetO y que la resistencia a fluoroquinolonas, menos frecuente, por
los genes parC, parE, gyrA 'y gyrB™?.

Por primera vez se publicé el supuesto hallazgo de una cepa de S. mitis
resistente a vancomicina en Eslovaquia en 1996°°. Si bien los autores reportaron el
hallazgo de una cepa con CIM de 32 pg/ml de teicoplanina y de vancomicina, no
mencionaron cOmo se realizaron esas pruebas de sensibilidad. La identificacion a nivel
de especie también pudo ser erronea dado que fue realizada con un método
automatizado (Vitek Jr.) y no por secuenciacién de genes especificos. Tampoco hay
indicios de que la cepa se hubiera enviado a algun centro de referencia.

La resistencia a vancomicina (Van B) se observo fehacientemente en una cepa
del grupo S. bovis (S. lutetiensis) obtenida de materia fecal de un ser humano®.
También fueron varios los aislamientos de S. gallolyticus y S. lutetiensis obtenidos de
ganado vacuno que portaban los genes van A, van B y ambos a la vez”™ "
Recientemente se describié el hallazgo de una cepa de S. anginosus resistente a
vancomicina, aislada de una muestra de orina. Se determiné que era portadora del

mecanismo VanG. El marcador genético vanG1l presentaba homologia con el
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encontrado en Enterococcus faecalis y con uno de dos aislamientos recientes de

Streptococcus agalactiae®’.
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Enterococos

Aspectos taxondmicos

En 1899 Thiercelin encontré6 como parte de la microbiota habitual del intestino a
cocos que se disponian en cadenas y que eran similares a los que habian sido
reconocidos como agentes causales de infecciones graves como la fiebre puerperal, la
fascitis necrotizante, etc., luego llamados Streptococcus pyogenes. Por su localizacion
intestinal los denominé “enterococos”®.

Cuando se hicieron las primeras clasificaciones fueron incluidos dentro del
género Streptococcus. Mas tarde se observé que producian hemodlisis alfa en agar
sangre ovina o0 no producian hemdlisis. Posteriormente fueron reconocidos como
pertenecientes al grupo D de Lancefield aunque no por poseer el polisacarido C de
pared que diferencia a los estreptococos B-hemoliticos, sino por presentar acido
teicoico como antigeno de grupo. Finalmente, en 1984, se los agrupé en un nuevo
género: Enterococcus™®®.

Varias especies fueron reconocidas dentro de este nuevo género, pero las
antiguamente denominadas Streptococcus faecalis y Streptococcus faecium, y ahora
designadas como Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium respectivamente, son
las que dan cuenta de alrededor del 90% de los aislamientos clinicos. Los géneros
Lactococcus y Vagococcus se incluyen en este capitulo por su similitud feno y
genotipica con los enterococos. Ambos presentan acido teicoico como antigeno de

114

grupo (grupo N de Lancefield) Las especies de Vagococcus son moviles y son
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capaces de dar reacciones positivas con sondas de ADN especificas para

enterococos®.

Habitat

Los enterococos se encuentran en la tierra, en los alimentos, en el agua y como
parte de la microbiota habitual del intestino de animales y del ser humano. Su
concentracién en el intestino oscila entre las 10° y las 10’ unidades formadoras de
colonias por gramo (ufc/g) de materia fecal. En un 5 a un 35% de los individuos
también pueden aislarse de vagina, uretra anterior, piel, conductos biliares e incluso
orofaringe.

La exposicion de los pacientes a los antibiéticos inactivos frente a los
enterococos (cefalosporinas, isoxazolilpenicilinas) produce grandes cambios en la
microbiota intestinal y genera el predominio de estas bacterias.

En el hospital, las Ulceras cutaneas, las superficies de las heridas, los tubos
endotraqueales y por supuesto la zona perianal de los pacientes pueden ser
reservorios de enterococos.

Por su resistencia a condiciones adversas del ambiente y a los desinfectantes,
pueden permanecer durante bastante tiempo colonizando superficies inanimadas
dentro del hospital.

E. faecalis es la especie mas abundante como colonizante intestinal. No
obstante, en el medio hospitalario cada vez es mas importante la colonizacion con E.

faecium y en especial con aislados resistentes a vancomicina. Enterococcus
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casseliflavus, Enterococcus durans y Enterococcus gallinarum también se pueden
encontrar en el contenido intestinal del hombre, pero no en todos los individuos.
Cuando estan presentes, se los encuentra en concentraciones bajas.

En general, E. faecalis ha sido histéricamente la especie aislada con mas
frecuencia en infecciones humanas. E. faecium se aisla menos asiduamente y en
menores concentraciones en materia fecal, pero actualmente se encuentra en franco
aumento dentro del medio hospitalario, especialmente a expensas de esos aislados
resistentes a vancomicina previamente mencionados.

Varios son los factores de riesgo para desarrollar una infeccion por enterococos
resistentes a vancomicina (VRE): internacién prolongada, proximidad a pacientes
infectados o colonizados con VRE, multiples tratamientos con antibidticos, internacion
en areas quirargicas o de cuidados intensivos, trasplante de érganos soélidos o de

médula dsea, diabetes, insuficiencia renal, sonda urinaria’.

Factores de virulencia

Una importante revision acerca de la virulencia de los enterococos fue publicada
en 1994°°. Dados los conocimientos disponibles en esa época, esa revisién estuvo
principalmente focalizada a los factores de virulencia de E. faecalis.

En 1899 se demostré que una presunta cepa de E. faecalis obtenida de un caso
fatal de endocarditis era productora de una citolisina (hemolisina) y de una proteinasa
(gelatinasa)®. La citolisina enterocécica es capaz de lisar glébulos rojos humanos, de

conejo, de equinos y de bovinos, pero no de ovinos. También lisa células retinales y
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fagocitos®. Sin embargo su espectro de actividad es mas amplio e incluye otras células
de eucariontes e incluso de procariontes. La citolisina aumenta la virulencia de E.
faecalis luego de la inoculacién peritoneal a ratones®?.

Otras enzimas ligadas a la virulencia son la gelatinasa y la hialuronidasa,
comunmente asociadas en otros contextos a la capacidad de invasion a tejidos,
translocacién intestinal, adherencia, formacién de biopeliculas, etc.*®.

La adherencia es el paso inicial de toda infeccion, por lo que las bacterias que
presentan ventajas en este aspecto, seguramente tendrdn mas posibilidades de
producir infecciones. En un principio, a las sustancias de agregacion de los
enterococos soélo se las asociaba con la unidén entre bacterias afines para realizar el
intercambio genético®. Hoy, sin embargo, se sabe que tienen un rol importante en la
adherencia a células renales e intestinales y a la superficie de las valvulas cardiacas®,
en la supervivencia intracelular dentro de los fagocitos y en la internalizacién en células
epiteliales™®.

Pillai y col. encontraron una asociacion francamente significativa entre el gen fsr
y los aislamientos de E. faecalis provenientes de endocarditis®™: 100% vs. 53% en
aislamientos de materia fecal. Su funcién es eminentemente regulatoria respecto de la
produccion de otros factores de virulencia enzimaticos como la gelatinasa y las
serinoproteasas.

Hasta fines de la década del 80 E. faecium estaba considerado como una
bacteria de baja virulencia. Algunas cepas incluso fueron incorporadas a los alimentos

como probioticos. Sin embargo, actualmente se lo ha encontrado cada vez mas
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frecuentemente produciendo infecciones. Algunas de ellas pueden ser graves y de
dificil tratamiento, dada su tendencia a la multirresistencia.

Esta bacteria no posee algunos factores de virulencia que parecen ser la clave
de la actividad infecciosa de Enterococcus faecalis: hemolisina, gelatinasa y el locus
fsr. La sustancia de agregacion dependiente de feromonas también parece ser
infrecuente en aislamientos de E. faecium. El gen hylgm, que codifica una proteina
similar a la hialuronidasa, aparecié en un 36% de 264 cepas de E. faecium aisladas de

infecciones y en ninguna de 186 cepas de origen fecal*®

. Incluso este gen ha sido
asociado a aislamientos del complejo clonal CC17, al que pertenecen la mayoria de los
aislados clinicamente significativos de E. faecium®®’. Varias adhesinas codificadas por
genes diferentes (fms) han sido también descritas en E. faecium asociadas a cepas de
origen hospitalario’.

Tanto E. faecalis como E. faecium tienen la capacidad de producir biopeliculas.
Estas consisten en poblaciones de bacterias adheridas en forma irreversible a
superficies vivas 0 inertes y contenidas dentro de una matriz hidratada de sustancias
diversas: exopolimeros, proteinas, polisacaridos y acidos nucleicos?®. La produccion de
biopeliculas por los enterococos ha sido asociada a su capacidad para unirse a sondas
uretrales, catéteres intravasculares y otros dispositivos utilizados en el medio
hospitalario™*. Los enterococos, al igual que otras bacterias, cuando se encuentran
formando una biopelicula, son mas resistentes a la fagocitosis, mas dificiles de
erradicar y entre 10 y 1.000 veces mas resistentes a los antibidticos que sus

congéneres plancténicos’®. La formacién de biopeliculas esta relacionada a la

presencia de los determinantes gelE (gelatinasa), perA, Esp y Ebp de E. faecalis,
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Espm, Y Ebpim de E. faecium. También contribuyen los genes srtA (sortasa A), el cluster
epa, bop y el gen que codifica el glucolipido DGICDAG’. En E. faecalis, varios factores
como la sortasa A, el ADN extracelular y la autolisina principal juegan roles cruciales en
el desarrollo de biopeliculas, tanto en condiciones estaticas como en condiciones
hidrodinamicas™®.

Ademas, se han descrito otros factores como Gls24, peroxidasas y MsrAB en E.
faecalis y GIs20, GIs33 y megaplasmidos en E. faecium que contribuyen a su
resistencia a los fagocitos y a la colonizacion del tracto gastrointestinal’.

Los enterococos se caracterizan por presentar una alta capacidad de
transferencia de marcadores genéticos, lo que les permite adaptarse a diferentes
ambientes clinicos y modificar sus propiedades patogénicas y su resistencia a los
antibioticos. Una isla de patogenicidad (PAI) que codifica para varios factores de
virulencia (esp, cyl, asm, hidrolasa de sales biliares, proteinas de superficie, etc) fue
descrita en el afio 2002'"°. Esta isla de patogenicidad est4d ampliamente distribuida
entre aislamientos de distinto origen, tipos clonales y complejos que evolucionaron
probablemente por ganancia o pérdida de grupos de genes internos®:. Puede
transferirse incluso a otras especies probablemente con la ayuda de elementos

conjugativos, como por ejemplo plasmidos de resistencia®’.

Impacto clinico

Como ya se mencion0, en 1899 se describio por primera vez a los enterococos

como habituales colonizantes del intestino humano. No obstante, en el mismo afo,
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MacCallum y Hastings relataron un caso fatal de endocarditis infecciosa producido por
una bacteria que denominaron Micrococcus zymogenes, pero que hoy se supone que
era una cepa de Enterococcus faecalis**®. Con el paso del tiempo, se comprobé que los
enterococos también eran capaces de producir infeccion urinaria®® y ser parte de
infecciones polimicrobianas de origen abdominal o biliar presuntamente de caracter
enddgeno** %1% Menos frecuentemente se los aislé a partir de infecciones del sistema
nervioso central'?, tracto respiratorio inferior'®, piel y tejidos blandos®* y senos
paranasales®. Desde la década del 30 se los asocidé a infecciones consideradas
intrahospitalarias por definicion, pero aparentemente originadas por microbiota
colonizante del huésped. Recién en 1987 se comprobd su rol como verdaderos
patégenos hospitalarios diseminados por transmision horizontal**®. Se demostré su
presencia en el ambiente y en objetos inanimados y se jerarquizo el intestino de los
pacientes como reservorio de estos microorganismos en los centros de internacion. No
obstante, cada vez son mas frecuentes las infecciones asociadas a catéteres o
elementos protésicos. En los EE.UU. se los cuenta en segundo lugar entre los
patégenos mas frecuentemente productores de infecciones asociadas a catéteres,
infecciones urinarias y de piel y tejidos blandos en el ambito hospitalario*® 12, Incluso
se ha documentado la transmision de enterococos al tracto respiratorio de pacientes

intubados en salas de cuidados intensivos’”.
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En los EE.UU., entre los afios 2009 y 2010, los enterococos en general, y los
resistentes a vancomicina en particular, fueron responsables del 13% y del 3% de
todas las infecciones asociadas al cuidado de la salud, respectivamente*®. En Grecia e
Irlanda, desde 2007 hasta 2011, se informé un aumento de infecciones graves por E.

faecium resistente a vancomicina, que llegé al 25%°.

Identificacion a nivel de género y especie

Son cocos gram positivos catalasa negativos que se disponen en pares o
cadenas cortas. Pueden tomar formas cocobacilares cuando se los obtiene de medios
solidos. A las 24 horas de incubacion, las colonias suelen tener un diametro de 1 a 2
mm, aunque puede haber variantes mas pequefias. No producen hemdlisis en agar
sangre de carnero, aunque se han reportado excepciones en E. faecalis y E. durans.
Cerca de un tercio de los cultivos de E. faecalis son (3-hemoliticos en agar sangre de
conejo, de caballo o humana'®. Los enterococos son homofermentativos, con la
liberacion de &cido lactico como producto terminal y son capaces de desarrollar tanto a
10°C como a 45°C.

Todo coco gram positivo catalasa negativo a- o y-hemolitico debe ser
identificado a nivel de género con unas pocas pruebas manuales: bilis esculina,
tolerancia a 6,5% de NaCl, pirrolidonilarilamidasa (PYR), leucinaminopeptidasa (LAP),
sensibilidad a vancomicina, observacién de cadenas, tétradas o racimos en caldo
tioglicolato y en el caso de los a-hemoliticos, también optoquina y solubilidad en bilis.

Los enterococos dan positivas las cuatro primeras pruebas, pueden presentar

183



resistencia adquirida a vancomicina, se disponen en cadenas cortas y dan negativas

las pruebas de optoquina y solubilidad en bilis. Estas dos uUltimas practicamente no se

realizan en este contexto debido a la gran diferencia que existe habitualmente en la

morfologia de las colonias de los enterococos y de los neumococos.

Tabla 1. Caracteristicas fenotipicas usadas para la clasificacion inicial de los

enterococos mas frecuentemente aislados a partir de materiales clinicos humanos

Especies ARG MAN ARA TEL MOV PIG MGP
y grupos

E. faecalis + +/- - + - - -
E. faecium + +/- + - - - -
E. gallinarum +/- + + - + - +
E. casseliflavus +/- + + +/- + + +
E. mundtii + + + - - + -
Grupo | - + [+ - - -+ +/-
Otros Grupo Il + + - - - - -
Grupo Il + - - - - - -+
Grupo IV - - - - - - +/-
Grupo V - +/- - - -+ - +

ARG: arginina dihidrolasa, MAN: manitol, ARA arabinosa, TEL: telurito, MOV: movilidad, PIG: pigmento, MGP: a-D-

glucopiranésido.

La serologia puede resultar de ayuda en la identificacion, pero solo un 80% de

los aislamientos aglutinan con el antisuero para grupo D. Hay que tener en cuenta que

también pueden aglutinar estreptococos del grupo S. bovis, Vagococcus, Pediococcus

y Leuconostoc'?.

Solo dos especies son moviles: E. casseliflavus y E. gallinarum y solo algunas

son pigmentadas: E. mundtii, E. casseliflavus, E. sulfureus, E. gilvus y E. pallens.
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Tabla 2. Enterococos y vagococos arginina negativos (grupos |, IV y V) alguna vez aislados a

partir de materiales clinicos humanos

Especie ARA RAF MOV  SAC PYU MGP  MAN
E. avium + - - + + Y; n
E. raffinosus + + - + + V +
E. gilvus - + - + + + +
E. pallens - + - + - - +
E. malodoratus - + - + + V +
E. pseudoavium - - - + + + +
E. hawaiiensis - - - - + - i
E. cecorum - + - + + - -
E. caccae - - - + + +) -
E. italicus - - - + + + Vv
Vagococcus - - + + - + +
fluvialis

ARA: arabinosa, RAF: rafinosa, MOV: movilidad, SAC: sacarosa, PYU: piruvato, MAN: manitol, MGP: a-D-

glucopiranosido.

Como se mencion0 previamente, las especies mas frecuentes (95% del total)
son E. faecalis y E. faecium. Estas, junto a E. mundtii, E. gallinarum y E. casseliflavus
se pueden definir correctamente con 7 pruebas bioquimicas: arginina dihidrolasa,
manitol, arabinosa, telurito, a-metil-D-glucopirandsido, movilidad y pigmento (Tabla 1).
Cuando las pruebas no se condicen con estas especies, se deberan agregar otras
pruebas adicionales que pueden ser cotejadas con las tablas 2 y 3 o con la tabla
general (Tabla 4) para orientarse segun los distintos grupos establecidos que
comprenden 30 especies de enterococos, Lactococcus spp. y Vagococcus fluvialis'®.

Los sistemas automatizados y miniaturizados han sido histéricamente deficientes

en la identificacién de especies diferentes de E. faecium y E. faecalis'®. Al corregir sus

bases de datos, es possible que hayan mejorado su performance, pero en los estudios
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comparativos incluyen mayoritariamente cepas de E. faecium y E. faecalis®. El método

de espectrometria de masas, correlaciona muy bien con los métodos de referencia®.

Tabla 3. Caracteristicas fenotipicas usadas para la clasificacibn de otros enterococos vy

lactococos arginina positivos infrecuentemente aislados a partir de materiales clinicos humanos

(grupos 1l y IlI)

Especie MAN RAF SAC PYU MGP TEL
E. sanguinicola + - + - - v
Lactococcus spp. + - + - - -
E. dispar - + + + + .
E. hirae - + + - - -
E. durans - - - - - -

MAN: manitol, RAF: rafinosa, SAC: sacarosa, PYU: piruvato, MGP: a-D- glucopirandsido, TEL.: telurito.

Tabla 4. Esquema general para identificar especies de enterococos y otros generos

relacionados

Especies MAN | SOR | ARG | ARA | SBL | RAF | TEL | MOV | PIG | SAC | PYU | MGP
Grupo |

E. avium + + - + + - - - - + + Vv
E. raffinosus + + - + + + - - - + + Vv
E. gilvus + + - - + + - - + + + -
E. pallens + + - - + + - - + + - +
E. sacharolyticus + + - - + + - - - + - +
E. malodoratus + + - - + + - - - + + Vv
E. pseudoavium + + - - + - - - - + + +
E. hawaiiensis + + - - + - - - - - + -
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Especies MAN | SOR | ARG | ARA | SBL | RAF | TEL | MOV | PIG | SAC | PYU | MGP
Grupo Il

E. faecium +2 - + + V Y, - - - +2 _ B
E. casseliflavus + - +2 + Vi + 2 +a +2 + Y; +
E. gallinarum + - +2 + - + - 42 - + - ¥
E. mundtii + - + + \VJ + - - + + R R
E.faecalis +2 - +2 - + - + - - £ T _
E.haemoperoxidus | +° - +P - - - - - - " - ;
E. sanguinicola + - + - - - +© - - + B B
Lactococcus spp. + - + - - - - - - v - -
Grupolll -

E. dispar - - + - - + - - - + + +
E. hirae - - + - - + - - - + B B
E. durans - - + - - - - - - - - B
E. ratti - - + - - - - - - - - B
E. villorum - - + - - - - - - - - -
Grupo IV

E. cecorum - - - - - + - - - + + B
E. phoeniculicola - - - + - + - - - + - +
E. sulfureus - - - - - + - - + + - ¥
E. asini - - - - - - - - - + i B
E. caccae - - - - - - - - - + + +P
Grupo V

E. canis + - - + - - - - - + + +
E. columbae + - - + + + - - - + + -
E. moraviensis + - - + - - - - - + T ¥
E. hermanniensis + - - - - - - - - - - -
E. italicus \Y - - - \VJ - - - - + + +
Vagococcus spp. + - - - + - - + - + - +

MAN: manitol, SOR: sorbose, ARG: arginina dihidrolasa, ARA arabinosa, SBL: sorbitol, RAF: rafinosa TEL: telurito,
MOV: movilidad, PIG: pigmento, SAC: sacarosa, PYU: piruvato, MGP: a-D- glucopiranosido.

@ Excepciones ocasionales (< 3% de los aislados pueden presenter reacciones aberrantes)

® Reaccién positiva tardia (3 o méas dias de incubacion)

¢ Reaccion débil
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Sensibilidad a los antimicrobianos y tratamiento

Resistencia natural

Los enterococos tienen sensibilidad disminuida a las penicilinas y aminopenicilinas y
son naturalmente resistentes a las cefalosporinas y a las isoxazolilpenicilinas por la
baja afinidad de sus proteinas ligadoras de penicilina (PBP) a dichos antibidticos.
También son intrinsecamente resistentes a las lincosamidas, a trimetoprima-

sulfametoxazol (in vivo)'*

, a las polimixinas y a bajos niveles de aminoglucésidos. E.
gallinarum y E. casseliflavus presentan una resistencia natural a bajos niveles
glucopéptidos que es especifica de esas especies y E. faecalis presenta resistencia
intrinseca a quinupristina-dalfopristina. Por su parte, E. faecium es resistente natural a
altos niveles de kanamicina, tobramicina, sisomicina y netilmicina por produccion de
una acetiltransferasa AAC(6')-li activa sobre los cuatro antibidticos y una
metiltransferasa EfmM que actla sobre la subunidad 16S del ARN ribosomal*.
También produce una fosfotransferasa APH(3’)-llla que codifica alta resistencia a
kanamicina y una nucleotidiltransferasa ANT(4”)-la, que le confiere resistencia a
tobramicina, amicacina y kanamicina. A pesar de resultar resistentes a la sinergia de -
lactdmicos y glucopéptidos con amicacina, las CIM de este antibidtico son
relativamente bajas (64 — 256 mg/L)?.

La sensibilidad disminuida a la penicilina en Enterococcus es considerada como

un fenbmeno natural en este género desde mucho tiempo atréas. En realidad, los

enterococos son soélo naturalmente resistentes a la actividad bactericida de los B-
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lactdmicos y en forma relativa (valores de CIM mas elevados) respecto de sus
bacterias relacionadas, los estreptococos. Sus PBP presentan menor afinidad por los
antibioticos B-lactamicos, pero normalmente (a excepcion de las cefalosporinas) no
llegan a generar valores de CIM superiores al punto de corte farmacolégico y por lo
tanto no llevan a comprometer un tratamiento antimicrobiano in vivo que no requiera
actividad bactericida. Lo que puede comprometer el tratamiento de las endocarditis,
meningitis u osteomielitis es justamente que los enterococos se comportan como
resistentes a la accién bactericida de los B-lactamicos e incluso de los glucopéptidos®.
Esta tolerancia esta asociada a la presencia de la PBP5, una PBP de baja afinidad por
ampicilina y cefalosporinas'*®. Esto conduce a que en casos como en las infecciones
nombradas se prefiera el uso de combinaciones con aminoglucoésidos, las que
frecuentemente presentan actividad bactericida frente a los enterococos. El mecanismo
probable de esta sinergia seria la facilitacion de la entrada de los aminoglucdsidos por

accion de los inhibidores de la sintesis de la pared®.

Resistencia adquirida

Resistencia a B-lactamicos

La resistencia adquirida a penicilina y ampicilina puede deberse a alguno de los

siguientes mecanismos: (I) produccion de B-lactamasas (poco frecuente pero detectado

88,89

en la Argentina a principios de los 90) y (I1) resistencia por modificacion del sitio de
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accion (PBP). Este ultimo fenomeno es frecuente en E. faecium y E. raffinosus y
excepcional en otras especies'®.
)} B-lactamasa

La produccién de B-lactamasa se vio principalmente en E. faecalis. Es una
enzima derivada de los estafilococos. El gen blaZ, responsable de este mecanismo, a
diferencia de lo que sucede en estafilococos, en los enterococos se expresa en forma
constitutiva y en un nivel mucho més bajo, lo que genera un importante efecto inoculo.
Tal es asi que en los ensayos de dilucion, en los que se utilizan concentraciones
relativamente bajas de los microorganismos (generalmente 1 x 10° ufc/ml), los
enterococos producen tan poca cantidad de enzima que exhiben valores de CIM que
suelen estar dentro de los parametros de sensibilidad’.
1)} Modificacion de la expresion y la secuencia de las PBP

E. faecalis y E. faecium producen al menos 6 proteinas ligadoras de penicilina
(PBP). Tres de ellas, denominadas de clase A, son bifuncionales ya que son a la vez
transpeptidasas y transglucosilasas y las otras 3, de clase B, que son solamente
transpeptidasas. El aumento de la transpeptidasa PBP5, de clase B, genera niveles de
resistencia a la ampicilina en E. faecium que pueden superar los 128 pg/ml de
concentracion inhibitoria minima (CIM). No obstante estas cepas que exhiben altos
niveles de resistencia a los B-lactdmicos tienen otros factores que se suman al aumento
de la PBP5, como son las mutaciones puntuales cerca del residuo de serina (sitio
activo) de esta transpeptidasa®*.

A comienzos de la década del 70 se observo la resistencia a altos niveles de

estreptomicina (CIM > 2.000 mg/l) en cepas de E. faecalis y, posteriormente, a altos
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niveles de gentamicina (CIM > 500 mg/l)** '*!. Esta resistencia elevada, puede ser de
origen enzimatico, por modificacién de los aminoglucésidos (fosforilacion, adenilacion o
acetilacion) para todos los aminoglucésidos o por modificacion del sitio de accion para
estreptomicina®. La modificacién de las moléculas de los aminoglucésidos anula la
sinergia entre éstos y los B-lactdmicos o los glucopéptidos. Los aislados de E. faecium
gue poseen solo sus enzimas naturales (AAC(6’)-li, APH(3")-llla, y ANT(4")-la) pueden
ser sensibles a la actividad sinérgica con gentamicina, siempre que no contengan la
enzima bifuncional AAC(6’)-le — APH( 2”)-la. La resistencia a altos niveles de
estreptomicina puede originarse por modificacion ribosomal por una mutacién simple de
una proteina o puede ser enzimética por produccién de ANT(6')-la 0 ANT(3")-1a?.

La presencia de estas enzimas modificadoras o las mutaciones en el sitio de
accion generan resistencia a altos niveles de los correspondientes aminoglucosidos (>
512 pg/ml) que puede ser facilmente detectable con discos de alta carga: gentamicina
120 pg, estreptomicina 300 pg y kanamicina 120 pg’?®.  Algunas cepas, a pesar de
producir estas enzimas inactivantes, presentan valores de CIM inferiores a los
habitualmente considerados como de alta resistencia (CIM de gentamicina = 512ug/ml
o CIM de estreptomicina = 2.000 pg/ml). Las combinaciones con B-lactamicos en estos
casos no resultan bactericidas’® °'a,

Para poder lograrse la sinergia, la concentracion del B-lactamico en el sitio de la

infeccion debera superar o al menos igualar la CIM”.
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Resistencia a vancomicina

La resistencia a vancomicina aparecié en Europa a fines de los 80 " % sSu
frecuencia en los EE.UU. en la década siguiente alcanzo niveles alarmantes. Mientras
gue en Europa la transmision intrahospitalaria habia sido despreciable y se registraba
la aparicion de multiples clones de origen animal, en los EE.UU. la diseminacion fue
eminentemente nosocomial. Esta resistencia tardo casi diez afios en aparecer en la
Argentina después de su primera descripcion en Europa® y al poco tiempo llegé a
presentar una prevalencia de colonizacion de mas del 5% en hospitales del Gobierno
de la Ciudad de Buenos Aires’®. Su frecuencia como microorganismos colonizantes
intestinales al igual que como infectantes crecio en forma sostenida desde entonces.

La resistencia a vancomicina se observa principalmente en E. faecium y en
menor medida en E. faecalis. También hubo informes, incluso de infecciones graves,
por otras especies?® >* 13¢,

El gen mas involucrado en esta resistencia en enterococos es el vanA y se lo ha
detectado en la mayoria de las especies de interés clinico: E. faecalis, E. faecium, E.
avium, E. raffinosus, E. gallinarum, E. casseliflavus, E. mundetii, E. durans y E. hirae. En
Europa se ha observado ultimamente un aumento significativo de microorganismos
portadores del genotipo vanB, con concentraciones inhibitorias minimas (CIM) de
vancomicina relativamente bajas (CIM = 4ug/ml y hasta 2 pg/ml).

Desde la deteccion de la resistencia a vancomicina, se describieron 9 operones

gue confieren esa resistencia de acuerdo a las caracteristicas del gen de la ligasa, que
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codifica la enzima para D-alanil-D-lactato (vanA, vanB, vanD y vanM) o para D-alanil-D-
serina (vanC1, vanC2, vanC3, vanE, vanG, vanL y vanN)® 24 6993,

El gen vanA confiere resistencia a altos niveles de vancomicina y resistencia
moderada a teicoplanina. Los otros marcadores se caracterizan por codificar una
resistencia moderada a vancomicina pero no a teicoplanina. Como se dijo previamente,
el gen vanC es caracteristico y natural en Enterococcus gallinarum (vanC,),
Enterococcus casseliflavus (vanC,) y Enterococcus flavescens (vanCs). El vanCl se
pensaba que por ser cromosomico y natural de E. gallinarum, podia servir como
marcador para la identificacién molecular de esa especie’®’. Sin embargo hay informes
gue indican su presencia en E. faecalis aislados de animales y en E. faecium aislados
de humanos?®" %121,

Histéricamente se ha minimizado el rol de los enterococos como agentes
causales de infecciones graves. No obstante, algunos autores han comprobado que la
mortalidad asociada a bacteriemia por E. faecium resistente a vancomicina podia llegar
a mas de un 70% y que en la mitad de esos casos esa mortalidad era directamente
atribuible a la bacteriemia®®. Los nitrofuranos son activos sobre la totalidad de los
aislados de E. faecalis (CIM 90 < 32 pg/ml) y sobre la mayoria de los de E. faecium
(CIM 90 = 64 pg/ml)® 142,

Entre el 60% y el 80% de los enterococos son resistentes a rifampicina. Por ello,
éste no ha sido un antibiético muy empleado en el tratamiento de infecciones

enterococicas. No obstante se han ensayado combinaciones con otras drogas para

intentar lograr actividad sinérgica.
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Las quinolonas solo exhiben una actividad moderada frente a los enterococos.
Su resistencia puede estar mediada por mutaciones en la ADN girasa y la
topoisomerasa IV, por mecanismos de eflujo (EmeA o EfrAB) o por proteccion de las

enzimas a través de proteinas Qnr®*.

Comportamiento frente a nuevos antibiéticos

Quinupristina-dalfopristina

Quinupristina-dalfopristina (Q/D), una combinacion de estreptograminas A y B,
es una droga bacteriostatica, que inhibe la sintesis de proteinas por interaccion con la
subunidad 50 S ribosomal que, demostro tener una buena actividad in vivo frente a E.
faecium resistentes a vancomicina. Desafortunadamente no resultd ser activa frente a
E. faecalis. E. faecalis posee un gen cromosémico (Isa) que pareceria ser el
responsable de esta resistencia intrinseca'®.

Ademés se detectaron cepas de E. faecium con resistencia adquirida a esta
combinacion por modificacion de la droga (acetiltransferasas VatD y VatE), inactivacion
(lactonasas VgbA y VgbB) y por bombas de eflujo (msrC y mutacion en el gen eatA que
codifica el transportador ABC)®® © 97 135 | 3 produccién de la metilasa a través del
mecanismo MLSg, que afecta a los macrolidos, lincosamidas y solamente a las
estreptograminas B, también afecta en algun grado la actividad de Q/D a pesar de no

alterar la accion de la dalfopristina®’.
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Q/D esta aprobada por la Food and Drug Administration (FDA) de los EE.UU. y
por la Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica de la
Republica Argentina (ANMAT), para infecciones graves por E. faecium, incluyendo
VRE. La American Heart Association la recomienda para el tratamiento de endocarditis
infecciosa, pero hunca como monoterapia.

Distintos autores sugirieron diferentes combinaciones. La combinacion con
imipenem y con levofloxacina resulté ser activa en un modelo de raton infectado con E.
faecium resistente a vancomicina. La combinacion de Q/D con doxiciclina y rifampicina
logré negativizar la bacteriemia en un paciente en el que el rescate microbiolégico
persistia cuando se lo trataba s6lo con Q/D. También la asociacion de este antibidtico
con altas dosis de ampicilina (24g/dia) fue exitosa en un paciente con bacteriemia
persistente por E. faecium resistente a vancomicina (CIM de ampicilina> 32ug/ml) en el
cual habia fallado la monoterapia con linezolid.

Una importante limitacién de esta droga es la frecuencia de efectos secundarios tales

como flebitis, artralgias y mialgias™®’.

Daptomicina

Daptomicina, un lipopéptido ciclico de reciente lanzamiento en la Argentina, es
un antibidtico indicado para el tratamiento de infecciones graves por VRE, sobre los
que presenta actividad bactericida per se*®. La FDA ha aprobado su utilizacién para
infecciones por enterococos sensibles a vancomicina pero, desafortunadamente, aun

no ha sido aprobada para su uso en VRE y tampoco en pediatria. La ANMAT autoriza
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su uso solamente para infecciones de piel y tejidos blandos producidas por
microorganismos gram positivos sensibles y bacteriemia (incluyendo endocarditis

derecha) producida por S. aureus sensible.

Se ha visto que por su mecanismo de accion complejo, la resistencia
experimental es dificil de lograr. No obstante, se han detectado casos de resistencia in
vivo tanto en estafilococos como en enterococos'®. Se ha comprobado no solo su
actividad bactericida per se en condiciones de ensayo habituales, sino también frente a
altos in6culos de enterococos’. Ademas es un antibiético capaz de penetrar en las
vegetaciones. Ambas cosas ubicarian a este antibiotico entre las opciones de eleccion
para el tratamiento de la endocarditis enterococica. No obstante no ha demostrado
ventajas frente a linezolid en la practica clinica en infecciones bacteriémicas por
enterococos®. En el tratamiento de endocarditis por enterococo se deberian utilizar

altas dosis (8 a 12 mg/kg).

Linezolid

Es un antibiético bacteriostatico, activo frente a gram positivos, que se une al
ARNr 23S e inhibe la sintesis de proteinas al interferir la union del ARNt con el sitio A
del ribosoma Su utilizaciéon para infecciones por VRE est4 aprobada por la FDA de los
EE.UU. y por la ANMAT. Es activo contra E. faecium y E. faecalis. Se utiliza en el
tratamiento de bacteriemias e infecciones urinarias por VRE.

Si bien los resultados iniciales con linezolid en endocarditis experimentales por
E. faecium y E. faecalis no fueron alentadores, se mejor0 su performance usando

concentraciones mas elevadas (6 mg/kg). A pesar de su actividad francamente
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bacteriostética, se han podido lograr buenos resultados en casos de endocarditis,
incluso posprotésicas®. En un estudio comparativo, linezolid ha demostrado una cura
de hasta mas de un 70%, cifra equivalente a la lograda con tratamientos
convencionales®®.

Linezolid es una oxazolidinona que actua inhibiendo la sintesis de proteinas en
un paso que no es compartido por otros antibidticos. De este modo, la aparicion de
resistencia solo va a estar ligada a su uso. De hecho existen muy pocos casos
documentados de resistencia a linezolid en enterococos y parece que su himero no
tiende a aumentar significativamente en el tiempo®® *°.

Los enterococos poseen varias copias del gen rRNA 23S y es asi que su valor
de CIM depende del nimero de alelos mutados®. También el aumento de la resistencia
a linezolid puede estar dado por mutaciones en las proteinas ribosomales L3 y L4. La
modificacion enzimética de la subunidad ARNr 23S por metilacién de un residuo de
adenina también puede producir resistencia a esta droga'?®. El gen responsable de
esta metilacion (cfr) es de naturaleza plasmidica y ha sido encontrado en E. faecalis y
otras bacterias. Su asociacion con el transposon 1S256, explica su amplia diseminacion
en el hospital.

Los porcentajes de resistencia a linezolid en E. faecium, en algunos paises, han
llegado al 11-16% en cepas hospitalarias, aunque en la comunidad son menores del
1%'®*°, También esta resistencia se detecté en E. faecalis®®.

Los principales inconvenientes del uso de esta droga son los efectos colaterales
después de tratamientos prolongados (mas de 28 dias). Puede producir efectos

neurologicos (parestesia periférica, ataxia del sensorio, neuropatia Optica toxica) y
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hematolégicos (leucopenia, trombocitopenia, anemia), probablemente por toxicidad

mitocondrial®.

Tigeciclina

Tigeciclina es una glicilciclina de muy amplio espectro derivada de la minociclina.
Presenta actividad in vitro sobre Staphylococcus aureus resistentes a meticilina,
neumococos multirresistentes, muchos bacilos gram negativos y VRE'. Actla
uniéndose a la subunidad 30S del ribosoma e inhibe la sintesis de proteinas. En
curvas de muerte con una cepa multirresistente de E. faecium, se observd solo un
efecto bacteriostatico de la droga, apenas aumentado con el agregado de gentamicina.
Sin embargo, con la misma cepa, en un estudio experimental en conejos, tanto la droga
sola como combinada con gentamicina, disminuyeron significativamente los recuentos
bacterianos en las vegetaciones®.

Esta aprobado su uso en infecciones complicadas de piel y tejidos blandos por la
FDA, pero no para bacteriemias (bajos niveles séricos) ni para infecciones por VRE.

Penetra en las vegetaciones pero no se usa como monoterapia porque es una
droga bacteriostatica y porque no alcanza dosis séricas necesarias para tratar
endocarditis infecciosa, por lo que se sugiere usarla combinada.

Hay dos informes de enterococos resistentes a tigeciclina, ambos relacionados

con infecciones intraabdominales y de mecanismo por ahora desconocido.

198



Ceftarolina

Ceftarolina es una cefalosporina de amplio espectro con actividad bactericida
frente a S. aureus resistente a meticilina, neumococos multirresistentes y muchos
bacilos gram negativos al igual que tigeciclina®.

Por curvas de muerte y en estudios experimentales en animales se comprobdé
también su accién bactericida frente a E. faecalis, pero su utilidad se ve limitada por ser
inactiva frente a E. faecium®® “.

La CIM 90 en E. faecalis es elevada (4 pg/ml) por lo que se vio que es Uutil

combinarla con otro antibiético. Podria ser interesante su combinacién con

daptomicina®®.

Oritavancina

Se trata de un derivado semisintético de un glucopépeptido natural llamado
telavancina. Fue evaluado in vitro y en dos estudios distintos se observo actividad
bacteriostatica®’ y bactericida®®’ frente a VRE.

A pesar de tratarse de un glucopéptido, la adquisicion de genes vanA o vanB por
E. faecalis afecta s6lo modestamente la sensibilidad in vitro a oritavancina, aunque
podria generarse un aumento de la CIM durante el tratamiento con esta droga®.

En un estudio de endocarditis experimental en conejos resultdo ser una droga
farmacocinéticamente apta e igualmente efectiva frente a cepas sensibles y resistentes

a vancomicina™®. El agregado de gentamicina disminuye significativamente el inéculo
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bacteriano adherido a las valvulas cardiacas e impide la emergencia de mutantes con

sensibilidad disminuida a oritavancina’.

Multirresistencia y tratamiento

Se ha detectado la diseminacion mundial de una subpoblacién de E. faecium
conocida como complejo clonal 17 (CC17) caracterizada por presentar resistencia a
ampicilina y quinolonas. La mayoria de estos enterococos ademas contienen una
posible isla de patogenicidad que incluye los genes hylEfm y esp. Este clon se ha
adaptado al medio hospitalario por pasos. Primero adquirié genes de resistencia que le
confirieron ventajas selectivas que le aumentaron las posibilidades de interactuar con
otros clones y asi pudieron ganar luego otros marcadores que le facilitaron su
adaptacion. Este proceso, fue llamado “capitalismo genético” por Baquero y col.*!
porque “el rico tiende a volverse mas rico”. Asi fue que esta subpoblacidén hospitalaria
internacional pudo incorporar mas de cien genes especificos que incluyeron elementos
moviles tales como secuencias de insercion, secuencias de fagos y plasmidos, genes
de resistencia y genes regulatorios® *?’.

Resumiendo, los enterococos son patdégenos oportunistas, en algunos casos de
segunda linea, pero en otros habria que considerarlos como microorganismos de
cuidado y de dificil tratamiento. Presentan varios factores de virulencia, una resistencia
natural bastante frondosa y adquieren marcadores de resistencia que los convierten en
gérmenes multirresistentes. Las alternativas mas eficaces parecen ser las

combinaciones de B-lactdmicos o glucopéptidos sumados a los aminoglucésidos

cuando no lo impiden los mecanismos de resistencia especificos. Cuando las cepas
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son multirresistentes es necesario echar mano a los nuevos antibidticos disponibles
(linezolid o daptomicina) o a nuevas combinaciones como ampicilina + ceftriaxona para
el tratamiento de endocarditis por Enterococcus faecalis resistentes a altos niveles de
aminoglucésidos*®. Este esquema se propuso como el tratamiento electivo para las
endocarditis por E. faecalis por su equivalencia respecto de ampicilina + gentamicina
en el tratamiento de endocarditis por cepas sensibles a la ampicilina y a altos niveles
de gentamicina y sus menores efectos colaterales. Probablemente por diferencias en
sus PBP, esta combinacién no resulto efectiva para el tratamiento de endocarditis por
Enterococcus faecium’®,

En las guias de la American Heart Association de 2005 y en las de la Sociedad
Europea de Cardiologia de 2009 se propusieron nuevos esquemas de tratamiento de

las endocarditis por enterococos (Tabla 5)*° “°,

Prevencion

El género Enterococcus tiene ciertas caracteristicas que les facilita la diseminacion

entre los pacientes hospitalizados:

» Puede colonizar el tracto gastrointestinal de los pacientes y excepcionalmente
de los trabajadores de la salud, proveyendo un reservorio continuo para la

diseminacion intrahospitalaria.
» Esresistente a varios antibacterianos de uso frecuente.

» La resistencia antimicrobiana y la resistencia a algunos antisépticos le permite
su supervivencia en un medio ambiente con alto uso de antibacterianos.
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Tabla 5. Tratamientos propuestos para endocarditis por Enterococcus spp.

Antibioticos Dosis y vias Duracion (semanas)
Penicilina G 18-30 MU/24 h. iv (en 6 4-6*
dosis/IC)
+ gentamicina + 1 mg/kg/8 h. iv/iim 4-6*
Ampicilina 12 g/24 h.iv(en 6 4-6*
dosis/IC)
+ gentamicina + 1 mg/kg/8 h. iv/iim 4-6*
Vancomicina** 30 mg/kg/24 h. iv(divididos 6
en 2 dosis) 6
+ gentamicina + 1 mg/kg/8 h. iv/iim
Ampicilina + 12 g/24 h.iv(en 6 26
dosis/IC.) >6
Ceftriaxona*** +2g/12h.iv
Daptomicina 6 mg/kg 24 h. iv =6
Linezolid 600 mg/12 h. poliv =6

IC: infusién continua; iv: via endovenosa; im: via intramuscular; po: via oral.

*Se recomienda un tratamiento de 6 semanas para pacientes con sintomas de mas de 3 semanas o endocarditis
protésica.

**Solo para pacientes que no toleran las penicilinas

*** Solo para E. faecalis
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e Puede contaminar el medio ambiente hospitalario y sobrevivir en él por periodos

prolongados.

* Puede contaminar las manos de los trabajadores de la salud, permaneciendo

por mas tiempo si éstos no cumplen con las normas de lavado de manos.

La colonizacion con VRE precede y predispone generalmente a infecciones
como endocarditis 0 bacteriemia especialmente en pacientes afosos,
inmunocomprometidos o posquirtrgicos™.

En especial, los VRE colonizan el intestino de estos pacientes y pueden persistir
durante largos periodos, lo que genera altos costos, teniendo en cuenta los gastos de
aislamiento y cohortizacion. Hasta el momento no ha podido establecerse un método
gue permita la descolonizacion eficaz de VRE en seres humanos. Se han ensayado

86,129 134 o incluso la descolonizacion selectiva de VRE del tracto

antibidticos
gastrointestinal de ratones mediante bacteriéfagos liticos especificos'®. Estos trabajos
no han podido demostrar aun la descolonizacidon completa de estos microorganismos,
aungue en algunos casos se obtuvo una importante disminucion en la carga de
enterococos. Tampoco el uso de probioticos impidié la colonizacion con VRE de
pacientes internados®® %2,

No existen por el momento vacunas que permitan prevenir infecciones por
enterococos ya que no tendrian un sentido practico, en virtud del caracter oportunista
de estas bacterias.

La vigilancia de la colonizacion por VRE y el aislamiento y cohortizacién de

pacientes portadores de cepas multirresistentes permite prevenir la transmision

intranosocomial de las infecciones enterocdcicas. Las infecciones por VRE presentan
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un riesgo de muerte dos veces mayor que las producidas por enterococos sensibles.
Ademés, los pacientes que sobreviven, sufren periodos mas prolongados de
internacion, generan mayores costos hospitalarios y son mas frecuentemente derivados
a unidades de terapia intensiva®. Por otra parte, se demostré que los aislamientos de
Staphylococcus aureus resistentes a vancomicina reportados en los EE.UU. se
originaron por transferencia de genes de resistencia a partir de los VRE%.

La vigilancia se ha realizado de forma activa o pasiva, segun la evaluacion
acerca del costo-beneficio de cada una de las modalidades para cada caso y del riesgo
de colonizacién de cada institucion’® %,

Se ha propuesto el uso de caldos de enriquecimiento, pero la siembra directa en
placas ha sido el método mas empleado a pesar de su menor sensibilidad, dado que
los resultados se obtienen 24 horas antes. El uso de PCR directa de materia fecal
acelera aun mas los tiempos de deteccion de VRE, pero con una sensibilidad de un
85% respecto del método de enriquecimiento’?,

Para la realizacion del screening en medio sélido, los medios cromogénicos
superaron, especialmente en sensibilidad, al tradicional agar bilis esculina azida
adicionado de 6 pg/ml de vancomicina y al agar para Campylobacter (10 pg/ml de

vancomicina)** >,
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Vagococcus

Solo unos pocos casos de infecciones por Vagococcus se han relatado en la
literatura: bacteriemia, infecciones odontogénicas, peritonitis e infecciones de heridas®
122.

Son microorganismos moviles que dan positivas las pruebas de LAP, PYR y
tolerancia a 6,5% de NaCl. Al igual que Lactococcus, Vagococcus posee el antigeno
de grupo N*.

En un solo estudio se determind la sensibilidad a los antibidticos de una
coleccién de aislados de Vagococcus fluvialis. Todos ellos eran sensibles a ampicilina,
cefotaxima y cotrimoxazol y resistentes a clindamicina y fluoroquinolonas. Con otros

antibioticos se obtuvieron resultados variables'?2.

Lactococcus

Por estudios genéticos el género Lactococcus fue separado de Streptococcus en
1985™“. El género consta de 8 especies, de las cuales Lactococcus lactis y actococcus

garvieae han sido las més frecuentemente aisladas a partir de infecciones humanas®*

105
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Habitat y significado clinico

Los lactococos pueden aislarse de vegetales y de algunos alimentos. También
son agentes etioldgicos de mastitis bovina®. En clinica humana se los considera como
oportunistas de baja virulencia aunque en muchos casos pudo haber sido subestimada
su presencia por haberse confundido con enterococos. Se los ha aislado de sangre,
orina, heridas oculares, asociados a endocarditis posprotésica y de valvula nativa,
abscesos hepéticos, sepsis en inmunocomprometidos, osteomielitis, peritonitis, etc.

Lactococcus garvieae es un reconocido patégeno de peces y a partir de su
consumo podria infectar al hombre. Lactococcus garvieae (previamente conocido como
Enterococcus seriolicida) es el agente causal de la lactococosis, una infeccion
sistémica descrita por primera vez en el Japon en la década del 50 en truchas arco
iris™*.. Ha producido brotes en peces y ha infectado a otros animales (mastitis bovina)
desde donde puede contaminar la leche®. Tanto desde los peces como de los

mamiferos puede pasar a infectar al hombre® %>,

102 Estos datos

Los estudios genéticos se realizaron principalmente en peces
permitieron diferenciar a estas bacterias segun el hospedador y el origen geogréfico.
Se han realizado estudios preliminarfes de Multi Locus Sequence Typing (MLST) que
revelaron la presencia de al menos dos linajes genéticos dentro de la poblacién de L.
garvieae.

En una revisién de 2012 se describieron 14 casos de endocarditis producidos

por L. garvieae (8 de valvula protésica y 6 de valvula nativa)'®. Recientemente se

informé el primer caso en América Latina®. También se reportaron casos de

206



septicemia?, peritonitis, absceso hepéatico, osteomielitis, espondilodiscitis*®®,

colecistitis®® y una infeccién de prétesis de cadera'®. La mayor parte de estos
pacientes tenia factores predisponentes.

Lactococcus lactis subsp. cremoris es parte de la microbiota habitual del ganado
bovino. También puede formar parte de la microbiota orofaringea, intestinal y vaginal
del hombre. Se lo ha utilizado en la industria lactea, en la preparacion de quesos y
yogur. A pesar de ser considerado como “no patdégeno”, la exposicion a estos
productos se ha reconocido como factor de riesgo para adquirir infecciones por este
microorganismo. Se cuentan recientes ejemplos de un absceso cerebral y una

neumonia necrotizante entre los casos mas graves*® 28,

Identificacion a nivel de género y especies

Son microorganismos inmaviles que dan positivas las pruebas de LAP, PYR vy
tolerancia a 6,5% de NaCl por lo que se los confunde con enterococos. Se los puede
separar de E. faecalis por dar negativas las pruebas de telurito, piruvato y sorbitol y de
E. faecium por dar negativa la prueba de arabinosa'®®. Los métodos automatizados o
miniaturizados pueden ser valiosos al sugerir la posibilidad de la presencia de
Lactococcus spp. No obstante la identificacion definitiva debe hacerse a través de la
secuenciacion del ARN 16S o empleando espectrometria de masas (MALDI-TOF
MS)%2,

La identificacion presuntiva por pruebas bioquimicas puede realizarse siguiendo

las pautas de la Tabla 6.
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Tabla 6. Identificacion de las especies de Lactococcus

Especie

y subespecie ARG HIP PYR VP GLU LAC MAL SAC MAN SBL RAF TRE
L. lactis

subsp. lactis + - v +° + + + + + - - +
subsp. cremoris - + - + + + - - - - - -
subsp. hordniae + - - + + - - + - - - +
L. garvieae + - + + + Y, + v + - - +
L. plantarum - - - + + - + + + + - +
L. raffinolactis - - - + + + + - v - + -
L.xyloses + - - + + - + + + - - +

ARG: arginina, HIP: hipurato, PYR: pirrolidonil arilamidasa, VP: Voges-Proskauer, GLU: glucosa, LAC: lactosa, MAL:

maltosa, SAC: sacarosa, MAN: manitol, SBL: sorbitol, RAF: rafinosa, TRE: trehalosa.

Sensibilidad a los antibiéticos

Lactococcus garvieae es menos sensible a penicilina y cefalotina que
Lactococcus lactis y es uniformemente resistente a clindamicina. Lactococcus lactis,
por el contrario, es sensible a este antibiético®.

Un reciente trabajo de autores egipcios determind la sensibilidad de 27
Lactococcus spp. que habian sido aislados de alimentos lacteos y productos
farmacuticos. En este estudio no se encontraron aislados resistentes a vancomicina,
cloranfenicol, ni clindamicina. Solo un 7,4% tenian CIM por encima de 4 pg/ml de
penicilina, 22,2% eran resistentes a eritromicina, 7,4% a rifampicina, 29,6% a
tetraciclina y 11,1% a ciprofloxacina. Se identificaron los genes tet(M) y erm(B) entre

las cepas resistentes a tetraciclina y eritromicina®.
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El antibidtico de eleccion para el tratamiento de las infecciones por lactococos es

la penicilina sola o combinada con gentamicina’® %,
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ll.a.2.5.1. Cocos gram positivos, catalasa negativo s, distintos
de estreptococos y enterococos, que se disponen en

cadenas

En esta seccion describiremos las caracteristicas principales de Abiotrophia,
Granulicatella, Leuconostoc, Globicatella, Facklamia, Ignavigranum y Dolosicoccus.
Solo una especie de Facklamia (Facklamia languida se dispone en tétradas y racimos).
No se incluyeron los géneros Vagococcus y Lactococcus, porque ya se describieron en
el capitulo anterior junto con los enterococos, con quienes comparten resultados
similares respecto de las pruebas bioquimicas que se utilizan inicialmente para definir

géneros.

Abiotrophia y Granulicatella

Caracteristicas generales, estructura y taxonomia

Desde su primera descripcion concreta a principios de los afios 60 las mal
llamadas variantes nutricionales de estreptococos (VNS) recibieron distintas
denominaciones y despertaron la atencion de clinicos, infectélogos y microbidlogos por
los frecuentes fracasos de tratamiento, por las dificultades en su recuperacion a partir
de materiales clinicos y por las complicaciones para definir su sensibilidad a los

antibioticos. Algunas revisiones sobre este tema fueron publicadas en diversos medios
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y a ellas se puede recurrir para ampliar algunos aspectos que en este capitulo puedan
estar acotados 0% 134135,

Por razones practicas se utilizara la sigla VNS para referirse en conjunto a los
microorganismos incluidos en estos dos géneros. Primariamente se los describiéo como
formas L de estreptococos que desarrollaban auxiliados por otras bacterias
(satelitismo)®*. Sus requerimientos nutricionales [dependencia de clorhidrato de
piridoxal (CIHP) y/o clorhidrato de cisteina (CIHCys)], su variabilidad en la coloracion
de Gram, su pleomorfismo y su microaerofilia fueron destacados a posteriori por
varios autores®® 2> 115,

Al principio se los consider6 mutantes deficientes de especies previamente
conocidas dentro de los estreptococos del grupo viridans?®* *’, basandose en
resultados de pruebas de fermentacion de azlcares, en los porcentajes de contenido
de ramnosa de su pared celular™! y en .la produccién de un croméforo rosado-rojo que
se encuentra localizado en la pared celular’®. Bouvet et al., concluyeron que se
trataba de un grupo diferente de bacterias'’. Se observé que daban positiva la prueba
de pirrolidonilarilamidasa (PYR) y que bioquimicamente se comportaban en forma
heterogénea como para conformar tres biotipos distintos que fueron incluidos en dos
especies: Streptococcus defectivus y Streptococcus adjacens (dos subespecies)*.

El estudio de las secuencias del ARNr 16S de las cepas "tipo" o de referencia de
estas especies permitié establecer un nuevo género, Abiotrophia en el que ambas
especies quedaban incluidas. Las especies fueron denominadas Abiotrophia defectiva

y Abiotrophia adiacens®. Luego fueron agregadas nuevas especies: Abiotrophia

elegans'®®, Abiotrophia balaenopterae, aislada de ballenas®” y Abiotrophia para-
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adiacens®.

Collins y Lawson propusieron la creacion del género Granulicatella para abarcar
las especies Granulicatella adiacens, Granulicatella balaenopterae y Granulicatella
elegans que se diferenciaban de A. defectiva, que aparecia como filogenéticamente
distinta®.

La morfologia microscopica de estas bacterias fue excelentemente documentada
por Zierdt en 1992'"°. Formas gram-negativas aberrantes, cadenas de cocos normales
o deformados coexistian en los extendidos, aunque en condiciones mas permisivas
para su desarrollo predominaban las formas regulares de cocos gram-positivos.
Coincidentemente Clark et al. sefialaron que en los extendidos de bacterias
desarrolladas en las proximidades de la bacteria "helper" en una prueba de satelitismo,
se veian cocos gram positivos dispuestos en pares y cadenas cortas. Por el contrario,
en aquellos correspondientes a colonias obtenidas de la parte mas externa del
desarrollo, se podian apreciar formas filamentosas y globulares que se coloreaban de
rojo o de violeta con la tincién de Gram?°.

Estas bacterias desarrollan formando colonias pequeias, brillantes,
frecuentemente a-hemoliticas, en medios suplementados con CIHP o alrededor de
colonias de estafilococos u otras bacterias en agar sangre. Aproximadamente un 10 %
de las cepas son dimoérficas y ese dimorfismo (colonias pequefias y colonias mas
grandes) se perpetiia atin después de varios subcultivos®®.

El agregado de sangre humana favorece el desarrollo de las VNS en medio

133
P,

liquido porque contiene entre 20 y 45 pug/ml de CIH Actualmente se sabe que los

dos factores mas importantes para el desarrollo de las VNS son el CIHP y el clorhidrato
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de cisteina (CIHCys). La respuesta a su aporte es dependiente de la especie y adn
dependiente de la cepa. Nétese que G. elegans desarrolla mejor con el agregado de
CIHCys que con la adicién de CIHP%3,

Los caldos habitualmente utilizados para la realizacion de los hemocultivos
contienen este tipo de nutrientes que se suman a los que puede aportar la sangre del
paciente y de este modo las VNS desarrollan normalmente.

En medio solido, Peterson et al. ensayaron varias alternativas, de las cuales las
mas aceptables fueron agar sangre de oveja y agar chocolate con base de agar
Columbia y agar sangre con base de agar Brucella en los que las VNS crecen en forma
de patina. Estos investigadores no obtuvieron desarrollo en agar sangre con base de
tripteina de soja, agar BHI o agar Mueller Hinton si no se les efectuaba el agregado de
CIHP y/o CIHCys*?®.

Resumiendo, las VNS desarrollan en medios liquidos con el agregado de sangre
humana (p.ej. caldos de hemocultivos adicionados de la sangre del paciente) y pueden
desarrollar también en algunos caldos anaerobicos sin agregado de sangre o nutrientes
especiales. Pueden desarrollar en forma de péatina en agar sangre o agar chocolate con
base de agar Columbia, sin agregados. De este modo el microbidlogo puede
confundirse al iniciar su marcha de identificacion ya que parece no tener requerimientos
nutricionales por no observarse el tipico satelitismo. Dada la variabilidad de

requerimientos de las distintas cepas se recomienda el agregado de 0,001% de CIHP y

0,1% de CIHCys a los medios de cultivo.
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Identificacion de género y especie

La recomendacion de efectuar la coloracion de Gram en forma ciega de los
frascos de hemocultivos procesados por el método clasico, contribuyé sin duda a poner
en evidencia la existencia de estos microorganismos de crecimiento dificultoso. En
bacteriemias por VNS es frecuente que se observen cocos gram positivos en los
extendidos realizados con gotas de caldos de hemocultivo y que luego no se obtenga
desarrollo en los subcultivos en medio sdélido. Por ello, en estos casos se recomienda
efectuar la prueba de satelitismo, ademés de realizar un cultivo en anaerobiosis para
busqueda de cocos anaerobios.

El satelitismo es una prueba clave en la identificacion a nivel de grupo de
especies (VNS). Este consiste en la provisién de nutrientes por parte de otra bacteria
gue crece en forma concomitante, de modo que aparecen colonias "satélites" de las
VNS alrededor de las de la otra bacteria (helper) (Fig 1). Diversas especies bacterianas
e incluso de levaduras resultaron ser aptas para aportar al medio los nutrientes
necesarios para el desarrollo de las VNS, pero se prefiere utilizar una cepa de

Staphylococcus aureus %10
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Figura 1. Observacion del fenébmeno de satelitismo. Prueba realizada en agar Mueller
Hinton con 5% de sangre ovina. La bacteria auxiliar empleada fue la cepa
Staphylococcus aureus ATCC 25923. Nétense las pequefias colonias que crecen
alrededor de la estria del estafilococo (Fotografia obtenida por M. Litterio Burki,

Hospital de Pediatria "Prof. Dr. Juan P. Garrahan").

El satelitismo debe ser realizado en medios no permisivos para el desarrollo per
se de estas bacterias: agar tripteina de soja o agar Mueller Hinton, en ambos casos con
el agregado de 5% de sangre ovina. Esta prueba resulta de gran utilidad en la
separacion de los géneros Abiotrophia y Granulicatella respecto de Gemella, un género
poco emparentado genéticamente pero con gran similitud en su perfil de pruebas

bioquimicas (Tabla 1). Esta prueba no debe realizarse con medios preparados con
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base de agar Columbia puesto que, como se dijo previamente, muchas cepas de
Abiotrophia y Granulicatella pueden desarrollar en ellos en forma de una fina patina sin
necesidad de contar con una bacteria auxiliar. Esto podria valorarse erroneamente
como "satelitismo negativo™:°®. Sin embargo, no son las Unicas bacterias que exhiben
satelitismo. Dentro de los cocos gram positivos catalasa negativos se han descrito
cepas de Streptococcus pyogenes nutricionalmente deficientes que mostraban un
satelitismo similar al de las VNS®> '?°, También, cepas de Ignavigranum pueden
requerir de bacterias helper para desarrollar en medios sélidos*’. Las pruebas de PYR
y LAP pueden dar resultados débilmente positivos, aunque son inconfundiblemente
positivas en la bateria de pruebas del API 20 Strep®®.

G. adiacens da positiva la prueba de p-glucuronidasa y negativa la de a-
galactosidasa y produce acido de tagatosa pero no de lactosa, trehalosa y pululano,
reacciones que la diferencian de A. defectiva. G. para-adiacens, tampoco produciria
acido de tagatosa. G. elegans da positiva las pruebas de arginina dihidrolasa e
hipurato, a diferencia de las otras especies, y no produce &cido de trehalosa, tagatosa
ni pululano (Tabla 2)%.

Se han desarrollado métodos moleculares para su identificaciéon a nivel de

122, 133

especie . Los métodos que emplean la secuenciacién de porciones de ADN

parecen ser los mas adecuados para la identificacion tanto de género como de

especies’” 1%,
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Tabla 1. Caracteristicas fenotipicas diferenciales de cocos gram-positivos catalasa

negativos que se disponen en cadenas. Adaptada de Ruoff **’

Microorganismo PYR LAP NacCl BE Mov SAT VAN
(1)
Abiotrophia / Granulicatella + + - - - + S
Dolosicoccus + - - ND - - S
Enterococcus + + + + -/+ - SIR
Facklamia spp. + + + - - - S
Gemella spp. + + - - - - S
Globicatella +/- - + +- - - S
Ignavigranum + + + - - +/- S
Lactococcus +/- + +/- + - - S
Leuconostoc - - + +- - - R
Streptococcus (excepto S. - + - -[+ - - S

pyogenes y algunas cepas de S.
pneumoniae)
Vagococcus + + +/- + + - S

(1) Movilidad

Habitat, patogenia y significado clinico

Las VNS se describieron como microorganismos comensales de la zona
orofaringea y de las mucosas urogenital y digestiva del hombre'®. Entre las 141
especies mas frecuentes de las mas de 700 comensales existentes en la cavidad oral
humana se encuentran las del género Granulicatella'. También se encontré a este tipo
de bacterias entre las mas predominantes en la placa dental precoz''®, aunque no en
los nifios*®. Parece razonable pensar que la cavidad oral es una puerta de entrada
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frecuente de las VNS en los casos de endocarditis infecciosa humana. También estos

microorganismos fueron aislados de la cavidad oral de los perros®*.

Tabla 2. Caracteristicas fenotipicas utilizadas en la identificacién de las VNS a nivel de

especie [adaptada de Christensen'y Facklam®y Kanamoto et al.?!]

Caracteristica A. defectiva G. adiacens G. para-adiacens G. elegans
fenotipica

a-galactosidasa + - - -
B-galactosidasa + + - -
B-glucuronidasa - + ND -
Fosfatasa alcalina - - ND -
a-fucosidasa + + ND -
Acetoina - - ND -
Arginina - - - +
Hipurato - - ND +
Inulina - - ND -
Lactosa + - ND -
Maltosa + + ND -
Rafinosa - - ND -
Sacarosa + + + +
Trehalosa + - - -
Amigdalina - - ND -
Salicina - - ND -
Pululano + - - -
Tagatosa - + - -

+, >90% de los aislamientos son positivos; -, <10% de los aislamientos son positivos; ND: no determinado.

Las VNS fueron predominantemente aisladas a partir de muestras de sangre en
los laboratorios de microbiologia clinica®®. Varios casos aislados de bacteriemias sin
endocarditis también se publicaron a lo largo de los afios, incluso se reconocio a G.

11, 100, 102, 107

adiacens como agente de sepsis neonatal precoz Son raros los casos de
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endocarditis infecciosa en los que el agente causal no pueda ser recuperado de las
muestras de hemocultivo (entre un 3 y un 28%). Es posible que la presencia de
microorganismos de crecimiento dificultoso como las VNS sea una de las causas de las
endocarditis con cultivo negativo®®. Estos microorganismos causan entre un 3 y un 5%
de las endocarditis "estreptocécicas™ 2. Un 90% de los pacientes son portadores de
alguna enfermedad cardiaca de base. Su evolucion es mas torpida que la de las
endocarditis producidas por estreptococos del grupo viridans. Se observa falla clinica y
bacteriol6gica hasta en un 25 a 40% de los casos de endocarditis, tanto en nifios como
en adultos, a pesar de efectuarse un tratamiento adecuado segln los ensayos in vitro®®.

Hasta el afio 2001, en la literatura se habian descrito mas de 100 casos de
endocarditis por VNS*°. En una serie de casos reportados por Jeng et al. solo un 10%
fueron endocarditis de valvula protésica’®.

Segun la literatura disponible, solamente 39 casos de infecciones
extravasculares por VNS fueron publicados a lo largo de 44 afos (1961-2005): otitis
media, infecciones de heridas, absceso pancreético, infecciones oculares, senos
paranasales, médula 6sea, absceso escrotal y Ulcera ocular, hematoma infectado, un
absceso pulmonar, cuatro abscesos cerebrales, un absceso epidural posterior a una
meningitis, una meningitis iatrogénica, dos infecciones postquirurgicas de rodilla (artritis
posprotésicas), una artritis séptica primaria, tres posibles osteomielitis vertebrales, una
sacroileitis acompafiada de discitis, diez infecciones oculares (una conjuntivitis
neonatal, tres endoftalmitis, y seis queratitis), una infeccion urinaria asintoméatica en un
paciente pediatrico con uropatia compleja y una sinusitis en una nifia

inmunocomprometida®®® %, La evolucién de las infecciones extravasculares parece ser
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mas favorable que la de los casos de endocarditis utilizando los esquemas habituales
de tratamiento.

La patogénesis de la endocarditis infecciosa comienza con la adherencia del
microorganismo infectante a una valvula cardiaca daflada. Las estructuras que
intervienen en esa adherencia son la matriz de fibronectina y la matriz extracelular del
tejido dafado. S. defectivus, actualmente A. defectiva, parece tener avidez por esta
dltima a través de un gen (emb), que codifica para una proteina fibrilar'*’. Las cepas
de A. adiacens (G. adiacens) y A. defectiva demostraron poseer capacidad de unirse a
la fibronectina, a diferencia de las otras dos especies. Dada la diferente frecuencia
relativa de las distintas especies en infecciones humanas graves, se puede suponer
gue existe una posible relacién entre la avidez de union a fibronectina y la infectividad

de las VNS'Z,

Sensibilidad a los antibiéticos

En 1982, Gephart y Washington, en un estudio de 17 aislamientos de VNS,
encontraron que tres de ellos presentaban una CIM de penicilina 20,12 pg/ml, pero en

1°2, Coincidentemente con Bosley y Facklam®®,

ningun caso, una CIM mayor de 1 pg/m
en un estudio mas reciente de Tuohy et al. se verificO una mayor tendencia a la
resistencia a penicilina que en afos anteriores, con cepas que presentaban CIM de
penicilina superiores a 4 pg/mI*®°. Zheng et al., por su parte, observaron un 20% de

resistencia a penicilina y un 60% a ceftriaxona'’®. Es decir que la resistencia in vitro a la

penicilina es similar a la observada en estreptococos del grupo viridans tanto en
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porcentaje como en valores de CIM, mientras que el porcentaje de resistencia a
ceftriaxona es muy superior'®,

La resistencia a macrdélidos y clindamicina fue variable entre los diferentes
estudios y llegé en algunos casos al 50%. Se reconocieron los genes mefA y ermB
expresado en forma constitutiva, solos y combinados'’®. AlGn no se han observado
cepas con resistencia a altos niveles de aminoglucosidos, aunque en algunos estudios
no se ensayaron concentraciones adecuadas para detectarla®® % 1 | 3 resistencia a
guinolonas fue observada en una sola cepa resistente a levofloxacina con una CIM =
16 ug/ml en un paciente que habia recibido profilaxis previa con dicho antibiético™'®. La
resistencia a tetraciclina mediada por el gen tet(M) fue de alrededor de un 10% en dos
estudios*® 1%,

Todas las cepas ensayadas hasta el momento fueron sensibles a rifampicina y
quinupristina/dalfopristina® '8 1 |a primera fue exitosamente ensayada in vitro®™* e
in vivo™ en combinacién con vancomicina. No se observo resistencia a vancomicina
(CIM < 2 pg/ml) y so6lo en un estudio se encontraron cepas con resistencia a

cloranfenicol®.

Pruebas de sensibilidad in vitro

Algunos investigadores encontraron una importante disociacion entre los
resultados obtenidos in vitro con los resultados experimentales en modelos animales™

e incluso con la respuesta clinica obtenida en los pacientes tratados'®®. Tal vez su
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condicion de microorganismos defectivos impida una buena actividad in vivo de los
antibioticos que actuan alterando la biosintesis de la pared celular, como son los
glucopéptidos y los R-lactamicos.

El método de eleccion pareceria ser la macrodilucion en caldo Mueller Hinton
con el agregado de 0,001% de CIHP y 2,5 a 5% de sangre lacada equina, con
incubacion al aire y lectura a las 20-24 h*. La macrodilucién en caldo Todd & Hewitt +
0,001% de CIHP también fue utilizada por algunos autores que ademas la emplearon
para efectuar curvas de muerte™. El agregado de cisteina puede interferir con la
actividad de la penicilina, aunque en concentraciones menores de 0,01% su actividad

119 No obstante, el CLSI recomienda el método de

pareceria ser despreciable
microdilucion en caldo Mueller Hinton con 2,5 a 5% de sangre equina lisada y solo 1
png/ml de CIHP. En esa guia se propone efectuar la incubacion a 35¢C al aire por 20 a
24 horas. Los puntos de corte para sensibilidad y resistencia son equivalentes a los que
se recomiendan para estreptococos del grupo viridans, a excepcion de imipenem y
ciprofloxacina que no estan contemplados para estos Ultimos™.

El método de Etest parece ser de utilidad para efectuar pruebas de sensibilidad
con estos microorganismos exigentes pues desarrollan mejor en medio solido. Douglas
et al. compararon las pruebas de Etest en varios medios de cultivo con los métodos
convencionales de dilucion en medio liquido y en medio solido. El agar Isosensitest +
5% de LHB+ 0,001% CIHP fue el que tuvo menos porcentaje de errores al compararse
con los métodos de referencia®’. La incubacion debe realizarse en 5% de CO; a 35C
para los métodos de microdilucion en medio liquido, Etest y dilucion en medio sdélido y

62

en atmésfera normal para macrodilucién en medio liquido™ Varios autores
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comprobaron en VNS el fenémeno de tolerancia para penicilina®® > %% 72

y vancomicina
%9 seguin la definicion de Sabath (CBM/CIM = 32)'*®. La importancia de este fenémeno,
en este caso como en otros, es incierta, por cuanto estaria influenciado por las

condiciones de trabajo’?.

Pautas de tratamiento

Es importante volver a remarcar que en el caso de las VNS las pruebas de
sensibilidad a los antibiéticos in vitro no tienen el mismo valor predictivo que para otros
microorganismos.

En 1989 el American Heart Association's Committee on Rheumatic Fever,
Endocarditis and Kawasaki Disease recomendaron el tratamiento de las endocarditis
por VNS con penicilina endovenosa durante cuatro semanas y un aminoglucésido por
la misma via durante dos semanas’. A la vista de la mala respuesta con la utilizacion
de este régimen, Stein y Libertin propusieron en el mismo afio el uso de cuatro a seis
semanas de terapia combinada (penicilina + gentamicina)*>?. AGn con este regimen se
han observado fracasos terapéuticos microbioldgicamente comprobados. Es por ello
gue cada paciente debe ser monitoreado en forma constante con hemocultivos y en
caso de persistencia de la bacteriemia, apelar a tratamientos alternativos como los
ensayados en animales por Bouvet et al. (p. ej. vancomicina, vancomicina +
gentamicina o vancomicina + rifampicina)’®. Estos tratamientos también han resultado
efectivos en algunos casos de endocarditis por VNS en humanos'®’. Se recomienda

entonces la utilizacion de penicilina + gentamicina durante 4 a 6 semanas para el
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tratamiento de endocarditis por VNS y en caso de fracaso terapéutico o alergia a 3-

lactdmicos, el uso de vancomicina sola o con agregado de gentamicina y/o rifampicina.

Leuconostoc

Habitat e importancia clinica

Son microorganismos que habitualmente pueden encontrarse en alimentos y
desde alli llegar al hombre.

Las infecciones por Leuconostoc se caracterizan por ser secundarias a
procedimientos invasores del tracto gastrointestinal, por ocurrir en pacientes
inmunocomprometidos y en aquellos sometidos a tratamiento con antibiéticos®®. En
neonatos se han registrado casos de bacteriemia que se supone estaban asociados a
la colonizacién intraparto con microorganismos del tracto genital materno. Se los ha
aislado de sangre, liquido cefalorraquideo (ventriculitis)®?, liquido de dialisis peritoneal,
pus de absceso cerebral® y secreciones de heridas. También se relataron casos de

osteomielitis y endoftalmitis® 173,

Identificacién a nivel de género y especie

Su resistencia natural a altos niveles de vancomicina, su disposicion en pares y

cadenas, las pruebas negativas de LAP y de PYR y la poroduccion de gas de glucosa
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en caldo de Man Rogosa y Sharpe (MRS), hacen que este género sea de muy facil
identificacion (Tabla 1)**°. Desarrollan a 10°C pero no a 45°C.

Las colonias, al igual de las de Weissella y Pediococcus (otros microorganismos
naturalmente resistentes a vancomicina), son pequefias y producen hemdalisis alfa o
gamma en agar sangre. Las pruebas que permiten diferenciar las diferentes especies

pueden verse en la tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas para la diferenciacidén de especies de Leuconostoc

Especie PIG ESC ARA GAL LAC MAL RAF SAC MNL
L. mesenteroides subsp. + + + v + + + +1
mesenteroides

L. pseudomesenteroides -+ + + + v + + + K
L. citreum n + + - - + - + \%
L. lactis ) + o+ + + + + + -
L. oenos ) + vV Vv . - R R -
L. gelidum ) " + } ; Vv + + -
L. carnosum ) + _ . R Vv R + -
L. fallax ) ND _ _ R + . + +1
L. argentinum ) } v + + + + + Vv

+ positivo ; - negativo ; + reaccién positiva lenta; ND : no se dispone de datos; v, variable; - la mayoria de las cepas negativas,
algunas positivas. PIG: pigmento amarillo, ESC: esculina, ARA: arabinosa, GAL: galactosa, LAC: lactosa, MAL: maltosa, RAF:

rafinosa, SAC: sacarosa, MNL: manitol
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Sensibilidad a los antibiéticos

Los microorganismos del género Leuconostoc son naturalmente resistentes a
glucopéptidos, con CIM de vancomicina superiores a 256 pg/ml, por un mecanismo
cromosomico, constitutivo y no transferible, al igual que Pediococcus, Weissella,
Lactobacillus y Erysipelothrix®. Este consiste en la alteracion de la sintesis de la pared
celular.

Son sensibles a penicilina (CIM <8 mg/L) teniendo en cuenta los puntos de corte
establecidos por el CLSP® ', Generalmente también son sensibles a tetraciclinas,
cloranfenicol y aminoglucésidos. En algunas cepas se detectd resistencia a
cefalosporinas y carbapenemes®®. Se observaron valores bajos de CIM de linezolid y
daptomicina en 68 cepas de Leuconostoc” .

Las pruebas de sensibilidad deben realizarse por dilucion en caldo Mueller
Hinton con ajuste en la concentracion de cationes bivalentes y con el agregado de 2,5 a
5% de sangre lisada de caballo. La incubacion se debe realizar a 35°C al aire durante
20 a 24 horas. ElI CLSI estableci6 puntos de corte para penicilina, ampicilina,
minociclina, gentamicina y cloranfenicol. Las pruebas de sensibilidad para otros
antibioticos pueden interpretarse en forma provisoria segun las tablas establecidas para
enterococos, excepto cotrimoxazol que requiere la utilizacion de la tabla para

estafilococos®.
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Globicatella

Habitat e importancia clinica

Globicatella sanguinis es la Unica especie aislada de muestras clinicas humanas.
Otra especie (Globicatella sulfidifaciens) fue aislada de infecciones en animales
domeésticos'®. Ambas fueron encontradas como colonizantes del intestino y en la ingle
de una paciente”. G. sanguinis ha sido aislada de infecciones urinarias, meningitis

secundaria y principalmente de bacteriemia®* 0 144 147,

Identificacion a nivel de género y especie

Los microorganismos de la especie G. sanguinis son cocos gram positivos
catalasa negativos que se disponen en pares y cadenas. Forman colonias puntiformes,
a-hemoliticas a las 18 horas de incubacion en presencia de 5% de CO,. Dan la prueba
del PYR en forma variable (75%), positiva la de tolerancia a 6,5% de NaCl y negativa la
prueba de LAP'*’. El uso de la secuenciacion del gen que codifica para la subunidad
16S del ARN ribosomal es de utilidad para la identificacion a nivel de género, pero para

separar ambas especies es necesario secuenciar el gen sodA™.

Sensibilidad a los antibiéticos

En un estudio de 27 aislados clinicos se vio que G. sanguinis era sensible a

vancomicina y a las penicilinas, pero no a las cefalosporinas (48% de resistencia a
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cefotaxima)'*’. Se encontraron cepas resistentes a la eritromicina (CIM =16 mg/L) con
0 sin resistencia a la clindamicina (cepas resistentes con CIM = 1 mg/L), con
mecanismos diversos (genes mefA y ermA). También se ha registrado la resistencia a

levofloxacina (CIM = 8 mg/L)"% 47,

Facklamia

Habitat e importancia clinica

Los microorganismos del género Facklamia han sido aislados de diferentes
materiales clinicos humanos: sangre, secreciones de heridas, del tracto genitourinario y
de un caso de corioamnionitis®" 4% 4% 6993,

Se enviaron 18 aislamientos clinicos al CDC de Atlanta, EE. UU. Doce de ellos
provenian de hemocultivos, uno de un exudado vaginal, uno de un absceso, uno de
hueso, uno de liquido cefalorraquideo, uno de vesicula biliar y otro de algun sitio
desconocido®™. Tres de las 6 cepas descritas originalmente en 1997 como Facklamia
hominis provenian de hisopados vaginales®’ y 13 sobre 14 de las 18 en que se conoci6

el género de los pacientes, eran del sexo femenino®. Por ello se especula que el

habitat de F. hominis al menos, seria el tracto genital femenino.

Identificacion a nivel de género y especie

Hay cuatro especies de Facklamia aisladas de materiales clinicos humanos: F.

hominis, Facklamia ignava, Facklamia sourekii y Facklamia languida. Excepto esta
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tltima que se dispone en pares, tétradas y racimos, las especies de Facklamia son
cocos gram positivos que forman cadenas en caldo tioglicolato. Dan positivas las
pruebas de LAP y PYR, desarrollan en NaCl al 6,5% y no desdoblan la esculina®®®. F.
languida, ademas de por su morfologia, se distingue por dar negativas la prueba de
hipurato y la de arginina dihidrolasa® *.

Cuando se utilizan métodos miniaturizados, automatizados o de espectrometria

de masas es importante conocer si estas especies estan incluidas o no en sus

respectivas bases de datos™.

Sensibilidad a los antibiéticos

Los 18 aislamientos estudiados por LaClaire y Facklam eran sensibles o tenian
sensibilidad intermedia a la penicilina (CIM < 0,5 mg/l) con puntos de corte
extrapolados de los estreptococos del grupo viridans®. Presentaban valores de CIM
mayores de 1 mg/l para cefuroxima (< 8 mg/l), cefotaxima (< 4 mg/l) y meropenem (< 2
mg/l). Algunas cepas tenian valores de CIM de 16 mg/l para eritromicina, de 2 mg/l
para clindamicina, de 8 mg/l para cotrimoxazol y cloranfenicol y de 4 mg/l para
levofloxacina, tetraciclina y rifampicina. Todas eran sensibles a vancomicina (CIM<
1mg/1)®°.

Ignavigranum

Habitat e importancia clinica

Muy pocas cepas de la Unica especie de este género, Ignavigranum ruoffiae han

sido descritas en la literatura. Se identificaron microorganismos de esta especie en una
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infeccion de herida y en un absceso de oido en la primera descripcién de este género®.

En la Argentina se describié un absceso de tejidos blandos en un varén de 83 afios®®.

Identificacion a nivel de género y especie y sensib  ilidad a los antibiéticos

Los microorganismos de la especie |. ruoffiae son cocos gram positivos catalasa
negativos que se disponen en pares y cadenas. Dan positiva las pruebas del PYR, LAP
y tolerancia a NaCl 6,5% y negativas las de bilis esculina, esculina, hipurato y arginina
(Tabla 1). Son sensibles a la vancomicina y en algunos casos pueden exacerbar su
desarrollo por medio del satelitismo®®. Al no figurar en la base de datos de sistemas
automatizados y equipos de espectrometria de masas, por el momento no se puede
lograr la identificacién por estos medios®®.

La bacteria aislada en la Argentina resultd ser sensible a penicilina, vancomicina,
cefalotina, ceftriaxona, carbapenemes, ciprofloxacina y cotrimoxazol. Cabe destacar

gue la CIM de penicilina era muy inferior (0,016 pg/ml) que la de ceftriaxona (1

50a

pg/mi)>==,

Dolosicoccus

Dolosicoccus paucivorans es la Unica especie de este género y fue aislada de
muestras de sangre*. Se caracteriza por tratarse de cocos gram positivos, catalasa
negativos, que se disponen en pares y cadenas. Dan positiva la prueba de PYR pero
no las de LAP, bilis esculina y NaCl al 6,5%. Son inmoviles, sensibles a la vancomicina,

no hidrolizan el hipurato y dan negativa la prueba de satelitismo (Tabla 1)* *%.
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11.b.5.2. Cocobacilos gram positivos, catalasa nega  tivos, que

se disponen en pares y cadenas

En esta seccion describiremos las caracteristicas principales solamente de

Weissella spp.

Weissella

La filogenia de este género quedo clarificada a partir de 1990 cuando primero se
definio la especie Weissella confusa, luego Weissella minor, Weissella
paramesenteroides y, mas recientemente, Weissella viridescens, Weissella

thailandensis y Weissella cibaria™*? 3,

Habitat e importancia clinica

Estas bacterias parecen habitar la mucosa colonica de individuos sanos, donde
se las ha encontrado en grandes cantidades’. W. confusa habia sido previamente
clasificada como Lactobacillus confusus y fue descrita como agente etioloégico de

bacteriemia y endocarditis, especialmente en huéspedes inmunocomprometidos®” 3%

148

Identificacién a nivel de género y especie

Las colonias de Weissella son pequefias y presentan hemolisis alfa o gamma en
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agar sangre, al igual que Pediococcus y Leuconostoc. Su resistencia natural a
vancomicina y su produccién de gas de glucosa, que comparte con Leuconostoc, la
diferencian de otras bacterias relacionadas. La prueba de arginina que da positiva para
Weissella y negativa para Leuconostoc las separa de esta Ultima.

Son dos las especies de Weissella aisladas a partir de materiales clinicos
humanos: Weissella confusa y Weissella cibaria. Esta Ultima también fue aislada de

alimentos y de animales™.

Sensibilidad a los antibiéticos

Al igual que Pediococcus y Leuconostoc, Weissella presenta resistencia natural
a la vancomicina. No se cuenta con estudios suficientes de ensayo de otros antibidticos
como para establecer alguna tendencia. No obstante, pareceria tener un

comportamiento similar a Leuconostoc y Pediococcus respecto de los B-lactamicos.

11.b.5.3. Cocos gram positivos, catalasa negativos, distintos
de estreptococos y enterococos, que se disponen en

tétradas o racimos

En esta seccion se describiran las caracteristicas principales de Gemella,

Aerococcus, Dolosigranulum, Helcococcus, Tetragenococcus y Pediococcus.
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Gemella

Caracteristicas generales, estructura y taxonomia

Son cocos gram positivos, catalasa negativos que se disponen en pares,
tétradas, racimos y a veces en cadenas cortas. Algunas cepas pueden aparecer como
gram negativas y otras pueden requerir de anaerobiosis estricta para su aislamiento
primario a partir de muestras clinicas. Berger en 1961 propuso la creacién del género
Gemella, pensando que se trataba de cocos gram negativos®. La Unica especie descrita
en esos afos era Gemella haemolysans, la que luego pasé a denominarse Neisseria
haemolysans. La segunda especie, Gemella morbillorum, fue transferida desde el
género Streptococcus en 1988%%. G. morbillorum en algin momento se clasifico
también como Peptostreptococcus morbillorum por su preferencia por la atmosfera
anaerdbica y su tendencia a formar cadenas. Su inclusion final en el género Gemella se
debié a estudios de secuenciacion de la subunidad 16S del ARN ribosomal y de
hibridacion del ADN®® '*. Collins et al. posteriormente describieron dos nuevas

especies: Gemella bergeri (antes Gemella bergeriae) y Gemella sanguinis®' 3.

Identificacién a nivel de género y especie

Estas bacterias desarrollan pobremente en agar sangre a las 48-72 horas de
incubacioén. Las colonias son grises o incoloras, similares a las de los estreptococos del
grupo viridans, no son hemoliticas o bien presentan hemolisis alfa. Su identificacion es

dificultosa por su lentitud en el desarrollo y sobre todo es dificil diferenciarlas de
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bacterias de los géneros Granulicatella y Abiotrophia. Al igual que estas Ultimas, la
mayoria de las cepas del género Gemella dan negativas las pruebas de bilis esculina y
desarrollo en 6,5% de NaCl y positivas las de LAP y PYR cuando se utilizan inéculos
densos (Tabla 1). La disposicidon en la coloracion de Gram de una gota de un cultivo en
caldo tioglicolato (presencia de racimos y tétradas en alrededor de un 75% de las
cepas) y la no dependencia de piridoxal (70-75%) pueden servir para separar Gemella

de las antiguamente denominadas “variantes nutricionales™®.

Sin embargo, debe
tenerse en cuenta que G. morbillorum suele disponerse en pares y cadenas cortas.

G. haemolysans, como se menciond previamente, puede aparecer como gram
negativa en la coloracibn de Gram y confundirse con microorganismos del género
Neisseria. Es una bacteria que desarrolla preferentemente en aerobiosis y da negativas
las pruebas de esculina, arginina, hipurato, urea e hidrélisis de almidén. G.
haemolysans (cocos en tétradas y racimos) se diferencia de G. morbillorum (cocos que
también forman cadenas) porque ademas da positivas las pruebas de fosfatasa alcalina

y reduccion de nitritos y no fermenta el manitol ni el sorbitol en ensayos

convencionales.

Habitat, patogenia e importancia clinica

Tanto G. haemolysans como G. morbillorum son parte de la microbiota habitual
del tracto digestivo (cavidad oral y mucosa gastrointestinal) y del tracto genitourinario
de los seres humanos.

La mas notable de las infecciones por Gemella spp. es la endocarditis, la que
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ocurre especialmente en individuos con problemas odontolégicos y/o con valvulas

cardiacas dafiadas!® 8> %2,

Tanto G. haemolysans como G. morbillorum también se han aislado de

hemocultivos de pacientes con abscesos cerebrales®, sometidos a terapia

|l7l |163

antitumoral*™!, abscesos hepaticos’®, artritis séptica'”®, empiema pleural'®®, peritonitis

65
|

posterior a didlisis peritoneal® y ocasionalmente de LCR de pacientes con meningitis*

>0 También G. morbillorum se aisl6 de materiales del tracto respiratorio, del tracto
urinario, de secreciones de heridas, de abscesos cutaneos, empiema, absceso

pulmonar, peritonitis y osteomielitis'®®. Por su parte G. bergeri y G. sanguinis se

aislaron de hemocultivos y podrian ser también agentes productores de endocarditis®®

39, 105

Sensibilidad a los antibiéticos

Buu Hoi et al. en 1982 informaron que todos los aislados probados de G.
haemolysans eran sensibles a penicilina, ampicilina, vancomicina, rifampicina vy
cloranfenicol. No encontraron resistencia a altos niveles de aminoglucdsidos, pero si, al
igual que Zolezzi et al. observaron altos porcentajes de resistencia a trimetoprima y

algunos aislados resistentes a eritromicina y tetraciclina® *"".

Aerococcus spp.

Los aerococos suelen considerarse contaminantes en las muestras clinicas
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humanas. No obstante se han descrito en casos de infecciones urinarias bacteriemia y
endocarditis.

Son cocos gram positivos que se disponen en tétradas y racimos, desarrollan en
presencia de 6,5% de NaCl, y en su mayoria dan positiva las pruebas de hipurato y -
glucuronidasa. ElI género Aerococcus actualmente comprende siete especies:
Aerococcus viridans, Aerococcus urinae, Aerococcus christensenii, Aerococcus
urinaehominis y Aerococcus sanguinicola, Aerococcus suis*®® y Aerococcus urinaequi®.

Sadlo las primeras cinco fueron aisladas de muestras pertenecientes a seres humanos.

Habitat, patogenia e importancia clinica

A. viridans se encuentra principalmente en el suelo. También se lo ha descrito
produciendo infecciones en crustaceos y como parte de la microbiota habitual de las

vias aéreas superiores y de la piel de los seres humanos®*. Se lo ha aislado de

bacteriemia en pacientes con enfermedad de base® ! endocarditis®?" %,

infecciones osteoarticulares®®® %2, infecciones urinarias tanto en adultos como en

121

3.9y meningitis aguda®.

nifos

Aerococcus urinae es un microorganismo raramente aislado a partir de muestras
clinicas humanas. Ha sido reconocido como un patdgeno que principalmente afecta el
tracto urinario de pacientes afiosos, desde donde puede producir infecciones graves si
no se efectda un tratamiento adecuado™®. Se calcula que su prevalencia en infecciones
urinarias es de un 0,3 a un 0,8% y aparece especialmente en pacientes afiosos y con

143, 145, 149

condiciones urolégicas predisponentes'* También puede producir
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141 5,158

endocarditis®, linfadenitis***, peritonitis** y espondilodiscitis
Aerococcus sanguinicola fue descrito por primera vez en el afio 2001%. Se lo
aislé de hemocultivos, orina y se lo describi6 como productor de endocarditis y

urosepsis. A christensenii fue aislado de muestras vaginales® y A. urinaehominis del

tracto urinario®, pero su importancia clinica es incierta.

Identificacién a nivel de género y especie

Las bacterias del género Aerococcus se disponen en pares, tétradas y racimos
cuando se efectua la coloracion de los materiales clinicos o a partir de su desarrollo en
caldo tioglicolato. Al utilizar las pruebas béasicas para la identificacion de género se
puede ver que con las pruebas de PYR, LAP y desarrollo en NaCl al 6,5% ya se
pueden separar las tres especies principales. Aerococcus viridans da positiva la prueba
de PYR y negativa la de LAP. A veces también puede dar positiva la prueba de bilis
esculina.

Aerococcus urinae produce colonias a-hemoliticas en agar sangre ovina, es PYR
negativo y LAP positivo a diferencia de A. viridans. En la tabla 4 se pueden ver las
caracteristicas que sirven para realizar una identificacion presuntiva con solo tres
pruebas basicas. A. urinae y A. christensenii se pueden diferenciar porque la primera
de las especies da positiva la prueba de B-glucuronidasa mientras que la segunda no.
Aerococcus viridans es a-hemolitico y prefiere condiciones aerbdbicas para su
desarrollo. De esta manera se diferencia de Helcococcus kunzii, una especie con la

gue comparte muchas caracteristicas fenotipicas, pero que frecuentemente no
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presenta hemodlisis y es facultativa**®.

La secuenciacion del gen 16S rRNA parece ser una técnica de identificacion
mas apropiada para todo este grupo de bacterias que los métodos fenotipicos tanto
convencionales como miniaturizados y automatizados'®. Ademas en estos sistemas
comerciales no estan incorporadas algunas especies como A. sanguinicola a su base

de datos’®,

Tabla 4. Identificacion presuntiva de los cocos gram positivos, catalasa negativos que

se disponen en pares, tétradas y racimos (modificada de Ruoff**").

PYR LAP NacCl Géneros y especies
6,5%
+ + + Facklamia languida, Dolosigranulum pigrum, Aerococcus
sanguinicola
+ + - Gemella haemolysans,
+ - + Aerococcus viridans, Helcococcus kunzii*
- + + Aerococcus urinae, Pediococcus, Tetragenococcus

Aerococcus christensenii
- - + Aerococcus urinaehominis, Helcococcus sueciensis*

- + +/- Pediococcus spp.**

* Las bacterias del género Helcococcus pueden dar positiva la prueba de satelitismo (27a).

**|os aislados de Pediococcus spp. son naturalmente resistentes a vancomicina

Sensibilidad a los antibiéticos

Aerococcus viridans suele ser sensible a la penicilina y a altos niveles de
aminoglucésidos®. No obstante se han descrito casos de infecciones por cepas con

sensibilidad intermedia a la penicilina (CIM = 0,5 mg/l)**®. Se observé también la
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presencia de cepas con resistencia a macrélidos, tetraciclinas y cloranfenicol”.
Recientemente se publicé un caso clinico de una mujer con una infeccion
abdominal asociada a didlisis peritoneal, con el aislamiento de Aerococcus viridans
resistente a vancomicina, portador del gen vanA (CIM de vancomicina y de teicoplanina
> 32 mg/l). Este aislado también era resistente a ceftriaxona, cefepima, eritromicina,
levofloxacina, ofloxacina y clindamicina®”.
A. urinae clasicamente ha sido considerado como resistente a trimetoprima-

sulfametoxazol®* 1°!

, pero estos resultados podrian estar viciados por la utilizacion de
medios inapropiados. Humphries y col. propusieron el uso de caldo Mueller Hinton con
ajuste en la concentracion de cationes, suplementado con sangre lisada de caballo
para pruebas de dilucién en medio liquido’™®. En estas condiciones entre el 98,8 y el
100% aparecian como sensibles (CIM < 0,25/4,75 mg/l). Recientemente también se
han detectado aislamientos de A. urinae resistentes a fluoroquinolonas %* **°. En un
estudio de 56 cepas de A. urinae se observaron rangos de sensibilidades menores para
penicilinas que para cefalosporinas (ceftriaxona y cefepima). Se vieron también
aislamientos de A. urinae con resistencia a gentamicina y amicacina moderadamente
alta. Aqui también se observaron cepas con resistencia a eritromicina, rifampicina y
sensibilidad intermedia a ciprofloxacina y tetraciclinas por puntos de corte sugeridos
para estreptococos del grupo viridans o Streptococcus pneumoniae®. Las CIM de
vancomicina fueron de 0,5y 1 mg/l y en algun caso se observé actividad bactericida
por parte de este antibiético a través de curvas de muerte'®*.

El comportamiento frente a los antibioticos de A. sanguinicola ha demostrado

tener caracteristicas similares a las de A. urinae. Se observaron CIM mas elevadas
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para cefalosporinas que para penicilinas, cepas resistentes a eritromicina, otras con
sensibilidad intermedia y hasta con resistencia a fluoroquinolonas®® **®. En uno de los
estudios se detectaron ademas cepas resistentes a meropenem con CIM de 1y 2

mg/I*° y en otro, cepas con CIM de vancomicina de hasta 4 mg/l **°.

Dolosigranulum pigrum

Son cocos gram positivos, catalasa negativos que se disponen en pares,
tétradas y racimos, descritos por primera vez en 1993 por Aguirre et al. en muestras de

tejido de médula espinal y de hisopado ocular?.

Habitat e importancia clinica

Desde su primera descripcidn en muestras clinicas esta especie ha sido aislada
principalmente a partir de hemocultivos. En uno de los casos se trataba de un paciente
con probable artritis séptica tratado con inmunosupresores y en otro, de un paciente
con colecistitis y pancreatitis®” 1°*. Una serie de 14 cepas sobre 27 enviadas al CDC de
Atlanta EE.UU. correspondian a aislamientos de hemocultivos. Las otras 13 petenecian
a muestras oculares, de la nasofaringe, de senos paranasales, esputo y estémago®.
Todo esto sugiere que el habitat natural de estas bacterias podria ser el tracto
respiratorio superior.

Adicionalmente se describieron casos de neumonias intrahospitalarias asociadas

0 no a ventilacion mecanica’™ °’. Mas aun, Gltimamente se lo ha valorado como uno de
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los patégenos potenciales en pacientes con fibrosis quistica'®. También, recientemente
se describieron tres casos de queratitis unilateral por D. pigrum en pacientes afiosos,

en dos de los cuales hubo perforacion de la cérnea’.

Identificacién anivel de género y especie

D. pigrum, como ya se mencion0, s un coco gram positivo que se dispone en
pares tétradas y racimos. Es la Unica especie del género descrita hasta la fecha. Da
positivas las reacciones de PYR y LAP y se distingue de las especies de Gemella por
crecer en presencia de NaCl al 6,5% y de las de Facklamia spp. que se disponen en

racimos por dar positiva la prueba de esculina **°.

Sensibilidad a los antibiéticos

En un estudio de LaClaire y Facklam se observé que estos microorganismos
eran sensibles a penicilinas, cefalosporinas, carbapenemes, rifampicina, tetraciclina,
clindamicina y levofloxacina. La sensibilidad a eritromicina era variable y encontraron

una cepa con resistencia a trimetoprima-sulfametoxazol®.

Helcococcus

Este género fue descrito por primera vez en 1993 como integrado por bacterias
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similares a Aerococcus®. Actualmente se reconocen dos especies aisladas de seres
humanos: Helcococcus kunzii (la original) y Helcococcus sueciensis (descrita en
2004)*®. Helcococcus pyogenes todavia no ha sido reconocida como tal en forma
oficial’® y otra especie, Helcococcus seattlensis, ha sido propuesta recientemente a

a

partir de su aislamiento en muestras de hemocultivo’’®. Helcococcus ovis ha sido

aislada de animales.

Habitat e importancia clinica

H. kunzii es un colonizante habitual de la piel de las extremidades inferiores®.
Su presencia en Ulceras de pie podria ser un punto de partida para infecciones mas
profundas'’. Se lo ha encontrado como oportunista produciendo infecciones de piel y
abscesos en tejidos blandos (mamario y posquirdrgico de pie), en algunos casos como

22, 26, 101, 124, 131

parte de una microbiota mixta y en una infeccidon de una protesis

colocada como reemplazo total de rodilla en un paciente inmunocompetente'®. H.
kunzii también fue aislada de bacteriemia y liquido pleural como copatégena en dos
casos de shock séptico (uno de ellos con un empiema) en sendos pacientes
drogadictos'™. El 85% de 39 cepas de H. kunzii aisladas entre 2008 y 2013 de
muestras clinicas humanas correspondian a verdaderas infecciones (79% procedentes
de Ulceras de pie)'®®. Recientemente se informé un caso de endocarditis de valvula

nativa por H. kunzii en un paciente afioso con enfermedad polivascular'®,
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Identificacion a nivel de género y especie

Son cocos gram positivos catalasa negativos que se disponen en pares, racimos
y tetradas. H. kunzii da positivas las pruebas de PYR y NaCl al 6,5% y negativa la de
LAP, por lo que puede confundirse con Aerococcus viridans (Tabla 3). Se diferencia
principalmente porque H. kunzii es anaerobio facultativo y frecuentemente no
hemolitico, mientras que Aerococcus viridans es favorecido por las condiciones
aerébicas y es alfa hemolitico'®. H. kunzii da negativas las pruebas de bilis esculina,
movilidad, hipurato, satelitismo, arginina y B-glucuronidasa y positiva la de esculina®.
Las colonias de H. sueciensis son puntuales, grisdceas y no hemoliticas a las 48 h de
incubacién en anaerobiosis. H. sueciensis se distingue de H. kunzii en que, a diferencia
de ésta, da positiva las pruebas de fosfatasa alcalina y negativas las de 3-glucosidasa y
PYR. Son microorganismos anaerobios facultativos pero crecen mejor en condiciones
anaerobicas. .

H. kunzii ha podido ser identificado por el sistema automatizado VITEK 2 GP **,
El método de espectrometria de masas (MALDI-TOF MS) y los métodos moleculares

identifican a estas bacterias en forma precisa®’.

Sensibilidad a los antibiéticos

H. kunzii mostré sensibilidad a penicilina y vancomicina en varios estudios. Los
B-lactamicos parecen ser los antibioticos de eleccidn para el tratamiento de infecciones

producidas por estas bacterias. La mayoria también son sensibles a clindamicina pero
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hay un 28,2% de aislados resistentes a eritromicina con CIM > 256 pg/ml*®®. En una
cepa resistente a clindamicina y eritromicina se detecté el gen ermA?® 2411 En un
estudio de 39 aislados se describid6 un 95% de sensibilidad a levofloxacina y
tetraciclina'®®. Recientemente se comunicé el hallazgo de una cepa multirresistente que
presentaba una homologia genética del 99% con H. sueciensis. Esta bacteria demostro
por Etest ser resistente a vancomicina (CIM = 4 mg/l), a penicilina, a ceftriaxona, a
ciprofloxacina, y a trimetoprima-sulfametoxazol***. Los autores reportaron al menos dos
casos previamente publicados en la literatura de bacterias similares a Helcococcus con

resistencia a vancomicina.

Tetragenococcus

El género Tetragenococcus fue descrito por Collins en 1990 por reclasificacion
de una especie haldfila y lactica previamente conocida como Pediococcus halophilus y

Enterococcus solitarius®® *°.

Las especies fueron denominadas Tetragenococcus
halophilus y Tetragenococcus solitarius. Estas bacterias se aislaron de alimentos ricos
en sales y proteinas como anchoas en salmuera, salsa de soja, etc. Por el momento, el
género comprende cuatro especies: T. halophilus, Tetragenococcus muriaticus, T.
solitarius y Tetragenococcus koreensis. Estas dos Ultimas estan representadas por una
sola cepa.

T. muriaticus y T. koreensis también se aislaron de alimentos, mientras T.

solitarius se aislé de una muestra clinica.

Todas las cepas de este género desarrollan bien a pH 9, pero no a pH 5y
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toleran altas concentraciones de NaCl. Mas aun, T. muriaticus no puede crecer en
ausencia de NacCl.

T. koreensis y T. solitarius desarrollan en el medio de Man Rogosa y Sharpe
(MRS) mientras que T. muriaticus no lo hace. Solo T. solitarius es capaz de desarrollar
a 45T .

Fenotipicamente se los puede describir como Pediococcus sensibles a

vancomicina (Tabla 5).

Pediococcus

Habitat e importancia clinica

Si bien se trata de microorganismos de importancia como probioticos, a los
pediococos se los ha aislado de abscesos hepaticos, bacteriemia y sepsis en pacientes
debilitados®® % *°  En clinica humana se los aislé principalmente de casos de
bacteriemia en niflos con malformaciones gastrointestinales intervenidos
quirargicamente’. Segun Barros y col. P. acidilactici es mas frecuente que P.

pentosaceus en materiales clinicos humanos®.

Identificacion a nivel de género y especie

Los pediococos no son dificiles de identificar. Se trata de cocos que se disponen

en pares, racimos o tétradas, son resistentes naturales a la vancomicina y dan positiva
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la prueba de LAP, pero no la de PYR (Tabla 4)'%.
Solamente dos especies: Pediococcus pentosaceous y Pediococcus acidilactici

han sido aisladas de materiales clinicos humanos (Tabla 5)°’.

Sensibilidad a los antibiéticos

Estas bacterias son naturalmente resistentes a glucopéptidos, con CIM
superiores a 256 pg/ml. El mecanismo es cromosémico, constitutivo y no transferible, al
igual que el de Leuconostoc™. Han mostrado sensibilidad a penicilinas, a altos niveles

1'%>. Se observaron

de aminoglucoésidos, a macrolidos, lincosamidas y cloranfenico
algunas cepas no clinicas con sensiblidad intermedia a estreptograminas y linezolid y
también resistentes a tetraciclinas. Se registr6 también resistencia al cotrimoxazol y a
cefalosporinas de tercera generacion, pero no a carbapenemes*® 7> 84165,

Las pruebas de sensibilidad deben realizarse por dilucion en caldo Mueller
Hinton con ajuste en la concentracion de cationes bivalentes y con el agregado de 2,5 a
5% de sangre lisada de caballo. La incubacion se debe realizar a 35°C al aire durante
20 a 24 horas. El CLSI establecio puntos de corte para penicilina, ampicilina, imipenem,
gentamicina y cloranfenicol. Las pruebas de sensibilidad para otros antibioticos podran

interpretarse en forma provisoria segun las tablas establecidas para enterococos,

excepto cotrimoxazol que requerird de la tabla para estafilococos®.
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Tabla 5. Caracteristicas para la identificacion de especies de Pediococcus y de

Tetragenococcus halophilus

Desarrollo
Especie GLU GLI ALM  MAL ARA DEX XIL MEL
a 45°C
P. acidilactici + + - - - v - + -
P. pentosaceus v + - - + + - v -
P. dexnitricus - + - + + - + - -
P. damnosus - + - - Vv - - - v
P.parvulus - + - - + - - - -
P.inopinatus - + - - + - v - -
T.halophilus - + + - + + - - +

Glu: glucosa, GLI: glicerol, ALM: almidon, MAL: maltosa, ARA: arabinosa, DEX: dextrina, XIL: xilosa, MEL: melizitosa.
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Apéndice Il

Pruebas bioquimicas para la identificacion de cocos gram positivos

catalasa negativos

Prueba de la catalasa

Prueba rutinaria en portaobjetos a temperatura ambiente

Con un palillo de madera o plastico tomar material del centro de una colonia del
microorganismo a ensayar y colocarlo sobre un portaobjetos limpio.
a. Colocar una gota de H»O, sobre estos microorganismos depositados en el

portaobjetos.

b. Observar el burbujeo (prueba positiva) producido por la liberacion de gas o no

(prueba negativa)

Precauciones: No invertir la secuencia. No emplear colonias desarrolladas en agar sangre o hacerlo

comparando con las burbujas que se desprenden al colocar trocitos del medio en la gota de H,0, .

Prueba en tubo

Se utiliza un cultivo en agar en pico de flauta con 10 a 24 h. de incubacién (los cultivos
viejos dan reacciones incorrectas). Se vuelca 1 ml de una solucién al 3% de agua
oxigenada sobre las colonias y se deja el tubo en posicion inclinada. La reaccion es

positiva cuando aparece un rapido burbujeo gaseoso.
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Control de calidad para ambos métodos
Se realiza la prueba con la cepa Enterococcus faecalis ATCC 29212 (negativa) y con

Staphylococcus aureus ATCC 25923 (positiva)

Prueba de la bencidina

Sirve como confirmatoria de la prueba de la catalasa.
Reactivos: A) Solucién de H,0, al 5% (fresca, de preparacion semanal).

B) Solucién de bencidina: se disuelve parcialmente 1,0 g de diclorhidrato
de bencidina en 20 ml de &cido acético glacial. Se agregan 30 ml de agua destilada y
se calienta suavemente. Se enfria y se adicionan 50 ml de etanol al 95%. El reactivo
permanece estable por o menos un mes a 4'C (una débil coloracién amarilla no lo
afecta).
Medio: Agar tripteina de soja con un aislamiento o estrias de las cepas en estudio de

24 - 48 h. de incubacion.

Procedimiento

Se inundan las placas con el reactivo B. Una vez que los cultivos se contactaron
perfectamente con la solucién de bencidina, se agrega igual volumen del reactivo A.
Resultado positivo: el cultivo se colorea de un azul-verdoso intenso o verde oscuro. La
prueba de la bencidina detecta la presencia de los citocromos a, b, c y d en las cepas
en estudio.

Control positivo: Staphylococcus aureus ATCC 25923

Control negativo: Enterococcus faecalis ATCC 29212
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Prueba de Voges Proskauer (VP)

Método de Coblentz (indicado para estreptococos)

Medio: caldo MRVP distribuido a razén de 2,5 ml en tubos de ensayo.
Reactivos: A: 5% de a-naftol en alcohol etilico al 95 %.
B: 0,3 % de creatina en KOH al 40 %.

Procedimiento

Se siembra el caldo MRVP con gotas del inéculo (de un caldo tripteina de soja
(TSB) o infusién cerebro corazén (BHI) incubado a 35°C durante 18-24 h).

Se agrega 0,6 ml del reactivo A y luego 0,2 ml del B.

Se agita vigorosamente durante 5 segundos y se deja en reposo, colocando el
tubo en posicion inclinada y sobre un papel blanco (para lograr una maxima exposicion
al aire, también puede aflojarse y hasta sacarse el tapon). No tocar hasta el momento
de la lectura. Esto es definitivamente importante para la deteccion de las reacciones
débiles.

La mayoria de las reacciones positivas (produccién de acetoina), aparecen
dentro de los primeros 15 minutos, pero la lectura final debe hacerse al cabo de una
hora.

Resultado positivo: color rosa o rojo en la superficie o en todo el caldo.

Resultado positivo débil: color rosa palido en los bordes del caldo.

Control positivo y/o positivo débil: S. aureus ATCC 25923

Control negativo: Escherichia coli ATCC 25922
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Prueba de la bacitracina (estreptococos)

Esta prueba se realiza si en la placa de agar sangre se aislaron colonias de cocos gram
positivos, catalasa negativos y B-hemoliticos.

Los estreptococos del grupo A son sensibles. El resto son resistentes aunque hay
excepciones dentro de los grupos C, F, y G.

Recordar que los enterococos pueden presentar hemolisis en agar sangre humana

pero no en agar sangre ovina. lgualmente, son resistentes a la bacitracina.

Método

- Efectuar estrias en cuatro sentidos en una placa de agar sangre con un ansa con la
que previamente se tocaron colonias aisladas de un estreptococo B-hemolitico.

- Aplicar un disco de bacitracina (0,04 U).

- Dejar incubar durante toda la noche a 37°C.

- Lectura: la prueba es positiva cuando se produce una inhibicion en el desarrollo del

germen alrededor del disco, independientemente del tamarfio del halo.

Sensibilidad a la optoquina

Esta prueba estd basada en la capacidad de la optoquina (clorhidrato de

etilhidrocupreina) de inhibir el desarrollo de S. pneumoniae en bajas concentraciones

(<5 ug). Se realiza cuando se aislan colonias a-hemoliticas.
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Procedimiento

Se prepara una suspension de una turbiedad similar a la del tubo NU,5 de la
escala de McFarland. Se hisopa una placa de agar Mueller Hinton + 5% de sangre
ovina en tres direcciones con la misma. Se coloca un disco de optoquina y se deja
incubar 18 - 24 h en presencia de 5% de CO..

Reaccién positiva: presencia de un halo de inhibicion mayor o igual a 14 mm (discos de
6 mm).

Reaccion negativa: halos menores o habitualmente ausencia de halo.

Diametros de 6 a 14 mm deben ser considerados dudosos.

En todos los casos se debe confirmar mediante la prueba de solubilidad de bilis,
que se realizara en paralelo.

Control de calidad:
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 (reaccion positiva)

Streptococcus mitis ATCC 49456 (reaccion negativa).

Solubilidad en bilis o sales biliares

Esta prueba esta basada en la autolisis de S. pneumoniae en presencia de

desoxicolato de sodio. Puede realizarse en tubo o en placa.

Prueba en placa

Para el método en placa se inocula la cepa en estudio en una placa de agar

sangre de carnero al 5% e incuba a 35-37°C en atmésfera de 5% de CO; durante 18-24
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h. Al dia siguiente se colocan unas gotas de desoxicolato de sodio al 10% sobre una
porcion del crecimiento (colonia aislada) y se incuba a 35-37 °C al aire por 30 minutos
con la tapa hacia arriba y ligeramente abierta. La prueba es positiva cuando se observa
la disolucion de la colonia dejando un area parcialmente hemolizada en el medio

Los resultados dudosos deben ser repetidos o confirmados por el método en

tubo.

Prueba en tubos

Para la prueba en tubos se prepara una suspension muy densa con la bacteria a
ensayar (>1 de la escala de Mc Farland) en 1 ml de solucion fisiologica. Se vierte 0,5 ml
de esta suspensiéon en cada uno de dos tubos. A uno de ellos se le agrega 0,5 ml de
solucion fisiologica (tubo control) y al otro 0,5 ml de una solucion de desoxicolato de
sodio al 10% (tubo de prueba). Se ponen a incubar ambos tubos a 35<T.

Prueba positiva: se observa que el tubo de prueba se torna transparente antes de las 2
horas de incubacién, mientras que el control permanece turbio.

Prueba negativa: se observa turbiedad equivalente en ambos tubos.

Prueba no valida: se observa que ambos tubos se tornan transparentes (probable
contaminacion de los tubos con detergente, EDTA u otros productos activadores de
autolisinas).

Control de calidad:

Streptococcus pneumoniae ATCC 33400 (reaccion positiva)

Streptococcus mitis ATCC 49456 (reaccion negativa).
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Crecimiento en caldo hipersalado (NaCl 6.5%)

Procedimiento

Se prepara una suspension del microorganismo a ensayar en un caldo o
solucion fisiolégica. Se inocula una gota de esta suspension a cada uno de los tubos
(tubo con NaCl al 6,5% y tubo control con caldo nutritivo normal). A las 18-24 h se
observa la turbiedad.

Prueba positiva: ambos tubos turbios.
Prueba negativa: turbio sélo el tubo control.

Prueba invalida: Ninguno de los tubos presenta turbiedad.

Control de calidad:
Enterococcus faecalis ATCC 29212 (positiva)

Streptococcus pyogenes (negativa)

Hidrdlisis del hipurato

Fundamento

La enzima (hipuricasa) desdobla al hipurato (benzoilglicina) en acido benzoico y
glicina. Con el método clasico se detecta el acido benzoico y con el rapido, la glicina.

La prueba se puede realizar de dos maneras:
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1) Método clasico

Se utiliza un caldo infusién de corazon de pH 7,4 o mejor un caldo Todd & Hewitt
con hipurato de sodio al 1%. Se inocula con el microorganismo a ensayar y se incuba
durante 48 horas a 37<C. Se revela con Cl sFe al 12% *. Se observa la presencia de un
precipitado marrén persistente por formacion de un complejo coloreado del hierro con

el acido benzoico que no se disuelve por agitacion durante 10 minutos.

2) Método rapido

Preparar una solucion con 0,25 g de hipurato de sodio en 25 ml de agua destilada.
Esterilizar por filtracion. Se agrega un inéculo denso del microorganismo a 0,5 ml de la
solucion. Se incuba a 35 - 37T durante una hora, se le agregan dos gotas del
revelador (ninhidrina al 3,5% en butanol-acetona 1:1), se vuelve a poner en estufa
durante quince minutos exactos y se efectua la lectura final:

Prueba negativa: solucion incolora

Prueba positiva: solucion color purpura, por ser la glicina un aminoacido que reacciona

con el reactivo de ninhidrina.

Control de calidad: Streptococcus pyogenes (negativa)

Streptococcus agalactiae (positiva)

* ClsFe 12g en HCl al 37% 5,4ml + H,0 94,6ml.
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Prueba de bilis esculina

El medio, preparado en tubos, en pico de flauta, se inocula en forma de estria
superficial con 3 0 4 colonias del microorganismo y se lo deja incubar 24 — 48 h en
estufa de 35 +1<C al aire. No conviene efectuar la puncion hacia el fondo del tubo
porque algunas bacterias que dan positiva la prueba de esculina, pero que no toleran

la alta concentracion de bilis, podrian dar resultados falsamente positivos.

Composicion del medio:

Extracto de carne 3,009
Peptona 5,009
Esculina 1,009
Bilis de buey 40,00 g
Citrato férrico 0,50¢g
Agar 15,00 g
Agua dest. csp. 1.000 ml
pH: 6,6 a 25T

Esterilizar en autoclave 15 minutos a 121 C. El medio se debe preparar en pico de flauta en tubos.
Inocular con ansa (efectuando una estria en superficie) o con pipeta (depositando gotas de un

caldo desarrollado).
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Luego de la incubacion a 35C durante 24-48 h reali zar la lectura segun las siguientes
pautas:

- Dejar incubando los tubos que permanezcan inalterados a las 48 h. Si contintan
de este modo a las 72 h, descartarlos como negativos.

- Si se produce un color negro o castafio oscuro en la mitad o méas de la
superficie, la prueba se considera positiva.

- Si se produce el ennegrecimiento de menos de la mitad del tubo, la prueba es
dudosa y debera repetirse. Si no se produce ennegrecimiento, independientemente de

si hubo desarrollo o no, la prueba es negativa.

Control de calidad:

Enterococcus faecalis ATCC 29212 (positiva)

Streptococcus agalactiae ATCC 12386 (negativa)

Prueba de esculina

Es exactamente igual que la anterior solo que el medio de cultivo no lleva bilis de

buey.

Pruebas de PYR (pirrolidonil- B-naftilamidasa) y LAP (leucinaminopeptidasa)

El fundamento y el procedimiento de ambas pruebas son exactamente iguales
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Fundamento
Estas pruebas permiten observar la propiedad de las bacterias capaces de
hidrolizar estas sustancias de la siguiente manera:
(1) PYR: L-pirrolidonil-a-naftilamida = L-pirrolidona (incolora) + a-naftilamina
(incolora)

a-naftilamina + N,N-dimetilamino cinamaldehido = Base de Shiff (roja)

(2) LAP: leucina-B-naftilamida = leucina (incolora) + B-naftilamina (incolora)

B-naftilamina + N,N-dimetilamino cinamaldehido = Base de Shiff (roja)

Procedimiento (Prueba con discos)

Rehidratar el disco con agua destilada. Aplicar sobre el un in6culo denso del
microorganismo, con ansa y tomado de colonias crecidas en medio sélido durante no
mas de 24 horas. Incubar a temperatura ambiente de 5 a 15 minutos.

Agregar una gota del reactivo revelador (p-dimetilaminocinamaldehido). Dejar
actuar un minuto.

Prueba positiva: color rojo.

Prueba negativa: color amarillo palido o incoloro.

PYR Control de calidad: Enterococcus faecalis ATCC 29212 (positiva)

Streptococcus agalactiae ATCC 12386 (negativa)
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LAP Control de calidad: Enterococcus faecalis ATCC 29212 (positiva)

Aerococcus viridans (negativa)

Observacién microscopica de la morfologia de cocos en medio liquido

Procedimiento

Se inocula un tubo de caldo tioglicolato con la bacteria problema. Se lo deja 18-
24 horas a 35C. Se toma una gota y con ella se efe ctia un extendido en portaobjetos
gue se colorea con Gram.
Resultado 1: observacién de cadenas.
Resultado 2: observacién de diplococos y tétradas.
Resultado 3: So6lo se observan diplococos. En este caso el resultado es incierto y se
deberé repetir en otras condiciones.
Resultado 4: observacién de bacilos (se interpreta como un error en la observacion
inicial, una contaminacion al realizar la prueba o un alargamiento de cocobacilos en

esta nueva condicion de crecimiento)

Sensibilidad a altos niveles de vancomicina

Procedimiento

Se toma una colonia con ansa, se hacen tres estrias superpuestas sobre una

placa de agar sangre y se coloca por encima de ellas un disco de vancomicina de 30
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Mg. A las 18 - 24 horas se observa la formacién o no de un halo de inhibicion sobre el
desarrollo de la bacteria:

Resultados

Presencia de algun halo de inhibicion: Streptococcus, Enterococcus, etc.

Ausencia de halo: Leuconostoc, Pediococcus, Weissella o enterococos con alto nivel

de resistencia a vancomicina.

Prueba de CAMP

Efectuar una estria con una cepa de Staphylococcus aureus productor de [B-
lisina, por ej. ATCC 25923 en una placa de agar sangre ovina.

Realizar otra estria en forma perpendicular a la anterior con el estreptococo que
se va a probar. No tocar la estria del estafilococo: llegar a 1 mm de la misma.
Lectura: a las 24- 48 h se produce un refuerzo de la hemdlisis del estafilococo
guedando una zona francamente hemolisada en forma de punta de flecha (prueba
positiva ).

Esta prueba puede también realizarse utilizando discos de B-lisina, pero no estan
disponibles comercialmente en nuestro medio.
Control de calidad:
Enterococcus faecalis ATCC 29212 (negativa)

Streptococcus agalactiae ATCC 12386 (positiva)

Advertencias: No utilizar placas de agar sangre preparadas con sangre que no sea de oveja.

No utilizar otra cepa de S. aureus que no sea la recomendada
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Almidon

Composicion por litro

Agar 89
Peptona 29
Extracto de carne o peptona de 1,29
carne N° 1

Cloruro de sodio 29
Almidén soluble 89
Agua destilada 400ml
pH:7,2+/-0,1

Preparacion:

1. Disolver el agar en 200ml de agua por calentamiento. A
2. Disolver el extracto de carne y la peptona en 150ml de agua. B

3. Mezclar A y B y completar los 400ml con el almidon disuelto en lo que resta de
agua

4. Fraccionar en tubos por 20ml
5. Esterilizar
6. Plaquear en el momento de su uso

No refrigerar las placas
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Reactivo revelador: Alcohol yodado

Yodo 20g
Yoduro de potasio 249
Alcohol al 50% 1000ml

Alcohol al 50%: 600ml de alcohol de 96° + 450ml de agua destilada

Arginina dihidrolasa (ADH) y ornitina descarboxilas a (ODC)

Fundamento

Se prepara un caldo comercial que contiene purpura de bromocresol como
indicador de pH y al que se agrega ornitina o0 arginina como sustancias reaccionantes.
En primer lugar, la glucosa es degradada a &cido lactico. Como consecuencia de esto,
al igual que sucede con el medio LIA, el color del indicador de pH vira al amarillo (pH
inferior a 5,6). Después, las bacterias que descarboxilan la ornitina o que producen la
doble hidrdlisis de la arginina, producen un nuevo ascenso del pH debido a la
degradacién de los respectivos aminoacidos. De este modo, el medio de cultivo retoma
su color violeta original. Este ensayo solamente debe realizarse con microorganismos
gue puedan utilizar glucosa, con produccion de &cido. Sin embargo hay formulaciones
gue permiten verificar la descarboxilacion de aminoacidos por bacterias no
fermentadoras de glucosa (medio de Moeller). El medio base con el agregado de lisina

también puede utilizarse para corroborar la descarboxilacion de este aminoacido.
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Composicién del medio

Peptona de carne 50¢g
Extracto de levadura 3,09
D (+) Glucosa 109
Pdrpura de Bromocresol 0,016 g
Agua csp. 1.000 mi

Esterilizar. Agregar la solucion del aminoacido esterilizada por filtracién en una concentracién del 1
% excepto a la porcion de medio que se empleara para la preparacion de los tubos de control.

Distribuir en tubos.

Incubacion e interpretacion

Tanto los tubos con el medio de cultivo como los tubos de control se siembran
con el cultivo puro en cuestion. A continuacion, los tubos se deben recubrir con
vaselina estéril. Incubar hasta 4 dias a 35°C.

Durante las primeras 6 a 8 h el medio es de color amarillo intenso. Si el
microorganismo degrada la ornitina (o la arginina, segun el caso), su color se tornara
violeta. Los tubos de control deberan permanecer amarillos.

Este método también puede usarse para ensayar la descarboxilacién de la lisina.

Movilidad en medio SIM

SIM es un medio diferencial (multiprueba), que posee tiosulfato de sodio como
fuente de azufre y sulfato ferroso como indicador de la produccion de H,S

(ennegrecimiento del medio). Ademas el medio contiene peptonas para estudiar la
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produccién de indol, el cual se revela por agregado de gotas de reactivo de Ehrlich o de
Kovacs, luego de su incubacién. También, por tratarse de un agar blando, se puede
poner en evidencia la movilidad del microorganismo en estudio, observando por luz

transmitida la migracién bacteriana por fuera de la linea de puncion.

Composicién:

Triptona. 20,09
Peptona 6,19
Sulfato ferroso 0,29
Tiosulfato de sodio 0,29
Agar 3,59
Agua csp. 1000ml

Siembra: se realiza por puncién con ansa recta, y se incuba 24-48 hs a 35- 37° C. Se

observa el desarrollo lateral a partir de la linea de puncion.

Prueba de la ureasa

Fundamento

Determina la capacidad de un microorganismo de hidrolizar urea, por accién de
la enzima ureasa, dando como producto final amoniaco. Este ultimo alcaliniza el medio

con el consiguiente viraje del indicador de pH, (rojo de fenol) del amarillo al rojo.
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NH2

v

C=0 + 2H,0 CO2 +H,0 + 2NH3

NH2

Composicion del medio

Tripteina 10g
Glucosa 10g
NaCl 509
Fosfato monopotasico 209
Rojo de fenol 0,012 g
Agar 1509
Solucién de urea al 40% estéril 50 mi
Agua destilada c.s.p. 1.000 ml

pH final: 6,8 £ 0,2

Procedimiento

Con colonias del microorganismo problema se estria la superficie del medio en el
pico de flauta. Se recomienda no punzar la capa profunda para controlar el color.
Incubacion. Se incuba en aerobiosis, a 35-37°C, durante 18-24 horas. Los
microorganismos que hidrolizan la urea lentamente pueden requerir hasta 72 horas de
incubacion.

Interpretacion de los resultados

Reaccidén positiva: viraje del amarillo al rojo

Reaccidn negativa: no se produce cambio de color en el medio.
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Control de calidad

Control positivo: Klebsiella pneumoniae ATCC 700603

Control negativo: Escherichia coli ATCC 25922

Pruebas de fermentacion de azUcares

Se utiliza el medio Azucares Medio Basal (Estreptococos) de Britania, con el
agregado de los hidratos de carbono al 1% final. En el medio de cultivo, la tripteina y el
extracto de levadura, aportan los nutrientes necesarios para el adecuado desarrollo
bacteriano, el cloruro de sodio, mantiene el balance osmoético y la cisteina y el
tioglicolato de sodio son agentes reductores.

El indicador de pH es purpura de bromocresol y el agar elimina la necesidad de
sellar los tubos debido a que enlentece la dispersion del CO; y la difusion del O,.

La utilizacion de hidratos de carbono genera acidez y el consiguiente viraje del

indicador de pH del color purpura al amarillo.
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Composicion del medio

Tripteina 150¢g
Extracto de levadura 7,049
NaCl 259
L-cisteina 0,59
Tioglicolato de sodio 0,59
Parpura de bromocresol 0,02g
Agar 0,759
pH final: 7,3 £ 0,2

Luego de esterilizado y enfriado a 50C, agregar d e manera aséptica el hidrato de carbono elegido en

concentracion final al 1%.

Procedimiento

Siembra

Directa, a partir de un in6culo denso del microorganismo en estudio.

Incubacion

En aerobiosis, a 35-37 °C hasta 7 dias.

Interpretacion de los resultados

Positivo: microorganismos fermentadores del hidrato de carbono en estudio: medio de
color amarillo.

Negativo: microorganismos no fermentadores del hidrato de carbono en estudio: el
medio permanece de color parpura, sin cambios.

Control de calidad

Se elegiran bacterias que produzcan reacciones positivas y negativas para cada hidrato

de carbono
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Pigmento amarillo

Con ansa en anillo se levantaran colonias del microorganismo desarrollado en
agar sangre y se observard la presencia de un pigmento de color amarillo huevo.
Precaucion: no arrastrar porciones del medio de cultivo porque pueden

enmascarar el color.

B-glucuronidasa

Se utilizan discos impregnados con el sustrato p-nitrofenil-glucurénido.

Procedimiento

Siembra

A partir de un cultivo puro del microorganismo en estudio, hacer una suspension densa
(aproximadamente N° 2 de la escala de McFarland) en 0,2 ml de agua destilada estéril,
pH:7,0 y agregar un disco de p-nitrofenil-glucurénido (puede utilizarse un disco
comercial de Britania denominado Colibritania®.

En aerobiosis, a 35-37 °C durante al menos 4 horas.

Interpretacion de los resultados

Observacion del color de la suspension.

Positiva: observacion de color amarillo en el disco y/o en la suspension.

Negativa: el disco y la suspension permanecen sin cambio de color.

Control de Calidad

Escherichia coli ATCC 25922 control positivo
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Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 control negativo

Prueba del telurito

Preparacion de las placas

Preparar 1 litro de agar infusion cerebro-corazon (agar BHI) llevado a pH 6 con HCI 1N.
Esterilizar en autoclave (121, 15 min). Agregar 50 ml de sangre de carnero a 90C.

Dejar enfriar a 50C y agregar 150 ml de la solucié n de telurito de potasio.

Solucién de telurito de potasio: Pesar 0,5 g de telurito de potasio. Disolver en 150 ml de
agua destilada estéril. Esterilizar por filtracion.

Cantidades relativas:

Agar BHI Sangre Solucion de teluri to de K
1000 ml 50 ml 150 ml

500 ml 25 ml 75 ml

250 ml 12,5 mi 37,5 ml

125 mi 6,25 ml 18,75 ml

Procedimiento

Realizar una estria en el agar telurito con una colonia aislada del
microorganismo problema. Dejar incubar 24-48 horas.
Prueba positiva: observacion de colonias negras (por reduccién del telurito)

Prueba negativa: ausencia de desarrollo o desarrollo de colonias grisaceas.

299



Control de calidad
Prueba positiva: Enterococcus faecalis ATCC 29212

Prueba negativa: Enterococcus faecium

Prueba de utilizacion del piruvato

El medio para la utilizacion del piruvato tiene la siguiente composicion:

Triptona 10g
Extracto de levadura 5¢g
K2HPO4 59
NacCl 5¢
Piruvato de sodio 10¢g
Azul de bromotimol 0,04 ¢
Agua destilada csp. 1.000 mi
pH 7,2 a7,4.

El caldo se dispensa en tubos y se autoclava a 118°C durante 5 minutos. Puede

mantenerse en heladera asi preparado por 2 0 3 meses.

Fundamento
Si un microorganismo es capaz de utilizar el piruvato como fuente de energia, el
caldo se vuelve amarillo (4cido) después de 16-18 horas de incubacion. Si por el

contrario no puede utilizarlo, permanece del color azul verdoso inicial.
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